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Slouteniny specifické viti receptoru adenosinu A;, Ass a As a jejich pouziti

Oblast techniky:

V této piihlaSce jsou odkazy na sloudeniny, které se specificky vaZou
na i) receptory adenosinu A,, ii) receptory adenosinu A,,, a 111) receptory

adenosinu A;.

Dosavadni stav techniky:

Adenosin je vSudypfitomny moduldtor fady fyziologickych aktivit,
zvlast€ v kardiovaskuldrnich a nervovych systémech. Utinky adenosinu se
zdaji byt zprostfedkovany specifickymi receptorovymi proteiny buné&&ného
povrchu. Adenosin moduluje diversni fyziologické funkce vietnd vyvolani
uklidnéni, vasodilatace, suprese srde&ni rychlosti a kontraktility, inhibice
shlukovatelnosti destidek, stimulace glukoneogenese a inhibice lipolysy.
Spolu s vlivem na adenylat-cyklasu se ukazalo, %e adenosin otevira draselné
kanalky, sniZuje pritok kalciovymi kanilky a inhibuje nebo stimuluje
fosfoinositidovy ndvrat pfes mechanismy zprostfedkované receptorem (viz
napfiklad C.E. Muller a B.Stein ,,Adenosin-e Receptor Antagonists: Structures
and Potential Therapeutic Applications®, Current Pharmaceutical Design,
2:501 (1996) a C. E. Muller ,A;-Adenosine Receptor Antagonists“, Exp.
Opin, Ther. Patents 7 (5):419 (1997)).

Receptory adenosinu patfi do nadrodiny purinovych receptoru, které
jsou v soutasné dob& podrozdéleny na P, (adenosin) a P, (ATP, ADP, a dalsi
nukleotidy) receptory. Doposud byly klonovany &tyfi receptorové subtypy pro
nukleosid adenosin z rliznych druhd, v&etn& 1idi. Dva subtypy receptort (A, a
Az) vykazuji afinitu k adenosinu v nanomol4arnim rozmezi, zatimco daldi dva
znamé subtypy Aj, a A; jsou nizko afinitnimi receptory, s afinitou pro

adenosin v nizkém mikromolarnim rozmezi. Aktivace receptoru A; a A,



adenosinu muZe vést k inhibici aktivity adenylat-cyklasy, zatimco aktivace

A, a Ay vykazuje stimulaci adenylat-cyklasy.

Neékolik A, antagonisti bylo vyvinuto pro 1é€eni kognitivni choroby,
rendlniho poSkozeni a srdeéni arytmie. Pfedpokladalo se, Ze A, antagonisté
mohou byt vyhodnymi pro pacienty trpici Morbus Parkinsonovou nemoci
(Parkinsonova choroba). Zvlasté z hlediska moZnosti lokalniho podavani
mohou byt antagonisty receptoru adenosinu hodnotné pro 1é&eni alergického
zanétu a astmatu. Dostupné informace (napiiklad Nyce & Metzger ,DNA
Antisense Therapy for Asthma in an Animal Model“ Nature (1997) 385: 721-
5) indikuje, Ze v tomto patofyziologickém kontextu mohou A; antagonisté
blokovat kontrakci hladkého svalu lezicim pod dychacim epitheliem, zatimco
antagonisté Aj, nebo Ajs receptoru mohou blokovat degranulaci Zirnych
bun&k, ulehfovanim uvolfiovani histaminu a jinych medidtord zan&tl. Ay
receptory byly objeveny v gastrointestinalnim traktu, zejména ve stfevé a
intestindlnim epitheliu. Pfedpoklada se, ze A, receptory zprostfedkuji cAMP
odezvu (Strohmeier a kol., J. Bio. Chem. (1995) 270 : 2387-94).

Rovné€z bylo prokdzino, Ze receptory adenosinu existuji v sitnicich
(retindch) rlznych druh@ savcd, v&etn& hovéziho dobytka, veprového, opic,
krys, mordat, my3i, kraliki a ¢&lovéka (viz Blazynski a kol., Discrete
Distributions od Adenosine Receptors in Mammalian Retina, Journal of
Neurochemistry, svazek 54, stranky 648-655 (1990); Woods a kol,
Characterization of Adenosine A;-Receptor Binding Sites in Bovine Retinal
Membranes, Experimental Eye Research, svazek 53, str. 325-331 (1991); a
Braas a kol., Endogenous adenosine and adenosine receptors localized to
ganglion cells of the retina, Proceedings of the National Academy of Science,
svazek 84, strany 3906-3910 (1987)). Nedavno zvefejnili Williamsovi
pozorovani transportnich mist adenosinu v kultivované bun&&né linii lidské
retiny (Williams a kol., Nucleoside Transport Sites in a Cultured Human
Retinal Cell Line Established by SV-40 T Antigen Gene, Current Eye
Research, svazek 13, strany 109-118 (1994)).



Sloudeniny, které reguluji pfijem absorpce adenosinu byly dfive
uvazovany jako potencidlni terapeutické Ilatky pro 1é¢eni poskozeni
sitnicového a optického nervu v hlavé. V patentu US 5 780 450 od Shade,
diskutoval Shade pouziti inhibitori pfijmu adenosinu pro [é€eni ocnich
chorob. Shade nepopisuje pouziti specifickych inhibitord A; receptoru.

Celkovy obsah patentu US 5 780 450 je timto sem za¢lenén odkazem.
Dal$i antagonisty receptoru adenosinu jsou potfeba jako farmaceutické

prosttedky a jsou v uvaZzovaném zajmu jako 1é¢iva pro vySe uvedené choroby

a/nebo stavy.

Podstata vynélezu:

Pfedlozeny vynélez je zaloZen na sloufenindch, které se selektivné
vazou na receptor adenosinu Aj;, a tim léCeni nemoci spojené s receptorem
adenosinu A;, u subjektu, podavanim terapeuticky u€inného mnozstvi takové
slouCeniny subjektu. Nemoci, které se maji 1é&it, jsou spojené s kognitivni
nemoci, selhanim ledvin, srdedni arytmii, respiraénim epitelem, uvolnénim
pfenaSefe, uklidnénim, vasokonstrikci, bradykardii, negativni srdeéni
inotropii a dromotropii, branchokonstrikci, neutrofilni chemotaxii, stavem

refluxu nebo viedovitym stavem.

PredloZeny vynalez je zaloZen, alespoii ¢asteéné, na objevu, Ze né&které
N-6 substituované 7-deazapuriny, popsané infra, mohou byt pouZity pro
oSetfovani N-6 substituovany 7-deazapurinem responsivniho stavu. Pfiklady
takovych stavii zahrnuji ty, v nichZ je aktivita receptorti adenosinu zvy3ena,
jako je bronchitida, gastrointestinilni poruchy nebo astma. Tyto stavy lze
charakterizovat tim, Ze aktivace receptoru adenosinu miize vést k inhibici
nebo stimulaci aktivity adenylat-cyklasy. Prostiedky a postupy podle
vynalezu zahrnuji enantiomerné nebo diastereomern& &isté N-6 substituované
7-deazapuriny. Vyhodné N-6 substituované 7-deazapuriny zahrnuji ty, které
maji napf. acetamid, karboxamid, substituovany cyklohexyl, cyklohexanol,

nebo moCovinovou &ast pfipojené na N-6 dusik pfes alkylenovy fetézec.



PiedloZeny vynalez se tyka metod modulace receptoru(il) adenosinu u
savcl podavanim savci terapeuticky )aéinného mnozstvi N-6 substituovaného
7-deazapurinu, tak, Zze dochazi k modulaci aktivity adenosinového receptoru.
Vhodné adenosinové receptory zahrnuji rodiny A;, A, nebo A;. Ve vyhodném
provedeni je N-6 substituovany 7-deazapurin antagonista adenosinového

receptoru.

Vynalez se dale tyka zpisobu 1éCeni N-6 substituovany 7-deazapurin-
ovych chorob, jako je astma, bronchitida, alergickd ryma, chronicka
obstrukéni plicni choroba, choroby sitnice, gastrointestindlni poruchy, a
nemoci o¢i u savcil, podavanim savcim terapeuticky G¢inného mnozstvi N-6

substituovany 7-deazapurinu, takovém, Ze dojde u savce k 1é&eni nemoci.

Vhodné N-6 substituovany 7-deazapuriny zahrnuji ty, které jsou

pfedstavené obecnym vzorcem I:

R1\N/Rz
Re

NT X

] )=

Z
Rj N N\

Rs

()

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

R: a R; jsou kaZdy nezavisle vodikovy atom nebo substituovany nebo
nesubstituovany alkyl, aryl nebo alkylarylovd &ist nebo dohromady tvofi

substituovany nebo nesubstituovany heterocyklicky kruh.

R3 je substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl nebo alkylarylova &ast;
R4 je vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl

nebo alkylarylova &ast.
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Rs a Rg jsou kazdy nezavisle halogenovy atom, jako chlor, fluor nebo brom,
vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl nebo
alkylarylova &ast, nebo Rs je karboxyl, estery karboxylu nebo karboxamidy;
nebo R, a Rs nebo Rs a R¢ dohromady tvofi substituovany nebo

nesubstituovany heterocyklicky nebo karbocyklicky kruh.

V n&kterych provedenich mize byt R; a R, kazdy nezavisle,
substituovana nebo nesubstituovana cykloalkylovd nebo heteroarylalkylova
gast. V jinych provedenich R; je vodikovy atom nebo substituovana nebo
nesubstituovana heteroarylova &ast. V je§té dalSich provedenich, R4, Rs a Re

mize byt kazdy nezavisle heteroarylova &ast.

Ve vyhodném provedeni R, je vodikovy atom, R, je cyklohexanol, napi.
trans-cyklohexanon, R; je fenyl, Rs je vodikovy atom, Rs je methylova
skupina a Re je methylova skupina, V jesté dal$im vyhodném provedeni R; je

vodikovy atom, R, je

/'ILL NHMe

Rj; je fenyl, R4 je vodikovy atom a Rs a R¢ jsou methylové skupiny.

Vynalez dale popisuje farmaceutické prostfedky pro 1é&eni
responsivnich stavi vii¢i N-6 substituovany 7-deazapurinu u savci, jako je
astma, bronchitida, alergickda ryma, chronickd obstrukéni plicni nemoc,
choroby sitnice, gastrointestindlni poruchy a oéni choroby. Farmaceuticka
kompozice zahrnuje terapeuticky 0G¢inné mnozstvi N-6 substituovany 7-

deazapurinu a farmaceuticky pfijatelny nosic.
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PiedloZzeny vynalez se také tyka balenych farmaceutickych prostiedkd
pro 1éCeni responsivnich stavii vi¢i N-6 substituovany 7-deazapurinu u savci.
Baleny farmaceuticky prostfedek zahrnuje zdsobnik obsahujici terapeuticky
ucinné mnozstvi alespoil jednoho N-6 substituovany 7-deazapurinu a instrukce
pro pouziti N-6 substituovany 7-deazapurinu pro 1é¢eni responsivnich stavd

vic¢i N-6 substituovany 7-deazapurinu u savci.

Vynalez se dale tyka sloudenin vzorce I, kde

Ri je vodik;

R, je substituovany nebo nesubstituovany cykloalkyl, substituovany
nebo nesubstituovany alkyl, nebo R; a R, dohromady tvoii substituovany
nebo nesubstituovany heterocyklicky kruh;

R3 je nesubstituovany nebo substituovany aryl;

R4 je vodik; a

Rs a Rg jsou kazdy nezavisle vodik nebo alkyl,

a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli.

Deazapuriny podle tohoto provedeni jsou vyhodné& selektivni antagonisty A
receptoru. Tyto sloueniny mohou byt vhodné pro fadu 1é&ebnych vyuZiti,
jako je napiiklad 1é%eni astmatu, selhani ledvin spojenych se srde&nim
selhdnim a glaukom. V konkrétnim vyhodném provedeni je deazapurin ve
vodé€ rozpustné prolé&ivo, které je schopné byti metabolizovano in vivo na

aktivni 1éCivo napfiklad hydrolyzou katalyzovanou esterasou.

V jest¢ dalim provedeni je vynalez veden na zpiisob inhibice aktivity
adenosinového receptoru (napf. Aj;) v buiice, uvedenim do kontaktu buitky
s N-6  substituovany  7-deazapurinem (napf. vyhodn& antagonistou

adenosinového receptoru).

V jest€ dalsim provedeni se vynalez tyka zplsobu lé&eni poskozeni o&i
u savcl (napf. lidi) podavanim savci G&inného mnoZstvi N-6 substituovaného
7-deazapurinu vzorce I. Pfednostn& N-6 substituovany 7-deazapurin je
antagonista A; adenosinovych receptort v buiikach savcil. Poskozeni se tyka

retiny nebo optického nervu a mize byt akutni nebo chronické. Diisledkem



poSkozeni mlZe byt napfiklad glaukom, edem, ischémie, hypoxie nebo

trauma.

Vynalez se také tyka farmaceutického prostiedku obsahujiciho N-6
substituovanou sloudeninu vzorce I. Pfednostné¢ je farmaceuticky pfipravek
oftalmickd formulace (napf. periokularni, retrobulbarni nebo intraokuldrni
injekéni formulace, systémickd formulace, nebo chirurgicky wvyplachovy

roztok).

V jesté daldim provedeni se vynalez tyka sloueniny majici vzorec II:

R, R
Ny 2
N X Q—w
T
4
Rs N N\ L
R4
(II)

kde X je N nebo CRg; .

R; a R; jsou kazdy nezavisle vodik, nebo substituovany nebo nesubstituovany
alkoxy, aminoalkyl, alkyl, aryl nebo alkylaryl, nebo dohromady tvofi
substituovany nebo nesubstituovany heterocyklicky kruh, s podminkou, Ze
oba R; a R, nejsou vodik;

R; je substituovany nebo nesubstituovany alkyl, arylalkyl nebo aryl;

R4 je vodik nebo substituovany nebo nesubstituovany C;.¢ alkyl;

L je vodik, substituovany nebo nesubstituovany alkyl, nebo R, a L dohromady
tvoifi substituovany nebo nesubstituovany heterocyklicky nebo karbocyklicky
kruh,;

Re je vodik, substituovany nebo nesubstituovany alkyl, nebo halogen;

Q je CH;, O, Snebo NR;, kde R; je vodik nebo substituovany nebo

nesubstituovany C; ¢ alkyl; a



W je substituovany nebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, aryl, arylalkyl,
biaryl, heteroaryl, substituovany karbonyl, substituovany thiokarbonyl nebo
substituovany sulfonyl;

s tim, Ze jestlize R; je pyrrolidin, potom R4 neni methyl. Vynalez se také tyka

farmaceuticky pfijatelnych soli a prolé¢iv ze slouéenin podie vynalezu.

Ve vyhodném provedeni X je CRg, a Q je CH;, O, S nebo NH ve vzorci

II, pfi€emz R je definovano vyse.

V jesté jiném vyhodném provedeni vzorce II, X je N.

Vynalez se dale tyka zpilisobu inhibice aktivity adenosinového receptoru
(napf. Ajpadenosinového receptoru) v buiice uvedenim do kontaktu buiiky se

slouCeninou podle vynélezu. Pfednostné je slouenina antagonistou receptoru.

Vynalez se také tyka zpisobu 1éCeni gastrointestindlnich poruch (napi.
prijmu) nebo poruch respiradnich (jako je alergicka ryma, chronicka
obstrukéni plicni nemoc) u Zivo&ichd, podavanim Zivo&ichovi u&inného
mnozstvi sloufeniny vzorce II (napf. antagonisty Aj,). Pfednostné je

zivoéichem &lovék.

Tento vyndlez se také tyka sloudeniny majici vzorec (IV):

NH-R,

Rq

.o
z
Iz

Iv
kde R; je trans-4-hydroxycyklohexyl, 2-methylamino karbonylamino

cyklohexyl, 2-methylamino karbonylamino cyklohexyl, acetamido ethyl, nebo
methylamino karbonylamino ethyl;

kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany &tyf a $esti &lenny kruh.



V jednom provedeni sloufeniny Ar je fenyl, pyrrol, thiofen, furan,
thiazol, imidazol, pyrazol, 1,2,4-triazol, pyridin, 2(1H)-pyridon, 4(1H)-
pyridon, pyrazin, pyrimidin, pyridazin, isothiazol, isoxazol, oxazol, tetrazol,
naftalen, tetralin, naftyridin, benzofuran, benzothiofen, indol, 2,3-
dihydroindol, 1H-indol, indolin, benzopyrazol, 1,3-benzodioxol,, benzoxazol,
purin, kumarin, chromon, chinolin, tetrahydrochinolin, isochinolin,
benzimidazol, chinazolin, pyrido[2,3-b]pyrazin, pyrido[3,4-b]pyrazin,
pyrido[3,2-c]pyridazin, purido[3,4-b]-pyridin, 1H-pyrazol[3,4-d]pyrimidin,
pteridin, 2(1H)-chinolon, 1(2H)-isochinolon, 1,4-benzisoxazin, benzothiazol,
chinoxalin, chinolin-N-oxid, isochinolin-N-oxid, chinoxalin-N-oxid,

chinazolin-N-oxid, benzoxazin, ftalazin, cinolin, nebo majici strukturu:

kde Y je uhlik nebo dusik;

kde R; a R;’ jsou nezavisle H, substituovany nebo nesubstituovany
alkyl, substituovany nebo nesubstituovany aryl, halogen, methoxy,
methylamino, nebo methylthio;

kde Rs; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, kde uvedeny substituovany alkyl je —C(R7)(Rg)XRs, kde X
je O, S nebo NRg, pfi¢emz R; a Rs jsou kazdy nezavisle H nebo alkyl, kde Rs
a Re jsou kaZdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl, nebo Rs, Rs a dusik
dohromady tvofi substituovany nebo nesubstituovany kruh s po&tem mezi 4 a
7 ¢leny;

kde R4 je H, alkyl, substituovany alkyl, cykloalkyl,

nebo farmaceuticky pfijatelna sil, nebo derivat prolédiva, nebo biologicky

aktivni metabolit;
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s tou podminkou, Ze kde R; je acetylaminoethyl, Ar neni 4-pyridyl.

Tento vynilez se také tyka slou&eniny majici strukturu (V):

H O//, »

R, N

<

kde R, je aryl, substituovany aryl nebo heteroaryl;

kde R; je H, alkyl, substituovany alkyl, nebo cykloalkyl;

kde R; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino, substituovany
aryl, pfitemz uvedeny substituovany alkyl je —C(R6)(R7)NR4Rs, pfitemZ Rg a
R7 jsou kaidy H nebo alkyl, kde R4 a Rs jsou kazdy alkyl nebo cykloalkyl,
nebo R4, Rs a dusik dohromady tvoii kruhovy systém s poétem mezi 4 a 7

¢leny.
Tento vynalez se také tyka zpisobu inhibice aktivity A; adenosinového

receptoru v buiice, ktery zahrnuje kontaktovani uvedené buiiky s vyS$e

zminénymi sloudeninami.

Podrobny popis vynilezu

Znaky a dal3i detaily vynilezu budou nyni konkrétnéji popsiny a

zdiiraznény v patentovych narocich. Je zteymé, Ze konkrétni provedeni
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vynalezu jsou ukazana pro ilustraci a nejsou omezenim vynalezu. Zakladni
znaky tohoto vynalezu mohou byt pouzity v riznych provedenich bez

vybodeni z rozsahu ochrany.

Piedlozeny vynalez se tykid metody 1éCeni stavu odezvy na N-6
substituovany 7-deazapurin u savcli. Metody zahrnuji podavani terapeuticky
u¢inného mnoZstvi N-6 substituovaného 7-deazapurinu, popsané¢ho infra,
savci, takZe u savce dojde k 1éCeni stavu citlivého na N-6 substituovany 7-

deazapurin.

Vyraz ,na N-6 substituovany 7-deazapurin citlivy stav® zahrnuje, dle
pfedpokladu, chorobny stav nebo stav charakterizovany jeho citlivosti
(vnimavosti) na 1é¢eni s N-6 substituovanym 7-deazapurinem podle vynalezu,
Jak je popsan infra, tedy léfeni zahrnuje vyrazné minimalizovani alespoii
jednoho symptomu nebo uéinku stavu, dosazeného N-6 substituovanym 7-
deazapurinem podle vynalezu. Typicky jsou tyto stavy spojeny se zvySenim
adenosinu u hostitele, takovym, Ze hostitel &asto vykazuje fyziologické
symptomy, které zahrnuji, ale neomezuji se na n&, uvoliiovani toxinii, zanét,
koma, zadrzovani vody, nabirdni hmotnosti nebo ztritu hmotnosti,
pankreatitidu, rozedmu, revmatickou artritidu, osteoartritidu, vicedetné
poSkozeni organd, syndrom dé&tské a dospé&lé respirani uzkosti, alergickou
rymu, chronickou obstruk&ni plicni nemoc, o&ni choroby, onemocnéni
zazivaciho traktu, propagaci koZniho nadoru, imunonedostatednost a astma.
(Viz napfiklad C.E. Muller a B. Stein ,,Adenosine Receptor Antagonists:
Structures and Potential Therapeutic Applications, “ Current Pharmaceutical
Design, 2:501 (1996) a C.E.. Muller ,,A;-Adenosine Receptor Antagonists, ,,
Exp. Opin. Ther. Patents 7(5):419 (1997) a Feoktisove, R. Polosa, S. T.
Holgate a I. Biaggioni ,,Adenosine A2B receptors: a novel therapeutic target
in asthma? ,, TiPS 19; 148 (1998)). U'éinky jsou casto spojeny s takovymi
symptomy, jako zahrnuji, ale neomezuji se na n&, horelku, kratky dech,
nevolnost, prijem, slabost, bolest hlavy a dokonce smrt. V jednom provedeni
zahrnuje stav citlivy na N-6 substituovany 7-deazapurin takové stavy, které

jsou zprostfedkovany stimulaci receptori adenosinu jako A,, Aza., Azp, As,
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atd., takZe je upravena koncentrace vapniku v buiitkdch a /nebo aktivace PLC
(fosfolipasa C). Ve vyhodném provedeni je stav citlivy na N-6 substituovany
7-deazapurin spojeny s adenosinovym(i) receptorem(receptory), tedy N-6
substituovany 7-deazapurin pasobi jako antagonista. Pfiklady vhodnych
citlivych stavili, které mohou byt 1é&eny sloudeninami podle vynalezu, jako
subtypy adenosinu receptoru, které zajist'uji biologicky u&inek, zahrnuji
centralni nervovou soustavu (CNS), kardiovaskularni G&inky, rendlni G&inky,
respirani nemoci, imunologické u&inky, gastro-intestindlnim u&inky a
metabolické ufinky. Relativni mnoZstvi adenosinu u subjektu miize byt
spojeno s ufinkem uvedenym dale, coZ je, Ze zvy3ené hladiny adenosinu
mohou spoustét ufinek, jako je nezddouci fyziologickd odezva, napi.

astmaticky zachvat.

Utinky na CNS zahrnuji sniZzené uvolilovani transmitteru (A;), sedaci
(A1), sniZenou pohybovou aktivitu (A,,), antikonvulzivni aktivitu, stimulaci
chemoreceptoru (A;) a hyperalgesii. Lé&ebna pouziti nalezenych sloudenin

zahrnuji 1é¢eni demence, Alzheimerovy nemoci a zlepSeni paméti.

Kardiovaskuldrni G&inky zahrnuji vasodilataci (Az.), (Az) a (Aj),
vasokonstrikci (A;), bradykardii (A;), inhibici destitek (A,,), negativni
srdeéni inotropii a dromotropii (A;), arytmii, tachykardii a angiogenesi.
LéCebnd pouziti inventivnich slouenin zahrnuji napt¥iklad prevenci ischémii
indukovaného poSkozeni srdce a srde&niho tonusu, ochranu tkan& myokardu a

obnovu srdedni funkce.

Utinky na ledviny (,rendlni GCinky“) zahrnuji sniZené GFR (A,),
kontrakci mesangidlnich bun&k (A;), antidiuresii (A;) a inhibici uvolfiovani
reninu (A;). Vhodna l1é€ebna pouZiti inventivnich sloudenin zahrnuji pouziti

inventivnich sloucenin jako diuretik, natriuretik, draslikovych ukladadd, pro
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ochranu ledvin / prevenci akutniho ledvinového poskozeni, jako

antihypertonikum, jako latky proti otokdm a latky proti z4n&tim ledvin.

Respiraéni 0€inky zahrnuji bronchodilataci (A,), bronchokonstrikci
(A1), chronickou obstruk&ni plicni nemoc, alergickou rymu, sekreci hlenu a
respiraéni depresi (A;). Vhodna 1é&ebna pouziti sloudeni podle vynalezu
zahrnuji antiastmatické aplikace, 1é&eni plicnich nemoci po transplantaci a

respiraénich poruch.

Imunologické u¢inky zahrnuji imunosupresi (A;), neutrofilni chemotaxi
(A1), neutrofilni generaci peroxidu (A,.) a degranulaci Zirnych bun&k (A, a
A3). Lé&ebna pouZiti antagonistd zahrnuji alergické a nealergické zanéty,

¥, 0

jako uvoliiovani histaminu a jinych mediatorti zand&ta.

Gastrointestindlni 0Cinky zahrnuji inhibici sekrece kyselin (A;),
terapeutickd pouZiti mohon zahrnovat refluxni a viedové stavy.
Gastrointestinalni uginky také zahrnuji nemoci tlustého stieva, tenkého stieva
a prijmova onemocnéni, jako je priijmové onemocné&ni spojeni se zan&tem

sttev (Azp).

Choroby o¢i zahrnuji po3kozeni sitnice a optického nervu p¥i poran&ni
hlavy a trauma spojené s poruchami (A;). Ve vyhodném provedeni je o&ni

chorobou glaukom.

Dal3i l1é¢ebna pouziti sloudenin podle vynilezu zahrnuji 1é&eni obezity
(lypolitickych vlastnosti), hypertense, 1é&eni deprese, sedativni, anxioliticka,
jako antileptika a jako laxativa, napf. ovliviiujici pohyblivost (motilitu) bez

vyvolani prijmu.

Termin ,,chorobny stav“ zde, dle ptedpokladu, zahrnuje stavy vyvolané
nebo spojené s neZadoucimi hladinami adenosinu, aktivitou adenylyl cyklasy;
zvySenou fyziologickou aktivitou spojenou s abnormalni stimulaci
adenosinovych receptorii a/nebo zvy¥enim cAMP. V jednom provedeni je
chorobnym stavem napfiklad astma, chronickd obstrukéni plicni nemoc,
alergickd ryma, bronchitida, ledvinové choroby, gastrointestinalni nemoci

nebo o&ni choroby. Daldi ptiklady zahrnuji chronickou bronchitidu a
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cystickou fibrosu. Vhodné ptiklady zanétovych onemocné&ni zahrnuji ne-
lymfocytickou  leukémii, myokardialni ischémii, anginu, infarkt,
cerebrovaskularni ischémii, pferu§ované kulhani, kritickou ischémii kongetin,
venosni hypertensi, kieCové Zzily, bércové viedy a arteriosklerosu. PoruSené
reperfusni stavy zahrnuji, napfiklad, jakdkoliv postchirurgickd traumata, jako

je rekonstrukéni chirurgie, trombolysa nebo angioplasie.

Oznaleni ,léCeni stavil reagujicich na N-6 substituovany 7-deazapurin“
nebo ,léCeni stavi citlivych na N-6 substituovany 7-deazapurin® zahrnuje dle
pifedpokladu zmé&ny chorobného stavu nebo stavi, jak jsou popsdny vyse,
takovych, Ze fyziologické symptomy u savcd mohou byt vyznamné zmirnény
nebo minimalizovdny. Termin rovn&€Z =zahrnuje regulaci, prevenci nebo
inhibici fyziologickych symptomi nebo 1&ink& spojenych s odchylnym
mnoZzstvim adenosinu. V jednom vyhodném provedeni je regulace chorobného
stavu nebo stavii takova, Ze chorobny stav nebo podminky jsou vymyceny.
V jiném vyhodném provedeni je regulace selektivni, takZe neZadouci hladiny
aktivity adenosinového receptoru jsou kontrolovdny, =zatimco jiné

fyziologické systémy a parametry jsou neovlivnény.

Termin ,N-6 substituovany 7-deazapurin® je ve stavu techniky znidm a

pfedpoklada se, Ze zahrnuje sloudeniny majici vzorec I:

.7 deaza-misto*

(I)
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»N-substituovany 7-deazapurin“ zahrnuje jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, a v jednom provedeni také zahrnuje konkrétni N-6 substituované puriny

zde popsané.

V konkrétnich provedenich neni N-6 substituovany 7-deazapurin
substituovanym N-6 benzylem nebo N-6 fenylethylem. V jiném provedeni, R4
neni benzyl nebo fenylethyl substituovany. Ve vyhodnych provedenich, R; a
R, nejsou oba vodikové atomy. V je§té dalfim vyhodném provedeni R; neni

vodikovy atom.

Termin ,terapeuticky udinné mnozstvi® N-6 substituovany 7-
deazapurinu, popsané infra, je takové mnoZstvi 1é€ebné slou€eniny nezbytné
nebo postadujici k uskute¢néni jeho uvazované funkce u savci, napt. k 1é¢eni
stavu citlivého na N-6 substituovany 7-deazapurin, nebo chorobného stavu
savce. U&inné mnozstvi 1é&ivé slouteniny se mize mé&nit podle faktord, jako
je mnozZstvi jiz pfitomného pti€inného faktoru v savci, v€k, pohlavi, hmotnost
savce, a schopnosti terapeutické slouleniny podle pfedlozeného vynélezu

ovlivnit u savce stav citlivy na N-6 substituovany 7-deazapurin.

Odbornik znaly stavu techniky bude schopny studovat vyse uvedené
faktory a udinit rozhodnuti tykajici se ufinného mnoZstvi terapeutické
slouCeniny bez potieby experimentovani. Testy in vitro a in vivo mohou byt

L4439
1

rovnéZ provedeny ke stanoveni ,,uinnych mnozstvi® terapeutickych slougenin
popsanych infra. Odbornik znaly stavu techniky miZe zvolit vhodné mnoZstvi
terapeutické slouleniny pro pouZiti ve vy§e zmifiovanych testech nebo pro

1é¢ebné pouziti.

Terapeuticky ucéinné mnozstvi pfednostné zmirfiuje alespoii jeden
pfiznak nebo ulinek spojeny se stavem citlivym na N-6 substituovany 7-
deazapurin nebo podminku, tim, Ze je lé&en alespoit z asi 20 % (vyhodn&ji
alespoii asi 40 %, dokonce je3t& vyhodné&ji alespoi asi 60 %, a je3t& vice
vyhodné&ji alesponi asi 80 %) vzhledem k neoSetfovanym subjektim. Testy
mohou byt odbornikem z dané oblasti techniky uréeny ke stanoveni ubytku
téchto symptomt a/nebo vlivi. Jakékoliv testy znamé ze stavu techniky

uréené pro stanoveni téchto parametrd se pfedpokladaji za zahrnuté do tohoto
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vynalezu. Napfiklad pokud je astma lé¢enym stavem, potom objem vzduchu
vydany z plic subjektu mize byt zméfen pfed a po oSetfeni pro zméfeni
zvétSeni objemu pouZitim ze stavu techniky znamych metod. Obdobné pokud
je 1é¢enym stavem zanét, potom plocha, kterd je zanicena, mize byt zméfena
pfed a po o3etfeni pro zméfeni zmen§ovani zanicené plochy pouZitim ze stavu

techniky znamych metod.
Termin , buiika“ zahrnuje obé, prokaryotické i eukaryotické buiiky.

Termin ,Zivodich“ zahrnuje jakykoliv organismus s adenosinovymi
receptory nebo jakykoliv organismus nachylny ke stavu citlivému na N-6
substituovany 7-deazapurin. Pfiklady Zzivodichd zahrnuji kvasinky, savce,

plazy a ptaky. RovnéZz zahrnuje transgenni Zivoc¢ichy.

Termin ,savec“ je ve stavu techniky uznavan a zahrnuje Zivoficha,
pfednostné&ji teplokrevného Zivolicha, nejvyhodnéji hovézi dobytek, ovce,
vepfe, koné, psy, ko&ky, krysy, my$i a lidi. Savci nachylni k N-6
substituovany 7-deazapurin-citlivému stavu, zanétu, rozedmé, astmatu,
okolnostem tykajicim se centralni nervové soustavy nebo akutnimu
respira¢nimu tzkostnému syndromu jsou pfikladn& zahrnuti jake &ast tohoto

vynalezu.

Z jiného hlediska se pfedlozeny vynalez tyka zpusobu modulace
adenosinového receptoru (i) u savcd poddvanim savci terapeuticky G&inného
mnozstvi N-6 substituovany 7-deazapurinu, tak, Ze dojde u savce k modulaci
adenosinového receptoru. Vhodné adenosinové receptory zahrnuji rodiny A,
A,, nebo A;. Ve vyhodném provedeni N-6 substituovany 7-deazapurinem je

antagonista adenosinového receptoru.

Terminem ,,modulace adenosinového receptoru® se rozumi, Ze zahrnuje
takové piripady, kde je sloulenina ve vzajemné interakci s adenosinovym
receptorem(y), a zpusobuje zvySenou, sniZzenou nebo abnormalni
fyziologickou aktivitu spojenou s adenosinovym receptorem nebo nasledné
kaskadové efekty, které rezultuji z modulace adenosinového receptoru.
Fyziologické aktivity spojené s adenosinovymi receptory zahrnuji vyvolani

sedace, vasodilatace, suprese srdeéni rychlosti a kontraktility, inhibici
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shlukovatelnosti destiCek, stimulaci glukoneogenese, inhibici lipolysy,

otevieni draslikovych kanalkl, snizeni prutoku vapnikovymi kanélky atd.

Terminy ,modulovat®, ,modulovani“ a ,modulace” se rozumi, zZe
zahrnuji prevenci, vymyceni nebo inhibici vysledného zvySeni nezadouci
fyziologické aktivity spojené s abnormalni stimulaci adenosinového
receptoru, napf. v kontextu s léCebnymi postupy podle vyndlezu. V jiném
provedeni zahrnuje termin ,,modulovat“ antagonistické u¢inky, jako zmirnéni
aktivity nebo produkce medidtort alergie a alergického zanétu, které jsou
disledkem padmérné stimulace adenosinového receptoru(i). Napfiklad
terapeutické  deazapuriny podle vyndlezu mohou spoluptisobit
s adenosinovym receptorem, aby napfiklad inhibovaly aktivitu adenylat

cyklasy.

Termin ,stav charakterizovany nadmé&rnou/nenormalni aktivitou
adenosinového receptoru® se mini, Ze zahrnuje takové nemoci nebo stavy,
které jsou spojené s nenormalni stimulaci adenosinového receptoru v tom, ze
stimulace receptoru vyvolava biochemicky nebo fyziologicky fetéz udalosti,
ktery je pfimo nebo nepfimo spojen s nemoci, poruchou nebo stavem. Tato
stimulace adenosinového receptoru nesmi byt jedinym kauzativnim &initelem
nemoci, poruchy nebo stavu, ale pouze je zodpov&dnym za vyvolani n&kterych
symptomi typicky spojenych s nemoci, poruchou nebo stavem, ktery je 1é&en.
Nadmérnd stimulace receptoru mize byt jedinym faktorem nebo alespoii jeden
daldi &initel miize byt zahrnut do 1é&eného stavu. Ptiklady stavii zahrnuji ty
chorobné stavy uvedené supra, zahrnujici zanét, gastrointestinalni choroby a
takové pfiznaky prokazované pfitomnosti zvy$ené aktivity adenosinového
receptoru. Vyhodné piiklady zahrnuji p#iznaky spojené s astmatem,
alergickou rymou, chronickou obstruk&ni plicni nemoci, otoky, bronchitidou,

gastrointestinadlnimi chorobami a glaukomem.

Termin ,1éCeni nebo 1é&ba stavu charakterizovaného nadmérnou
aktivitou adenosinového receptoru® se predpoklada, Ze zahrnuje uleh&eni nebo
omezeni alespofi jednoho pfiznaku typicky spojeného se stavem. Lééeni také
zahrnuje uleh&eni nebo omezeni vice nez jednoho ptfiznaku, Pfednostné

>

oSetfeni 1€¢1i, napfiklad podstatné eliminuje, pfiznaky spojené se stavem.
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PtedloZzeny vynilez se tyka sloucenin, N-6 substituovanych 7-

deazapurini, majicich vzorec I:

R
Rin N
N Re

N \

S
Ry~ N N\

Rs

(1)

kde

R: a R; jsou kazdy nezavisle vodikovy atom nebo substituovany nebo
nesubstituovany alkyl, aryl nebo alkylarylovd &4st, nebo dohromady tvofi
substituovany nebo nesubstituovany heterocyklicky kruh;

R3; je vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl
nebo alkylarylova &ast;

R4 je vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl
nebo alkylarylova &ast.

Rs a Re jsou kazdy nezavisle atom halogenu, napf. chloru, fluoru nebo
bromu, a vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl
nebo alkylarylova &4st nebo R; a Rs nebo Rs a Rg dohromady tvofi

substituovany nebo nesubstituovany heterocyklicky nebo karbocyklicky kruh.

Rovnéz jsou zahrnuty farmaceuticky pfijatelné soli N-6 substituovanych

7-deazapurind.

V konkrétnich provedenich, R; a R, mohou byt kazdy nezavisle

substituovany nebo nesubstituovany cykloalkyl nebo heteroarylalkylova &4st.
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V jinych provedenich R; je vodikovy atom nebo substituovana nebo
nesubstituovana heteroarylova &ast. V je§té dalich provedenich R4, Rs a Rg

mohou byt kazdy nezavisle heteroarylova &ast.

V jednom provedeni R; je vodikovy atom, R, je substituovany nebo
nesubstituovany cyklohexan, cyklopentyl, cyklobutyl nebo cyklopropanova
¢ast, R; je substituovana nebo nesubstituovana fenylova &ast, R4 je vodikovy

atom a Rs a Rg jsou oba methylové skupiny.

V jiném provedeni R, je cyklohexanol, cyklohexandiol, cyklo-
hexylsulfonamid, cyklohexanamid, cyklohexylester, cyklohexen,

cyklopentanol nebo cyklopentandiol a R; je fenylova &ast.

V jesté dalim provedeni R; je vodikovy atom, R je cyklohexanol, Rj
je substituovany nebo nesubstituovany fenyl, pyridin, furan, cyklopentan nebo
thiofenova &ast, Ry je vodikovy atom, substituovany alkyl, aryl nebo
arylalkylova &ast, a Rs a R¢ jsou kazdy nezdvisle vodikovy atom, nebo

substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl nebo alkylarylova Cast.

V je§té dal§im provedeni R; je vodikovy atom, R; je substituovany nebo
nesubstituovany alkylamin, arylamin, nebo alkylarylamin, substituovany nebo
nesubstituovany alkylamid, arylamid nebo alkylarylamid, substituovany nebo
nesubstituovany alkylsulfonamid, arylsulfonamid nebo alkylarylsulfonamid,
substituovana nebo nesubstituovand alkylmoovina, arylmo&ovina nebo
alkylarylmolovina, substituovany nebo nesubstituovany alkylkarbamat,
arylkarbamat nebo alkylarylkarbamat, substituovana nebo nesubstituovana
alkylkarboxylova kyselina, arylkarboxylova kyselina nebo alkylaryl-
karboxylova kyselina, R3 je substituovana nebo nesubstituovand fenylova

dast, R4 je vodikovy atom a Rs a R¢ jsou methylové skupiny.

V jedté dal§im provedeni R, je guanidin, modifikovany guanidin,

kyanoguanidin, thiomod&ovina, thioamid nebo amidin,
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V jiném provedeni muze byt R,

WY

o )

kde Rz, — Ry, jsou kazdy nezavisle vodikovy atom nebo nasyceny nebo
nenasyceny alkyl, aryl nebo alkylarylova ¢ast a Ryq je vodikovy atom nebo
nasyceny nebo nenasyceny alkyl, aryl nebo alkylarylova &ast, NR;.R,¢f nebo
OR2g, kde Rz.- Ryg jsou kazdy nezavisle vodikovy atom nebo nasyceny nebo
nenasyceny alkyl, aryl nebo alkylarylové ¢&asti. Alternativn€ R,;, a Ryp
spole¢né mohou tvofit karbocyklicky nebo heterocyklicky kruh majici
velikost kruhu mezi asi 3 a 6 <¢leny, napf. cyklopropyl, cyklopentyl,
cyklohexylové skupiny.

Z jednoho hlediska vynalezu oba Rs a Re¢ nejsou methylové skupiny,
pfednostné jedna z Rs a R¢ je alkylova skupina napf. methylovd skupina a

druha je vodikovy atom.

Z jiného hlediska vynalezu, kde R4 je 1-fenylethyl a R; je vodikovy
atom, potom Rj3; neni fenyl, 2-chlorfenyl, 3-chlorfenyl, 4-chlorfenyl, 3,4-
dichlorfenyl, 3-methoxyfenyl nebo 4-methoxyfenyl nebo kdyz R4 a R; jsou 1-
fenylethyl, potom R; neni vodikovy atom, nebo kdyZ Ry je vodikovy atom a

Rj je fenyl, potom R; neni fenylethyl.

Z jiného hlediska vynalezu, kdyZ Rs a Rg dohromady tvof¥i karbocyklicky

R /LN/ N

3



21 00 oo s osoee LX)

nebo pyrimido[4,5-6]indol, potom R; neni fenyl kdyz R; je 1-(4-
methylfenyl)ethyl, fenylisopropyl, fenyl nebo 1-fenylethyl nebo kdyZ R; neni
vodikovy atom kdyz R4 je 1-fenylethyl. Karbocyklicky kruh tvofeny z Rs a Rg
miiZe byt bud aromaticky nebo alifaticky a mlZe mit mezi 4 a 12 atomy
uhliku, napf. naftyl, fenylcyklohexyl, atd., pfednostn& mezi 5 a 7 atomy
uhliku, napf. cyklopentyl nebo cyklohexyl. Alternativn& Rs a R¢ dohromady
mohou tvofit heterocyklicky kruh, jako jsou ty popsané ni%e. Typické
heterocyklické kruhy zahrnuji mezi 4 a 12 atomy uhliku, pfednostn& mezi 5 a
7 atomy uhliku a mohou byt aromatické nebo alifatické. Heterocyklicky kruh
miZe byt dale substituovan, v&etné substituce na jednom nebo vice

uhlikovych atomi kruhové struktury jednim nebo vice heteroatomy.

Z jest€ dal3iho hlediska vynalezu tvoii R; a R, heterocyklicky kruh.
Reprezentativni pfiklady zahrnuji, ale neomezuji se na né, ty heterocyklické
kruhy uvedené daile, jak'o jsou morfolino, piperazin a podobné, napf. 4-
hydroxypiperidiny, 4-aminopiperidiny. Kde R, a R, dohromady tvofi
piperazinovou skupinu

R,

N

pii¢emz R; mizZe byt vodikovy atom nebo substituovany nebo nesubstituovany

alkyl, aryl nebo alkylarylova &ast.

V jedt&¢ dalsim provedeni vynilezu R; a R; dohromady tvofi

heterocyklicky kruh, napt.
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pfi¢emZ heterocyklicky kruh mizZe byt bud’ aromaticky nebo alifaticky a mize
tvofit kruh majici mezi 4 a 12 atomy uhliku, napf. naftyl, fenylcyklohexyl,
atd. a miize byt bud aromaticky nebo alifaticky, nap¥. cyklohexyl,

cyklopentyl.

Heterocyklicky kruh miZe byt dale substituovdn, v&etn& substituce
uhlikovych atomid kruhové struktury jednim nebo vice heteroatomy.
Alternativné R4 a Rs mohou tvotit dohromady heterocyklicky kruh, jako jsou

ty popsané dale.

V nékterych provedenich N-6 substituovany 7-deazapurin neni N-6
benzyl nebo N-6 fenylethyl substituovany. V jinych provedenich R, neni
benzyl nebo fenylethyl substituovany. Ve vyhodnych provedenich R; a R,
nejsou oba vodikové atomy. V je$t& daliich vyhodnych provedenich R; neni
vodik.

SlouCeniny podle vynalezu mohou zahrnovat ve vod& rozpustna
proléfiva, ktera jsou popsana ve WO 1999/033815, mezinarodni pfihlasce
PCT/US1998/004595, podané 9.bfezna 1998 a zvefejn&né 6.&ervence 1999.
Uplny obsah WO 1999/033815 je sem vyslovné zaélenén odkazem. Ve vod&
rozpustna prolétiva jsou metabolizovana in vivo na aktivni 1é&ivo, napi.
hydrolyzou katalyzovanou esterasou. Ptiklady potencialnich prolé&iv zahrnuji
deazapuriny s napifiklad R, jako cykloalkylem substituovanym s
—OC(O)(Z)NH; , kde Z je vedlej3i fet&zec pfirozen& nebo jinak se vyskytujici
aminokyseliny, nebo jeji analog, a, B, x nebo ® aminokyselin, nebo
dipeptidu. Vyhodné aminokyselinové vedlej§i fetézce zahrnuji fetézce

glycinu, alaninu, valinu, leucinu, isoleucinu, lysinu, o-methylalaninu,
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aminocyklopropankarboxylové kyseliny, azetidin-2-karboxylové kyseliny, B-

alaninu, g-aminomaselné kyseliny, alanin-alaninu nebo glycin-alaninu.

V dal§im provedeni oznaCuje vyndlez deazapuriny vzorce (I), kde R; je
vodik; R, je substituovany nebo nesubstituovany cykloalkyl, substituovany
nebo nesubstituovany alkyl, nebo R; a R, dohromady tvofi substituovany nebo
nesubstituovany  heterocyklicky kruh; Rj; je  substituovany nebo
nesubstituovany aryl; R4 je vodik; a Rs a R¢ jsou kazdy nezavisle vodik nebo
alkyl, a jejich farmaceuticky pfijatelné soli. Deazapuriny podle tohoto

provedeni mohou byt potencidlné selektivni antagonisty A; receptoru.

V jednom provedeni R; je substituovany (napf. hydroxy- substituovany)
nebo nesubstituovany cykloalkyl. Ve vyhodném provedeni R; a R4 jsou vodik,
R3 je nesubstituovany nebo substituovany fenyl, a Rs a R¢ jsou kazdy alkyl.
Piednostné R, je mono-hydroxycyklopentyl nebo mono-hydroxycyklohexyl,
R, také mize byt substituovany s -NH-C(=0)E, kde E je substituovany nebo
nesubstituovany C;-C,4 alkyl (napf. alkylamin, jako ethylamin).

R; a R; mohou dohromady tvofit substituovany nebo nesubstituovany
heterocyklicky kruh, ktery miZe byt substituovany aminovou nebo

acetamidovou skupinou.

Z jedt&¢ dalSiho hlediska R, muZe byt —-A-NHC(=0)B, kde A je
nesubstituovany C;-C, alkyl (jako ethyl, propyl, butyl) a B je substituovany
nebo nesubstituovany C;-C; alkyl (jako methyl, aminoalkyl, napi.
aminomethyl nebo aminoethyl, alkylamino jako methylamino, ethylamino),
pfednostné, kdyz R; a R4 jsou vodik, R; je nesubstituovany nebo
substituovany fenyl, a Rs a R¢ jsou kaZdy alkyl. B miZe byt substituovany

nebo nesubstituovany cykloalkyl, napf. cyklopropyl nebo 1-amino-cyklo-

propyl.

V jiném provedeni R; miize byt substituovany nebo nesubstituovany

fenyl, pfednostné kdyz Rs a R6.jsou kazdy alkyl. Pfednostné R; miize mit
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jeden nebo vice substituentd (napf. o-, m- nebo p- chlorfenyl, o-, m- nebo p-

fluorfenyl).

Vyhodné mize byt R; substituovany nebo nesﬁbstituovan}’f heteroaryl,
pfednostné kdyZz Rs a R¢ jsou kazdy alkyl. Priklady heteroarylovych skupin
zahrnuji pyridyl, pyrimidyl, pyridazinyl, pyrazinyl, pyrrolyl, triazolyl,
thiazolyl, oxazolyl, oxadiazolyl, furanyl, methylendioxyfenyl a thiofenyl.
Pfednostné Rj; je 2-pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl, 2-pyrimidyl nebo 3-
pyrimidyl.

Pfednostné v jednom provedeni Rs a R¢ je kazdy vodik. V jiném Rs a Rg

jsou kazdy methyl.

Ve zvla§té¢ vyhodném provedeni jsou deazapuriny podle vynalezu ve vodé
rozpustna proléfiva, ktera mohou byt metabolizovana in vivo na aktivni
1é¢ivo, napf. hydrolyzou katalyzovanou esterasou. Piednostn& obsahuje
prolétivo R, skupinu, kterou je cykloalkyl substituovany s —OC(O)(Z)NH,,
kde Z je vedlejsi fetézec pfirozen& nebo jinak se vyskytujici aminokyseliny,
nebo jeji analog, a, B, ¥ nebo ® aminokyseliny, nebo dipeptidu. Ptiklady
vyhodnych vedlej§ich fetézch zahrnuji vedlej§i fet®zce glycinu, alaninu,
valinu, leucinu, isoleucinu, lysinu, «-methylalaninu, aminocyklo-
propankarboxylové kyseliny, azetidin-2-karboxylové kyseliny, B-alaninu, yx-

aminomaselné kyseliny, alanin-alaninu nebo glycin-alaninu.

Ve zvladté€ vyhodném provedeni Z je vedlej§i fetézec glycinu, R, je

cyklohexyl, R; je fenyl, a Rs a Rg jsou methyl.

Vjiném provedeni je deazapurinem 4-(cis-3-hydroxycyklopentyl)-

amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(cis-3-(2-aminoacetoxy)cyklo-
pentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin, s&l kyseliny

trifluoroctové.
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V jiném provedeni je deazapurinem 4-(3-acetamido)piperidinyl-5,6-di-

methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(2-N'-methylureapropyl)amino-

-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetamidobutyl)amino-5,6-di-

methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(2-N’'-methylureabutyl)amino-

-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(2-aminocyklopropylacetamido-

ethyl)amino-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(frans-4-hydroxycyklohexyl)-

amino-2-(3-chlorfenyl)-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidin.

Vjiném  provedeni je deazapurinem 4-(trans-4-hydroxycyklo-

hexyl)amino-2-(3-fluorfenyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V jiném provedeni je deazapurinem 4-(frans-4-hydroxycyklohexyl)-

amino-2-(4-pyridyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

V je$t&¢ daldim provedeni se vynalez tykda metody inhibice aktivity
adenosinového receptoru (napf. A,, A,.,, A, nebo vyhodn& A;) v buiice,
uvedenim do kontaktu buiiky s N-6 substituovanym 7-deazapurinem (napi.

pfednostn& antagonistou adenosinového receptoru).

V dalfim provedeni se vynalez tyka zpisobu lé&eni poskozeni o&i u
savcld  (napf. <¢&lovEka) podavanim savei adinného mno¥stvi N-6
substituovaného 7-deazapurinu. Pfednostn& N-6 substituovany 7-deazapurin je
antagonistou Az adenosinovych receptoré v buitkach savce. Poskozeni se tyka

sitnice nebo optického nerva hlavy a mfiZe byt akutni nebo chronické.
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Poskozeni miZe byt vysledkem napfiklad glaukomu, edemu, ischémie,

hypoxie nebo traumatu.

Ve vyhodném provedeni se vyndlez tyka deazapurinu majiciho vzorec
I1, supra, kde X je N nebo CRg; R; a R; jsou kazdy nezavisle vodik, nebo
substituovany nebo nesubstituovany alkoxy, aminoalkyl, alkyl, aryl, nebo
alkylaryl nebo dohromady tvofi substituovany mnebo nesubstituovany
heterocyklicky kruh,s tim, Ze oba R; a R, nejsou vodik; R; je substituovany
nebo nesubstituovany alkyl, arylalkyl nebo aryl; R4 je veodik nebo
substituovany nebo nesubstituovany C;-Cgalkyl; L je vodik, substituovany
nebo nesubstituovany alkyl, nebo R4 a L dohromady tvofi substituovany nebo
nesubstituovany heterocyklicky nebo karbocyklicky kruh; Re je vodik,
substituovany nebo nesubstituovany alkyl, nebo halogen; Q je CH;, O, S nebo
NR7, pfi€¢emZ R; je vodik nebo substituovany nebo nesubstituovany C;-Cg
alkyl; a W je substituovany nebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, alkynyl,
aryl, arylalkyl, biaryl, heteroaryl, substituovany karbonyl, substituovany
thiokarbonyl, nebo substituovany sulfonyl, s tim, Ze pokud R; je pyrrolidino,

potom R, neni methyl.

V jednom provedeni ve slouteninach vzorce II, X je CRg a Q je CH;, O,

S nebo NH. V jiném provedeni X je N.

V jedté dalSim provedeni slouéenin vzorce II, W je substituovany nebo
nesubstituovany aryl, 5- nebo 6-&lenny heteroaryl nebo biaryl. W miuZe byt
substituovany jednim nebo vice substituenty. Pfiklady substituent zahrnuji:
halogen, hydroxy, alkoxy, amino, aminoalkyl, aminokarboxyamid, CN, CF;,
CO2R3, CONHRg, CONR3Rg, SORs, SORs a SO,NRsRy, pfitemZ Rg a R jsou
kazdy nezavisle vodik nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl,
cykloalkyl, aryl nebo arylalkyl, Pfednostn& W miiZe byt substituovany nebo
nesubstituovany fenyl, napf. methylendioxyfenyl. W také miize byt
substituovany nebo nesubstituovany 5-&lenny heteroarylovy kruh, jako pyrrol,
pyrazol, oxazol, imidazol, triazol, tetrazol. Furan, thiofen, thiazol a
oxadiazol. Ptfednostné W miZe byt 6-Elenny heteroarylovy kruh, napft.

pyrodyl, pyrimidyl, pyridazinyl, pyrazinal a thiofenyl. Ve vyhodném
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provedeni W je 2-pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl, 2-pyrimidyl, 4-pyrimidyl nebo
5-pyrimidyl.

V jednom vyhodném provedeni sloucenin vzorce II, Q je NH a W je 3-
pyrazolovy kruh, ktery je nesubstituovany nebo N-substituovany
substituovanym nebo nesubstituovanym alkylem, cykloalkylem, arylem nebo

arylalkylem.

V jiném provedeni slouéenin vzorce II, Q je kyslik, a W je 2-thiazolovy
kruh, ktery je substituovany nebo nesubstituovany substituovanym nebo

nesubstituovanym alkylem, cykloalkylem, arylem nebo arylalkylem.

V jiném provedeni sloufenin vzorce II, W je substituovany nebo
nesubstituovany alkyl, cykloalkyl nap¥. cyklopentyl nebo arylalkyl. Ptiklady
substituentdi zahrnuji halogen, hydroxy, substituovany nebo nesubstituovany
alkyl, cykloalkyl, aryl, arylalkyl nebo NHR,o, kde R;o je vodik, nebo
substituovany nebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, aryl nebo arylalkyl.

V jesté daliim provedeni se vynalez tyka deazapurinu vzorce II, kde W
Jje —(CH3)a-C(=0)Y nebo —(CH;),-C(=S)Y, a je celé &islo od 0 do 3, Y je aryl,
alkyl, arylalkyl, cykloalkyl, heteroaryl, alkynyl, NHR;;R;;, nebo, s
podminkou, ze Q je NH, OR;3, kde Ry, Rj2 a Rj; jsou kazdy nezavisle vodik
nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, dryl, arylalkyl nebo

cykloalkyl. Pfednostn& Y je 5- nebo 6-&lenny heteroarylovy kruh.

Dale W miize byt —(CH;),-S(=0)3Y , kde j je 1 nebo 2, b je 0, 1, 2 nebo
3, Y je aryl, alkyl, arylalkyl, cykloalkyl, alkynyl, heteroaryl, NHR4R;s,
s tim, Ze kdyZz b je 1, Q je CH;, a kde R4, R;5 a R16 jsou kazdy nezavisle
vodik, nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl, aryl, arylalkyl nebo

cykloalkyl.

Vjiném provedeni Rs; je zvolen ze skupiny sestavajici
ze substituovaného nebo nesubstituovaného fenylu, pyridylu, pyrimidylu,

pyridazinylu, pyrazinalu, pyrrolylu, triazolylu, thioazolylu, oxazolylu,
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oxadiazolylu, pyrazolylu, furanylu, methylendioxyfenylu a thiofenylu. Kdyz
R; je fenyl, mizZe byt substituovany napiiklad hydroxylem, alkoxy (jako
methoxy), alkylem (jako tolylem) a halogenem (jako o-, m-, nebo p- fluor-
fenylem, nebo o-, m- nebo p- chlorfenylem). Vyhodné R3; mize byt 2-, 3-,
nebo 4- pyridyl nebo 2- nebo 3- pyrimidyl.

Vynalez se také tyka deazapurinu, kde R¢ je vodik nebo C;-Csalkyl.

Pfednostné R¢ je vodik.

Vynalez také zahrnuje deazapuriny, kde R; je vodik a R, je
substituovany nebo nesubstituovany alkyl nebo alkoxy, substituovany nebo
nesubstituovany alkylamin, arylamin nebo alkylarylamin, substituovany nebo
nesubstituovany aminoalkyl, aminoaryl nebo aminoalkylaryl, substituovany
nebo nesubstituovany alkylamid, arylamid nebo alkylarylamid, substituovany
nebo nesubstituovany alkylsulfonamid, arylsulfonamid nebo alkylaryl-
sulfonamid, substituovana nebo nesubstituoivané alkylmocdovina, arylmodovina
nebo alkylarylmodovina, substituovany nebo nesubstituovany alkylkarbamat,
arylkarbamat  nebo  alkylarylkarbamat, nebo  substituovand nebo
nesubstituovanid alkylkarboxylova kyselina, arylkarboxylovd kyselina nebo

alkylarylkarboxylové kyselina.

Vyhodné R, je substituovany nebo nesubstituovany cykloalkyl, jako
mono- nebo dihydroxy-substituovany cyklohexyl nebo cyklopentyl
(pfednostné monohydroxy-substituovany cyklohexyl nebo monohydroxy-

substituovany cyklopentyl).

Vyhodné R, miaze mit nasledujici vzorec:
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kde A je C,;-Cg¢ alkyl, C;-C; cykloalkyl, fetézec s jednim aZ sedmi
atomy, nebo kruh se tfemi az sedmi atomy, voliteln€ substituované s C;-Cs
alkylem, halogeny, hydroxylem, karboxylem, thiolem nebo aminoskupinami;
pfiemz

B je methyl, N(Me),, N(Et),, NHMe, NHEt, (CH;),NH3+, NH(CH,),CHs,
(CH;),NH,, (CH;,),CHCH;,;NH,;, (CH;);NHMe, (CH;);0OH, CH,CN,
(CH3)nCO2H, CHR 3R 9, nebo CHMeOH, pifi¢emzZ r je celé Cislo od 0 do 2, m
je 1 nebo 2, Ry je alkyl, Rj9 je NH;3+ nebo CO,H nebo Ry3 a Ry9 dohromady

jsou :

(CH2)p

kde p je 2 nebo 3; a
Ri7 je Ci-Cg alkyl, C3-C; cykloalkyl, fetézec s jednim aZ sedmi atomy,
nebo kruh se tfemi az sedmi atomy, voliteln& substituované s C;-Cg alkylem,

balogeny, hydroxylem, thiolem nebo aminoskupinami.

Vyhodné A je substituovany nebo nesubstituovany C;-Cs alkyl. B miiZe

byt substituovany nebo nesubstituovany C;-Cs alkyl.

Ve vyhodném provedeni R, je vzorce —A-NHC(=O)B. Ve zvla§té
vyhodném provedeni A je -CH,CH,- a B je methyl.

SlouCeniny podle vyndlezu mohou zahrnovat ve vod& rozpustni
prolétiva, kterd jsou metabolizovana in vivo na aktivni lé&ivo, napi.
hydrolyzou katalyzovanou esterasou. Pfiklady potencidlnich prolé&iv zahrnuji
deazapuriny s napfiklad R, jako cykloalkylem substituovanym s
~0OC(O)(Z)NH2, kde Z je vedlejsi tetézec ptirozené nebo jinak se vyskytujici
aminokyseliny, nebo jeji analog, o, B, % nebo ® aminokyseliny, nebo

dipeptidu. Pfiklady aminokyselinovych vedlejlich fet&ézcl zahrnuji vedlejsi
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fetézce glycinu, alaninu, valinu, leucinu, isoleucinu, lysinu, a-methylalaninu,
aminocyklopropankarboxylové kyseliny, azetidin-2-karboxylové kyseliny, B-

alaninu, y-aminomaselné kyseliny, alanin-alaninu nebo glycin-alaninu.

V jiném vyhodném provedeni R; aR2 dohromady jsou :

)

kde n je 1 nebo 2 a kde kruh miiZze byt voliteln& substituovany jednim nebo
vice hydroxyly, amino, thiolem, karboxylem, halogenem, CH,0H,
CH,;NHC(=O)alkylem, nebo CH,NHC(=0O)NH-alkylovymi  skupinami.
Pfednostn& n je 1 nebo 2 a uvedeny kruh je substituovany s
—NHC(=0)alkylem.

V jednom vyhodném provedeni R; je vodik, R, je substituovany nebo
nesubstituovany C;-Cs alkyl, R; je substituovany nebo nesubstituovany fenyl,
R4 je vodik, L je vodik nebo substituovany nebo nesubstituovany C;-Cg alkyl,
Q je O, Snebo NR;, pfitemZz R; je vodik nebo substituovany nebo
nesubstituovany C;-Cs alkyl, a W je substituovany nebo nesubstituovany aryl.
Pfednostn& R; je —-A-NHC(=0O)B, kde A a B jsou kazdy nezavisle
substituovany nebo nesubstituovany C;-C¢ alkyl. Napfiklad A mlZe byt
CH,CH:. B miize byt naptiklad alkyl, (jako methyl) nebo aminoalkyl (jako
aminomethyl). Pfednostn& R; je nesubstituovany fenyl a L je vodik. R¢ miZe
byt methyl nebo pfednostn& vodik. Pfednostn& Q je O, S ncbo NR;, kde Ry je
vodik nebo substituovany nebo nesubstituovany C;-Cs alkyl, jako methyl. W
je nesubstituovany nebo substituovany fenyl (jako alkoxy, halogen
substituovany). Pfednostné W je p-fluorfenyl, p-chlorfenyl, nebo p-
methoxyfenyl. W miZe také byt heteroaryl, jako 2-pyridyl.
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Ve zvla§t€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-

aminoethyl)amino-6-fenoxymethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

Ve zvladt€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(4-fluorfenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidin.

Ve zvla§t€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(4-chlorfenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol{2,3d]-

pyrimidin.

Ve zvla$t€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(4-methoxyfenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidin.

Ve zvla§t€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(2-pyridyloxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidin.

Ve zvla§t€ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(N-fenylamino)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidin.

Ve zvlast¢ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-acetyl-
aminoethyl)amino-6-(N-methyl-N-fenylamino)methyl-Z-fenyl-7H-pyrrol-
. [2,3d]-pyrimidin.

Ve zvlast€¢ vyhodném provedeni je deazapurinem 4-(2-N’'-methyl-

ureaethyl)amino-6-fenoxymethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-pyrimidin.

Vynalez se dale tykd metody inhibice aktivity adenosinového receptoru
(napf. Az, adenosinového receptoru) v buiice uvedenim do kontaktu buiiky se

slou€eninou podle vynalezu. Pfednostné je slouéeninou antagonista receptoru.
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Vynalez se také tyka metody 1éCeni gastrointestinalnich chorob (napf.
prijmu) u zivoficha podavanim zivoclichovi G¢inného mnozstvi slouceniny

podle vynalezu (napf. antagonisty A,p). Pfednostné je Zivoichem ¢lovék.

V jiném provedeni se vynalez tykd farmaceutického prostfedku
obsahujiciho N-6 substituovany 7-deazapurin podle vynalezu a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

Vynalez se také tykd metody 1éCeni stavu odezvy na N-6 substituovany
7-deazapurin u Zzivolichli, podavanim terapeuticky ufinného mnoZstvi
deazapurinu podle vyndlezu savci, takze u savce dojde k lé€eni stavu
citlivého na N-6 substituovany 7-deazapurin. Vyhodné miZe byt chorobnym
stavem porucha zprostfedkovand adenosinem. Pfiklady preferovanych
chorobnych stav@i  zahrnuji: poruchy centrdlni nervové soustavy,
kardiovaskularni choroby, rendlni poruchy, zanétové choroby, alergické

choroby, gastrointestinalni choroby, oéni nemoci a nemoci respiraéni.

Termin ,alkyl® oznaluje radikdl nasycenych alifatickych skupin,
zahrnujici pfimé fetézce alkylovych skupin, v&tvené fetézce alkylovych
skupin, cykloalkylové (alicyklické) skupiny, alkyl substituované cyklo-
alkylové skupiny, a cykloalkyl substituované alkylové skupiny. Termin alkyl
dale zahrnuje alkylové skupiny, které mohou dale zahrnovat kyslik, dusik,
siru nebo atomy fosforu, nahrazujici jeden nebo vice uhliké uhlovodikového
fetézce, napf. kyslik, dusik, siru nebo atomy fosforu. Ve vyhodnych
provedenich ma pfimy nebo vé&tveny alkylovy fetézec 30 nebo ménd
uhlikovych atomt ve svém zikladnim fetézcib(napf. Ci-Cs¢ pro ptimy fetézec,
C; —Cso pro vétveny fetézec), a vyhodné&ji 20 nebo mén&. Obdobné vyhodné
cykloalkyly maji od 4 do 10 uhlikovych atomi ve své kruhové struktufe, a

vyhodné&ji maji 5, 6 nebo 7 uhlikl v kruhové struktufe.

Navic se termin alkyl pouZiva v celém popisu a narocich a ptedpoklada
se, Ze zahrnuje jak ,nesubstituované alkyly“ tak ,substituované alkyly“, tyto
posledn€ jmenované se Casto oznaduji jako alkylové €4sti majici substituenty

nahrazujici vodik na jednom nebo vice uhlicich uhlovodikového fetézce. Tyto
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substituenty mohou zahrnovat napfiklad halogen, hydroxyl, alkylkarbonyloxy,
arylkarbonyloxy, alkoxykarbonyloxy, aryloxykarbonyloxy, karboxylat,
alkylkarbonyl, alkoxykarbonyl, aminokarbonyl, alkylthiokarbonyl, alkoxyl,
fosfat, fosfonat, fosfinat, kyano, amino (v€etn¢ alkylamino, dialkylamino,
arylamino, diarylamino a alkylarylamino), acylamino (v¢etné¢ alkyl-
karbonylamino, arylkarbonylamino, karbamoyl a ureido), amidino, imino,
sulfohydryl, alkylthio, arylthio, thiokarboxylat, sulfaty, sulfonato, sulfamoyl,
sulfonamid, nitro, trifluormethyl, kyano, azido, heterocyklyl, alkylaryl, nebo
aromatickou nebo heteroaromatickou &ast. Pro odbornika v dané oblasti je
zfejmé, Ze Casti substituované na uhlovodikovém fetézci mohou byt samy o
sob€ substituované, pokud je to vhodné. Cykloalkyly mohou byt dale
substituovany, napif. substituenty popsanymi vySe. ,,Alkylarylova“ ¢&ast je
alkyl substituovany arylem (napf. fenylmethyl(benzyl)). Termin ,,alkyl“ také
zahrnuje nenasycené alifatické skupiny analogické v délce a mozné substituci
k alkylim popsanym vyS$e, ale které obsahuji alespoii jednu dvojnou nebo

trojnou vazbu.

Termin ,aryl“ jak se zde pouziva oznaluje radikdl arylovych skupin,
véetn€ 5- a 6-Clennych jednokruhovych aromatickych skupin, které mohou
zahrnovat od nuly do &ty heteroatomi, napt. benzen, pyrrol, furan, thiofen,
imidazol, benzoxazol, benzothiazol, triazol, tetrazol, pyrazol, pyridin,
pyrazin, pyridazin a pyrimidin, a podobné. Arylové skupiny také zahrnuji
polycyklické kondenzované aromatické skupiny jako je naftyl, chinolyl,
indolyl a podobné. Tyto arylové skupiny majici heteroatomy v kruhové
struktufe mohou byt také oznaleny jako ,,arylové heterocykly“, ,heteroaryly*
nebo ,heteroaromaty“. Heteroaromaticky kruh miiZe byt substituovdn na
jednom nebo vice mistech kruhu s takovymi substituenty, jako jsou popsané
vySe, jako je naptiklad halogen, hydroxyl, alkoxy,alkylkarbonylaoxy,
arylkarbonyloxy, alkoxykarbonyloxy, aryloxykarbonyloxy, karboxylat,
alkylkarbonyl, alkoxykarbonyl, aminokarbonyl, alkylthiokarbonyl, fosfat,
fosfonato, fosfindto, kyano, amino (v&etn& alkylamino, dialkylamino,
arylamino, diarylamino a alkylarylamino), acylamino (v&etn& alkyl-
karbonylamino, arylkarbonylamino, karbamoyl a ureido), amidino, imino,

sulfhydryl, alkylthio, arylthio, thiokarboxylat, sulfity, sulfonato, sulfamoyl,
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sulfonamid, nitro, trifluormethyl, kyano, azido, heterocyklyl, alkylaryl, nebo
aromatickou nebo heteroaromatickou &ast. Arylové skupiny mohou byt také
kondenzovany nebo pfemostény alicyklickymi nebo heterocyklickymi kruhy,

které nejsou aromatické, takze tvoifi polycykly (napt. tetralin).

Terminy ,,alkenyl“ a ,alkynyl“ oznafuji nenasycené alifatické skupiny
analogické v délce a mozné substituci k alkyldm popsanym vySe, ale které
obsahuji alespofi jednu dvojnou nebo trojnou vazbu. Napiiklad vynalez

pifedpoklada kyano a propargylové skupiny.

Pokud nebude poclet uhliki jinak specifikovan, ,niz$i alkyl®, jak se zde
pouziva, oznacuje alkylovou skupinu, jak je definovana vyS$e, ale majici od
jednoho do deseti ﬁhlikﬁ, vyhodnéji od jednoho do $esti uhlikovych atomi ve
své zdkladni struktufe, dokonce je$té€ vyhodné&ji jeden az t¥i uhlikové atomy
na své struktufe zakladniho fetézce. Obdobné _niz$i alkenyl” a niZ3i

alkynyl“ maji podobné délky fetézce.

Termin “alkoxyalkyl®, ,polyaminoalkyl® a ,thioalkoxyalkyl“ oznaduji
alkylové skupiny, jak jsou popsany vySe, které dale zahrnuji kyslik, dusik
nebo atomy siry nahrazujici jeden nebo vice uhlikovych atomi

v yhlovodikovém zakladnim fetézci, napf. kyslik, dusik nebo atomy siry.

Termin ,,polycyklyl“ nebo ,,polycyklicky radikal“ oznaduje radikal dvou
nebo vice cyklickych kruhi (napf. cykloalkyld, cykloalkenyld, cykloalkynyld,
arylii a/nebo heterocyklyld), v némZ dva nebo vice uhlikl jsou spole&né ke
dvéma vedlej§im kruhdim, napf. kruhy jsou ,kondenzované kruhy“. Kruhy,
které jsou spojeny pies nesousedici atomy jsou oznadeny ,miistkové“ kruhy.
Kazdy z kruhi polycyklu méiZze byt substituovan substituenty popsanymi vy3e,
jako je napfiklad halogen, hydroxyl, alkylkarbonyloxy, arylkarbonyloxy,
alkoxykarbonyloxy, aryloxykarbonyloxy, karboxylat, alkylkarbonyl,
alkoxykarbonyl, aminokarbonyl, alkylthiokarbonyl, alkoxyl, fosfat, fosfonat,
fosfinito, kyano, amino (véetn& alkylamino, dialkylamino, arylamino,
diarylamino a alkylarylamino), acylamino (v&etn& alkylkarbonylamino, aryl-

karbonylamino, karbamoyl a ureido), amidino, imino, sulfhydryl, alkylthio,
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arylthio, thiokarboxylat, sulfaty, sulfonato, sulfamoyl, sulfonamid, nitro,
trifluormethyl, kyano, azido, heterocyklyl, alkyl, alkylaryl, nebo aromatickou

nebo heteroaromatickou &ast.

Termin , heteroatom®, jak se zde pouziva, oznaluje atom jakéhokoliv
prvku jiného neZ je uhlik nebo vodik. Vyhodnymi heteroatomy jsou dusik,

kyslik, sira nebo fosfor.

Termin ,aminokyseliny“ zahrnuje pfirozen& i jinak se vyskytujici
aminokyseliny nalezené v proteinech, jako je glycin, alanin, valin, cystein,
leucin, isoleucin, serin, threonin, methionin, kyselina glutamovéa, kyselina
aspartova, glutamin, asparagin, lysin, arginin, prolin, histidin, fenylalanin,
tyrosin a tryptofan. Analogy aminokyselin zahrnuji aminokyseliny
s prodlouzenymi nebo zkracenymi vedlej§imi feté€zci s pfisluSnymi funk&nimi
skupinami. Aminokyseliny také zahrnuji D a L stereoisomery aminokyseliny,
kdy struktura aminokyseliny pfipou$ti stereoisomerni formy. Termin
»dipeptid“ zahrnuje dvé nebo vice aminokyselin spojenych dohromady.
Piednostné jsou dipeptidy dv€ aminokyseliny spojené pfes peptidovou vazbu.
Zvlasté vyhodné dipeptidy zahrnuji, ale neomezuji se na né&, naptiklad alanin-

alanin a glycin-alanin.

Je tfeba poznamenat, ze struktura nékterych sloudenin podle tohoto
vynalezu zahrnuje asymetrické uhlikové atomy a tudiZ se vyskytuji jako
racematy a racemické smési, jednotlivé enantiomery, diastereomerni smési a
jednotlivé diastereomery. VSechny takové isomerni formy t&€chto sloudenin
jsou vyslovné uvedeny v tomto vynalezu. Kazdy stereogenni uhlik mlze byt
s R nebo S konfiguraci. Je zfejmé, Ze isomery vyvstavajici z takové asymetrie
(napf. vSechny enantiomery a diastercomery) jsou zahrnuty do rozsahu tohoto
vynalezu, pokud neni uvedeno jinak. Tyto isomery mohou byt ziskany
v podstaté Cisté forme& klasickymi separaénimi postupy a stereochemicky

regulovanymi syntézami.

Vynédlez se déle tyka farmaceutickych prostiedkd pro 1é&eni stavi

citlivych na N-6 substituovany 7-deazapurin u saveil, jako jsou respiradni
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choroby (napf. astma, bronchitida, chronicka obstrukéni plicni nemoc,
alergickd ryma), choroby ledvin, gastrointestidlni nemoci a o&ni nemoci.
Farmaceuticky prostfedek =zahrnuje terapeuticky ucinnd mnoZstvi N-6
substituovaného 7-deazapurinu, popsaného supra, a farmaceuticky piijatelny
nosi¢. Musi byt zftejmé, Ze viechny deazapuriny popsané vy3e jsou zahrnuty
pro léCebné pouziti. Dale musi byt ziejmé, ze deazapuriny podle vynilezu
mohou byt pouZity samotné nebo v kombinaci s jinymi deazapuriny podle
vynalezu nebo v kombinaci s dal$imi 1é¢ebnymi slou€eninami, jako jsou

napfiklad antibiotika, protizanétové latky nebo protirakovinné latky.

Termin ,antibiotika“ je ve stavu techniky definovan a pfedpoklada se,
7¢ zahrnuje takové latky produkované rlistem mikroorganismii a jejich
syntetickymi derivaty, které eliminuji nebo inhibuji rist patogeni a jsou
selektivné toxické viéi patogeniim, pfi¢emZ produkuji minimalni nebo Zadny
nezadouci udinek p#i infikovani hostitelského subjektu. Vhodné pfiklady
antibiotik zahrnuji, ale neomezuji se na né&, zakladni tfidy aminoglykosidii,
cefalosporini, chloramfenikoly, makrolidy, peniciliny, polymixiny,

tetracykliny a streptomyciny.

Termin ,,protizdn&tovy“ je ve stavu techniky definovan a pfedpoklada
se, Ze zahrnuje takové latky, které pusobi na t&lesny mechanismus bez
pfimého antagonizovani latky vyvolavajici zanét, jako jsou glukokertikoidy,
aspirin, ibuprofen, NSAIDS atd.

Termin ,protirakovinné latky“ je ve stavu techniky definovin a
pfedpoklada se, ze zahrnuje takové latky, které omezuji, vymyti nebo piisobi
preventivné na rust rakovinnych bun&k, pfednostné bez nezadouciho
ovlivilovani jinych fyziologickych funkci. Reprezentativni pfiklady zahrnuji

cisplatinu a cyklofosfamid.

Pokud jsou slouleniny podle pfedlozeného vyndlezu podavany jako
farmaceutické latky, lidem nebo savcim, mohou byt podavany jako takové

nebo jako farmaceutické prostfedky obsahujici napifiklad 0,1 az 99,5 %
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(vyhodné&ji 0,5 aZz 90 %) ucéinné slozky v kombinaci s farmaceuticky
ptijatelnym nosiéem.

Termin ,farmaceuticky pfijatelny nosi¢“, jak se zde pouziva, oznacluje
farmaceuticky pfijatelny materidl, kompozici nebo vehikulum, jako je kapalné
nebo pevné plnivo, fedidlo, excipient, rozpou$tédlo nebo zapouzdiovaci
material, zapojeny do neseni nebo transportu slou&eniny (sloudenin) podle
piedlozeného vynalezu v nebo do subjektu tak, Ze se zde miize realizovat jeho
pfedpokladand funkce. Typicky jsou tyto sloufeniny neseny nebo
transportovany z jednoho organu nebo ¢asti téla do jiného organu nebo &asti
t€la. Kazdy nosi¢ musi byt ,pfijatelny“ ve smyslu, Ze je kompatibilni
s ostatnimi slozkami sloZeni a je nezdvadny k pacientovi. N&které ptiklady
materiald, které mohou slouzit jako farmaceuticky pfijatelné noside, zahrnuji:
cukry, jako je laktosa, glukosa a sacharosa; §kroby, jako je kukufiény $krob a
bramborovy $krob; celulosu a jeji derivaty, jako je karboxymethylcelulosa
sodna, ethylcelulosa a acetat celulosy; pra§kovy tragant, slad; Zelatina, talek;
excipienty, jako je kakaové maslo a &ipkové vosky; oleje, jako je araSidovy
olej; olej z bavlnikovych semen, sluneénicovy olej, sezamovy olej, olivovy
olej, kukufi¢ny olej a sojovy olej; glykoly, jako je propylenglykol; polyoly,
jako je glycerin, sorbitol, mannitol a polyethylenglykol;, estery, jako je
ethyloleat a ethyllaurat; agar; pufrovaci latky, jako je hydroxid hofe&naty a
hydroxid hlinity; kyselina alginova; voda prostd pyrogenu; isotonicky
fyziologicky roztok; Ringeriv roztok; ethylalkohol; roztoky fosfatovych
pufri; a jiné netoxické kompatibilni latky pouzité ve farmaceutickych

sloZenich.

Jak je uvedeno vyS$e, nékterd provedeni piedlozenych slouenin mohou
obsahovat bazické funk&ni skupiny, jako je aminoskupina nebo alkyl-
aminoskupina, a jsou tedy schopné tvofit farmaceuticky pfijatelné soli
s farmaceuticky pfijatelnymi kyselinami. Termin ,farmaceuticky pfijatelné
soli“ se tyk4, z tohoto hlediska, relativné netoxickych adi¢nich soli slouéenin
podle vynélezu s anorganickymi a organickych kyselinami. Tyto soli mohou
byt pfipraveny in situ b&hem findlni izolace a purifikace sloudenin podle

vynalezu, nebo samostatnou reakci purifikované sloudenina podle vynalezu
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vjeji volné bazické form& s vhodnou organickou nebo anorganickou
kyselinou, a izolovanim takto vytvoiené soli. Reprezentativni soli zahrnuji
hydrobromidové, hydrochloridové, siranové, hydrogensiranové, fosfatové,
dusi¢nanové, acetdtové, valeratové, oleatové, palmitatové, stearatové,
lauratové, benzoatové, laktatové, fosfatové, tosylatové, citratové, maleatove,
fumariatové, sukcindtové, vinanové, naftylaitové, mesylatové, gluko-
heptanoatové, laktobionatové a laurylsolfonitové soli a podobné. (viz napf.
Beerge a kol.,(1977) ,,Pharmaceutical Salts“, J. Pharm. Sci. 66:1-19).

V jinych ptipadech mohou sloueniny podle pfedlozeného vyndlezu
obsahovat jednu nebo vice kyselinovych funkénich skupin, a tudiz jsou
schopné tvofit farmaceuticky pfijatelné soli s farmaceuticky pfijatelnymi
bazemi. Termin ,farmaceuticky ptijatelné soli“ oznaluje v téchto pfipadech
relativné netoxické adiéni soli sloulenin podle pfedloZeného vynalezu
s anorganickymi a organickymi bazemi. Tyto soli mohou byt pfipraveny
podobné in situ b&hem findlni izolace a purifikace sloulenin, nebo
samostatnou reakci purifikované sloueniny v jeji volné kyselé formé
s vhodnou bazi, jako je hydroxid, uhliitan nebo hydrogenuhliditan kationtu
farmaceuticky pfijatelného kovu, s amoniem, nebo s farmaceuticky
ptijatelnym organickym primarnim, sekundirnim nebo tercidarnim aminem.
Reprezentativni alkalické soli nebo soli alkalickych zemin zahrnuji lithné,
sodné, draselné, vapenaté, hofeCnaté a hlinité soli a podobné. Reprezentativni
organické aminy vhodné pro tvorbu bazickych adi¢nich soli zahrnuji
ethylamin, diethylamin, ethylendiamin, ethanolamin, diethanolamin, piperazin

a podobné.

Termin ,farmaceuticky pfijatelné estery™ se tyka relativn& netoxickych,
esterifikovanych produktd sloudenin podle pfedloZzeného wvynalezu. Tyto
estery mohou byt pfipraveny in situ b&hem finalni izolace a purifikace
slouCenin, nebo oddélené reakci purifikované sloueniny v jeji volné

kyselinové formé& nebo hydroxylu s vhodnym esterifikaénim <inidlem.

Karboxylové kyseliny mohou byt konvertovany na estery pfes zpracovani .

s alkoholem za ptitomnosti katalyzatoru. Derivaty obsahujici hydroxyl

mohou byt konvertovany na estery pifes zpracovani s esterifikaénim &inidlem,
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jako jsou alkanoylhalogenidy. Dale se pfedpoklada, Ze termin zahrnuje nizsi
uhlovodikové skupiny schopné byti solvatovany za fyziologickych podminek,
jako jsou alkylestery, methyl-, ethyl- a propylestery. (viz napf. Berge a kol,,

supra.)

Vynalez se dale tyka pouziti proléliv, ktera jsou konvertovana in vivo
na lé&ebné slouCeniny podle vynalezu (viz napf. R. B. Silverman, 1992, ,The
Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action“, Academic Press,
Kapitola 8). Tato prolé€iva mohou byt pouZita pro upravu biodistribuce (napf.
aby se povolily slouteniny, které by typicky nevstupovaly do reaktivnich mist
proteasy) nebo farmakokinetiku terapeutickych sloufenin. Napfiklad
karboxylova skupina miize byt esterifikovana napf. methylovou skupinou nebo
ethylovou skupinou za ziskani esteru. KdyZ je ester poddvan subjektu, ester je
§té€pen, enzymaticky nebo neenzymaticky, reduk&né nebo hydrolyticky, za
odhaleni aniontové skupiny. Aniontovd skupina muZe byt esterifikovana
s ¢astmi (napf. acyloxymethylestery), které jsou §té€peny za ziskani slouCeniny
meziproduktu, kterd se néasledné rozkladd za ziskani aktivni slouleniny.
V jiném provedeni je proléCivo v redukované formé siranu nebo sulfonatu,
jako je thiol, ktery je oxidovan in vivo na 1éEebnou slouceninu. Dale mizZe byt
aniontova &ast esterifikovdna na skupinu, kterd je aktivn& transportovana in
vivo, nebo ktera je selektivné odebirdna cilovymi organy. Ester miZe byt
volen tak, aby umoznil konkrétni specifické cileni terapeuntickych &asti na

konkrétni reaktivni mista, jak bude popsano dale pro ¢asti nosid.

V prostiedcich mohou byt dale ptitomny zvlh&ujici latky, emulgatory a
mazadla, jako je laurylsulfit sodny a stearat hofelnaty, stejné jako barvici
latky, wuvoliovaci ¢&inidla, potahové latky, sladidla, ochucovadla a

parfémovaci latky, konzervaéni latky a antioxidanty.

Ptiklady farmaceuticky pfijatelnych antioxidantd zahrnuji: antioxidanty
rozpustné ve vodE&, jako je kyselina askorbovd, cystein hydrochlorid,
rozpustné v oleji, jako je askorbylpalmitat, butylovany hydroxyanisol (BHA),
butylovany hydroxytoluen (BHT), lecitin, propylgallat, alfa-tokoferol a
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podobné; a kovova chelataéni ¢&inidla, jako je kyselina citronova,
ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA), sorbitol, kyselina vinn4, kyselina

fosforeéna a podobné.

Slozeni podle predlozeného vynalezu zahrnuji takova, kterd jsou
vhodna pro oralni, nasalni, topicka, transdermdlni, bukalni, sublingualni,
rektalni, vaginalni a/nebo parenteralni podavani. SloZzeni mohou byt bézné
pfitomna v jednotkové davkové formé& a mohou byt pfipravena postupy velmi
dobfe znamymi ze stavu farmacie. MnoZstvi aktivni slozky, které mize byt
kombinovano s nosi¢ovym materidlem za ziskani jednotkové davkové formy,
bude obecné mnozstvi sloueniny, které poskytuje 1é€ebny ufinek. Obecné ze
sta procent bude toto mnoZstvi leZet v rozmezi od asi 1 procenta do asi
devadesati deviti procent u€inné slozky, pfednostné od asi 5 procent do asi 70

procent, nejvyhodnéji od asi 10 procent do asi 30 procent.

Postupy ptipravy t&chto sloZeni nebo prostfedkd zahrnuji krok uvedeni
slouceniny podle pfedloZeného vynalezu do spojeni s nosi€em a, popfipade,
jednou nebo vice druhotnymi slozkami. Obecné se sloZeni pfipravuji jednotné
a dikladn€ uvedenim do spojeni slouleniny podle pfedlozeného vynélezu a
kapalnych nosiii, nebo jemné délenych pevnych nosi.éﬁ, nebo obou, a potom,

pokud je to nezbytné, tvarovanim produktu.

Slozeni podle vynalezu vhodna pro ordlni podavani mohou byt ve formé
kapsli, satka, piluli, tablet, pastilek (pouZivajicich ochucené baze, obvykle
sacharosu, arabskou gumu a tragant), prasku, granuli nebo jako roztoky nebo
suspenze ve vodné nebo nevodné kapalin€, nebo jako tekuté emulze oleje ve
vod¢ nebo vody v oleji, nebo jako elixiry nebo sirupy, nebo pastilky
(pouzitim inertni baze, jako je Zelatina a glycerin, nebo sacharosa a arabska
guma) a/nebo dstni vody a podobné, kazda obsahujici pfedem stanovené
mnozstvi sloufeniny podle piedloZzeného vynalezu jako GCinné latky.
Slou¢enina podle pfedlozeného vynalezu muze byt rovnéZ podavana jako

bolus, lektvar nebo pasta.
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V pevnych davkovych formach vyndlezu pro ordlni podani (kapsle,
tablety, pilule, drazé, prasky, granule a podobné) je u€inna slozka smisena
s jednim nebo vice farmaceuticky ptfijatelnymi nosici, jako je citrat sodny
nebo fosforednan vapenaty, a/nebo nékterym z nasledujicich: plniv nebo
nastavovacich plnidel, jako jsou Skroby, laktosa, sacharosa, glukosa, manitol,
a/nebo kyselina kiemicita; pojiv jako je napfiklad karboxymethylcelulosa,
alginaty, Zzelatina, polyvinylpyrrolidon, sacharosa a/nebo arabska guma;
zvlh€ovadel, jako je glycerol; dezintegranich prostfedkl, jako je agar-agar,
uhli¢itan vapenaty, bramborovy nebo tapiokovy Skrob, kyselina alginova,
nékteré silikaty a uhli¢itan sodny; roztoku retardalnich &inidel, jako je
parafin; urychlova&i absorpce, jako jsou kvartérni amoniové slouleniny;
zvlhCovacich latek, jako je napf. cetylalkohol a glycerol monostearat;
absorbentil, jako je kaolin a bentonitovy jil; mazadel, jako je talek, stearat
vapenaty, stearat hofenaty, pevné polyethylenglykoly, lauryl sulfat sodny, a
jejich smeési; a barvicich latek. V pfipadé kapsli, tablet a piluli mohou
farmaceutické prostfedky také obsahovat pufrovaci latky. Pevné kompozice
podobného typu mohou byt pouZity jako plniva mékkych a tvrdych
Zelatinovych kapsli pouzZitim takovych excipientli, jako je laktosa nebo
mlé&ny cukr; stejn€ jako polyethylenglykoly s vysokou molekularni

hmotnosti, a podobné.

Tablety mohou byt vyrobeny lisovanim nebo tavenim, vyhodné s jednou
nebo vice druhotnymi sloZkami. Lisované tablety mohou byt pfipraveny s
pouzitim pojiva (navpfiklad Zelatiny nebo hydroxypropylmethylcelulosy),
mazadla, inertniho fedidla, konzerva&ni latky, dezintegra&ni latky (napiiklad
sodného Skrobového glykolatu nebo zesiténé karboxymethylcelulosy sodné),
povrchov€ aktivni latky nebo disperga&niho &inidla. Tavené tablety mohou
byt pfipraveny tavenim smési pra§kové sloudeniny zvlh&ené inertnim tekutym

fedidlem ve vhodném zafizeni.

Tablety a dal3i pevné davkové formy farmaceutickych prostiedkd podle
pfedloZeného vyndlezu, jako jsou drazé, kapsle, pilule a granule mohou byt
vyhodn€ opatfeny ryhou nebo povlakem a skofapkou, jako jsou

enterosolventni potahy a jiné obaly velmi dobfe zndmé ve farmaceutickém
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primyslu. Rovn&€z mohou byt formulovany tak, aby pfi uzivéani poskytly
pomalé nebo regulované uvoliiovani uéinné latky, napfiklad s hydroxy-
propylmethylcelulosou v riznych pomérech pro zajisténi poZadovaného
profilu uvoliiovani, s jinymi polymernimi matricemi, liposomy a/nebo
mikrokuli¢kami, Mohou byt sterilizovany napfiklad filtrovanim pfes filtry
zachycujici bakterie, nebo zabudovanim sterilizujicich latek ve formé
sterilnich pevnych prostfedki, které mohou byt rozpustény ve sterilni vodé
nebo nékterém jiném sterilnim injikovatelném mediu bezprostfedné pied
pouZitim. Tyto prostfedky mohou také volitelné obsahovat kalici latky a
mohou byt prostfedky, které wuvolfiuji uéinnou sloZku(y) pouze, nebo
pfednostné, v konkrétnich mistech zaZivaciho traktu, a voliteln€¢ se
zpoZzdénym udinkem. Ptiklady uloZenych prostfedki, které mohou byt pouzity,
zahrnuji polymerni substance a vosky. U&inna slozka miZe byt rovn&Z
v mik;o-zapouzdfené formé&, pokud je to vhodné, a s jednim nebo vice vySe

uvedenymi excipienty.

Tekuté davkové formy pro oralni podavani slou€enin podle
piedloZzeného vynalezu zahrnuji  farmaceuticky pfijatelné emulze,
mikroemulze, roztoky, suspenze, sirupy a elixiry. Spolu s G¢innou sloZkou
mohou kapalné davkové formy obsahovat inertni fedidla b&Zné& pouZivana ve
stavu techniky, naptiklad vodu a jina rozpous§tédla, solubilizaéni latky a
emulgatory, jako je ethylalkohol, isopropylalkohol, ethylkarbonat,
ethylacetat, benzylalkohol, benzylbenzoat, propylenglykol, 1,3-butylenglykol,
oleje (zvlasté z bavlnikovych semen, araidovy, kukufi¢ny, kli¢kovy, olivovy,
ricinovy a sezamovy olej), glycerol, tetrahydrofurfuryl alkohol,

polyethylenglykoly a estery mastnych kyseliny sorbitanu, a jejich sm&si.

Kromé& inertnich fedidel mohou orani prostiedky také zahrnovat
pomocné latky, jako jsou zvlhlovaci latky, emulgalni a suspendalni latky,

sladidla, ochucovadla, barvici latky, vonné latky a konzervaéni prostfedky.

Suspenze mohou spolu s uinnymi slozkami obsahovat suspendadni

latky, jako jsou napfiklad ethoxylované isostearylalkoholy, polyoxyethylen
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sorbitol a sorbitanové estery, mikrokrystalicka celulosa, metahydroxid

hlinity, bentonit, agar-agar a tragant, a jejich smési.

SloZeni farmaceutickych prostiedkd podle vynalezu pro rektilni nebo
vaginalni podavani mlZe byt prezentovano jako &ipky, které mohou byt
pfipraveny smisenim jedné nebo vice sloufenin podle vynalezu s jednim nebo
vice vhodnymi nedraZdivymi excipienty nebo nosi¢i obsahujicimi napfiklad
kakaové maslo, polyethylenglykol, &ipkovy vosk nebo salicylat, a které jsou
pevné pii teploté mistnosti ale kapalné pfi teploté t&€la, a tudiZ roztavaji

v rektu nebo vaginalni dutin€ a uvoliiuji u¢innou sloueninu.

SloZeni podle pfedloZzeného vynalezu, ktera jsou vhodna pro vaginalni
podavani rovn&Z zahrnuji pesary, tampony, krémy, gely, masti, pény nebo
sprejova sloZeni obsahujici takové nosile, které jsou ze stavu techniky znamé

pro tyto ucely.

Davkové formy pro topické nebo transdermalni podéni slouCeniny podle
tohoto vynalezu zahrnuji pradky, spreje, ‘masti, pasty, krémy, lotiony, gely,
roztoky, naplasti a inhala¢ni prostfedky. Utinné sloudenina miize byt misena
za sterilnich podminek s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em, s konzervacnimi

latkami, pufry a nebo propelanty, které jsou pozadovany.

Masti, pasty, krémy a gely mohou obsahovat spolu s aktivni
slou€eninou podle tohoto vynalezu excipienty, jako jsou Zivo¢iiné a rostlinné
tuky, oleje, vosky, parafiny, 3$krob, tragant, derivaty celulosy,
polyethylenglykoly, silikony, bentonity, kyselina kfemilita talek a oxid

zine€naty, a jejich smési.

Prasky a spreje mohou obsahovat spolu se sloudeninou podle tohoto
vynalezu excipienty, jako je laktosa, talek, kyselina kiemicita. Hydroxid
hlinity, vapenaty silikatovy a polyamidovy prasek, nebo smési té€chto latek.
Spreje  mohou dale obsahovat bézné propelanty, jako jsou chlor-

fluoruhlovodiky a tékavé nesubstituované uhlovodiky, jako je butan a propan.
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Transdermalni naplasti maji daldi vyhodu pfi poskytovani regulovaného
uvolfiovani slouteniny podle ptedlozeného vynilezu do t&€la. Tyto davkove
formy mohou byt vyrobeny rozpuiténim nebo dispergovanim sloudeniny v
nilezitém mediu. Lze také pouzit urychlovate absorpce pro zlep3eni priichodu
slougeniny skrz k&Zi. Rychlost tohoto priichodu miize byt regulovéana bud
membranou regulujici rychlost nebo dispergovani Cinné sloudeniny

v polymerni matrici nebo gelu.

O&ni sloZeni, o&ni masti, pra§ky roztoky a podobné jsou také
povaZovany za zahrnuté do rozsahu pfedlozeného vynilezu. PfednostnE je
farmaceuticky pfipravek oftalmickou formulaci (jako je periokularni,
retrobulbarni nebo intraokularni formulace, systémicka formulace nebo

chirurgicky promyvaci roztok).

O¢ni slozeni podle pfedloZeného vynalezu mohou zahrnovat jeden nebo
vice deazapurini a farmaceuticky pfijatelny nosié. Mohou byt pouZity riizné
typy nosiéd. Nosi¢e mohou byt obecn& vodné povahy. Vodné roztoky jsou
obecn& preferované, zalozené na konkrétnim slozeni stejné€ jako schopnosti
pacienta snadno podavat takové prostfedky kapanim jedné nebo dvou kapek
do postizenych o&i. Nicmén& deazapuriny podle pfedloZeného vynalezu
mohou byt také snadno zabudovany do jinych typi prostfedki, jako jsou
suspenze, viskdzni nebo poloviskézni gely a jiné typy pevnych a polopevnych
prostfedki. Oftalmické prostfedky podle pfedloZené¢ho vynalezu mohou také
zahrnovat rizné slozky, jako jsou pufry, konzervaéni latky, spolu-

rozpoultédla a latky pro fipravu viskozity.

Vhodné pufrovaci systémy (jako fosfat sodny, acetat sodnd a boritan

sodny) se mohou pfidivat, aby se zabranilo zméné& pH pfi skladovani.

Oftalmické produkty jsou typicky baleny ve viceddvkové formé. Proto
jsou poZadovany konzervadni latky, aby se zabranilo mikrobialni kontaminaci
v prubéhu uzivani. Vhodné konzervaéni latky zahrnuji: benzalkonium chlorid,
thimerosal, chlorbutanol, methylparaben, propylparaben, fenylethylaikohol,

edetat disodny, kyselinu sorbovou, polykvaternium-1, nebo jiné latky znamé
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ze stavu techniky. Tyto konzerva&ni latky jsou typicky pouZivané

v mnozstvich od 0,001 do 1,0 % hmotn./objem.

Pokud jsou deazapuriny podle pfedlozeného vynalezu podavany
v pribdhu intraokularnich chirurgickych postupl, jako retrobulbarni nebo
periokularni injekci a intraokularni perfusi nebo injekci, je nejvyhodnéjsi
pouziti vyvazenych solnych nedrazdivych roztokl. Piiklady fyziologicky
vyvaZenych intraokularnich nedrazdivych roztoki jsou BSS® Sterile Irrigating
Solution a BSS Plus® Sterile Intraocular Irrigating Solution (Alcon
Laboratories, Inc., Fort Worth, Texas, USA). Posledni typ roztoku je popséan
v patentu US 4 550 022 (Garabedian, a kol.), jehoZ obsah je zde zallenén
v pfedloZeném popisu jako odkaz. Retobulbarni a periokuldrni injekce jsou
znamé odbornikovi ze stavu techniky a jsou popsdny v fad€ publikaci v&etné
napiiklad Ophtalmic Surgery: Principle of Practise, Ed., G. L.Spaeth, W. B.
Sanders Co., Filadelfie, PA, USA, str. 85-87 (1990).

Jak je uvedeno vyS$e, pouZiti deazapurinii pro zabrianéni nebo snizeni
podkozeni tkan& retinalniho nebo optického nervu na celuldrni drovni je
zvla§t& dilezitym aspektem jednoho provedeni podle vynédlezu. Oftalmické
stavy, které lze 1é&it, zahrnuji, ale neomezuji se na né&, retinopatii, makularni
degeneraci, o&ni ischémii, glaukom a po3kozeni spojend s poranénim ocni
tkan&, jako jsou ischemicka reperfusni zranéni, fotochemicka zranéni a
zranéni spojend s oéni chirurgii, zvl4a§t& zranénimi sitnice nebo optického
nervu vystavenim svétlu nebo chirurgickym nastrojim. Slou¢eniny mohou byt
také pouzity jako doplitky k oni chirurgii, jako injekce sklivce a
podspojivkové injekce po o8ni chirurgii. Sloufeniny mohou byt pouzity pro
akutni léEeni doCasnych stavii, nebo mohou byt podavany pfi chronickych,
zvlasté v ptipadé degenerativnich onemocnéni. Slou¢eniny mohou byt rovnéz
pouzity preventivng, zvla§té pfed ofni chirurgii nebo neinvazivnimi oCnimi

procedurami, nebo jinymi typy chirurgie.

Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu vhodné pro parenteralni
podavani zahrnuji jednu nebo vice slou€enin podle vyndlezu v kombinaci

s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi sterilnimi isotonickymi
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vodnymi nebo névodn)"mi roztoky, disperzemi, suspenzemi nebo emulzemi,
nebo sterilnimi prasky, které mohou byt rekonstituovany na sterilni injekéni
roztoky nebo disperze pravé pred pouzitim, a které mohou obsahovat
antioxidanty, pufry, bakteriostatika, roztoky, které zachovavaji slozeni
prostfedku isotonické s krvi uvaZovaného pfijemce, nebo suspendaéni nebo

zahustovaci latky.

Ptiklady vhodnych vodnych nebo nevodnych nosi&l, které mohou byt
pouZity ve farmaceutickych prostfedcich podle vynalezu zahrnuji vodu,
ethanol, polyoly (jako je glycerol, propylenglykol, polyethylenglykol a
podobné), a jejich vhodné sméesi, rostlinné oleje, jako je olivovy olej, a
injikovatelné organické estery, jako je ethyloleat. PfisluSna tekutost miZe byt
udrfovana napftiklad pouZitim povlakovych materidli, jako je lecitin,
udrzovanim pozadované velikosti &astic v pfipadé disperzi, a pouZitim

povrchové aktivnich latek.

Tyto prostiedky mohou také obsahovat pomocné latky, jako jsou
konzerva&ni latky, zvlh&ovaci latky, emulgatory a dispergani latky. Ochrana
pted plsobenim mikroorganismé miZe byt zajidt€na za&lenénim riznych
antibakterialnich a protiplisiovych latek, napfiklad parabenu, chlorbutanolu,
fenolsorbové kyseliny a podobnych. Rovn&Z muze byt Zadouci zallenit do
prostiedku isotonické &inidla, jako jsou cukry, chlorid sodny a podobné. Dale
miaZe byt zahrnuta prodlouZena absorpce injikovatelné farmaceutické formy
vnesenim do prostfedku latek, které zdrZzuji absorpci, jako je monostearat

hlinity a Zelatina.

V né&kterych piipadech, aby se prodlouzil udinek Ié¢iva, je vhodné
zpomalit absorpci 1é&iva ze subkutanni nebo intramuskularni injekce. Toho
mizZe byt dosazeno pouzitim kapalné suspenze krystalického nebo amorfniho
materidlu majiciho slabou rozpustnost ve vod€. Rychlost absorpce léciva
potom z4visi na jeho rychlosti rozpou$téni, kterd naopak, miize zaviset na
velikosti krystald a krystalické form& Obdobné€ je prodlouZena absorpce
parenteralngé  podavané 1éfivé formy dosazena rozpult€nim  nebo

suspendovanim 1é€iva v olejovém nosici.
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Injekéni depotni formy jsou tvoieny mikrozapouzdienymi matricemi
ptedmétné sloudeniny v biologicky odbouratelnych polymerech, jako je
polylaktid-polyglykolid. Rychlost uvoliovani 1é¢iva miZze byt regulovana
v zavislosti na pom&ru 1é¢iva ku polymeru a povaze konkrétniho pouzitého
polymeru. Ptfiklady dalSich biologicky odbouratelnych polymert zahrnuji
poly(ortoestery) a poly(anhydridy). Depotni injikovatelné prostfedky jsou
také pfipraveny zapouzdienim 1é&iva v liposomech nebo mikroemulsich, které

jsou kompatibilni s t€lesnou tkéani.

Ptipravky podle pfedloeného vynalezu mohou byt podavdny oralng,
parenteralng, topicky nebo rektaln&. Samoziejmé jsou podavany ve forméach
vhodnych pro kazdé podavani. Napftiklad jsou podavany ve formé& tablet nebo
kapsli, injekcemi, inhalacemi, jako o&ni vyplach, mast, ¢ipek, atd., podavanim
injekcemi, infusemi nebo inhalacemi; topicky jako lotion nebo mast; a

rektalné jako &ipky. Ordlnimu podavani se dava pfednost.

Fraze ,parenteralni poddvani“ a ,podavani parenteralné“, jak se zde
pouziva, oznaduje typy podavani, jiné nez enterdlni nebo topické, obvykle
injekcemi, a zahrnuje, bez omezeni, intravenosni, intramuskularni,
atraarterialni, intrathékalni, intrakapsuldrni, intraorbitalni, intrakardiakalni,
intradermalni, intraperitoneilni, transtrachealni, subkutdnni, subkutikularni,
intraartikularni, subkapsuldrni, subarachnoidni, intraspindlni a intrasterndlni
injekce a infuse.

Fraze ,systémické podavani“, ,podavano systamaticky®, ,periferdlni
podavani“ a _podiavano periferaln&“, jak se zde pouZiva, oznaluje podavani
sloudeniny, 1é&iva nebo jiného materidlu jinak nez pfimo do centralni nervové
soustavy, tak 6 Ze vstoupi do pacientova systému a je tedy subjektem

metabolismu a podobnych jinych procest, naptiklad subkutdnnim podanim.

Tyto sloudeniny mohou byt poddvany lidem a jinym ZzivoCichim pro
1é¢eni jakoukoliv vhodnou cestou podavani, vEetné oralniho, nasalniho, jako

napf. sprejem, rektdlniho, intravaginalniho, parenteralniho, intracisternalniho



®evecae
XY ¥
X R X]
]

[ XXX ]

48

a topického, jako prasky, masti nebo kapky, vletné bukalniho a

sublingualniho.

Bez ohledu na zvolenou cestu podani, slou€eniny podle pfedloZeného
vynalezu, které mohou byt pouZity ve vhodné hydratované formé, a/nebo
farmaceutického prostiedku podle piedlozené¢ho vynalezu, jsou formulovany
do farmaceuticky ptijatelnych davkovych forem b&Znymi postupy zndmymi ze

stavu techniky.

Skuteéné hladiny davek uG&innych slozek ve farmaceutickych
prostfedcich podle tohoto vynadlezu se mohou ménit tak, aby se ziskalo
mnozstvi Glinné slozky, které je ulinné k dosazeni pozadované lélebné
odezvy pro konkrétniho pacienta, prostfedek a typ podavani, bez toho, Ze by

bylo pro pacienta toxické.

Zvolené hladiny davek budou zaviset na fad¢ faktorl, v€etné aktivity
konkrétni sloufeniny pouZzité podle predloZzeného vynalezu, nebo jejiho
esteru, soli nebo amidu, cesté podavani, dob&é podavani, rychlosti vylu€ovani
konkrétni pouZzité sloudeniny, prub&hu 1é&eni, dalSich lécich, sloufeninich
a/nebo materialech pouzitych v kombinaci s konkrétni pouZitou sloueninou,
véku, pohlavi, hmotnosti, stavu, obecném zdravi a historii pfedchoziho 1é¢eni
ofetfovaného pacienta a podobnych faktorech velmi dobfe znamych ze stavu

techniky v oblasti mediciny.

Lékafi nebo veterinafi majici bé€Zzné znalosti techniky mohou snadno
ur¢it a pfedepsat efektivni mnoZzstvi pozadovaného farmaceutického
prostfedku. Naptiklad Iékaf nebo veterindf muze zalit s ddvkami sloucenin
pouzitych podle vynalezu ve farmaceutickém prostfedku v hladinich niZzSich
nez je pozadovano pro dosazeni potfebného 1é¢ebného wCinku a postupné

davku zvySovat, aZ je dosazeno pozadované¢ho ufinku.

Obecné bude vhodnou denni didvkou sloufeniny podle vynalezu takové

mnozstvi slouleniny, které je nejniz$i davkou ufinnou pro vznik 1éCebného

7w

ucinku. Tato G¢innad davka bude obecné& zaviset na faktorech popsanych vy3e.
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Obecn& budou intravenosni a subkutdnni davky sloucenin podle vynalezu pro
pacienty, kdyZ se uZivaji pro indikované analgeticke u¢inky, v rozmezi od asi
0,0001 do asi 200 mg na kilogram t&lesné hmotnosti na den, vyhodnéji od asi
0,01 do asi 150 mg na kg na den, a dokonce je§t¢ vyhodnéji od asi 0,2 do asi

140 mg/kg/den.

Pokud je to vhodné, podava se u&inna denni davka ulinné sloudeniny ve
dvou, tfech, &tyfech, péti, Sesti nebo vice sub-ddvkich podavanych
samostatné v ptisluinych intervalech v prib&hu dne, voliteln& v jednotkovych

davkovych formach.

I kdy? je moZné podavat slouleniny podle pfedlozeného vynalezu

samotné, je vyhodné podavat sloudeniny jako farmaceutické prostfedky.

Ptedlozeny vynalez se také tyka balenych farmaceutickych prostiedki
pro lé¢eni na N-6 substituovany 7-deazapurin citlivjch stavi, jako je
nezadouci zvy$ena aktivita adenosin receptoru u savcl. Balené farmaceutické
prostfedky zahrnuji kontejner nesouci terapeuticky ufinné mnoZstvi alespoil
jednoho deazapurinu, jak je popsan supra, a instrukce pro pouziti pfi lé&eni

stavii citlivych na deazapurin u savci.

Deazapuriny podle vynalezu mohou byt pfipraveny pouZitim
standardnich metod pro organické syntézy. Deazapuriny mohou byt
purifikovany HPLC s reversni fazi, chromatografii, rekrystalizaci atd., a
jejich strukturu potvrdila hmotova spektralni analyza, elementarni analyza, IR

a/nebo NMR spektroskopie.

Typicky se syntéza meziproduktl, stejné jako deazapurini podle
vynalezu provadi v roztoku. Pfidani a odebrani jedné nebo vice chranicich
skupin je také typickym krokem a odbornikim v dané oblasti techniky je

znameé.

Typicka schémata syntéz pro pfipravu meziproduktd deazapurinu podle

vynélezu jsou uvedena dale ve schématu L.
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Tento vynalez dale poskytuje sloueninu majici strukturu (IV):

NH-R,

Re

Iv

kde R; je trans-4-hydroxy-cyklohexyl, 2-methylamino-karbonylamino-

cyklohexyl, acetylamino —ethyl nebo methylamino-karbonylamino-ethyl;

kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany &tyf az Sesti ¢lenny kruh,
fenyl, pyrrol, thiofen, furan, thiazol, imidazol, pyrazol, 1,2,4-triazol, pyridin,
2(1H)-pyridon, 4(1H)-pyridon, pyrazin, pyrimidin, pyridazin, isothiazol,
isoxazol, oxazol, tetrazol, naftalen, tetralin, naftyridin, benzofuran,
benzothiofen, indol, 2,3-dihydroindol, 1H-indel, indolin, benzopyrazol, 1,3-
benzodioxol, benzoxazol, purin, kumarin, chromon, chinolin,
tetrahydrochinolin, isochinolin, benzimidazol, chinazolin, pyrido[2,3-
blpyrazin, pyrido[3,4-b]lpyrazin, pyrido[3,2-c]pyridazin, purido[3,4-b]-
pyridin, 1H-pyrazol[3,4-d]pyrimidin, pteridin, 2(1H)-chinolon, 1(2H)-
isochinolon, 1,4-benzisoxazin, benzothiazol, chinoxalin, chinolin-N-oxid,
isochinolin-N-oxid, chinoxalin-N-oxid, chinazolin-N-oxid, benzoxazin,

ftalazin, cinolin, nebo majici strukturu:

N
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kde Y je uhlik nebo dusik;

kde R, a R,  jsou nezavisle H, substituovany nebo nesubstituovany
alkyl, substituovany nebo nesubstituovany aryl, halogen, methoxy,

methylamino, nebo methylthio;

kde R; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, kde uvedeny substituovany alkyl je —C(R7)(Rg)XR5s, kde X
je O, S nebo NRg, ptiemZ R; a R jsou kazdy nezévisle H nebo alkyl, kde Rs
a R¢ jsou kazdy nezéavisle alkyl nebo cykloalkyl, nebo NRsR¢ je substituovany

nebo nesubstituovany kruh s poétem mezi 4 a 7 ¢leny;
kde R4 je H, alkyl, substituovany alkyl, cykloalkyl,

nebo farmaceuticky pfijatelnou sil, nebo derivat prolééiva, nebo biologicky

aktivni metabolit;

s tou podminkou, Ze kde R; je acetylaminoethyl, Ar neni 4-pyridyl.

V jednom provedeni slouteniny majici strukturu IV, NRsRg¢ je
substituovany nebo nesubstituovany kruh s poltem mezi 4 a 7 ¢leny, ktery je

zvolen ze skupiny sestavajici z:
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AN

kde m je 0, 1 nebo 2,

o,
R

kde n je 0, 1, 2 nebo 3; pfitemZ Ry je vodik, -OH, CH,0H,
-(=O)NRyR;9, NHR,;; pti¢emZ R;; je —C(=0)CH3;, nebo —SO,;Me, nebo

~

OR

kde R je H, alkyl nebo aryl.

V jiném provedeni sloudeniny majici strukturu IV, Ar ma strukturu:
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kde Y je uhlik nebo dusik; kde R, je H nebo halogen, -O-alkylova

skupina, aminoskupina nebo sulfidova skupina;

kde R; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,

substituovany aryl, pficemz uvedeny substituovany alkyl je

—C(R7)(Rg)NRsRg, pfi€emz R, a Rg jsou kazdy nezdvisle H nebo alkyl,

kde R5a R6 jsou kazdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl, nebo Rs, Rg a

dusik dohromady tvofi substituovany nebo nesubstituovany kruh poétem

mezi 4 a 7 ¢leny.

V jiném provedeni sloudeniny Y je uhlik.

V jiném provedeni slouéeniny R; je vodik.

V jiném provedeni sloudeniny Ry je vodik.

V jiném provedeni sloueniny R; je vodik.

V jiném provedeni slou€eniny R3 a Ry jsou kazdy methyl.

V jiném provedeni slouéeniny R; je —C(R7)(Rs)NRsR¢, pfiéemZ R; a Ry
jsou kazdy nezavisle H nebo alkyl, kde Rs a R¢ jsou kazdy nezavisle alkyl
nebo cykloalkyl, nebo Rs, R¢ a dusik dohromady tvofi substituovany nebo

nesubstituovany kruh s poétem mezi 4 a 7 &leny.

V jiném provedeni sloudeniny R; je halogen.
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V jiném provedeni sloudeniny Y je dusik.
V jesté dal§im provedeni sloudeniny R; je vodik.

V jiném provedeni sloudeniny Rj; a R4 jsou kazdy vodik.

Tento vynalez se také tyka sloueniny majici strukturu (V):

HO/II/,,

R, N N

Y

kde R; je aryl, substituovany aryl nebo heteroaryl;
kde R, je H, alkyl, substituovany alkyl, nebo cykloalkyl;

kde R; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfiéemZ uvedeny substituovany alkyl je
—C(R¢)(R7)NR4R;, pficemZ Rg a R; jsou kazdy H nebo alkyl, kde R4 a Rs jsou
kazdy alkyl nebo cykloalkyl, nebo R4, Rs a dusik dohromady tvofi kruhovy

systém s poftem mezi 4 a 7 ¢leny.

V jednom provedeni slouéeniny majici strukturu V, R4 a R7 jsou kazdy
H; kde R4 je Ha R5 je —-R1,C(=0)Ry;.

V jesté dal§im provedeni sloudeniny majici strukturu V, Ry a Ry jsou

kazdy H, kde kruhovy systém je morfolino, thiomorfolino, N-4-substituovany
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piperazino, 2-substituovany piperazin nebo Rg substituovany pyrrolidino,
piperadin, kde Rs je H, OH, CHon, -C(=O)NR9R10, NR11, kde R11 je
——C(=0)CH3, -SO;Me.

V jesté dal§im provedeni sloufeniny ma slou€enina nasledujici
strukturu:

HO/,I"

HN
CHy
N = \
|
F
A y
N N

(slou€enina 706)

V jesté dalim provedeni slou¢eniny ma sloudenina nasledujici
strukturu:

HOo
"N c
Hy
NFZ \
F , CH,
\N .
H
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V jesté dalSim provedeni sloudeniny ma sloudenina nasledujici
strukturu:

H Q]/ I,'

NH H
7
N ' \ ]
N, y

(sloucenina 1318-a)

V jedté€ dalSim provedeni sloueniny m4 sloudenina nasledujici
strukturu:

HO

“Unn
H
NF
N
\N N

(sloucenina 1318-b)



V jesté dalsim provedeni slouCeniny ma slou¢enina nasledujici
strukturu:

HNHe.- oK
NF | \
\N N

(sloucenina 1319)

V jesté dal§im provedeni sloufeniny ma slouenina nasledujici
strukturu:

HNIIee.. oH
N , \
\N N

c

(slou¢enina 1320)



V jesté dalsim provedeni sloudeniny ma slou€enina nasledujici
strukturu:

HN —nlQH
NZ ' \
AN
DS
N =
(slouéenina 1321)
Slougenina majici strukturu (VI):
[
HNYO
NH

R,

VI

kde R; je 5-6¢lenny aromaticky kruh; kde R3 a R4 jsou nezavisle H nebo
alkyl.
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T"":

NH

NH

CHy
N = \
|

™

N N

(sloucenina 1500)

V jednom provedeni sloueniny ma sloudenina strukturu:

CH4
=
N
[ —
\ N
N



60

N l \ ny

V dal3im provedeni sloueniny ma sloudenina strukturu:




oo .e .e .o

.
XXX
cesee
*00d
[
seese
eeae
.
.o
3
acee
esee
sses
.
XXX
)

61

Tento vynalez rovnéz poskytuje sloueniny majici strukturu (VII):

VII

kde R, je 5-6¢lenny aromaticky kruh; kde R; a R4 jsou nezavisle H nebo
alkyl; alkyl s tou podminkou, Ze R¢ neni 4-pyridyl.

V jednom provedeni slouteniny ma sloudenina strukturu:

H,C 0

HN

(sloudenina 1501)
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kde R; je substituovany 5-6&lenny aromaticky kruh; kde R3; a R4 jsou
nezavisle H nebo alkyl.

V jednom provedeni slou€eniny mé sloudenina strukturu:

Ci

(sloucenina 1520)
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Tento vynalez rovnéZz poskytuje sloudeniny majici strukturu (IX):

HOy,

N/NH
A,
=

kde R; je 5-6&lenny aromaticky kruh; kde X je kyslik nebo sira.

V jednom provedeni sloudeniny ma slou&enina strukturu:

HO//, e,

~/~H, \
N, . \,
=

(slou¢enina 1503)
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Tento vynalez rovnéz poskytuje slondeniny majici strukturu (X):

HO,

X

kde R; je 5-6¢lenny aromaticky kruh; kde X je kyslik nebo sira.

V jednom provedeni slou€eniny ma slou&enina strukturu:

HO,

(slougenina 1504)
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Tento vynalez dale poskytuje u subjektu zpilisob 1é€eni nemoci
spojenych s Ajadenosin  receptorem, zahrnujici podavani  subjektu
terapeuticky ufinného mnozstvi sloueniny majici vzorec IV, V, VI, VII,
VIII, IX nebo X.

V jednom provedeni postupu je subjektem savec. V jiném provedeni

postupu je savcem &lovek.

V jiném provedeni postupu je A; adenosin receptor spojeny s kognitivni
nemoci, selhdnim ledvin, srde¢ni arytmii, dychacim epytheliem, uvoliiovanim
transmiterli, sedaci, vasokonstrikci, bradykardii, negativni srde¢ni initropii a
dromotropii, bronchokonstrikci, neutrofilni chemotaxii, stavem refluxu nebo

viedovitym stavem.

Tento vynalez rovn&€z poskytuje kombinaéni terapii pro astma,
zahrnujici sloufeniny IV a V, a steroid, B, agonistu, glukokortikoid,
lukotrienovy antagonistu nebo antikolinergicky agonistu. Nemoci spojené
s receptory A;, A, a A3 receptori jsou popsany ve WO 1999/006053 a WO-
09822465, WO-09705138, WOO09511681, WO-09733879, JP-09291089,
PCT/US1989/016053 a patentu US 5 516 894, jejichz obsah je zde zcela

zaClenén formou odkazu.

Tento vynélez rovnéZz poskytuje ve vod& rozpustni prolé¢iva sloudenin
majicich struktury IV, V, VI, VII, VIII, IX nebo X, kde uvedena ve vodé
rozpustna proléfiva jsou metabolizovana in vivo na aktivni 1é&ivo, které

selektivné inhibuje A; adenosin receptor.

V jednom provedeni prolé&iva je uvedené prolé&ivo metabolizovédno in

vivo hydrolyzou, ktera je katalyzovana esterasou.

Tento vynalez také poskytuje farmaceuticky prosttedek zahrnujici

prolécivo a farmaceuticky pfijatelny nosig.
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Tento vynalez dale poskytuje zplisob inhibice aktivity A; adenosin
receptor v buiikkach, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu zminé€nych bunék se

slouéen_inami majicimi vzorec 1V, V, VI, VII, VIII, IX nebo X.

V jednom provedeni slouCeninou je antagonista uvedeného A; adenosin

receptoru.

Tento vynadlez déle poskytuje wu subjektu zpasob 1é&eni
gastrointestindlnich nemoci, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky

u¢inného mnozstvi slouéeniny majici vzorec IV, V, VI, VII, VIII, IX nebo X.
V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci prijem.
V jiném provedeni metody je subjektem &lovéEk.

V dal3im provedeni metody je slou€eninou antagonista uvedeného A,

adenosin receptoru.

Tento vynédlez také poskytuje u subjektu zplsob 1é&eni respiradnich
chorob, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky w&inného mnoZstvi

slou€eniny majici vzorec IV, V, VI, VII, VIII, IX nebo X.

V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci astma, chronicka
obstruk&ni plicni nemoc, alergickd ryma, nebo choroby hornich dychacich

cest.
V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dal$im provedeni metody je uvedenou sloudeninou antagonista A;

adenosin receptoru.

Tento vynalez dale poskytuje u subjektu zplisob lé&eni znileni oé&i,
zahrnujici podavani subjektu terapeuticky u&inného mnoZstvi sloudeniny
majici vzorec IV, V, VI, VII, VIII, IX nebo X.
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V jednom provedeni metody uvedené poskozeni zahrnuje poskozeni

sitnice a optického nervu.
V jiném provedeni metody je uvedené poskozeni akutni nebo chronické.

V jiném provedeni metody je uvedené poSkozeni diisledkem glaukomu,

edemu, ischemie, hypoxie nebo traumatu.
V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dal$im provedeni metody je slou€eninou antagonista A, adenosin

receptoru.

Tento vynalez také poskytuje farmaceuticky prostfedek obsahujici
terapeuticky ufinné mnoZstvi sloueniny majici vzorec IV, V, VI, VII, VIII,

IX nebo X a farmaceuticky ptijatelny nosié.

V jiném provedeni farmaceutického prostfedku je terapeuticky @&inné

mnoZzstvi u¢inné pro 1é€eni respiraénich chorob a gastrointestinalnich nemoci.

Vjiném provedeni farmaceutického prosttedku je uvedenou

gastrointestindlni nemoci prijem.

V dalSim vyhodném provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenou
respiraéni nemoci astma, chronickd obstruk&ni plicni nemoc nebo alergicka

ryma.

V jiném vyhodném provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem oftalmicka formulace.

Vjeéfé dal3im vyhodném provedeni farmaceutického prostfedku je
uvedeny farmaceuticky prostfedek periokuldrni, retrobulbarni nebo

intraokularni injeké&ni formulace.
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V jedté dalSim provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem systémicka formulace.

V jesté¢ dal3im provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem chirurgicky vyplachovy roztok.

Tento vynédlez také poskytuje baleny farmaceuticky prostfedek pro
Ié¢eni nemoci spojenych s A; adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici: (a)
kontejner nesouci terapeuticky #&inné mnoZstvi A; adenosin specifické
slou€eniny ; a (b) instrukce pro pouZiti uvedené slouéeniny p¥i 1é€eni uvedené

nemoci u subjektu.

Jak se zde pouzivd, vyraz ,sloudenina je A, selektivni“ znamen4, Ze
sloudenina méa vazebnou konstantu na adenosin A; receptor alespoii desetkrat

vy$38i nez na adenosin A,,, Ajp nebo Aj.

Tento vynédlez rovnéZ poskytuje zpiisob piipravy sloufeniny majici

strukturu IV, zahrnujici kroky:

a) reakci
CN R 0
R -
NN~ Ry a Ar
|
P
NC R,
za ziskani O
A
N N Ra
<)

kde P je odstranitelna chranici skupina;
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b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani

(0]} R
=
N
AL
Ar \N u

c¢) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za zisk4ni

C! R
N X
O
Ar N/ N

d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku c) s NH,R; za ziskani

NHR, R,

N'\\

A "
T~y

Ar N H

kde R; je trans-4-hydroxy-cyklohexyl, 2-methylamino-karbonylamino-

cyklohexyl, acetylamino —ethyl nebo methylamino-karbonylamino-ethyl;

kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany &tyf aZ $esti &lenny kruh,

kde R4 je H, alkyl, substituovany alkyl, cykloalkyl,
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nebo farmaceuticky pfijatelna sul, nebo derivat proléfiva, nebo

biologicky aktivni metabolit;

s tou podminkou, Ze kde R; je acetylaminoethyl, Ar neni 4-pyridyl.

Tento vynalez také poskytuje zpilsob pifipravy sloufeniny majici

strukturu V, zahrnujici kroky:

a) reakci
N R
c 2 o
/ \ . . Cl
HoN N Ry a A’
|
P
za ziskani o) NC Rz
Ar/( / \
RN R
|
P

kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani

¢) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za zisk4ni
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Cl R,
X
PO
Ar N/ H

d) zpracovani chlorovaného produktu z krokuc) s

Ho”’/n.. .

NH,

za ziskani

NHR,

A

Rs

Iz

kde R, je aryl, substituovany aryl nebo heteroaryl;

kde R, je H, alkyl, substituovany alkyl, nebo cykloalkyl,

kde Rj3; je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfiCemz uvedeny substituovany alkyl je
—C(Re)(R7)NR4Rs, pficemZ Rg a R; jsou kazdy H nebo alkyl, kde R4 a Rs jsou
kazdy alkyl nebo cykloalkyl, nebo NR4Rs je kruhovy systém s poétem mezi 4

a 7 Cleny.

Slou€eniny reprezentované vzorcem vzorec VI, VII a VIII mohou byt
syntetizovany podle né€kterého ze schémat I-VIII. Sloufeniny reprezentované

vzorcem IX a X mohou byt pfipraveny podle schématu IX.
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Vynalez je dale doloZen nasledujicimi pfiklady, které by nemély byt
v z4dném ptipadé omezujici. Obsah viech odkazl, souvisejicich patentovych
ptihlasek a zvefejnénych patentovych pfihlasek, citovanych v této pfihladce,
véetné téch, které jsou odkazovany v sekci ,background”, jsou zahrnuty jako
odkaz. Mé&lo by byt ziejmé, Ze modely pouzité v pfikladech jsou akceptované
modely a Ze doloZeni G¢inkd na téchto modelech je prognézou pro ucinky na
lidech.

Tento vynalez bude Ilépe pochopen z experimentilnich detaild
uvedenych dile. Nicméné& odbornik v dané oblasti techniky snadno zhodnoti,
7¢ konkrétni diskutované postupy a vysledky jsou pouze ilustrativni pro

vynalez, jak je Giplné€ popsan v narocich, které nasleduji.

EXPERIMENTALNI DETAILY

Deazapuriny podle vyndlezu mohou byt pfipraveny pouZitim
standardnich postupd pro organické syntézy. Deazapuriny mohou byt
purifikovany HPLC s reversni fazi, chromatografii, rekrystalizaci atd., a
jejich struktury potvrzeny hmotovou spektralni analyzou, elementérni

analyzou, IR a/nebo NMR spektroskopii.

Typicky se syntézy meziproduktd stejné jako deazapurinii podle
vynalezu provadéji v roztoku. Pfidani a odstran€ni jedné nebo vice chranicich
skupin je také typickou praxi a je znamé odbornikim v dané oblasti techniky.
Typicka schémata syntéz pro pFipravu meziproduktd deazapurinu podle

vynalezu jsou uvedena déale ve schématu I.
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Schéma I

N
A 5 Yy
|
M Pn L N
P.Vndln . CH:C‘:
X= halid M Ph
[e]
Re
MeOH. H.SO 5 AN
14 -
— * 4 i\ R5 PPA
R N /T\ 110° C
Me Ph
(o] Re
nZ \ Ry
POC, \ .
- e NH
105°C R N

kde R3, Rs a R¢ jsou definovany vySe.

Obecné muZze byt chranény 2-amino.3-kyano-pyrrol zpracovan

s acylhalogenidem za vzniku karboxyamido-3-kyano-pyrrolu, ktery mize byt

7w

zpracovan s acidickym methanolem za 4felem wuzavieni kruhu na

pyrrolo[2,3d]pyrimidin-4(3Hj-on (Muller, C. E. a koi., J. Med. Chem.

40:4356 (1997)). Odsiranéni pyrroiové chranici skupina, néasiedované
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zpracovanim s chloraénim ¢&inidlem, jako je oxychlorid fosforeény,
produkovalo substituovany nebo nesubstituovany 4-chlor-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidiny. Zpracovani chlorpyrimidinu s aminy poskytlo 7-deazapuriny.

Napfiklad jak je ukdzéno ve schématu I, N-(1-d/-fenylethyl)-2-amino-3-
kyano-pyrrol byl zpracovan s acylhalogenidem v pyridinu a dichlormethanu.
Ziskany N-(1-di-fenylethyl)-2-fenylkarboxyamido-3-kyano-pyrrol byl
zpracovan se smési 10:1 methanolu / kyseliny sirové pro zajisténi uzavieni
kruhu, ¢&ehoz vysledkem je dI-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-
-4(3H)-on. Odstranéni fenylethylové skupiny zpracovanim pyrimidinu
s polyfosfore¢nou kyselinou (PPA) nasledované POCI; poskytlo klicovy
meziprodukt, 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidin. Dalsi zpracovani 4-chlor-
-7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidinu s rGznymi aminy uvedenymi v tabulce 1

poskytne sloudeniny vzorce I a IL.



TABULKA 1
R M~ + H R M - E
343.2 =5..27
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[
)
=
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Obecny pfistup k pfipravé 6-substituovanych pyrrold je
znazornén na nasledujicim schématu (schéma II)

Schéma I1

o 4
O¢=§ - (o] . o=

’ S ttm————
Ry
NC Ne
o
(03— ° N T
\ R v /U\ R NZ /\!Ao
NC [o} \ Ry NNy /k , O\>
: </° R \N NH
o c
o] M
“ Z
N I—— N —
J L~ m
X X
R; N T HCI R v T
L H
NR,R,
]
=
N
)\ ‘ ) "
Ry \"/ "

kde Ry az Rs jsou definovany vyse.

Transesterifikace a alkylace ethyl kyanoacetdtu s a-haloketonem
poskytne ketomethylester. Ochrana ketonu néasledovana zpracovanim

s amidinem (jako je alkyl, aryl nebo alkylaryl) hydrochlorid poskytlo
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vysledny ketalem chranény pyrimidin. Odstranéni chranici skupina,
nasledované cyklizaci a zpracovanim s oxychloridem fosforednym poskytlo
chloridovy meziprodukt, ktery by mohl byt dale zpracovdn s aminem za
ziskani amin —6-substituovaného pyrrolu. Déle miZe byt dosazeno alkylace

pyrrolového dusiku za podminek zndmych ze stavu techniky.

Obecny piistup k pfipravé 5-substituovanych pyrrold je znizornén na

nasledujicim schématu (schéma III).

Schéma III

0 NC N NC CN
NC CN — —_—
\/ - /LR I 8t Re
{ ]
Re
B8r

Kde R, az Rg jsou definovany vySe a R je odstranitelnid chranici

skupina.
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Kondenzace malononitrilu a pifebytek ketonu, nasledované bromaci
produktu poskytly smés vychoziho materidlu, monobromovanych a di-
bromovanych produktd, které byly zpracovany s alkylaminem, arylaminem
nebo  alkylarylaminem. Ziskany aminovy produkt byl acylovan
s acylchloridem a monoacylovany pyrrol byl cyklizovan za pfitomnosti
kyseliny za ziskani odpovidajiciho pyrimidinu. Pyrrolova chranici skupina
byla odstranéna s kyselinou polyfosforeénou a zpracovdna s oxychloridem
fosfore€nym za ziskani chlorovaného produktu. Chlorovany pyrrol by mohl
byt ddle zpracovan s aminem za ziskani amino —5-substituovaného pyrrolu.
Déle mize byt dosazeno alkylace pyrrolového dusiku za podminek znidmych

ze stavu techniky.

Schémata IV a V zndzoriiuji metody pfipravy deazapurind 1 a 2 podle

vynalezu.

HO
HO

Ry

Iz

Kde Rs a R¢ jsou popsany vy3e, napi. CH;.

Specifickd pFiprava 6-methyl-pyrrolpyrimiding

Kli¢ovou reakci sméfujici k 6-methylpyrrolpyrimidinim (1) [Rs = CH;]
byla cyklizace kyanoacetatu s benzamidinem na pyrimidin. Pfedpokladalo se,
ze methylkyanoacetat by mohl cyklizovat aktivnéji s benzamidinem na
pyrimidin neZ odpovidajici ethylester. Proto transesterifikace a alkylace ethyl
kyanoacetatu za pfitomnosti NaOMe a piebytku a-haloacetylové &asti, jako

chloracetonu, poskytla poZadovany methylester (3) ve vytéiku 79 % (schéma
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IV). Ketoester (3) byl chranén jako acetal (4) v 81% vyt&zku. Nova metoda
cyklizace na pyrimidin(5) byla dosazena s amidin hydrochloridem, jako je
benzamidin hydrochlorid, se 2 ekvivalenty DBU za ziskani (5) v 54%
izolovaném vytézku. Tato metoda zlepSuje vytézek z 20 % pouzitim
publikovanych podminek, které vyuZivaji NaOMe b&hem cyklizace
s guanidinem. Cyklizace pyrrol-pyrimidinu (6) byla dosaZena pfes deprotekci
acetalu ve vodné HCl v 78% vytézku. Reakce (6) s oxychloridem fosfore&nym
pi1 refluxu poskytla odpovidajici 4-chlor-derivat (7). Kuplovani s trans-4-
aminocyklohexanolem v dimethylsulfoxidu p¥i 135 °C poskytlo (1) v 57% ze
(7). Odbornik znaly dané oblasti techniky odekava, e vybér reak&nich latek

umozni velkou flexibilitu ve vyb&ru pozadovaného substituentu Rs.

Schéma IV
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Specificka priprava 5-methylpyrrolpyrimidinu

Knoevengelova kondenzace malononitrilu a piebytek ketonu, jako
acetonu, v refluxujicim benzenu poskytla (8) v 50% vytézku po destilaci.
Bromace (8) s N-bromsukcinimidem za pfitomnosti benzoylperoxidu
v chloroformu poskytla smés vychoziho materidlu, mono- (9), a di-
bromovaného produktu (5/90/5) po destilaci (70%). Smés reagovala s o-
methylalkylaminem nebo a-methylarylaminem, jako a-methylbenzylaminem,
za dodani aminopyrrolu (10). Po prichodu pies kratkou silikagelovou kolonu
byl CasteCné purifikovany amin (31% vytézek) acylovan s kyselym chloridem,
jako je benzoylchlorid, za ziskani mono- (11) a diacylovanych (12) pyrrold,
které byly oddé¢leny mzZikovou chromatografii. Kysela hydrolyza
disubstituovaného pyrrolu (12) generovala kombinovany vytéZek 29% pro
acylpyrrol (11). Cyklizace za pfitomnosti koncentrované kyseliny sirové a
DMF poskytla (13) (23%). Reakce (14) s oxychloridem difosforenym pf¥i
refluxu poskytla odpovidajici 4-chlor-derivat (15). Kuplovani s trans-4-
aminocyklohexanolem v dimethylsulfoxidu pfi 135 °C poskytlo (2) [R¢ =
CH3] v 30% ze (14) (viz schéma V). ). Odbornik znaly dané oblasti techniky
oCekava, ze vybér reakénich latek umoZni velkou flexibilitu ve vybé&ru

pozadovaného substituentu Rg.
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Schéma V
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Alternativni cesta syntézy k R¢-substituovanym pyrrolim, napt S-methyl-

pyrrolpyrimidinim

Tato alternativni cesta k R¢-substituovanym pyrrolim, jako 5-
methylpyrrolpyrimidindim, zahrnuje transesterifikaci a alkylaci ethyl
kyanoacetatu na (16) (schéma VI). Kondenzace (16) s benzamidinem
hydrochloridem se 2 ekvivalenty DBU poskytla pyrimidin (17). Cyklizace na
pyrrol-pyrimidin (14) bude dosaZeno pfed deprotekci acetalu ve vodné HCI.
Reakce (14) s oxychloridem fosfore&nym pii refluxu poskytla odpovidajici 4-
chlor-derivat (15). Kuplovani s trans-4-aminocyklohexanolem v dimethyl-
sulfoxidu pfi 135 °C poskytlo (2). Tento postup redukuje poéet reakci syntéz
na cilovou slouceninu (2) z 9 na 4 kroky. Navic je vytéZzek dramaticky
zlepSen. Opét odbornik znaly dané oblasti techniky o&ekava, Ze vybér
reak¢énich latek umozni velkou flexibilitu ve vybéru poZzadovaného

substituentu Rg.
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Schéma VI
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Obecny  pfistup k pfipravé  des-methylpyrrolu je  znidzornén

v nasledujicim schématu (schéma VII).

Schéma VII

NC

kde R; aZ R3 jsou definovény vySe.

Alkylace alkyl-kyanoacetatu s diethylacetalem za piitomnosti baze
poskytne kyano-diethyl-acetal, ktery je zpracovan s amidinovou soli za
ziskani methyl-pyrrolpyrimidinového prekursoru. Prekursor byl chlorovan a
zpracovan s aminem za vzniku des-methyl-pyrrolpyrimidinového cile, jak je

znazornén vyse.

Napfiklad schéma VIII znazorfiuje syntézu slouéeniny (18).
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Schéma VIII
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Komeréné dostupny methylkyanoacetat byl alkylovdn s bromacet-
aldehyd diethyl acetalem za ptitomnosti uhliitanu draselného a Nal za
ziskani (19). Cyklizace na pyrimidin (20) bylo dosaZeno ve dvou krocich.
Nejprve byl vytvofen pyrimidin-acetal prostfednictvim reakce (19)
s benzamidinem hydrochloridem se 2 ekvivalenty DBU. Ziskany pyrimidin-

acetal byl zbaven chranici skupiny bez purifikace s vodnym 1IN HCI a ziskany
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aldehyd cyklizoval na pyrrol-pyrimidin (20), ktery byl izolovan filtraci.
Reakce (20) s oxychloridem fosforeénym pfti refluxu poskytla odpovidajici 4-
chlorderivat (21). Kuplovani chlor-derivatu s trans-aminocyklohexanolem

v DMSO piti 135 °C poskytla slouc¢eninu (18) ze slouéeniny (21).

Schémata II-VIII demonstruji, Ze je mozné funkcionalizovat 5- a 6-
pozici na pyrrolpyrimidinovém kruhu. Pfes pouZiti ridznych vychozich
reak&nich litek a mirnymi modifikacemi vy$e uvedenych reak&nich schémat
mohou byt zavedeny rizné funk¢ni skupiny na 5- a 6-pozice ve vzorci (I) a
(IT). Tabulka 2 doklada n&které piiklady.

Tabulka 2. Seznam vybranych 5- a 6-substituovanych pyrrolpyrimidind.

Vychozi reagens Rs R¢
/OJA H
(=]
0 H Substit - Ar
¢ N
N
/(",\)L/ B CH,C (O) OCHjy
J\)‘L/ C (0) OCH; CHj
i
e
° o C(O)NHCH3 CH;,
/“\(L/
]
c
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Odbornik znaly techniky bude vé&dé&ét, Ze metabolismus slouenin zde
popsanych produkuje v subjektu nékteré biologicky aktivni metabolity, které

mohou slouzit jako 1é€iva.

Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi ptiklady, které by nemély byt
v zadném pfipadé omezujici. Obsahy v3ech odkazi, souvisejicich patentovych
piihlaSek a zvefejnénych patentovych ptihlasek, citovanych v této prihlasce,
vEetné té€ch, které jsou odkazovany v sekci ,background®, jsou zahrnuty jako
odkaz. Mé&lo by byt zfejmé, ze modely pouzité v ptikladech jsou akceptované
modely a Ze doloZeni uéinkd na téchto modelech je progndézou pro ulinky na
lidech.

Priklady provedeni vynalezu:

Priprava 1:

1 Do ledové

Byla pouZita modifikace alkylaéni metody podle Seala a Lupke
chladného (0 °C) roztoku ethyl kyanoacetatu (6,58 g, 58,1 mmol) v MeOH (20
ml) byl pomalu ptfidavan roztok NaOMe (25% hmotn./obj.; 58,1 mmol). Po 10
min byl pomalu pfidan chloraceton (5 ml; 62,8 mmol). Po 4 h bylo
rozpoudtédlo odstranéno. Hnédy olej byl ziedén EtOAc (100 ml) a promyt
s H,0 (100 ml). Organicka frakce byla suiena, filtrovdna a koncentrovina na
hné&dy olej (7,79 g, 79%). Olej (3) (schéma 1IV) byl smés
methyl/ethylesterovych produkti (9/1) a byl pouzit bez dal3i purifikace.

"H NMR (200 MHz, CDCl;) § 4,24 (q, J = 7,2 Hz, OCH,), 3,91 (dd, 1H, J
7,2, 7,0 Hz, CH), 3,62 (s, 3H, OCH;), 3,42 (dd, 1H, J = 15,0, 7,1 Hz, 1 x
CH3); 3,02 (dd, 1H, J = 15,0, 7,0 Hz, 1 x CH,); 2,44 (s, 3H, CH3), 1,26 (t,J =
7,1 Hz, ester-CHj;).

I

'Seela, F.; Lupke, U. Chem. Ber. 1977, 110, 1462-1469.
Piiprava 2:

Byl pouzit postup podle Seela a Lupke '. Ochrana ketonu (3) (Schéma
IV; 5,0 g, 32,2mmol) s ethylenglykolem (4 ml, 64,4 mmol) za pfitomnosti
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TsOH (100 mg) poskytla (4) jako olej (schéma IV; 5,2 g, 81,0) po mZikové
chromatografii (SiO,; 3/7 EtOAc/Hex, Rf 0,35). Je§té obsahuje 5% ethylester:
'"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 4,24 (q, J = 7,2 Hz, OCH3), 3,98 (s, 4H, 2 x
acetal-CH,), 3,98 (s, 4H, 2 x acetal-CH,), 3,79 (s, 3H, OCHj3); 3,62 (dd, 1H, J
= 17,2, 7,0 Hz, CH); 2,48 (dd, 1H, J = 15,0, 7,1 Hz, 1 x CH;), 2,32 (dd, 1H, J
= 15,0, 7,0 Hz, 1 x CH,); 1,35 (s, 3H, CH3), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, ester-CHj);
MS (ES): 200,1 (M + 1).

'Seela, F.; Lupke, U. Chem. Ber. 1977, 110, 1462-1469.

Priprava 3:

Roztok acetalu (4) (Schéma IV; 1 g, 5,02 mmol), benzamidinu (786
mg, 5,02 mmol) a DBU (1,5 ml, 10,04 mol) v suchém DMF (15 ml) byl
zahfivan na 85 °C po 15 hodin. Smés byla zfedéna s CHCl; (30 ml) a promyta
s 0,5 N NaOH (10 ml) a H,O (20 ml). Organickd frakce byla suiena,
filtrovdna a koncentrovdna na hnédy olej. Mzikovéa chromatografie (SiO,; 1/9
EtOAc/ CH,Cl;, Rf 0,35) byla nepodafena, a material krystalizoval v koloné.-
Silikagel byl promyt MeOH. Frakce obsahujici produkt (5) (schéma IV) byly
koncentrovany a pouzity bez dalsi purifikace (783 mg, 54,3 %):

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8,24 (m, 2 H, Ar-H), 7,45 (m, 3H, Ar-H), 5,24
(br s, 2H, NH,), 3,98 (s, 4H, 2 x acetal-CH;); 3,60- 3,15 (m, 2H, CH,); 1,38
(s, 3H, CH3); MS (ES): 288,1 (M + 1).

Piiprava sloufeniny (20) (schéma VIII): Roztok acetalu (19) (4,43 g,
20,6 mmol) 1, benzaminu hydrochloridu (3,22 g, 20,6 mmol), a DBU (6,15 ml,
41,2 mmol) v suchém DMF (20 ml) byl zahfivan na 85 °C po patnict hodin.
Smés byla zfedéna 100 ml CHCl; a promyta s H,O (2 x 50 ml). Organicka
frakce byla suSena, filtrovina a koncentrovdna na temn& hné&dy olej. Temné
hnédy olej byl michan v IN HCI (100 ml) po 2 hodiny pfi teploté mistnosti.
Ziskana kaSe byla filtrovdna za ziskani HCIl soli (20) jako hné&davé pevné
latky (3,60 g, 70,6 %);
'"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) 5 11,92 (s, 1H), 8,05 (m, 2H, Ar-H), 7,45 (m,
3H, Ar-H), 7,05 (s, 1H, pyrrol-H); MS (ES): 212,1 (M + 1).
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Priprava 4:

Roztok acetalu (54) (700 mg, 2,44 mmol) v IN HCI (40 ml) byl
michdn po 2 hodiny pfi teploté mistnosti. Ziskana kaSe byla filtrovéna za
ziskani HCI soli 2-fenyl-6-methyl-7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidin-4(3H)-onu jako
hnédavé pevné latky (498 mg, 78,0 %):

'"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) § 11,78 (s, 1H), 8,05 (m, 2H, Ar-H), 7,45 (m,
3H, Ar-H), 6,17 (s, 1H, pyrrol-H); MS (ES), 2,25 (s, 3H, CHs); MS (ES):
226,1 (M + 1).

Priprava 5:

Byla pouzita modifikace podle Chen a kol., cyklizaéni metody '. Do
ledové chladného (0 °C) roztoku bromidu (9) (Schéma V; 20,0 g, 108 mmol;
90 % cistota) v isopropylalkoholu (60 ml) byl pomalu pfidan roztok o-
methylbenzylaminu (12,5 ml, 97,3 mmol). Cerny roztok byl ponechan ohfat na
teplotu mistnosti a michan po 15 hodin. Smé&s byla zfedéna s EtOAc (200 ml)
a promyta s 0,5 N NaOH (50 ml). Organicka frakce byla suSena, filtrovdna a
koncentrovana na c&erny dehet (19,2 g; 94 %). Zistatek byl cCastecné
purifikovan mZikovou chromatografii (SiO,; 4/96 MeOH/CH,Cl;, Rf 0,35) na
¢ernou pevnou latku (6,38 g, 31 %) jako sloudenina d/-1-(1-fenylethyl)-2-
amino-3-kyano-4-methylpyrrol: MS (ES): 226,1 (M+1). ! Chen , Y. L;
Mansbach, R. S.; Winter , S. M.; Brooks, E.; Collins, J.; Corman, M. L.;
Dunaiskis, A. R.; Faraci, W. S.; Gallaschun, R. J.; Schmidt, A.; Schulz, D. W,
J. Med. Chem. 1997, 40, 1749-1754.

Priprava 6:

Do roztoku dl-1-(1-fenylethyl)-2-amino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrolu *
(14,9 g, 62,5 mmol) a pyridinu (10,0 ml) v dichlormethanu (50,0 ml) byl
pfidan benzoylchlorid (9,37 g, 66,7 mmol) pti 0 °C. Po michani pii 0 °C po 1
bodinu byl pfiddan hexan (10, ml), aby napomohl srazeni produktu.

Rozpoustédlo bylo odstranéno ve vakuu a pevna latka rekrystalizovala
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z EtOH/H,0 za ziskani 13,9 g (65 %) di-1-(1-fenylethyl)-2-fenyl-
karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrolu. T.t. 218-221 °C;

'H NMR (200 MHz, CDCl;) 8 1,72 (s, 3H), 1,76 (d, J = 7,3 Hz, 3H), 1,98 (s,
3H); 5,52 (q, J = 7,3 Hz, 1H), 7,14 — 7,54 (m, 9H), 7,68-7,72 (dd, J = 1,4 Hz,
6,9 Hz, 2H), 10,73 (s, 1H); MS (ES): 344,4 (M + 1).

! Liebigs Ann. Chem. 1986, 1485-1505.
Nasledujici slou¢eniny byly ziskdny podqbnym postupem.
Priprava 6A:

dl-1-(1-fenylethyl)-2-(3-pyridyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol.
'H NMR (200 MHz, CDCl;) § 1.83 (d, J=6.8 Hz, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.12 (s,
3H), 5.50 (q, J=6.8 Hz, 1H), 7.14-7.42 (m, 5H), 8.08 (m, 2H), 8.75 (m, 3H);
MS (ES): 345.2 (M"+1).

di-1-(1-fenylethyl)-2-(2-furyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.84 (d, J=6.8 Hz, 3H), 1.92 (s, 3H), 2.09 (s,
3H), 2.09 (s, 3H), 5.49 (q, J=7.4 Hz, 1H), 6.54 (dd, J=1.8 Hz, 3.6 Hz, 1H),
7.12-7.47 (m, 7H); MS (ES): 334.2 (M+1), 230.1

dl-1-(fenylethyl)-2-(3-furyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol.

- '"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.80 (s, J=7 Hz 3H), 1.89 (s, 3H), 2.05 (s, 3H),
5.48 (q, J=7 Hz, 1H), 6.59 (s, 1H), 7.12-7.40 (m, 6H), 7.93 (s, 1H); MS (ES):
334.1 (M+1), 230.0.

dl-1-(1-fenylethyl)-2-cyklopentylkarbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol.
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.82 (d, J=7.4 Hz, 3H), 1.88 (s, 3H), 2.05 (s,
3H), 1.63-1.85 (m, 8H), 2.63 (m, 1H), 5.43 (q, J=7.4 Hz, 1H), 6.52 (s, 1H),
7.05-7.20 (m, 5H); MS (ES): 336.3 (M+1).

dl-1-(1-fenylethyl)-2-(2-thienyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol,
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'H NMR (200 MHz, CDCl;) § 1.82 (d, J=6.8 Hz, 3H), 1.96 (s, 3H), 2.09 (s,
3H), 5.49 (q, J=6.8 Hz, 1H), 7.05-7.55 (m, 8H); 350.1 (M+1), 246.0.

dI-1-(1-fenylethyl)-2-(3-thienyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethypyrrol.
'"H NMR (200 MHz, CDCl;) § 1.83 (d, J=7.0 Hz, 3H), 1.99 (s, 3H), 2.12 (s,
3H), 5.49 (q, J=7.0 Hz, 1H), 6.90 (m, 1H), 7.18-7.36 (m, 6H), 7.79 (m, 1H);
MS (ES): 350.2 (M+1), 246.1.

dI-1-(1-fenylethyl)-2-(4-fluorfenyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethyl-
pyrrol.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.83 (d, J=7.4 Hz, 3H), 1.96 (s, 3H), 2.08 (s,
3H), 5.51 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.16-7.55 (m, 9H); MS (ES): 362.2 (M+1),
258.1. ‘

dl-1-(1-fenylethyl)-2-(3-fluorfenyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethyl-
pyrrol. _

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1.83 (d, J=7.4 Hz 3H), 1.97 (s, 3H), 2.10 (s,
3H), 5.50 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.05-7.38 (m, 7H), 7.67-7.74 (m, 2H); MS (ES):
362.2 (M+1), 258.1.

dl-1-(1-fenylethyl)-2-(2-fluorfenyl)karbonylamino-3-kyano-4,5-dimethyl-
pyrrol.

'H NMR (200 MHz. CDCls3) § 1.85 (d, J=7.2 Hz, 3H), 1.94 (s, 3H), 2.11 (s,
3H), 5.50 (q, J=7.2 Hz, 1H), 7.12-7.35 (m, 6H), 7.53 (m, 1H), 7.77 (m, 1H),
8.13 (m, 1H); MS (ES): 362.2 (M+1), 258.0.

di-1-(1-fenylethyl)-2-isopropylkarbonylamino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrol.

'"H NMR (200 MHz, CDCl13) 6 1.19 (d, J=7.0 Hz, 6H), 1.82 (d, J=7.2 Hz, 3H),
1.88 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.46 (m, 1H), 5.39 (m, J=7.2 Hz, 1H), 6.64 (s, 1H),
7.11-7.36 (m, 5H); MS (ES): 310.2 (M+1), 206.1.

V ptipadé€ acylace di-1-(1-fenylethyl)-2-amino-3-kyano-4-methylpyrrolu byly
ziskdny monoacylovany d/-1-(1-fenylethyl)-2-benzoylamino-3-kyano-4-di-
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methylpyrrol a diacylovany pyrrol dI-1-(1-fenylethyl)-2-dibenzoylamino-3-
-kyano-4-methylpyrrol.

Monoacylovany pyrrol: '"H NMR (200 MHz, CDCls) § 7.69 (d, 2H, J=7.8 Hz,
Ar-H), 7.58-7.12 (m, 8H, Ar-H), 6.18 (s, 1H), pyrrol-H), 5.52 (q, 1H, J=7.2
Hz, CH-CH;), 2.05 (s, 3H, pyrrol-CHj3), 1.85 (d, 3H, J=7.2 Hz, CH-CHj3); MS
(ES): 330.2 (M+1);

Diacylovany pyrrol: '"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 7.85 (d, 2H, J=7.7 Hz, Ar-
H), 7.74 (d, 2H, J=7.8 Hz, Ar-H), 7.52-7.20 (m, 9H, Ar-H), 7.04 (m, 2H, Ar-
H), 6.21 (s, 1H, pyrrol-H), 5.52 (q, 1H, J=7.2 Hz, CH-CH3), 1.77 (d, 3H,
J=7.2 Hz, CH-CH;) 1.74 (s, 3H, pyrrol-CHj); MS (ES): 434.1 (M+1).

P¥iprava 7:

Do roztoku dI-1-(fenylethyl)-2-fenylkarboxyamido-3-kyano-4,5-di-
methylpyrrolu (1.0 g, 2.92 mmol) v methanolu (10.0 ml) byla pfidina
koncentrovand kyselina syrovd (1.0 ml) pti 0 °C. Ziskana smé&s byla
refluxovdna po 15 hodin a ochlazena zpét teplotu mistnosti. Srazenina byla
filtrovana za ziskani 0.48 g (48%) dI:5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1-
fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-(3H)-onu.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) § 2.02 (d, J=7.4 Hz, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.41 (s,
3H), 6.25 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.22-7.50 (m, 9H), 8.07-8.12 (dd, J=3.4 Hz, 6.8
Hz, 2H), 10.51 (s, 1H); MS (ES): 344.2 (M+1).

Nasledujici slouteniny byly ziskany podobnym postupem jako v Pfipravé 7:

dl-5,6-dimethyl-2-(3-pyridyl)-7H-7-(l-fehylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-
(3H)-on.

"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 2.03 (d, J=7.2 Hz, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.42 (s,
3H), 6.24 (q, J=7.2 Hz, 1H), 7.09-7.42 (m, 5H), 8.48 (m, 2H), 8.70 (m, 3H);
MS (ES): 345.1 (M+1).
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dl-5,6-dimethyl-2-(2-furyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-
-on.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.98 (d, J=7.8 Hz, 3H), 1.99 (s, 3H), 2.37 (s,
3H), 6.12 (q, J=7.8 Hz. 1H), 6.48 (dd, J=1.8 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.17-7.55 (m,
7H), 9.6 (s, 1H); MS (ES): 334.2 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-(3-furyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrolo[2,3d]pyridin-4(3H)-
-on.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.99 (d, J=7 Hz, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.42 (s, 3H),
6.24 (q, J=7 Hz, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.18-7.32 (m, 5H), 7.48 (s, 1H), 8.51 (s,
1H); MS (ES): 334.2 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-cyklopentyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-
(3H)-on.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.95 (d, J=7.4 Hz, 3H), 2.00 (s, 3H), 2.33 (s,
3H), 1.68-1.88 (m, 8H), 2.97 (m,. 1H), 6.10 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.16-7.30 (m,
5H), 9.29 (s, 1H),; MS (ES): 336.3 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-(2-thienyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-
(3H)-on

"H NMR (200 MHz, CDCl;) § 2.02 (d, J=7.2 Hz, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.41 (s,
3H), 6.13 (q, J=7.2 Hz, 1H), 7.12 (dd, J=4.8 Hz, 2.8 Hz, 1H), 7.26-7.32
(m,5H),7.44 (d, J=4.8 Hz, 1H), 8.01 (d, J=2.8 Hz, 1H) 11.25 (s, 1H); MS
(ES): 350.2 (M+1)

di-5,6-dimethyl-2-(3-thienyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-

(3H)-on.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.00 (d, J=7.4 Hz, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.43 (s,

3H), 6.24 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.24-7.33 (m, 5H), 7.33-7.39 (m, 1H), 7.85 (m,
1H), 8.47 (m, 1H), 12.01 (s, 1H); MS (ES): 350.2 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-(4-fluorfenyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d] pyrimidin-
-4(3H)-on.



96

'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 2.01 (d, J=6.8 Hz, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.42 (s,
3H), 6.26 (q, J=6.8 Hz, 1H), 7.12-7.36 (m, 7H), 8.23-8.30 (m, 2H), 11.82 (s,
1H); MS (ES): 362.3 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-(3-fluorfenyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol{2,3d]pyrimidin-
-4(3H)-on.

'H NMR (200 MHz, CDCl;) § 2.02 (d, J=7.4 Hz, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.44 (s,
3H), 6.29 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.13-7.51 (m, 7H), 8.00-8.04 (m, 2H), 11.72 (s,
1H); MS (ES): 362.2 (M+1).

dI-5,6-dimethyl-2-(2-fluorfenyl)-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d] pyrimidin--
4(3H)-on.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 3 2.00 (d, J=7.2 Hz, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.38 (s,
3H), 6.24 (q, J=7.2 Hz, 1H), 7.18-7.45 (m, 8H), 8.21(m, 1H), 9.54 (s, 1H);
MS (ES): 362.2 (M+1).

dl-5,6-dimethyl-2-isopropyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol{2,3d]pyrimidin-4 .
(3H)-on.

"H NMR (200 MHz, CDCl;3) & 1.30 (d, J=6.8 Hz, 3H), 2.32 (d, J= 7.0 Hz, 3H),
2.01 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 2.90 (m, 1H), 6.13 (m, 1H), 7.17-7.34 (m, 5H),
10.16 (s, 1H); MS (ES): 310.2 (M+1).

Priprava 8:

Roztok dl-1-(fenylethyl)-2-benzoylamino-3-kyano-4-dimethylpyrrolu
(785 mg, 2.38 mmol) s koncentrovanou H,SO4 (1 ml) v DMF (13 ml) byl
michan p¥i 130 °C po 48 h. Cerny roztok byl ziedén s CHCl; (100 ml) a
promyt 1N NaOH (30 ml) a solankou (30 ml). Organicka frakce by‘la suSena,
filtrovana, koncentrovana a purifikovana mzikovou chromatografii (Si0;; 8/2
EtOAc / Hex, R¢ 0.35) na hn&dou pevnou latku (184 mg, 24 %) jako di-5- -
methyl-2-fenyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.

'H NMR (200 MHz, CDCl;) § 8.18 (m, 2H, Ar-H), 7.62-7.44 (m, 3H, Ar-H),
7.40-7.18 (m, 5H, Ar-H), 6.48 (s, 1H, pyrrol-H), 6.28 (q, 1H, J=7.2 Hz, CH-
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CHs), 2.18 (s, 3H, pyrrol-CHs), 2.07 (d, 3H, J=7.2 Hz, CH-CH;); MS (ES):
330.2 (M+1).

Priprava 9:

Smés dI/-1-(fenylethyl)-2-amino-3-kyano-4,5-dimethylpyrrolu (9.60 g,
40.0 mmol) a mraven&i kyseliny (50.0 ml, 98 %) byla refluxovana 5 hodin. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti a seSkrdabnuti stén baiiky, byla vytvofena
srazenina a filtrovana. Materidl byl promyvan vodou az vyplachy vykazovaly
neutralni pH za ziskdni dI-5,6-dimethyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol{2,3d]-
pyrimidin-4(3H)-onu.
'"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1.96 (d, J=7.4 Hz, 3H), 2.00 (s, 3H), 2.38 (s,
3H), 6.21 (q, J=7.4 Hz, 1H), 7.11-7.35 (m, 5H), 7.81 (s, 1H), 11.71 (s, 1H);
MS (ES): 268.2 (M+1).

Pfiprava 10:

di-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol[2,3d]pyrimidin-4-

(3H)-on (1.0 g, 2.91 mmol) byl suspendovan v polyfosforeéné kyselin€ (30.0
ml). Smé&s byla zahtivana pfi 100 °C po 4 hodiny. Horka suspenze byla nalita
na ledovou vodu, intenzivné michana, aby se rozpustila suspenze, a
alkalizovana na pH 6 se pevhym KOH. Ziskana pevna latka byla spojena za
ziskani 0.49 g (69%) 5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-
onu.

'H NMR (200 MHz, DMSO-d) § 2.17 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 7.45 (br, 3H), 8.07
(br, 2H), 11.49 (s, 1H), 11.82 (s, 1H); MS (ES): 344.2 (M+1).

Nisledujici slouéeniny byly ziskdny podobnym zplisobem jako slouéeniny

v pfipravé 10:

5-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
MS (ES): 226.0 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(3-pyridyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
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MS (ES): 241.1 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(2-furyl)-7H-pyrrol [2,3d] pyrimidin-4(3H)-on.

'H NMR (200 MHz, DMS0-d6) & 2.13 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 6.39 (dd, J= 1.8,
3.6 Hz, 1H), 6.65 (dd, J= 1.8 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.85 (dd, J= 1.8, 3.6 Hz, 1H),
11.45 (s, 1H), 11.60 (s, 1H); MS (ES): 230.1 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(3-furyl)-7H-pyrrol [2,3d] pyrimidin-4(3H)-on.
'"H NMR (200 MHz, DMS0-d6) & 2.14 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 6.66 (s, 1H), 7.78
(s, 1H), 8.35 (s, 1H), 11.3 (s, 1H), 11.4 (s, 1H); MS (ES): 230.1 (M+1).

5,6-dimethyl-2-cyklopentyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) & 1.57-1.91 (m, 8H), 2.12 (s, 3H), 2.16 (s,
3H), 2.99 (m, 1H), 11.24 (s, 1H), 11.38 (s, 1H); MS (ES): 232.2 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(2-thienyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.

'H NMR (200 MHz, DMS0-d6) & 2.14 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 7.14 (dd, J=3.0,
5.2 Hz, 1H), 7.70 (d, J=5.2 Hz, 1H), 8.10 (d, J=3.0 Hz, 1H), 11.50 (s, 1H);
MS (ES): 246.1 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(4-fluorofenyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
"H NMR (200 MHz, DMS0-d6) § 2.17 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 7.31 (m, 2H),
8.12 (m, 2H), 11.47 (s, 1H); MS (ES): 258.2 (M+1).

5,6-dimethyl-2-(3-fluorofenyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.

'"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) & 2.18 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 7.33 (m, 1H),
7.52 (m, 1H), 7.85-7.95 (m, 2H), 11.56 (s, 1H), 11.80 (s, 1H); MS (ES): 258.1
(M+1)

5,6-dimethyl-2-(2-fluorofenyl)-7H-pyrrol[{2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) 8 2.18 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 7.27-7.37 (m,
2H), 7.53 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 11.54 (s, 1H), 11.78 (s, 1H); MS (ES): 258.1
(M+1).
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5,6-dimethyl-2-isopropyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
'"H NMR (200 MHz, DMSO0-d6) & 1.17 (d, J=6.6 Hz, 6H), 2.11 (s, 3H), 2.15
(s, 3H), 2.81 (m, 1H), 11.20 (s, 1H), 11.39 (s, 1H); MS (ES): 206.1 (M+1).

5,6-dimethyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-on.
'"H NMR (200 MHz, DMSO0-d6) 8 2.13 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 7.65 (s, 1H); MS
(ES): 164.0 (M+1).

Piiprava 11:

Roztok 5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin-4(3H)-onu (1.0
g, 4.2 mmol) v oxychloridu fosfore&ném (25.0 ml) byl refluxovan po 3Sest
hodin a potom koncentrovan ve vakuu do sucha. Do zlstatku byla pfidana
voda, aby se indukovala krystalizace, a ziskana pevna latka byla filtrovana a
spojena za ziskani 0.90 g (83 %) 4-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
pyrrol[2,3d]-pyrimidinu.
'"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) § 2.33 (s, 3H), 2.33 (s, 3H), 7.46-7.49 (m,
3H), 8.30-8.35 (m, 2H), 12.20 (s, 1H); MS (ES): 258.1 (M+1).

Nasledujici slou€eniny byly ziskany stejnym zpisobem jako v Pfipraveé 11:

4-chlor-5-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
MS (ES): 244.0 (M+1).

4-chlor-6-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
MS (ES): 244.0 (M+1).

4-chlor-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
'H NMR (200 MHz, DMSO-dé6) 8.35 (2, 2H), 7.63 (br s, 1H), 7.45 (m, 3H),
6.47 (br s, 1H); MS (ES): 230.0 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(3-pyridyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
MS (ES): 259.0 (M+1).
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4-chlor-5,6-dimethyl-2-(2-furyl)-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) & 2.35 (s, 3H), 2.35 (s, 3H), 6.68 (dd, J= 1.8,
3.6 Hz, 1H), 7.34 (dd, J= 1.8 Hz, 3.6 Hz, 1H), 7.89 (dd, J= 1.8, 3.6 Hz, 1H);
MS (ES): 248.0 (M+1). '

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(3-furyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
'"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) & 2.31 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 6.62 (s, 1H), 7.78
(s, 1H), 8.18 (s, 1H), 12.02 (s, 1H); MS (ES): 248.1 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-cyklopentyl-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidin.
'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) 8 1.61-1.96 (m, 8H), 2.27 (s, 3H), 2.27 (s,
3H), 3.22 (m, 1H), 11.97 (s, 1H); MS (ES): 250.1 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(2-thienyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, DMSO0-d6) & 2.29 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 7.14 (dd, J= 3.1
Hz, 4.0 Hz, 1H), 7.33 (d, J= 4.9 Hz, 1H), 7.82 (d, J= 3.1 hz, 1H), 12.19 (s,
1H); MS (ES): 264.1 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(3-thienyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, DMSO0-d6) 8 2.32 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 7.62 (dd, J=3.0,
5.2 Hz, 1H), 7.75 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 8.2 (d, J= 3.0 Hz, 1H); MS (ES): 264.0
(M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(4-fluorfenyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) § 2.33 (s, 3H), 2.33 (s, 3H), 7.30 (m, 2H),
8.34 (m, 2H), 12.11 (s, 1H); MS (ES): 276.1 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(3-fluorfenyl)-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) 6 2.31 (s, 3H), 2.33 (s, 3H), 7.29 (m, 1H),
7.52 (m, 1H), 7.96 (m, 1H), 8.14 (m, 1H), 11.57 (s, 1H); MS (ES): 276.1
(M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-(2-fluorfenyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
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'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) 8 2.34 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 7.33 (m, 2H),
7.44 (m, 1H), 7.99 (m, 1H), 12.23 (s, 1H); MS (ES): 276.1 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-2-isopropyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
"H NMR (200 MHz, DMSO-d6) § 1.24 (d, J= 6.6 Hz, 6H), 2.28 (s, 3H), 2.28
(s, 3H), 3.08 (q, J= 6.6 Hz, 1H), 11.95 (s, 1H); MS (ES): 224.0 (M+1).

4-chlor-5,6-dimethyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
'H NMR (200 MHz, DMSO-d6) & 2.31 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 8.40 (s, 1H); MS
(ES): 182.0 (M+1).

dl-4-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1 -fenylethyl)pyrrol{2,3d]pyrimidin.
Piiprava 12

Do roztoku d/-1,2-diaminopropanu (1,48 g, 20,0 mmol) a uhli¢itanu
sodného (2,73 g, 22,0 mmol) v dioxanu (100,0 mi) a vod¢ (100,0 ml) byl
pfidan di-terc-dikarbonat (4,80 g, 22,0 mmol) pfi teploté mistnosti. Ziskana
smé&s byla michéna po 14 hodin. Dioxan byl odstranén ve vakuu. SraZenina
byla odfiltrovana a filtrat byl koncentrovan ve vakuu do sucha. Zistatek byl
rozetfen s EtOAc a potom filtrovan. Filtrat byl koncentrovan ve vakuu do
sucha za ziskidni smési dI-1-amino-2-(1,1-dimethylethoxy)karbonylamino-
propanu a dI-2-amino-1-(1,1-dimethylethoxy)karbonylamino-propanu, které
nebyly oddé&litelné normalni chromatografickou metodou. Smés byla pouZita

pro reakci v pfikladu 8.
Priprava 13

Do roztoku Fmoc-B-Ala-OH (1,0 g, 3,212 mmol) a oxalylchloridu
(0,428 g, 0,29 ml, 3,373 mmol) v dichlormethanu (20,0 ml) bylo pfidano
nékolik kapek N,N-dimethylformamidu pfi 0 °C. Smés byla michana pfi
teplotd mistnosti po 1 hodinu, nasledovalo pfidani cyklopropylmethylaminu
(0,229 g, 0,28 ml, 3,212 mmol) a triethylaminu (0,65 g, 0,90 ml, 6,424

mmol). Po 10 min byla smé&s zpracovana s 1 M hydrochloridu (10,0 ml) a
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vodna smé&s byla extrahovana s dichlormethanem (3 x 30,0 ml). Organicky
roztok byl koncentrovin ve vakuu do sucha. Zistatek byl zpracovan
s roztokem 20% piperidinu v N,N-dimethylformamidu (20,0 ml) po 5 hodin.
Po odstranéni rozpou$tédla ve vakuu byl zistatek zpracovin s IM
hydrochloridem (20,0 ml) a ethylacetatem (20,0 ml). Smés byla odd¢€lena a
vodnd vrstva byla alkalizovana pevnym hydroxidem sodnym na pH 8.
Srazenina byla odstranéna filtraci a vodny roztok byl podroben iontové
vyméné na kolon& promyvanim s 20% pyridinem za ziskani 0,262 g (57%) N-
cyklopropylmethyl B-alanin amidu.

"H NMR (200 MHz, CD3;0D) § 0,22 (m, 2H), 0,49 (m, 2H), 0,96 (m, 2H), 2,40
(t, 2H), 2,92 (1, 2H), 3,05 (d, 2H); MS (ES): 143,1 (M+1).

Priprava 14

N-terc-butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyldiamin.
Trans-1,4-cyklohexyldiamin (6,08 g, 53,2 mmol) byl rozpuitén
v dichlormethanu (100 ml). Roztok di-terc.butyldikarbonéatu (2,32 g, 10,65
mmol ve 40 ml dichlormethanu) byl pfidan kanylou. Po 20 hodinach byla
reakéni smés rozdélena mezi CHCIl; a vodu. Vrstvy byly oddéleny a vodna
vrstva byla extrahovana CHCIl; (3x). Spojené organické vrstvy byly suSeny
nad MgSO,, filtrovany a koncentrovany za ziskani 1,20 g bilé pevné latky (53
%).
'"H NMR (200 MHz, CDCls3): & 1,0 — 1,3 (m, 4H), 1,44 (s, 9H),1,8 -2,1 (m,
4H), 2,62 (brm, 1H), 3,40 (brs, 1H), 4,37 (brs, 1HO; MS (ES): 215.2 (M+1).

4-(N-acetyl)-N-terc.butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyldiamin.

N-terc.butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyldiamin (530 mg, 2,47
mmol) byl rozpu$tén v dichlormethanu (20 ml). Po kapkach byl ptidan
acetanhydrid (250 mg, 2,60 mmol). Po 16 hodinich byla reakéni smés zfedéna
vodou a CHCI;. Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla extrahovana
s CHC1; (3x). Spojené organické vrstvy byly sufeny nad MgSQy, filtrovany a
koncentrovany. Rekrystalizace (EtOH/H,0) poskytla 190 mg bilych krystald
(30%).
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'"H NMR (200 MHz, CDCl3): & 0,9 — 1,3 (m, 4H), 1,43 (s, 9H), 1,96 -2,10 (m,
7H), 3,40 (brs, 1H), 3,70 (brs, 1H), 4,40 (brs, 1H); MS (ES): 257.2 (M-15),
201,1 (M*-56).

4-(4-trans-acetamidocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-(1-fenyl-
ethyl)pyrrolo[2,3d]pyrimidin

4—(N-acetyl)-N-terc.butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyldiamin (190
mg, 0,74 mmol) byl rozpuitén v dichlormethanu (5 ml) a zfedén s TFA (6 ml).
Po 16 hodinach byla reak&ni smé&s koncentrovdna. Surova pevna latka, DMSO
(2 ml), NaHCO; (200 mg, 2,2 mmol) a 4-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
pyrrolo[2,3d]pyrimidin (35 mg, 0,14 mmol) byly spojeny v baiice a zahfivany
na 130 °C. Po 4,5 hodinach byla reak&ni smé&s ochlazena na teplotu mistnosti
a zfedéna EtOAc a vodou. Vrstvy byly oddéleny a vodnd vrstva byla
extrahovana EtOAc (3x). Spojené organické vrstvy byly suSeny nad MgSO,,
filtrovany a koncentrovany. Chromatografie (preparativni deska ze siliky;
20:1 CHCI3:EtOH) poskytla 0,3 mg hnédavé pevné latky (1% vyté€zek). MS
(ES): 378,2 (M+1).

4-(N-methansulfonyl)-N-terc.butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyl-diamin.

Trans-1,4-cyklohexyldiamin (530 mg, 2,47 mmol) byl rozpustén
v dichlormethanu (20 ml) a ztedén pyridinem (233 mg, 3,0 mmol). Po kapkach
byl pfidan methansulfonylchlorid (300 mg, 2,60 mmol). Po 16 hodinach byla
reak¢éni smés zfedéna vodou a CHCI;. Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva
byla extrahoviana s CHCl; (3x). Spojené organické vrstvy byly suSeny nad
MgSQO,, filtrovany a koncentrovany. Rekrystalizace (EtOH/H,0) poskytla 206
mg bilych krystald (29%).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3): & 1,10 — 1,40 (m, 4H), 1,45 (s, 9H), 2,00 —2,20
(m, 4H), 2,98 (s, 3H), 3,20- 3,50 (brs, 2H), 4,37 (brs, 1H); MS (ES): 293,1
(M+1), 278,1 (M'-15), 237,1 (M-56).

4-(4-trans-methansulfamidocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-(1-
-fenylethyl)pyrrolo[2,3d]pyrimidin.
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4—(N-sulfonyl)-N-terc.butoxykarbonyl-trans-1,4-cyklohexyldiamin (206
mg, 0,71 mmol) byl rozpuitén v dichlormethanu (5 ml) a ztedén s TFA (6 ml).
Po 16 hodinéch byla reak&ni smé&s koncentrovana. Surova reak&ni smés,
DMSO (2 ml), NaHCO; (100 mg, 1,1 mmol) a 1-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-
7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidin byly spojeny v baiice a zahfivany na 130 °C. Po 15
hodinidch byla reakéni smés ochlazena na teplotu mistnosti a zfedéna EtOAc
(3x). Spojené organické vrstvy byly suSeny nad MgSO,, filtrovany a
koncentrovany. Chromatografie (preparativni deska ze siliky;, 20:1
CHCI;3:EtOH) poskytla 2,6 mg hnédavé pevné latky (5% vytézek). MS (ES):
414,2 (M+1).

Priklad 1

Roztok 4-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu (0,50
g, 1,94 mmol) a 4-trans-hydroxycyklohexylaminu (2,23 g, 19,4 mmol)
v methylsulfoxidu (10,0 ml) byl zahtivan pfi 130 °C po 5 h. Po ochlazeni zpét
na teplotu mistnosti byla pfidana voda (10,0 ml) a vznikly vodny roztok byl
extrahovan s EtOAc (3 x 10,0 ml). Spojeny EtOAc roztok byl suSen (MgSOQ,)
a filtrovan, filtrat byl koncentrovan ve vakuu do sucha, ziistatek byl podroben
chromatografii na silikagelu za ziskani 0,49 g (75 %) 4-(4-trans-hydroxy-
cyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu. T.t. 197-
199 °C; ’
'"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1,25 — 1,59 (m, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,29 (s, 3H),
3,68 — 3,79 (m, 1H), 4,32 — 4,38 (m, 1H), 4,88 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,26-7,49
(m, 3H), 8,40-8,44 (dd, J = 2,2, 8 Hz, 2H), 10,60 (s, 1H); MS (ES): 337,2
(M+1).

Nasledujici slou¢eniny byl ziskany podobnym zpisobem jako v piikladu 1:

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-6-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol{2,3d]-
pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 11,37 (s, 1H, pyrrol-NH), 8,45 (m, 2H, Ar-H),
7,55 (m, 3H, Ar-H), 6,17 (s, 1H, pyrrol-H), 4,90 (br d, 1H, NH), 4,18 (m, 1H,
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CH-0), 3,69 (m, 1H, CH-N), 2,40 — 2,20 (m, 2H), 2,19 — 1,98 (m, 2H), 2,25
(s, 3H, CH;), 1,68 — 1,20 (m, 4H); MS (ES): 323,2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 11,37 (s, 1H, pyrrol-NH), 8,40 (m, 2H, Ar-H),
7,45 (m, 3H, Ar-H), 5,96 (s, 1H, pyrrol-H), 4,90 (br d, 1H, NH), 4,18 (m, 1H,
CH-0), 3,69 (m, 1H, CH-N), 2,38 — 2,20 (m, 2H), 2,18 - 1,98 (m, 2H), 2,00
(s, 3H, CHs), 1,68 — 1,20 (m, 4H); MS (ES): 323,2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-2-fenyl-7H-pyrrolo [2,3d]pyrimidin.

T.t. 245.5-246.5 °C;

'"H NMR (200 MHz, CD;0D) & 8.33 (m, 2H, Ar-H), 7.42 (m, 3H, Ar-H), 7.02
(d, 1H, J=3.6 Hz, pyrrol-H), 6.53 (d, 1H, J=3.6 Hz, pyrrol-H), 4.26 (m, 1H,
CH-0), 3.62 (m, 1H, CH-N), 2.30-2.12 (m, 2H), 2.12-1.96 (m, 2H), 1.64-1.34
(m, 4H); MS, M+1=309.3; Anal (C;3H,oN4O) C, H, N.

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-(3-pyridyl)-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & _1.21-1.54 (m, 8H); 2.28 (s, 3H); 2.33 (s, 3H);
3.70 (m, 1H), 4.31 (m, 1H), 4.89 (d, 1H), 7.40 (m, 1H), 8.61 (m, 2H), 9.64
(m, 1H); MS (ES): 338.2 (M+1) '

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-(2-furyl)-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.26-1.64 (m, 8H), 2.22 (s, 3H), 2.30 (s, 3H),
3.72 (m, 1H), 4.23 (m, 1H), 4.85 (d, 1H), 6.52 (m, 1H), 7.12 (m, 1H), 7.53
(m, 1H), 9.28 (s, 1H); MS (ES): 327.2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amin-5,6dimethyl-2-(3-furyl)-7H-pyrrol{2,3d]-
pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1.25-1.63 (m, 8H), 2.11 (s, 3H), 2.27 (s, 3H),
3.71 (m, 1H), 4.20 (m, 1H), 4.84 (d, 1H), 7.03 (m, 1H), 7.45 (m, 1H), 8.13
(m, 1H), 10.38 (m, 1H); MS (ES): 327.2 (M+1)
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4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amin-5,6-dimethyl-2-cyklopentyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1.26-2.04 (m, 16H), 2.26 (s, 3H), 2.27 (s, 3H),
3.15 (m, 1H), 3.70 (m, 1H), 4.12 (m, 1H), 4.75 (d, 1H); MS (ES): 329.2
(M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amin-5,6-dimethyl-2-(2-thienyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin-4-amin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) § 1.28-1.59 (m, 8H), 2.19 (s, 3H), 2.29 (s, 3H),
3.74 (m, 1H), 4.19 (m, 1H), 4.84 (d, 1H), 7.09 (m, 1H), 7.34 (m, 1H), 7.85
(m, 1H), 9.02 (s, 1H); MS (ES): 343.2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amin-5,6-dimethyl-2-(3-thienyl)-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) § 1.21-1.60 (m, 8H), 1.98 (s, 3H), 2.23 (s, 3H),
3.66 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 7.27 (m, 1H), 7.86 (m, 1H), 11.23 (s, 1H); MS
(ES): 343.2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-(4-fluorfenyl)-7H-
pyrrol[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.26-1.66 (m, 8H), 1.94 (s, 3H), 2.28 (s, 3H),
3.73 (m, 1H), 4.33 (m, 1H), 4.92 (d, 1H), 7.13 (m, 2H), 8.41 (m, 2H), 11.14
(s, 1H); MS (ES): 355.2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-(3-fluorfenyl)-7H-
pyrrol-[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.26-1.71 (m, 8H), 2.06 (s, 3H), 2.30 (s, 3H),
3.72 (m, 1H), 4.30 (m, 1H), 4.90 (d, 1H), 7.09 (m, 1H), 7.39 (m,1H), 8.05 (m,
1H), 8.20 (m, 1H), 10.04 (s, 1H); MS (ES): 355.2 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-(2-fluorfenyl)-7H-
pyrrol{2,3d]pyrimidin.
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'H NMR (200 MHz, CDCl;) & 1.30-1-1.64 (m, 8H), 2.17 (s, 3H), 2.31 (s, 3H),
3.73 (m, 1H), 4.24 (m, 1H), 4.82 (d, 1H), 7.28 (m, 2H), 8.18 (m, 1H), 9.02
(m, 1H), 12.20 (s, 1H); MS (ES): 355.3 (M+1).

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-isopropyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (CDCl3) & 1.31 (d, J=7.0 Hz, 6H), 1.30-1.65 (m, 8H), 2.27 (s, 3H),
2.28 (s, 3H), 3.01 (m, J=7.0 Hz, 1H), 3.71 (m, 1H), 4.14 (m, 1H), 4.78 (d,
1H); MS (ES): 303.2.

dl-4-(2-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-isopropyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) d 1.31-1.42 (br, 4H), 1.75-1.82 (br, 4H), 2.02 (s,
3H), 2.29 (s, 3H), 3.53 (m, 1H), 4.02 (m, 1H), 5.08 (d, 1H), 7.41-7.48 (m,
3H), 8.30 (m, 2H), 10.08 (s, 1H); MS (ES): 337.2 (M" -1).

4-(3,4-trans-dihydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin. MS (ES): 353.2 (M" +1).

4-(3,4-cis-dihydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin. MS (ES): 353.2 (M" +1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin
T.t. 196-199 °C;

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) §_1.72 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 3.59
(m, 2H), 3.96 (m, 2H), 5.63 (br, 1H), 7.44-7.47 (m, 3H), 8.36-8.43 (dd,
J=1Hz, 7Hz, 2H), 10.76 (s, 1H); MS (ES): 324.5 (M+1).

dl-4-(2-trans-hydroxycyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) §_1.62 (m, 2H), 1.79 (br, 4H), 1.92 (s, 3H), 2.29
(s, 3H), 4.11 (m, 1H), 4.23 (m, 1H), 5.28 (d, 1H), 7.41-7.49 (m, 3H), 8.22 (m,
2H), 10.51 (s, 1H); MS (ES): 323.2 (M+1).
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Pro piipravu 2-trans-hydroxycyklopentylaminu, viz PCT 9417090

dl-4-(2-trans-hydroxycyklopentyl)amin-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8_1.58-1.90 (br, 6H), 2.05 (s, 3H), 2.29 (s, 3H),
4.48-4.57 (m, 1H), 4.91-5.01 (m, 2H), 7.35-7.46 (m, 3H), 8.42-8.47 (m, 2H),
10.11 (s, 1H); MS (ES): 323.2 (M+1).

Pro pfipravu 3-trans-hydroxycyklopentylaminu, viz EP-A-322242.

dl-4-(3-cis-hydroxycyklopentyl)amino-5,6-dimethy}-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) §_1.82-2.28 (br, 6H), 2.02 (s, 3H), 2.30 (s, 3H),
4.53-4.60 (m, 1H), 4.95-5.08 (m, 1H), 5.85-5.93 (d, 1H), 7.35-7.47 (m, 3H),
8.42-8.46 (m, 2H), 10.05 (s, 1H); MS (ES): 323.2 (M+1).

Pro ptipravu 3-cis-hydroxycyklopentylaminu, viz EP-A-322242.

4-(3,4-trans-dihydroxycyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6_1.92-1.99 (br, 2H), 2.14 (s, 3H), 2.20 (br, 2H)
2.30 (s, 3H), 2.41-2.52 (br, 2H), 4.35 (m, 2H), 4.98 (m, 2H), 7.38-7.47 (m,
3H), 8.38-8.42 (m, 2H), 9.53 (s, 1H); MS (ES): 339.2 (M+1).

?

Pro piipravu 3,4-trans-dihydroxycyklopentylaminu, viz PCT 9417090.

4-(3-amino-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. '

'H NMR (200 MHz, CDCls) 6_2.02 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.71 (t, 2H), 4.18
(m, 2H), 5.75-5.95 (m, 3H), 7.38-7.48 (m, 3H), 8.37-8.41 (m, 2H), 10.42 (s,
1H); MS (ES): 310.1 (M+1).

cser
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4-(3-amino-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 _0.51 (q, 2H), 0.40 (q, 2H), 1.79-1.95 (br, 1H),
2.36 (s, 3H), 2.40 (s, 3H), 2.72 (t, 2H), 2.99 (d, 2H), 4.04 (t, 2H), 7.58-7.62
(m, 3H), 8.22-8.29 (m, 2H); MS (ES): 364.2 (M+1).

4-(2-amino-2-oxoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin
'H NMR (200 MHz, CD OD) § 2.31 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 4.26 (s, 2H), 7.36
(m, 3H), 8.33 (m, 2H); MS (ES): 396.1 (M+1).

4-(2-N-methylamino-2-oxoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) §_1.99 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.82 (d, 3H), 4.39
(d, 2H), 5.76 (t, 1H), 6.71 (br, 1H), 7.41-7.48 (m, 3H), 8.40 (m, 2H), 10.66
(s, 1H); MS (ES): 310.1 (M+1).

4-(3-tert-butyloxyl-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl;) §_1.45 (s, 9H), 1.96 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.71 (4,
2H), 4.01 (q, 2H), 5.78 (t, 1H), 7.41-7.48 (m, 3H), 8.22-8.29 (m, 2H); MS
(ES): 367.2 (M+1).

4-(2-hydroxyethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
"H NMR (200 MHz, CDCl;) 8 1.92 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 3.81-3.98 (br, 4H),
5.59 (t, 1H), 7.39-7.48 (m, 3H), 8.37 (m, 2H), 10.72 (s, 1H); MS (ES): 283.1
(M+1).

4-(3-hydroxypropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
"H NMR (200 MHz, CDCls) § 1.84 (m, 2H), 1.99 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 3.62
(t, 2H), 3.96 (m, 2H), 3.35 (t, 1H), 7.39-7.48 (m, 3H), 8.36 (m, 2H), 10.27 (s,
1H); MS (ES): 297.2 (M+1).

4-(3-hydroxybutyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
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'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.71-1.82 (m, 4H), 1.99 (s, 3H), 2.31 (s, 3H),
3.68-3.80 (m, 4H), 5.20 (t, 1H), 7.41-7.49 (m, 3H), 8.41 (m,2H), 10.37 (s,
1H); MS (ES): 311.2 (M+1).

4-(4-trans-acetylaminocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin

4-(4-trans-methylsulfonylaminocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
pyrrol[2,3d]pyrimidin

4-(2-acetylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1-fenylethyl)-
pyrrol[2,3d]pyrimidin

4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-(1-fenylethyl)-
pyrrol[2,3d]pyrimidin

4-(3-pyridylmethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol-
[2,3d]pyrimidin

4-(2-methylpropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-7-(1-fenylethyl)pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

Priklad 2

Do michané suspenze trifenylfosinu (0,047 g, 0,179 mmol) a kyseliny
benzoové (0,022 g, 0,179 mmol) v THF (1,0 ml) ochlazené na 0 °C byl pfidan
4-(4-trans-hydroxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-78 H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin (0,05 g, 0,149 mmol) pfi 0 °C. Po kapkach potom byl pfidavan po
10 m in diethyl azodikarboxylat (0,028 ml, 0,179 mmol). Potom byla reakéni
smé&s ponechana ohfat na teplotu mistnosti. Po ukonfeni reakce TLC byla
reakCni smé&s zchlazena vodnym hydrogenuhli¢itanem sodnym (3,0 ml). Vodna
faze byla odd&lena a extrahovana etherem (2 x 5,0 ml). Organické extrakty
byly spojeny, suSeny a koncentrovany ve vakuu do sucha. Do zidstatku byl

pfidan ether (2,0 ml) a hexan (5,0 ml), pfiCemZ objem trifenylfosfin oxidu byl
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odfiltrovan. Koncentrovani filtratu poskytlo viskézni olej, ktery byl
purifikovan chromatografii na koloné (hexan : ethylacetat = 4:1) za ziskani
5,0 mg (7,6%) 4-(4-cis-benzoyloxycyklohexyl)-amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-
7H-pyrrol[2,3d]}pyrimidinu. MS (ES): 441,3 (M+1). Reakce také poskytla 50,0
mg (84%) 4-(3-cyklohexyl)-amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrroi-
[2,3d]pyrimidinu. MS (ES): 319,2 (M+1).

Priklad 3

Do roztoku  4-(4-cis-benzoyloxycyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-
fenyl-7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidinu (5,0 mg, 0,0114 mmol) v ethanolu (1,0 ml)
bylo pfidano 10 kapek 2M hydroxidu sodné¢ho. Po 1 hodin¢ byla reak¢ni smé&s
extrahovana s ethylacetatem (3 x 5,0 ml) a organickd vrstva byla sulena a
koncentrovdna ve vakuu do sucha. Zustatek byl podroben chromatografii na
kolon¢ (hexan:ethylacetat = 4:1) za ziskani 3,6 mg (94 %) 4-(4-cis-hydroxy-
cyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrolo[2,3d]pyrimidinu. MS
(ES): 337,2 (M+1).

Néasledujici slou€eniny byly ziskany podobnym zpisobem jako v ptikladu 3:

4-(3-N,N-dimethyl-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 2.01 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.73 (t, 2H), 2.97 (s,
6H), 4.08 (m, 2H), 6.09 (t, 1H), 7.41-7.48 (m, 3H), 8.43 (m, 2H), 10.46 (s,
1J); MS (ES): 338.2 (M+1).

4-(2-formylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 2.26 (s, 3H), 2.37 (s, 3H), 3.59-3.78 (m, 2H),
3.88-4.01 (m, 2H), 5.48-5.60 (m, 1H), 7.38-7.57 (m, 3H), 8.09 (s, 1H), 8.30-
8.45 (m, 2H), 8.82 (s, 1H); MS (ES): 310.1 (M+1).

4-(3-acetylaminopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
~ pyrimidin. MS (ES): 338.2 (M+1).
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Priklad 4

4-(3-terc.butyloxy-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin (70,0 mg, 0,191 mmol) byl rozpus$tén v kyseliné
trifluoroctové : dichlormethanu (1:1, 5,0 ml). Ziskany roztok byl michan pfi
teploté mistnosti po 1 hodinu a potom byl refluxovan po 2 hodiny. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti byla smé&s koncentrovdna ve vakuu do sucha.
Zustatek byl podroben preparativni chromatografii na tenké vrstvE
(EtOAc:hexan:AcOH = 7:2,5:0,5) za ziskani 40,0 mg (68%) 4-(3-hydroxy-3-
oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-pyrimidinu.
"H NMR (200 MHz, CD50D) 82,32 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,81 (t, 2H), 4,01
(t, 2H), 7,55 (m. 3H), 8,24 (m, 2H); MS (ES): 311.1 (M+1).

Nésledujici slougenina byla ziskdana podobnym zpisobem jako v ptikladu 4:

4-(3-aminopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin.
MS (ES): 296.1 (M+1), 279.1 (M ~NHj3).

Priklad 5

4-(3-hydroxy-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin (50,0 mg, 0,161 mmol) byl rozpu$tén ve smési N,N-di-
methylformamidu (0,50 ml), dioxanu (0,50 ml) a vody (0,25 ml). Do tohoto
roztoku byl pfiddn methylamin (0,02 ml, 40 % hmotn. ve vod&), triethylamin
(0,085 ml) a N,N,N’, N'-tetramethyl-uronium tetrafluorborat (61,2 mg, 0,203
mmol). Po michani pfi teplot& mistnosti po 10 min byl roztok koncentrovan a
ziistatek byl podroben preparativni chromatografii na tenké vrstvé (EtOAc) za
ziskani 35,0 mg (67 %) 4-(3-N-methyl-3-oxopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-
fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu.
"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 1.92 (s, 3H), 2.30 (s, 3H), 2.65 (t, 2H), 4.08 (t,
2H), 5.90 (t, 1H), 6.12 (m, 1H), 7.45 (m, 3H), 8.41 (m, 2H), 10.68 (s, 1H);
MS (ES): 311.1 (M+1).
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Nasledujici slouceniny byly ziskany podobnym zpisobem jako v p¥ikladu 5:

4-(2-cyklopropankarbonylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin. MS (ES): 350.2 (M+1).

4-(2-isobutyrylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES): 352.2 (M+1).

4-(3-propionylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.00-1.08 (t, 3H), 1.71-2.03 (m, 4H), 2.08 (s,
3H), 2.37 (s, 3H), 3.26-3.40 (m, 2H), 3.79-3.96 (m, 2H), 5.53-5.62 (m,
1H),_6.17-6.33 (m, 1H), 7.33-7.57 (m, 3H), 8.31-8.39 (m, 2H), 9.69 (s, 1H);
MS (ES): 352.2 (M+1).

4-(2-methylsulfonylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 2.18 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.92 (s, 3H), 3.39-
3.53 (m, 2H), 3.71-3.88 (m, 2H), 5.31-5.39 (m, 1H), 6.17-6.33 (m, 1H), 7.36-
7.43 (m, 3H), 8.20-8.25 (m, 2H), 9.52 (S, 1H); MS (ES): 360.2 (M+1).

Priklad 6

Smés 4-chlor-5,6-dimethyl-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu (0,70 g,
2,72 mmol) a 1,2-diaminoethanu (10,0 mil, 150 ml) byla refluxovéana pod
inertni atmosférou po 6 hodin. Pfebytek aminu byl odstrandn ve vakuu,
ziistatek byl promyt postupn& etherem a hexanem za ziskéani 0,75 g (98 %)
4-(2-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]pyrimidinu.
MS (ES); 282.2 (M+1), 265.1 (M -NHj3).

Priklad 7

Do roztoku 4-(2-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidinu (70,0 mg, 0,249 mmol) a triethylaminu (50,4 mg, 0,498
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mmol) v dichlormethanu (2,0 ml) byl pfidan propionylchlorid (25,6 mg, 0,024
ml, 0,274 mmol) pfi 0 °C. Po 1 hodiné& byla smé&s koncentrovana ve vakuu a
zistatek byl podroben preparativni chromatografii na tenké vrstvé (EtOAc) za
ziskani 22,0 mg (26 %) 4-(2-propionylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-
fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu. MS (ES): 338,2 (M + 1).

Nasledujici slou€eniny byly ziskany podobnym zpisobem jako v pfikladu 7:

4-(2-N'-methylureaethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 2.13 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 3.53 (d, 3H), 3.55
(m, 2H), 3.88 (m, 2H), 4.29 (m, 1H), 5.68 (t, 1H), 5.84 (m, 1H), 7.42 (m, 3H),
8.36 (dd, 2H), 9.52 (s, 1H); MS (ES): 339.3 (M+1).

4-(2-N’-ethylureaethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES): 353.2 (M+1).

Priklad 8

Do roztoku 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimidu hydro-
chloridu (41,1 mg, 0,215 mmol), dimethylaminopyridinu (2,4 mg, 0,020
mmol) a kyseliny pyrohroznové (18,9 mg, 0,015 ml, 0,215 mmol)
v dichlormethanu (2,0 ml) byl pfidan 4-(2-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-
fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin (55,0 mg, 0,196 mmol). Smé&s byla michdna
pii teplot€ mistnosti po 4 hodiny. Obvyklé zpracovani a chromatografie na
koloné (EtOAc) potom poskytly 10,0 mg (15 %) 4-(2 -pyruvylamidoethyl)-
amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu. MS (ES): 352.2
(M+1).

Priklad 9
Do roztoku 4-(2-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-

[2,3d]pyrimidinu (60,0 mg, 0,213 mmol) v dichlormethanu (2,0 ml) byl pfidan
N-trimethylsilyl isokyanat (43,3 mg, 0,051 ml, 0,320 mmol). Smé&s byla



115

michana pfi teplot® mistnosti po 3 hodiny, nasledovalo pfidani vodného
roztoku  hydrogenuhliditanu sodného. Po filtrovani pfes malé mnoZstvi
silikagelu byl filtrat koncentrovan ve vakuu do sucha za ziskani 9,8 mg (14
%)

4-(2-ureathyl)amino-S,6-dimethyl-2-feny1-7H-pyrr01[2,3d]pyrimidinu. MS
(ES): 325.2 (M+1).

Nasledujici slou¢eniny byly ziskdny podobnym zpiisobem jako v ptikladu 9:

dl—4-(2-acetylaminopropyl)amino-S,6-dimethyl-2-fenyl-7H— pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl;) 6 1.28-1.32 (d, J=8 Hz, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.96 (s,
3H), 2.30 (s, 3H), 3.76-3.83 (m, 2H), 4.10-4.30 (m, 1H), 5.60-5.66 (t, J=6 Hz,
1H), 7.40-7.51 (m, 3H), 8.36-8.43 (m, 2H), 10.83 (s, 1H); MS (ES): 338.2
(M+1).

(R)-4-(2- acetylaminopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 1.31 (d, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 2.31 (s,
3H), 3.78-3.83 (m, 2H), 4.17-4.22 (m, 1H), 5.67 (t, 1H), 7.38 (7.5 (m, 3H),
8.39 (m, 2H), 10.81 (s, 1H); MS (ES): 338.2 (M+1).

R)-4-(1 -methyl-2-acetylaminoethyl)amino-S,6-dimethy1~2-feny1-7H- pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

"H NMR(200 MHz, CDCl3) 3 1.41 (d, 3H), 1.68 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.34 (s,
3H), 3.46-3.52 (br, m, 2H), 4.73 (m, 1H), 5.22 (d, 1H), 7.41-7.46 (m, 3H),
8.36 (8.40 (m, 2H), 8.93 (s, 1H); MS (ES): 338.2 (M+1).

(S) -4-(2- acetylaminopropyl)amino-S,6-dimethyl-2-feny1-7H- pyrrol[2,3d]-
pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 1.31 (d, 3H), 1.66 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.35 (s,
3H), 3.78-3.83 (m, 2H), 4.17-4.22 (m, 1H), 5.67 (t, 1H), 7.38-7.5 (m, 3H),
8.39 (m, 2H), 8.67 (s, 1H); MS (ES): 338.2 (M+1).
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(S)-4-(1-methyl-2-acetylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol-
[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 5 1.41 (d, 3H), 1.68 (s,3h), 2.05 (s, 3H), 2.32 (s,
3H), 3.46-3.52 (m, 2H), 4.73 (m, 1H), 5.22 (d, 1H), 7.41-7.46 (m, 3H), 8.36-
8.40 (m, 2H), 10.13 (s, 1H); MS (ES): 338.2 (M+1).

Priklad 10

Reakce  4-chlor-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu  se
smési dl-1-amino-2-(1,1-dimethylethoxy)karbonylamino-propanu a di-2-
amino-1-(1,1-dimethylethoxy)karbonylamino-propanu  probihala  stejnym
zpisobem jako v pfikladu 1. Reakce poskytla smés dI-4-(1-methyl-2-(1,1-
dimethylethoxy)karbonylamino)ethylamino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidinu a d/-4-(2-methyl-2-(1,1-dimethylethoxy)karbonyl-amino)-
ethylamino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu, ktery byl
odd¢€len chromatografii na kolon& (EtOAc:hexan = 1:3). Prvni frakci byl
dl-4-(1-methyl-2-(1,1-dimethylethoxy)karbonylaminoethyl)amin-5,6-di-
methyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]pyrimidin.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 1.29-1.38 (m, 12H), 1.95 (s, 3H), 2.31 (s, 3H),
3.34-3.43 (m, 2H), 4.62-4.70 (m, 1H), 5.36-5.40 (d, J=8Hz, 1H), 5.53 (br,
1H), 7.37-7.49 (m, 3H), 8.37-8.44 (m, 2H), 10.75 (s, 1H). MS 396.3 (M+1);
Druhou frakci byl d/-4-(2-(1,1-dimethylethoxy)karbonylaminopropyl)amino-
-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]pyrimidin:

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 1.26-1.40 (m, 12H), 2.00 (s, 3H), 2.31 (s, 3H),
3.60-3.90 (m, 2H), 3.95-4.10 (m, 1H), 5.41-5.44 (d, J=6.0 Hz, 1H), 5.65 (br,
1H), 7.40-7.46 (m, 3H), 8.37-8.44 (m, 2H), 10.89 (s, 1H); MS (ES): 396.2
(M+1).

Néasledujici slou¢eniny byly ziskdny podobnym zpiisobem jako v ptikladu 10:

(8,8)-4-(2-acetylaminocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol-
[2,3d]pyrimidin:
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"H NMR (200 MHz, CDCl3) §_1.43 (m, 4H), 1.60 (s, 3H), 1.83 (m, 2H), 2.18
(s, 3H), 2.30 (m, 2H), 2.32 (s, 3H), 3.73 (br, 1H), 4.25 (br, 1H), 5.29 (d, 1H),
7.43-7.48 (m, 3H), 8.35-8.40 (m, 2H), 9.05 (s, 1H).

4-(2-methyl-2-acetylaminopropyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol-
[2,3d]pyrimidin:

- '"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6_1.51 (s, 6H), 1.56 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.36
(s, 3H), 3.76 (d, 2H), 5.78 (t, 1H), 7.41-7.48 (m, 3H), 7.93 (s, 1H), 8.39 (m,
2H), 10.07 (s, 1H); MS (ES): 352.3 (M+1).

Priklad 11:

dl-4-(1-methyl-2-(1,1-dimethylethoxy)karbonylaminoethyl)amino-5,6-di-
methyl-2-fenyl-7H- pyrrol-[2,3d]pyrimidin (60,6 mg, 0,153 mmol) byl
zpracovan s kyselinou trifluoroctovou (0,5 ml) v dichlormethanu (2,0 ml) po
14 hodin. Organické rozpoudtédlo bylo odstranéno ve vakuu do sucha.
Zustatek byl rozpudtén v N,N-dimethylformamidu (2,0 ml) a triethylaminu
(2,0 ml). Do roztoku pii 0 °C byl pfidan acetanhydrid (17,2 mg, 0,016 , 0,169
mmol). Vysledna smés byla michdna pti teploté mistnosti po 48 hodin a
potom koncentrovdna ve vakuu do sucha. Zistatek byl podroben preparativni
chromatografii na tenké vrstvé (EtOAc) za ziskani 27,0 mg (52 %) dl-4-(1-
methyl-2-acetylaminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-[2,3d]-
pyrimidinu.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) 6 1.38-1.42 (d, J=8 Hz, 3H), 1.69 (s, 3H), 2.01 (s,
3H), 2.32 (s, 3H), 3.38-3.60 (m, 2H), 4.65-4.80 (m, 1H), 5.23-5.26 (d, J=6
Hz, 1H), 7.40-7.51 (m, 3H), 8.37-8.43 (m, 2H), 10.44 (s, 1H); MS (ES): 338.2
(M+1).

Priklad 12:

(R,R)-4-(2-aminocyklohexyl)amino-S,6-dimethy1-2-fenyl-7H-pyrrol—
[2,3d]pyrimidin, pfipraveny podobnym zpiisobem jako v ptikladu 1 z 4-chlor-
-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu (0,15 g, 0,583 mmol) a
(1R,2R)-(-)-1,2-diaminocyklohexanu (0,63 g, 5,517 mol), byl zpracovan



L]
.
LEX N ]
“sce

118 ¢ o3 (X ] L X X XY ve

s triethylaminem (0,726 g, 7,175 mmol) a acetanhydridem (0,325 g, 3,18
mmol) v N,N-dimethylformamidu (10,0 ml) pfi teploté mistnosti po 2 hodiny.
Po odstranéni rozpous$tédla ve vakuu byly pfidany do zbytku ethylacetat (10,0
ml) a voda (10,0 ml). Smés byla rozdélena a vodna vrstva byla extrahovana
ethylacetatem (2 x 10,0 ml). Spojeny ethylacetatovy roztok byl sulen
(MgSO04) a filtrovan. Filtrat byl koncentrovan ve vakuu do sucha a ztistatek
byl podroben chromatografii na kolon& (EtOAc : Hexan = 1:1) za ziskani 57,0
mg (26%) (R,R)-4-(2-acetylaminocyklohexyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
-pyrrol[2,3d]pyrimidinu.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;) 8_1.43 (m, 4H), 1.60 (s, 3H), 1.84 (m, 2H), 2.22
(s, 3H), 2.30 (m, 2H), 2.33 (s, 3H), 3.72 (br, 1H), 4.24 (br, 1H), 5.29 (d, 1H),
7.43-7.48 (m, 3H), 8.35-8.39 (m, 2H), 8.83 (s, 1H); MS (ES): 378.3 (M+1).

Priklad 13:

Do roztoku 4-(2-hydroxyethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidinu (40,0 mg, 0,141 mmol) v pyridinu (1,0 ml) byl pfidan
acetanhydrid (0,108 g, 1,06 mmol) pfi 0 °C. Smé&s byla michana pfi teploté
mistnosti po 4 hodiny a rozpoustédlo bylo odstran&no ve vakuu. Zistatek byl
podroben preparativni chromatografii na tenké vrstvé (EtOAc:hexan = 1:1) za
ziskani 32,3 mg (71 %) 4-(2-acetyloxyethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
-pyrrol[2,3d]pyrimidin.

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 6_1.90 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 4.05
(m, 2H), 4.45 (t, 2H), 5.42 (m, 1H), 7.41-7.49 (m, 3H), 8.42 (m, 2H), 11.23
(s, 1H).

Priklad 14:

Roztok Fmoc-B-Ala-OH (97,4 mg, 0,313 mmol) a oxalylchloridu (39,7
mg, 27,3 ul, 0,313 mmol) v dichlormethanu (4,0 ml) s 1 kapkou N,N-di-
methylformamidu byl michan pfi 0 °C po 1 hodinu, nasledovalo ptidani 4-(2-
-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu (80,0
mg, 0,285 mmol) a triethylaminu (57,6 mg, 79,4 ul, 0,570 mmol) pii 0 °C. Po

*reg
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6 hodinach byla smés koncentrovana ve vakuu a zistatek byl zpracovan
s roztokem 20% piperidinu v N,N-dimethylformamidu (2,0 ml) po 0,5 h. Po
odstranéni rozpoustédla ve vakuu byl =zlstatek promyt diethyletherem
hexanem (1:5) za ziskani 3,0 mg (3%) 4-(6-amino-3-aza-4-oxohexyl)amino-
-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol{2,3d]pyrimidinu. MS (ES): 353,2 (M + 1).

Priklad 15:

Roztok 4-(2-aminoethyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidinu (70,0 mg, 0,249 mmol) a sukcinanhydridu (27,0 mg, 0,274 mmol)
v dichlormethanu (4,0 ml) s 1 kapkou N,N-dimethylformamidu byl michan p#i
teplot€ mistnosti po 4 hodiny. Reak&éni smés byla extrahovana 20%
hydroxidem sodnym (3 x 5,0 ml). Vodny roztok byl okyselen s 3 M
hydrochloridu na pH 7,0. Cela smé&s byla extrahovana ethylacetatem (3 x 10
ml). Spojeny organicky roztok byl suSen (MgSO4) a filtrovan. Filtrat byl
koncentrovdn ve vakuu do sucha za ziskani 15,0 mg (16%) 4-(7-hydroxy-3-
aza-4,7-dioxoheptyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidinu.
MS (ES): 3822 (M + 1).

Priklad 16:

Do 10 ml dimethylformamidu (DMF) pii teploté mistnosti bylo ptidano
700 mg 4-cis-3-hydroxycyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-5,6-di-
methyl-7H-pyrrol[2,3d]-pyrimidinu, néasledovalo 455 mg N-Boc glycinu, 20
mg N,N-dimethylaminopyridinu (DMAP), 293 mg hydroxybenzotriazolu
(HOBT) a 622 mg 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylkarboimidu hydro-
chloridu (EDCI). Reak&ni smé&s byla ponechidna michat pfes noc. DMF byl
potom odstranén za sniZeného tlaku a reakdni smé&s byla rozdé&lena mezi 20 ml
ethylacetditu a 50 ml vody. Vodny dil byl extrahovan dale 2 x 20 ml
ethylacetdtu a spojené organické &asti byly promyty solankou, sufeny nad
bezvodym siranem sodnym, filtrovany a koncentrovany. Purifikace na
silikagelu, promyvani ethylacetatem/ hexanem poskytlo 410 mg pozadovaného
produktu: 4-(cis-3-(N-terc.butoxykarbonyl-2-aminoacetoxy)cyklopentyl)
amino-2-fenyl-5,6-dimethyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidu, MS (ES) (M+1)=480.2.
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Potom byl ester zpracovdan s 5 ml 20% trifluoroctové kyseliny
v dichlormethanu p#i teploté mistnosti, ponechdn pfes noc a potom
koncentrovan. Rozetfeni s ethylacetatem poskytlo 300 mg témé&f bilé pevné
latky; sl 4-(cis-3-(2-aminoacetoxy)cyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-
-7H-pyrrol[2,3d]pyrimid trifluoroctové kyseliny, MS (ES) (M+1) = 380.1.

Odbornik z dané oblasti techniky bude ofekavat, Ze nasledujici

slou¢eniny mohou byt syntetizovany metodami popsanymi vySe:

4-(cis-3-hydroxycyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES) (M+1)=323.1

4-(cis-3-(2-aminoacetoxy)cyklopentyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-
pyrrol-[2,3d]pyrimid trifluoroctova kyselina, siil MS (ES) (M+1)=380.1.

4-(3-acetamido)piperidinyl-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H- pyrrol[2,3d]pyrimidin
MS (ES) (M+1)=364.2.

4-(2-N'-methylureépropyl)amino-S,6-dimethy1-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin, MS (ES) (M+1)=353 4.

4-(2-acetamidobutyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin,
MS (ES) (M+1)=352.4.

4-(2-N’'-methylureabutyl)amino-5,6-dimethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin, MS (ES) (M+1)=367.5

4-(2-aminocyklopropylacetamidoethyl)amino-2-fenyl-7H-pyrrol-[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES) (M+1) = 309.1.

4-(trans-4-hydroxycyklohexyl)amino-2-(3-chlorfenyl)-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES) (M+1) = 342.8.
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4-(trans-4-hydroxycyklohexyl)amino-2-(3-fluorofenyl)-7H-pyrrol[2,3d]-

pyrimidin. MS (ES) (M+1) = 327.2.

4-(trans-4-hydroxycyklohexyl)amino-2-(4-pyridyl)-7H-pyrrol[2,3d]pyrimidin

MS (ES) (M+1) = 310.2.
P¥iklad 17

Schéma IX

oﬁm@

0

Pyrrolovy dusik ze (7) (schéma IX) byl chranén di-t-butyldikarbonatem

za bazickych podminek za ziskani odpovidajiciho karbamatu (22). Radikalni

bromace (22) probihala regioselektivné za ziskani bromidu

(23). Obecné

slouCenina (23) slouzila jako kli€ovy elektrofilni meziprodukt pro rizné

nukleofilni kuplovaci partnery. Pfemisténi alkylbromidu se sodnym fenolatem

trihydratem poskytlo sloudeninu (24). Nasledné piemisténi arylchloridu a
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odstranéni t-butylkarbamatové chranici skupiny se vyskytlo v jednom kroku

za ziskani pozadované slouceniny (25).

Podrobni syntéza sloudenin (22) — (25) v souladu se schématem IX

Di-terc.butyl dikarbonat (5,37 g, 24,6 mmol) a dimethyl aminopyridin
(1,13 g, 9,2 mmol) byly pfidany do roztoku obsahujiciho (7) (1,50 g,
6,15mmol) a pyridin (30 ml). Po 20 h byla reakéni smés koncentrovana a
ziistatek byl rozdélen mezi CH,Cl, a vodu. CH,Cl, vrstva byla oddé&lena,
suSena nad MgSO,, filtrovana a koncentrovana za ziskani Cerné pevné latky.
Mzikova chromatografie (SiO;; 1/9 EtOAc / hexan, R¢ 0,40) poskytla vytéZek
1,70 g (80 %) bilé pevné latky (22).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) 0_8,50 (m, 2H, Ar-H), 7,45 (m, 3H, Ar-H), 6,39
(s, 1H, pyrrol-H), 2.66 (s, 3H, pyrrol-CH3), 1.76 (s, 9H, karbamat-CH3); MS
(M+1)=344,1; T.t. 175 - 177 °C.

Ci
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N-Bromsukcinimid (508 mg, 2,86 mmol) a AIBN (112 mg, 0,68 mmol)
byly pfidany do roztoku obsahujiciho (22) (935 mg, 2,71 mmol) a CCls (50
ml). Roztok byl zahfivan k refluxu. Po 2 h byla reakéni smés ochlazena na
teplotu mistnosti a koncentrovidna ve vakuu za ziskdni bilé pevné latky.
Mzikova chromatografie (Si0,; 1/1 CH,Cl, /hexan , Rf 0,30) poskytla vytézek
960 mg (84 %) bilé pevné latky (23).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) §_8,52 (m, 2H, Ar-H), 7,48 (m, 3H, Ar-H), 6,76
(s, 1H, pyrrol-H), 4,93 (s, 2H, pyrrol-CH,Br ), 1.79 (s, 9H, karbamat-CHj);
MS (M+1) =423,9; T.t. 155 - 157 °C.

Cl

Fenoxid sodny trihydrat (173 mg, 1,02 mmol) byl pfidan v jednom dilu
do roztoku bromidu (23) (410 mg, 0,97 mmol) rozpuiténého v CH,Cl, (5
ml)a DMF (10 ml). Po 2 h byl reakéni roztok rozdélen mezi CH,Cl; a vodu.
Vodna vrstva byla extrahovana s CH,Cl,. Spojené CH,Cl, vrstvy byly
promyty vodou, suSeny nad MgSO,, filtroviny a koncentrovany za ziskani
zluté pevné latky. MZikova chromatografie (SiO,; 1/6 EtOAc/hexan, Ry 0,30)
poskytla vytézek 210 mg (50 %) bilé pevné latky.
"H NMR (200 MHz, CDCl3) §_8,53 (m, 2H, Ar-H), 7,48 (m, 3H, Ar-H), 7,34
(m, 2H, Ar-H), 7,03 (m, 3H, Ar-H), 6,38 (s, 1H, pyrrol-H), 5,5 (s, 2H,
ArCH,0), 1,76 (s, 9H, karbamat-CH3); MS, M* = 436,2.

.
L X N XY
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Roztok obsahujici (24) (85 mg, 0,20 mmol), N-acetylethylendiamin
(201 mg, 1,95 mmol) a DMSO (3 ml) byl zahfivan pfi 100 °C. Po 1 h byla
teplota zvy3ena na 130 °C. Po 3 h byla reakéni smés ochlazena na teplotu
mistnosti a rozdélena mezi EtOAc a vodu. Vodna vrstva byla extrahovana
EtOAc (2x). Spojené EtOAc vrstvy jsou promyty vodou, su§eny nad MgSO4,
filtrovany a koncentrovany. Mzikova chromatografie (SiO;; 1/10
EtOAc/CHCIl;, Rf 0,30) poskytla vytéZzek 73 mg (93 %) bilé pénové latky.
'H NMR (200 MHz, DMSO- d¢) 5 11,81 (br s, 1H, N-H), 8,39 (m, 2H, Ar-H),
8,03 (brt, 1H, N-H), 7,57 (br t, 1H, N-H), 7,20 — 7,50 (m, 5H, Ar-H), 6,89 —
7,09 (m, 3H, Ar-H), 6,59 (s, 1H, pyrrol-H), 5,12 (s, 2H, ArCH,0), 3,61 (m,
2H, N-CH3), 3,36 (m, 2H, NCH3), 1,79 (s, 3H, COCH3); MS, M+1 = 402,2.

Nasledujici slouCeniny byly ziskdny zplsobem podobnym jako
v piikladu 17:

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-fenoxymethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3d]-
pyrimidin. T.t. 196-197 °C; MS (ES): 401,6 (M+1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(fluorofenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]pyrimidin ; MS (ES): 420,1 (M+1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(4-chlorfenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin. MS (ES): 436,1 (M+1).
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4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(4-methoxyfenoxy)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin. MS (ES): 432,1 (M+1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(N-pyridin-2-on)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin. MS (ES): 403,1 (M+1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(N-fenylamino)methyl-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3d]-pyrimidin. MS (ES): 400,9 (M+1).

4-(2-acetylaminoethyl)amino-6-(N-methyl-N-fenylamino)methyl-2-fenyl-7H-
pyrrol-[2,3d]-pyrimidin. MS (ES): 414,8 (M+1).

4-(2-N’-methylureaethyl)amino-6-fenoxymethyl-2-fenyl-7H-pyrrol-[2,3d]-
pyrimidin. MS (ES): 416,9 (M+1).

Priklad 18: Syntéza antagonistii adenosinu A,

Slou€enina 1319 a slou¢enina 1320 (tabulka 13 dale) mohou byt

syntetizovany zde popsanym obecnym postupem.

HOy,
: L
NM
o JI ¢
S

Sloué.26 X =F Sloud.1319
Sloué.27 X =Cl Slouc¢.1320
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Slou&enina 1319 (81%)
'"H-NMR (d6-DMSO) d 1,37 (m, 4H), 1,93 (m, 2H), 2,01 (m, 4H), 4,11 (m,
2H), 4,11 (br s, 1H), 4,61 (d, 1H, J = 4,4 Hz), 6,59 (m, 1H), 7,09 (m, 1H),
7,21 (m, 2H), 7,48 (dd, 1H, J 8Hz, 14 Hz), 8,03 (m, 1H), 8,18 (d, 1H,J =8
Hz), 11,55 (br s, 1H), MS (ES): 327,0 (M+1).

Slou€enina 1320 (31 %)
MS (ES): 343,1 (M+1)

Priklad 19: Syntéza antagonisty adenosinu A,

Sloué¢enina 1321 (tabulka 13 dale) muze byt syntetizovana obecnym

postupem uvedenym dale.

o) O} HO, '
A _cewn ol /';/\
MeO N
— {H/C'\/N\)I‘» MCI NIJ\T\> \/\NH
£ —
7’ O&: N “/\\/k NTN
N\y' H

N
1!

TN
EtO N\/) " )\/\B
NN/,\N
28 ~
2% 30 N\)

Slou¢. 1321

Slougenina 28 (10,93 g, 50,76 mmol) byla rozpust€éna v DMF (67 ml).
Postupné byly pfidany 4-amidinopyridin hydrochlorid (8,05 g, 50,76 mmol) a
DBU (15,4 g, 101,5 mmol) a reakéni smés byla zahfiviana na 85 °C. Po 22 h
byla reak¢ni smés ochlazena na teplotu mistnosti a DMF byl odstranén ve
vakuu. Tmavy olej byl zftedén 2M HCI (80 ml). Reakce byla ponechana ustat.
Po 2 hodinach byl roztok ochlazen na 10 °C a filtrovdn. Pevna latka byla
promyta studenou vodou a suSena za ziskani 7,40 g Zluté pevné latky,
slou€eniny 29 (69%).

"H-NMR (200 MHz, ds-DMSO) d 6,58 (s, 1H), 7,27 (s, 1H), 8,53 (d, 2H, J =
5,6), 9,00 (d, 2H, J = 5,2 Hz), 12,53 (br s, 1H), MS (ES): 212,8 (M+1).



127

Sloucenina 29 (7,4 mmol, 29,8mmol) byla ziedéna s POCl; a zah¥ivana
na 105 °C. Po 18 hodinach je reakéni smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a
POCI; je odstranén ve vakuu. Husty tmavy olej je ztedén MeOH (75 ml),
nasleduje ether (120 ml). Amorfni Eervena pevna latka je filtrovana a promyta
etherem za ziskani 3,82 g Cervené pevné latky. Surovy pevny produkt ma
pfiblizné 80% Cistotu a je pouzit bez daldi purifikace v daldi reakeci.
MS (ES): 230,7 (M+1).

Sloudenina 1321
"H-NMR (15%) (200 MHz, d¢-DMSO) d 1,38 (m, 4H), 1,92 (br s, 2H), 2,02
(br s, 2H), 3,44 (br s, 1H), 4,14 (br s, 1H), 4,56 (d, 1H, J = 4 Hz), 6,63 (m,
1H), 7,15 (m, 1H), 7,32 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 8,20 (d, 2H, J = 4,4 Hz), 8,65 (d,
2H, J = 4,4 Hz), 11,67 (br s, 1H). MS (ES): 310,2 (M+1).

Slou¢enina 1501 (tabulka 15 dale)
"H-NMR (70%) (200 MHz, CD;0OD) d 1,84 (s, 3H), 3,52 (t, 2H, J = 6,0 Hz),
3,83 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 6,51 (d, 1H, J = 3,4 Hz), 7,06 (d, 1H, J = 3,8 Hz),
7,42 (m, 3H), 8,36 (m, 2H). MS (ES): 296,0 (M+1).

Sloudenina 1502 (tabulka 15 dile)
MS (ES): 345,0 (M~+1).

Slouc¢enina 1500 (tabulka 15 dale)
'H-NMR (200 MHz, CDCl;), d 1,40-1,80 (m, 6H), 1,85 — 2,10 (m, 2H), 2,18
(s, 3H), 2,33 (s, 3H), 2,50 (d, 3H), 3,90 — 4,10 (m, 2H), 4,76 (m, 1H), 5,50 (d,
1H), 6,03 (m, 1H), 7,40 (m, 3H), 8,37 (m, 2H), 9,15 (br s, 1H). MS (ES):
393,3 (M+1).

Priklad 20: Syntéza antagonisty adenosinu A,

Slou¢enina 1504 (tabulka 15 dile) miZe byt syntetizovéna obecnym

postupem uvedenym déle.
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Sloué. 1504

Slouc¢enina 31 (200 mg, 0,47 mmol) byla rozpu§téna v DCM (4 ml).
Postupné byly pfiddny triethylamin (51 mg, 0,05 mmol) a thiomorfolin (52
mg, 0,5 mmol). Roztok byl misen po n€kolik minut a ponechan sty’at po 72
hodiny. Reakce byla zfedéna DCM a H,0 a vrstvy byly odd&leny. Vodna
vrstva byla extrahoviana DCM. Spojené DCM vrstvy byly suSeny nad MgSO,,
filtroviny a koncentrovany. Do surového vzorku byl pfidan ethylether a
ziskana pevna latka byla filtrovana za ziskani 100 mg bilé pevné latky, 32
(62%).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) d, 1,76 (s, 9H), 2,66 (br s, 2H), 2,79 (br s, 2H),
3,86 (s, 2H), 7,46 (m, 3H), 8,50 (m, 2H).

Sloufenina 32 byla spojena s DMSO (3 ml) a trans-4-amino-
cyklohexanolem (144 mg, 1,25 mmol) a zahtivina na 130 °C po 4 hodiny.
Reak¢ni smé&€s byla ochlazena na teplotu mistnosti a zfedéna EtOAc a H,O.
Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (2x). Spojené
organické vrstvy byly promyty H,O a solankou, sufeny nad MgSO,, filtrovany
a koncentrovany. Chromatografie (silika, 8:1 CHCIs/EtOH) poskytla 32 mg
hnédavého oleje. Ethylether byl pfidan a ziskana pevna latka byla filtrovana
za ziskani 5 mg bilé pevné latky (9%). OSIC-148265:

"H.NMR (200 MHz, CD;0D): d 1,44 (brm, 4H), 2,03 (brm, 2H), 2,21 (brm,
2H), 2,70 (brm, 8H), 3,63 (m, 4H), 3,92 (m, 1H), 4,23 (br's, 1H), 6,42 (s,
1H), 7,42 (m, 3H), 8,33 (m, 2H).
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Priklad 21: Syntéza antagonisty adenosinu A,

Slou€enina 1503 (tabulka 15 dale) mizZe byt syntetizovana obecnym

postupem ﬁveden}?m dale.

Slou¢. 1503

Bromid, slou¢enina 31 (220 mg, 0,47 mmol) byla rozpuiténa
vl:1 DMF:dichlormethanu (5 ml). Byl p¥idan K,CO;3 (71 mg, 0,52 mmol) a
morfolin (0,047 ml, 0,47 mmol). Smé&s byla ponechina michat pfi teplotd
mistnosti pfes noc. Rozpou§t&édla byla odstran&na ve vakuu a zistatek byl
rozd€len mezi H,O a dichlormethan. Organicka vrstva byla suSena s MgSO,,
filtrovana a koncentrovana za ziskani témé&f bilé pevné liatky, kterd b&hem
triturace s etherem/hexanem poskytia 175 mg bilé latky, 33 (84%).
'"H NMR (200 MHz, CDCls): 1,9 (9H, s), 2,54 (4H, s), 3,65 (4H, s), 3,85 (1H,
s), 6,59 (1H, s), 7,45 (3H, m), 8,5 (2H, m).

Sloucenina 33 (50 mg, 0,11 mmol) a trans-4-amino-cyklohexanol (105
mg, 0,91 mmol) byly odebrany do DMSO (2 ml). Ziskany roztok byl
proplachnut dusikem a potom zahfivdn na 100 °C v olejové lazni a michan
pies noc. Surova reakéni smé&s byla nalita do vody a extrahovana dvakrat
ethylacetditem (50 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty H,O. Po
suSeni nad MgSO, a filtrovani byla organicka vrstva koncentrovana ve vakuu
za ziskdni oranZzové pevné latky (33%).

"H.NMR (200 MHz, CDCl;): d 1,24 - 1,62 (4H, m), 1,85 (m, 2H), 2,10 (m,
2H), 2,26 (m, 4H), 3,53 (m, 4H), 4,22 (m, 1H), 4,73 (m, 1H), 5,85 (d, 1H),
6,15 (s, 3H), 7,25 (m, 3H), 8,42 (2H, m), 10,0 (1H, s). MS (ES): 408 (M+1).
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Slou€eniny 1500, 1501 a 1502 mohou byt syntetizoviny pouzZitim
podobnych krokd ptipravy z pfikladu 20 zpracovani slouceniny 32 s vhodné

substituovanym aminem.

Testy kvasinkovym B-galaktosidasa reporterovym genem na lidské A, a

A;, adenosin receptory:

Kvasinkové kmeny (S. cerevisiae) byly transformovany lidskym
adenosinem A; (A;R; CADUS strain CY12660) nebo lidskym adenosinem
Aza (Azs; CADUS strain CY8362) a ptidinim lacZ(p-galaktosidasa)
reporterovym genem pré vyuziti jako funké&ni vystup. Uplna deskripce
transformaci je uvedena dale (viz kvasinkové kmeny). NECA (5'-N-ethyl-
karboxamidoadenosin), potentni agonista adenosin receptoru s podobnou
afinitou pro A; a A, receptory byl pouzit jako ligand pro viechny testy.
Testované slou€eniny byly zkouméany pfi 8 koncentracich (0,1 — 10 000
nM) na schopnost inhibovat NECA-indukovanou B-galaktosidasa aktivitu
pomoci CY12660 nebo CY8362.

Pfiprava kvasinkovych zasobnich roztoku:

Kazdy z konkrétnich kvasinkovych kmeni, CY12660 a CY8362, byly
nastfikiny na LT agarovou plotnu a inkubovdny pfi 30 °C, az byly
pozorovany kolonie. Kvasinky zté&chto kolonii byly pfidany do LT
kapaliny (pH 6,8) a kultivovany pies noc pfi 30 °C. Kazdy kvasinkovy
kmen byl potom zfed&n na ODgoo = 1,0- 2,0 (ptiblizn& 1-2 x 10° bunék/ml),
jak bylo stanoveno spektrofotometricky (molekularni zatizeni VMAX). Na
kazdych 6 ml kvasinkové kapalné kultury byly pfiddny 4 ml 40% glycerolu
(1:1,5 obj.:obj.) (,kvasinko/glycerolova zisoba“). Z této kvasinko /
glycerolové zasoby bylo piipraveno deset 1ml podilt a uloZeno p¥i —80 °C

do doby, kdy budou poZadovany pro testovani.

Test kvasinek A;R a A;.R:

sace
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Po jedné zkumavce, kazda s CY8362 a CY12660 kvasinko /
glycerolovym roztokem, bylo rozmrazeno a pouzito pro inokulaci
doplnéného kapalného média LT, pH 6,8 (92 ml LT kapaliny, do niz je
pfiddano: 5 ml 40% glukosy, 0,45 ml 1M KOH a 2,5 ml, pH 6,8). Kapalné
kultury byly kultivovany 16-18 hodin (pfes noc) pii 30 °C. Alikvoty
no¢nich kultur potom byly ztedény v LT mediu, obsahujicim 4U/ml
adenosin deaminasy (typ VI nebo VII z teleci intestinalni mukosy, Sigma),
za ziskani ODggo = 0,15 (1,5 x 10° bun&k/ml) pro CY8362 (A2aR) a ODggo
= 0,50 (5 x 10° bun&k/ml) pro CY12660 (A1R).

Testy byly provddény s findlnim objemem 100 ul v 96-miskovych
mikrotitraénich plotnach tak, Ze byla ziskdna findlni koncentrace 2 %
DMSO v kazdé misce. Pro primarni screening byly pouzity 1-2 koncentrace
testovanych sloucenin (10 uM, 1 p.) U profilovanych slouenin bylo
testovano 8 koncentraci (10000, 1000, 500, 100, 50, 10, 1 a 0,1 nM). Do
kazdé mikrotitraéni plotny bylo do misek oznadenych _kontrolni“ a
»celkové® pfidano 10 ul 20% DMSO, zatimco do misek “neznamé“ bylo
pfidano 10 ul testované slouleniny (ve 20% DMSQ). Nasledn& bylo 10 ul
NECA (5 uM pro AR, 1 uM pro A;,R) piidino do misek ,celkové“ a
»neznamé®“; 10 ul PBS bylo pfidano do misek ,kontrolni“. V zavéreéném
doplné&ni bylo do kazdé misky ptidano 80 ul kvasinkového kmene CY8362
nebo CY12660. V3echny desky potom byly kratce tfepany (LabLine
orbitdlni t¥epatka 2-3 min.) a ponechany inkubovat po 4 h pifi 30 °C

v suché peci.

Aktivita B-galaktosidasy miZe byt kvantifikovana pouZitim kolo-
rimetrickych (jako ONPG, CPRG), luminiscenénich (jako Galacton.Star)
nebo fluorometrickych substratd (jako FDG, Resorufin). Bé&zn& se dava
pfednost fluorescenéni detekci na bazi vy3§iho poméru signal:zvuk,
relativné bez interference a za nizkou cenu. Fluorescenéni digalakto-
pyranosid (FDG, Kolecular Probes or Marker Gene Technologies), substrat
fluorescenéni P-galaktosidasy byl pfidan do kaXdé misky v mnoZstvi 20

ul/misku (findlni koncentrace = 80 uM). Plotny byly tfepany po 5-6 sec
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(LabLine orbitalni tfepacka) a potom inkubovany pii 37 °C po 90 min (95%
0,/5% CO, inkubator). Na konci 90 min inkubacni periody byla aktivita 3-
galaktosidasy zastavena pouzitim 20 ul/misku 1M Na,CO; a vSechny plotny
byly tfeseny po 6-6 sek. Plotny potom byly tfepany po 6 sec a byla
stanovena relativni fluorescentni intenzita pouZitim fluorometru (Tecan

Spectrafluor; excitace = 485 nm, emise = 535 nm).

Vypoclty:

Hodnoty relativni fluorescence pro ,Lkontrolni“ misky byly
interpretovany jako podklad a odeéteny od hodnot 2z ,celkové“ a
»neznamé“. Profily slou€enin byly analyzovany pomoci logaritmické
transformace (osa x: koncentrace slouéeniny), a nasledné jednostrannou
kompetitivni aproximaci kfivky, aby se vypoéitaly hodnoty ICso (graphPad

Prism).

Kvasinkové kmeny:

Byly vyvinuty kmeny Saccharomyces cerevisiae CY12660 [far1*1442
tbtl-1 fus1-HIS3 canl stel4: :trpl: :LYS2 ste3*1156 gpal (41)-Gai3 lys2
ura3 leu2 trpl: his3; LEU2 PGKp-MfalLeader-hA1R-PHOS5term 2mu-
orig REP3 Ampr] a
CY8362 [gpalp-rGasE10K far1*1442 tbtl-1 fus1-HIS3 canl stel4: :trpl: :
LYS2 ste3*1156 1ys2 ura3 leu2 trpl his3; LEU2 PGKp-hA2aR 2mu-orig
REP3 Ampr]. |

LT média:

LT (Leu-Trp dophikové) medium je sloZzeno ze 100 g DIFCO
kvasinkové dusikové baze, dopln&no nésledujicimi: 1,0 g valinu, 1,0 g
kyseliny aspartamové, 0,75 g fenylalaninu, 0,9 g lysinu, 0,45 g tyrosinu,
0,45 g isoleucinu, 0,3 g methioninu, 0,6 g adeninu, 0,4 g uracilu, 0,3 g
serinu, 0,3 g prolinu, 0,3 g cysteinu, 0,3 g argininu, 0,9 g histidinu a 1,0 g

threoninu.
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Konstrukce kvasinkovych kmené exprimujicich lidsky A, adenosin

receptor

V tomto ptikladu je popsdna konstrukce kvasinkovych kment
exprimujicich lidsky A; adenosin receptor funké&éné integrovany do drahy

kvasinkového feromonového systému.

1. Konstrukce vektora exprese

Aby se vytvofFil kvasinkovy expresni vektor pro lidsky A, adenosin
receptor, byl A, adenosin receptor cDNA ziskan reversni transkriptasou
PCR lidského hippocampu mRNA, pouZitim oznadenych primerd, zaloZeny
na zvefejnéné sekvenci lidského A, adenosin receptoru a standardnich
technikach. PCR produkt byl subkionovdan na Ncol a Xbal mista

kvasinkového expresniho plasmidu pMP15.

Plasmid pMP15 byl vytvofen z pLPXt nésledné:
Xbal misto na YEP51 (Broach, J. R. a kol., (1983) ,,Vectors for high-level,
inducible expression of cloned genes in yeast®, str. 83-117 v M. Inouye
(ed.), Experimental Manipulation of Gene Expression. Academic Press,
New York) bylo eliminovano digesci, kone¢nym plné€nim a religaci, aby se
vytvotil Yep51NcoDXba. Dalsi Xbal misto bylo vytvofeno na BamHI mist3
digesci s BamHI, konednym plné&nim, linkerem (New England Biolabs, ¢.
1081), ligaci, Xbal digesci a re-ligaci, aby se generoval YEP51NcoXt.
Tento plasmid byl digestovan s Esp31 a Ncol a ligovan na Leu2 a PGKp
fragmenty generované pomoci PCR. Produkt 2 kb Len2 PCR byl generovan
amplifikaci z YEP51Nco pouzitim primerd obsahujicich mista Esp31 a
Bglll. Par bize 660 PGKp PCR produkt byl generovan amplifikaci z
pPGKas (Kang,Y.-S. a kol., (1990) Mol. Cell. Biol, 10:2582-2590) s PCR
primery obsahujicimi BglIl a Ncol mista. Vysledny plasmid je nazvan
pLPXt. Tento pLPXt byl modifikovan inzerci kédujiciho regionu a-faktoru
prepro leaderu do Ncol mista. Prepro leader byl inzertovan tak, Ze Ncol

klonovaci misto bylo uchovano na 3'konci leaderu, ale nebylo generovano
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na 5'konci. Timto zpilisobem mohou byt receptory klonovény digesci

plasmidu s Ncol a Xbal. Vysledny plasmid je nazvan pMP15.

Plasmid pMP15, do né&jZ byl inzertovan lidsky A; adenosin receptor
cDNA byl oznagen p5095. V tomto vektoru je receptor cDNA fuzovany na
3’konec kvasnicového a-faktor prepro leaderu. V prib&hu proteinové
maturace jsou prepro peptidové sekvence S$tépeny, aby se vytvoril
maturovany receptor o plné délce. K tomu dojde v béhem upravy receptoru
prostfednictvim kvasinkové sekreéni drahy. Tento plasmid je udrZzovan Leu
selekci (tedy ristem na mediu prostém leucinu). Byla uréena sekvence
klonovaného koédujiciho regionu a bylo zji$t€no, Ze je ekvivalentni

publikované literatufe (GenBank pfistupové Cislo S45235 a S56143).
II. Konstrukce kvasinkového kmenu

Aby se vytvofil kvasinkovy kmen exprimujici lidsky A; adenosin
receptor, byl pouzit kvasinkovy kmen CY7967 jako vychozi zarodeény
kmen. Genotyp CY7967 je nasledujici:
MATa gpaD1163 gpal(41)Gai3 farlD1442 tbt-1 FUSI1-HIS3 canl

stel4::trpl: :LYS2 ste3D1156 lys2 ura3 leu2 trpl his3

Genetické markery jsou shrnuty dale:

MATa.............. parovy typ a

GpalD1163........ Endogenni kvasinkovy G-protein GPA1 byl
deletovan.

Gpal(41)Gai3..... gpal(41)-Gai3 byl integrovan do genomu kvasinky.

Tento chimérni Ga protein je sloZzen z prvnich 41
aminokyselin endogenni kvasinkové Ga subjednotky
GPA1 fuzované do savéiho G-proteinu Gai3,
v némzZ analogické N-termindlni aminokyseliny byly

deletovany.
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FariD1442...... ... FAR1 gen (zodpovédny za zastaveni buné&fného
cyklu) byl deletovan (tim branéni zastaveni

bun&&ného cyklu pfi aktivaci drahy odezvy

feromonu).

tht-1..... ... ... Kmen s vysokou transformadni ucinnosti
elektroporaci.

FUS1-HIS3... ... faze mezi FUS1 promoterem a HIS3 koédujicim

regionem (tim vytvofeni feromonem induko-
vatelného HIS3 genu).

can 1................. arginin/canavinin permeasa.

stell4: :trpl: :LYS2... genova disrupce STE13, C-farnesyl methyltrans-
ferasa (tim snizeni bazdlni signalizace ve
feromonové draze).

ste3D1156.......... Endogenni kvasinkovy STR, faktor feromon
receptoru (STE3) byl porusen.

lys2....on e defekt na 2-aminoapidat reduktase, kvasinka
potiebuje ke kultivaci lysin.

ura3d................. defekt na  orotidin-5"-fosfat dekarboxylase,
kvasinka potfebuje ke kultivaci uracil.

leu2.. ... defekt na  b-isopropylmalat  dehydrogenase,
kvasinka potiebuje ke kultivaci leucin.

trpl... defekt na fosforibosylanthranilatu, kvasinka
potiebuje ke kultivaci tryptofan.

his3...................... defekt na imidazolglycerolfosfdt dehydrogenase,

kvasinka potiebuje ke kultivaci histidin.

Dva plasmidy byly transformovany na kmen CY7967 elektroporaci:
plasmid p5095 (kédujici lidsky A; adenosin receptor; popsany vyse) a
plasmid p1584, ktery je plasmid FUS1-B-galaktosidasa reporterového genu.
Plasmid p1584 byl odvozen z plasmidu pRS426 (Christianson, T. W. a kol.
(1992) Gene 110:119-1122). Plasmid pRS426 obsahuje polylinkerové misto
na nukleotidech 2004-2016. Fize mezi FUS1 promoterem a -

galaktosidasovym genem byla vloZena na mistech restrikce Eagl a Xhol,
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aby se vytvofil plasmid p1584. Plasmid p1584 je udrzovan Trp selekci

(tedy ristem na mediu postrddajicim leucin).

Vytvofeny kmen nesouci p5095 a pl1584, oznafeny jako CY12660,
exprimuje lidsky A; adenosin receptor. Pro kultivaci tohoto kmene
v kapaliné nebo na agarovych plotnach bylo pouzito minimalni mnoZstvi
media postradajiciho leucin a tryptofan. K uskute¢néni testu kultivace na
plotnach (testovani FUS1-HIS3) byly plotny pfi pH 6,8 a obsahovaly 0,5-
2,5 mM 3-amino-1,2,4-triazolu a postradaly leucin, tryptofan a histidin.
Jako kontrolni vzorky pfesnosti byly do vSech experimenti zahrnuty
porovnani s jednim nebo vice daliimi, na kvasinkach zalozenymi, sedmi

sity transmembranovych receptori.

Konstrukce kvasinkovych kmeni exprimujicich lidsky A,, adenosin

receptor

V tomto ptfikladu je popsana konstrukce kvasinkovych kmend
exprimujicich lidsky A,, adenosin receptor funk&n& integrovany do drahy

kvasinkového feromonového systému.
1. Konstrukce vektoru exprese

Aby se vytvofil kvasinkovy expresni vektor pro lidsky A,, adenosin
receptor, byl lidsky A,, receptor cDNA ziskan od Dr. Phil Murphy (NIH).
Pti ptijmu tohoto klonu byl inzert A, receptoru sekvenovdn a bylo
zjis§t€no, Ze je identicky s publikovanou sekvenci (GenBank & S46950).
Receptor ¢cDNA byl excidovdan z plasmidu prostiednictvim PCR s VENT
polymerasou a klonovdn na plasmid pLPBX, ktery {idi expresi receptoru
konstitutivni fosfoglycerat kinasa (PGK) promoteru ve kvasinkach.
Sekvence celého inzertu byla je§t&€ jednou sekvenovana a bylo zjiiténo, Ze
je identickd s publikovanou sekvenci. Nicméné& z divodu pouZité klonovaci
strategie zde byly tfi aminokyseliny navéSené na karboxy-zakon&eni

receptoru, GlySerVal.
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I11. Konstrukce kvasinkového kmene

Aby se vytvofil kvasinkovy kmen exprimujici lidsky A, adenosin

receptor, byl pouzZit kvasinkovy kmen CY8342 jako vychozi zarodedny
kmen. Genotyp CY8342 je néasledujici:

MATa far1D1442 tbtl-1 1ys2 wura3 leu2 trpl his3 fusl-HIS3 canl
ste3D1156 gpaD1163 stel4: :trpl: : LYS2 gpalp-rGosE10K (nebo

gpalp-1GosD2298 nebo gpalp-rGosE10K+D2298).

Genetické markery jsou stejné, jako jsou popsany v ptikladu 1,
s vyjimkou variace G-proteinu. Pro expresi lidského A, receptoru byly
pouzity kvysinkové kmeny, v nichZ byl endogenni kvasinkovy G protein
deletovin a nahrazen sav&im Gus . Byly pouZity tfi krysi G,s mutanty. Tyto
varianty obsahuji jeden nebo dva body mutaci, které je konvertuji na
proteiny, které se ufinné spojuji na Py kvasinky. Jsou identifikovany jako
GusE10K (v nichz glutamovd kyselina na pozici deset je nahrazena
lysinem), GasD229S (v nichZz kyselina aspartamova na pozici 229 je

nahrazena serinem) a rG,sE10K+D229S (které obsahuji oba body mutaci.)

Kmen CY8342 (nesouci jeden ze tii mutantnich G4s krysich proteini)
byl transformovam bud se zdrodeznym vektorem pLPBX (Receptor’) nebo
pLPBX-A2a (Receptor’). Byl pfidan plasmid s FUS1 promoterem
fazovanym na PB-galaktosidasu kédujici sekvence (popsané vyde), aby se

stanovila velikost aktivace drahy odezvy feromonu.

Funkéni test vyuZivajici kvasinkové kmeny exprimujici lidsky A,

adenosin receptor

V tomto pfikladu je popsdn prib&h testu screeningu funk&nosti u

kvasinek pro moduatory lidského A; adenosin receptoru.

I. Ligandy pouzité v testu
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Adenosin, pfirozeny agonista pro tento receptor, stejné€ jako dva dalsi
syntetické agonisty byly pouZzity pro prib&h tohoto testu. Adenosin,
oznaleny, Ze ma hodnotu ECso pfiblizn&€ 75 nM, a (-)-N6-(2-fenyl-
isopropyl)-adenosin (PIA) s afinitou uvadénou piiblizn¢ 50 nM byly
pouZity v fad& experimentd. 5°-N-ethylkarboxamidoadenosin (NECA) byl
pouzit ve viech kultivadnich testech. Aby se zabranilo pfenosu signalu diky
piitomnosti adenosinu v kultivanich médiich, byla do viech testd pfiddna

adenosin deaminasa (4U/ml).

I1. Biologickd odezva kvasinek

Schopnost A; adenosin receptoru funk&né kuplovat v heterolognim
kvasinkovém systému byla posuzovana zavedenim A, receptor expresniho
vektoru (p5095, popsany vy$e) do fady kvasinkovych kmentd, ktere
exprimovaly riizné G proteinové subjednotky. V&tina t&chto transformanti
exprimovala G, subjednotky z G41 nebo Ggo subtypu. Dalsi proteiny Gq
byly také testovany na moZnou identifikaci ndhodného kuplovani receptor-
G, proteinu. V riiznych kmenech byly STE18 nebo chimérni STE18-Gy2
konstrukty integroviany do genomu kvasinek. Kvasinkové kmeny
ptechovavaly defektni HIS3 gen a integrovaly kopii FUS1-HIS3, a tim
umoZnily selekci v selektivnim mediu obsahujicim 3-amino-1,2,4-triazol
(testovany pti 0,2, 0,5 a 1,0 mM) a postradajicim histidin. Transformanty
byly isolovany a monovrstvy byly pfipraveny na médiu obsahujicim 3-
amino-1,2,4-triazol, 4 U/ml adenosin deaminasy a bez histidinu. Bylo
pouzito p&t mikrolitrii rizaych koncentraci ligandu (jako NECA pfi 0, 0,1,
1,0 a 10 mM). Kultivace byla monitorovana po 2 dny. Odezvy rilstu
dependentnim na ligandu byly testovany timto zplisobem v rliznych
kvasinkovych kmenech. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3 dile. Symbol (-)
znamena, e aktivace ligand-dependentniho receptoru nebyla detekovana,
zatimco (+) oznaduje odezvu dependentni na ligandu. Termin ,LIRMA®

oznaduje aktivaci zprostfedkovanou receptorem nezdvislym na ligandu.
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Tabulka 3
Yeaét Ga subunit Gy Strain Result
strain subunit Variants
CYl31leé GPA. STE1lS8 -
GPA41-G,,, -
GPA41-G,., +
GPA41-G,;» ¥
GPA41-G, ;-Gaox LIRMA
GPA41-Ggsziox -
GPA41-Ggsrazss -
t+¢
inregrated:
CYz2120 GPA. STELlS sst2b +
GPAQI'ngl +
GPA41-G.,,: +
GPA41-Ga.3 +
GPA41'G‘);‘G=QE LIRMA
GPA41-G,gzy0x -
GPA41-Gysozzos -
CY9438 GPA, STE18-Gy2 -
GPA41-G,;; +
GPA41-G,., 3
GPA41-Gg,, +
GPAql-G!;Z-GQOE LIR-MA
GPA41-G=SEIOK -
GPA4&1-Gagpzoes -
CY10560 GPA-integrated | STE18-Gv2 sst2s +4
Kde znamena:
»Yast strain“ kvasinkovy kmen; ,Ga, Gy subunit® Ga, Gy

subjednotka; ,,Strain yariants“ varianty kmene; ,Results“ vysledek.

Jak je uvedeno v tabulce 3, bylo zjiiténo, Ze se nejvyrazngj§i pienos

signalu vyskytuje u kvasinkového kmene exprimujiciho chiméru GPA;(41)-

chi3-
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IXII1. Testovani fusl-LacZ

Aby bylo moZné charakterizovat aktivaci drahy feromonové odezvy
jesté lépe, byla méfena syntéza B-galaktosidasy pfes fuslLacZ v odezvé na
stimulaci agonisty. Pro provedeni pB-galaktosidasové zkouSky byly do mid-
log kultury lidského A; adenosin receptoru exprimované v kvasinkovém
kmeni ko-exprimujicim STE18-Gy2 chiméru a GPA4:-Gqi3 pfidany zvy$ené
koncentrace ligandu. Transformanty byly izolovany a kultivovany pfes noc
za pritomnosti histidinu a 4 U/ml adenosin deaminasy. Po pé&ti hodinach
inkubace se 4 U/ml adenosin deaminasy a ligandu byla mé&fena indukce B-
galaktosidasy pouzitim CPRG jako substratu pro B-galaktosid. V testu bylo

pouzito 5 x 10 ° bun&k.

Vysledky ziskané s NECA stimulaci indikovaly, Ze p¥i koncentraci
NECA 10" M byl dosaZen piiblizn& dvojnasobek stimulace B-galakto-
sidasové aktivity. Navic, stimuladni index pfiblizn&€ desetinasobny byl

pozorovan pii koncentraci NECA 10 .

UZiteCnost tohoto testu byla roz§ifena ov&fenim aktivity antagonistl
na tomto kmeni. Dva zndmé adenosinové antagonisty, XAC a DPCPX byly
testovany na jejich schopnost bojovat proti NECA (pfi 5 mM), na aktivitu v
B-galaktosidasovém testu. V tomto testu byla indukce B-galaktosidasy
mé&fena pouzitim FDG jako substratu a 1,6 x 10° bun&k na test. Vysledky
naznalovaly, Ze oba XAC a DPCPX slouzily jako potentni antagonisté
kvasinkami exprimovaného A; adenosin receptoru, s hodnotami ICsy 44 nM
a 49 nM. ‘

Aby se stanovilo, zda byl tento inhibiéni efekt specificky pro A,
subtyp, byla provedena fada komplementarnich experimentdi s testem na
bazi kvasinek A, receptoru (popsany v pfikladu 4). Vysledky ziskané s Aj,
testem zaloZzenym na kvasinkach indikovaly, Ze XAC byl relativn& aktivni
antagonista A,, receptoru, coZ bylo v souladu s publikovanymi zpravami.
Naproti tomu DPCPX byl relativné inertni jako tento receptor, jak bylo

mozno ofekavat z publikovanych zprav.
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IV. Vazebnost radioligandu (radioaktivné znalenéhe ligandu)

Testovani A, adenosin receptoru bylo dale charakterizovano méfenim
vazebnych parametrii receptorovych radioligandii. Vytésiiovani vazebnosti
[’H]CPX tadou referen&nich sloudenin adenosinového receptoru, XAC,
DPCPX a CGS, bylo analyzovdno pouZitim membrdn ptipravenych
z kvasnic exprimujicich lidsky A; adenosin receptor. Vysledky
s kvasnicovymi membranami exprimujicimi lidsky A; adenosin receptor
byly porovnany s vysledky z kvasnicovych membran exprimujicich lidsky
A,, adenosin receptor nebo lidsky Aj; receptor, aby se prozkoumala
specifika vazby. K provedeni tohoto testu bylo inkubovano padesat mg
membran s 0,4 nM [’H] CPX a zvy$enymi koncentracemi ligandd adenosin
receptoru. Inkubace byla v 50 mM Tris-HCI1, pH 7,4 , 1 mM EDTA, 10
mM MgCl,, 0,25 % BSA a 2 U/ml adenosin deaminasy za pfitomnosti
proteasovych inhibitord po 60 minut pfi teploté mistnosti. Vazebnost byla
zakon&ena pfidanim ledov& chladné 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 plus 10 mM
MgCl,, s naslednou rychlou filtraci ptes GF/B filtry pfedem nasaklé 0,5%
polyethyleniminem, pouZitim Packard 96-miskového sklizede. Udaje byly
analyzovany nelineidrni metodou nejmensich &tvercli aproximaci kfivky
pouZitim software Prism 2,01. Hodnoty ICso ziskané v tomto experimentu

jsou shrnuty v tabulce 4 dale.

Tabulka 4
. . I1C=n InMl
Sloudenina | RATR NE2aR LE3R
XAC 6.6 11.7 53.1
DPCPX 8.5 326.4 1307.0
CGS-15943 13.1 15.8 55.5
NECA 215.5 2594.9S 34.9
R-PIA 67.6 678.1 23.6
IB-MECA 727.7 859.4 3.1
Alloxozine 1072.0 1934.0 8216.0
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Tyto udaje indikuji, Ze referenéni sloueniny maji afinity konzistentni
s t¢mi uvedenymi v literatufe. Data dale naznaluji, Ze testy zaloZené na
kvasinkach jsou dostateiné citlivosti, aby rozeznaly specifiku subtypu

receptoru.

Funk&ni test vyuZivajici kvasinkové kmeny exprimujici lidsky Az,

adenosin receptor

V tomto ptikladu je popsin prib&h testu screeningu funk&nosti u

kvasinek pro moduléatory lidského A,, adenosin receptoru.

I.Ligandy pouZzité v testu

Pfirozeny ligand adenosin, stejn& jako  daldi  prib&Zné
charakterizované a komerén& dostupné ligandy byly pouZity pro studii
lidského A, receptoru funk&né exprimovaného v kvasinkach. Tfi ligandy

byly pouzity v prib&hu této zkousky. Ty zahrnuji:

Ligand Oznaceny K; Funkce
Adenosin 500 nM agonista
5'-N-ethylkarboxamidoadenosin 10-15 nM agonista
(NECA)

(-)-N6-(2-fenylisopropyl)- 100-125 nM agonista

adenosin (PIA)

Aby se zabranilo pfenosu signalu, diky pfitomnosti adenosinu
v kultivaénim mediu, byla pfiddna adenosin deaminasa (4U/ml) do v3ech

testd.

I1.Biologickad odezva kvasinek
Agonisté A,, receptoru byly testovany na schopnost stimulovat drahu
feromonové odezvy v kvasinkach transformovanych plasmidem Az,

receptoru  exprese a exprimujici bud GusE10K, GgsD229S nebo
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G.sE10K+D229S. Schopnost ligandu stimulovat drahu feromonové odezvy
v receptoru dependentnim postupem byla indikovana alteraci
v kvasinkovém fenotypu. Aktivace receptoru modifikovala fenotyp
z histidinové autotrofie na histidinovou prototrofii (aktivace fusl-HIS3).
Byly izolovany t¥i nez4dvislé transformanty a byly kultivovany pfes noc za
pfitomnosti histidinu. Buiiky byly promyty, aby se odstranil histidin, a
ziedény na 2 x 10 ® bunék/ml. 5 pl kaZdého transformantu bylo nakapano
na neselektivni medium (obsahujici histidin) nebo selektivni médium (1
mM AT) za nepfitomnosti nebo pfitomnosti 4 U/ml adenosin deaminasy.
Plotny byly kultivovany pfi 30 °C po 24 hodiny. Za ptitomnosti histidinu
byly oba, Receptor "(R") a Receptor (R) kmeny schopné ristu. Nicméné
za nepiitomnosti histidinu pouze R™ butiky rostly. Jelikoz nebyl pfidan
7adny ligand do t&chto ploten, byla moZna dvé vysvétleni tohoto vysledku.
Jednim moznym vysvétlenim bylo, Ze receptor nesouci kvasinky byly ve
vyhodé kultivace vzhledem k ,Ligand Independent Receptor Mediated
Activation“ (LIRMA). Alternativné by kvasinky mohly syntetizovat ligand
adenosin. K rozlideni mezi t&mito dvéma moZnostmi, enzym, ktery
degraduje ligand, adenosin deaminasa (ADA), byl pfidan do kultivujicich
kvasinek a ploten. Za pfitomnosti adenosin deaminasy, R* buitky dale
nerostly v nepfitomnosti histidinu, coZ indikuje, ze kvasinky byly vskutku

syntetizujicim ligandem.

Tato interpretace byla potvrzena testem A2a rdstu v kapaliné.
V tomto experimenti byly R” kvasinky (GqsE10K kmen exprimujici A2a
receptor) naockovany ve tfech hustotdch (1 x 10° bun&k/ml, 3 x 10°
bun&k/ml, nebo 1 x 10° bunék /ml) za ptitomnosti nebo absence adenosin
deaminasy (4 U/ml). Pfisnost testu byla zvy$ena se zvySenim koncentraci
(0, 0,1, 0,2, nebo 0,4 nM) 3-amino-1,2,4-triazolu /AT), kompetitivniho
antagonisty imidazolglycerol-P dehydratasy, proteinového produktu HIS3
genu. Za piitomnosti adenosin deaminasy a 3-amino-1,2,4-triazolu rostly
kvasinky méné intenzivn€ Nicméné€ za nepfitomnosti 3-amino-1,2 4-tri-
azolu méla adenosin deaminasa men$i efekt. TudiZ adenosin deaminasa

sama o sobé nemé&la pfimy vliv na drdhu odezvy feromonu.
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Alternativnim pfistupem k mé&feni rastu, a ktery miZe byt
miniaturizovan pro vysoce vykonnostni screening, je ,A2a receptor ligand
spot“ test. Kmen GosE10K exprimujici A2a receptor (AA2aR+) nebo bez
receptoru (R-) byl kultivovan pfes noc za ptitomnosti histidinu a 4 U/ml
adenosin deaminasy. Buiky byly promyty pro odstranéni histidinu a
ziedény na 5x10° bun&k/ml. 1x10° bunék bylo nastfikiano na selektivni
plotny obsahujici 4 U/ml adenosin deaminasy a 0,5 nebo 1,0 mM 3-amino-
1,2,4-triazolu (AT) a ponechano susit po 1 hodinu. 5 ul nasledujicich
reagens bylo aplikovano na monovrstvu: 10 mM adenosinu, 38,7 mM
histidinu, dimethylsulfoxid (DMSO), 10 mM PIA nebo 10 mM NECA.
Buiiky byly kultivovany 24 hodiny pii 30 °C. Vysledky ukazovaly, Ze
butiky bez receptory mohly rist pouze tehdy, kdyz byl pfidan do media
histidin. Naproti tomu, R® buiiky rostly pouze na plochach, kde byly
nastiikdny A2a receptor ligandy PIA a NECA. JelikoZ plotny obsahovaly
adenosin deaminasu, nedostatek v riistu, kde byl nanesen adenosin

potvrdily, Zze adenosin deaminasa byla aktivni.
111.fusl LaeZ test

Pro kvantifikace aktivace parové drahy kvasinek byla mé&fena syntéza
B-galaktosidasy pfes fuslLacZ. Kvasinkové kmeny exprimujici G4sE10K,
GasD229S nebo GusE10K+D229S byly transformovany s plasmidem
k6dujicim lidsky A2a receptor (R+) nebo s plasmidem s chybé&jicim
receptorem (R-). Transformanty byly izolovany a kultivovdny pfes noc za
pfitomnosti histidinu a 4 U/ml adenosin deaminasy. 1x107 bunék bylo
zfed&no na 1 x 10° bun&k/ml a vystaveno zvy3enym koncentracim NECA po
4 hodiny, s naslednou determinaci aktivity B-galaktosidasy v bufikdch.
Vysledky dolozily, %e v podstat® Zadna aktivita P-galaktosidasy nebyla
detekovana v R- kmenech, zatimco zvyS$ené hodnoty aktivity B-galakto-
sidasy byly detekovany v R+ kmenech exprimujicich bud GasE10K,
G,sD229S nebo G,sE10K+D229S, jak se koncentrace NECA zvyS$ovala,
indikujici zvy$eni =zavisla na davce v jednotkdch P-galaktosidasy,

detekovanych jako odezva na exponovani zvy§enym koncentracim ligandi.

LR X X ]
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Tato zavislot na davce byla pouze pozorovana v buiikach exprimujicich
A2a receptor. Mimoto nejvice a¢innym Ggs konstruktem pro A2a receptor
byl G4sE10K. Konstrukt GosD229S byl druhym u¢innym Ggs konstruktem
pro A2a receptor, zatimco GosE10K+D229S konstrukt byl nejméné ulinny
ze tfi testovanych Ggs konstruktli, afkoliv dokonce GgsE10K+D229S
konstrukt stimuloval snadno detekovatelnd mnoZstvi P-galaktosidasové

aktivity.

Pro dal3i popis uvedenych testd viz patentovou pfihlasku ¢&. US
09/088985, s nazvem: Functional Expression of Adenosine Receptors in
Yeast“, podana 2. Cervna 1988 /zastupce Docket & CPI-093), jejiz cely

obsah je sem zahrnut formou odkazu.
Farmakologickd charakterizace lidskych adenosin receptor subtypu

Materidly a metody

Materialy:

[*H]DPCPX [cyklopentyl-1,3-dipropylxantin, 8-[dipropyl-2,3-*H(N)]
/120,0 Ci/mmol); [’H] CGS 21680, [karboxyethyl-*H (N)] (30 Ci/mmol) a
['*’1]-AB-MECA (['*’I]-4-aminobenzyl-5"-N-methylkarboxymido-adenosin)
(2200 Ci/mmol) byly ziskdny od New England Nuclear (Boston, MA), XAC
(xantine amine congener); NECA (5'-N-ethyl-karboxamidoadenosin); a IB-
MECA od Research Biochemicals International (RBI, Natick, MA).
Adenosin deaminasa a tablety kompletniho proteasa inhibitorového
kokteilu byly doddny od Boehringer Mannheim Corp. (Indianopolis, IN).
Membrany z HEK-293 bunék stabilné exprimujicich lidsky adenosin 2a
[RB-HAZ2a]; adenosin 2b [RB-HA2b] nebo adenosim 3 [RB-HA3] receptor
subtypy byly dodany od Receptor Biology (Beltsville, MD). Regens
buné€nych kultur byly od Life Technoligies (Grand Island, NY) s vyjimkou
séra, které bylo od Hyclon (Logan, UT).

Kvasinkové kmenvy:

s e
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Kmeny Saccharomyces cerevisiae CY12660 [far1*1442 tbtl-1 fusl-
HIS3 canl stel4: :trpl: :LYS2 ste3*1156 gpal (41)-Gai3 lys2 ura3 leu2
trpl: his3; LEU2 PGKp-MfalLeader-hAIR-PHOS5term 2mu-orig REP3
Ampr] a CY8362 [gpalp-rGasE10K far1*1442 tbtl-1 fusl-HIS3 canl
stel4: :trpl: : LYS2 ste3*1156 1lys2 wura3 leu2 trpl his3; LEU2 PGKp-
hA2aR 2mu-orig REP3 Ampr] byly vytvofeny, jak je popsano vySe.

Kvasinkova kultura:

Transformované kvasinky byly kultivovany v Leu-Trp (LT) mediu
(pH5,4) dopln&ném 2% glukosou. Pro pfipravu membrin bylo 250 ml LT
media naotkovano s vychozim titrem 1-2 x 10 ¢ bun&k/ml z 30 ml kultury
kultivované pfes noc a inkubovano pfi 30 °C za stalého okysli€ovani rotaci.
Po 16 h kultivace byly buiiky sklizeny odstfedénim a membrany byly

pfipraveny, jak je popsano dale.

Savdéi tkdtové kultury:

Buiiky HEH-293 stabiln& exprimované lidskym adenosin 2a receptor
subtypem (Cadus klon ¢&.5) byly kultivovany v Dulbeco minimélnim
zdkladnim mediu (DMEM) doplnéném 10% fetdlnim hovézim sérem a
1Xpenicilin/streptomycinem za zvoleného tlaku pouzitim 500 mg/ml G418

antibiotik, pfi 37 °C ve zvlh&ené 5% CO, atmosféfe.

Pfipravy membran z kvasinkovvch bunék:

250 ml kultur bylo sklizeno po noéni inkubaci odstiedénim p¥i 2000x
g v centrifuze Sorvall RT6000. Buitkky byly promyty v ledov€ studené vodg¢,
odstiedény p¥i 4 °C a peleta byla resuspendovana v 10 ml ledové chladného
lyzového pufru [5 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM EDTA; a 5 mM EGTA]
doplnéného tabletami kokteilu inhibitoru proteasy (1 tableta na 25 ml

pufru). Do suspenze byly pfidany sklen&né kuli¢ky (17 g; Mesh 400-600;

Sigma) a buiiky byly rozbity intenzivnim vifenim pfi1 4 °C po 5 min.

Homeogenat byl ztedén dal§imi 30 ml lyzovéhp pufru plus proteasovymi
inhibitory a odstfedén p#i 3000 x g po 5 min. Néasledné byly membrany
peletovany pii 36000 x g (Sorvall RCSB, rotot typ SS34 ) po 45 min.
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Ziskana membranova peleta byla resuspendovdna v 5 ml membranového
pufru [5 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,6 mM EDTA; a 5§ mM MgCl,] doplnéného
tabletami kokteilu proteasového inhibitoru (1 tableta na 50 ml pufru) a

ulozena pfi —80 °C pro dalsi experimenty.

Piiprava savéi bunééné membrany:

HEK-293 bunélné membrany byly pfipraveny jak je popsano vySe
(Duzic E. a kol., J. Biol. Chem., 267, 9844-9851, 1992). Stru¢né, buiiky
byly promyty PBS a sklizeny pomoci pryZze. Buiiky byly peletovany pifi 4
°C 200 x g v odstfedivce Sorvall RT6000. Peleta byla resuspendovana v 5
ml/nadobu lyzového pufru ptfi 4 °C (5§ mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM EDTA;
5 mM EGTA; 0,1 mM fenylmethylsulfonyl chloridu, 10 mg/ml pepstatinu
A; a 10 mg/ml aprotininu) a homogenizoviana v Dounce homogenizeru.
Bunéény lyzat byl potom odstfed’ovan pfi 36,000 x g (Sorvall RC5B, typ
rotoru SS34) po 45 min a peleta byla resuspendovana v 5 ml membranového
pufru (50 mM Tris-HCI1, pH 7,5; 0,6 mM EDTA; 5 mM MgCl,; 0,1 mM
fenylmethylsulfonyl fluoridu, 10 mg/ml pepstatinu A; a 10 mg/ml

aprotininu) a uloZena pfi — 80 °C pro dal§i experimenty.

Testovaci kity Bio-Rad proteinu, zaloZené na Bradford-barvicim
vazebném postupu, (Bradford, M., Anal. Biochem, 71:248 (1976)) byly
pouzity ke stanoveni celkové koncentrace proteinu v kvasinkach a sav&ich

membranach.

Saturace adenosin 1 receptor subtypu a kompetitivni radioligandova

vazebnost:

Saturace a kompetitivni vazebnost na membranach z kvasinkovych
bunék transformovanych s lidskym A, receptor subtypem byly provadény
pouzitim antagonisty [3H] DPCPX jako radiokativnim ligandem. Membrany
byly rozfedény ve vazebném pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7,4; obsahujici 10
mM MgCl,;; 1,0 mM EDTA; 0,25 % BSA; 2 U/ml adenosin deaminasy a 1
tableta koktejlu protedsového inhibitoru /50 ml) v koncentracich 1,0

mg/ml.
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P¥i saturaci byly vazebné membrany (50 pg/misku) inkubovany se
zvy$ujicimi se koncentracemi [*H] DPCPX (0,05 — 25 nM) ve finalnim
objemu 100 ul vazebného pufru p#i 25 °C po 1 h za absence a pfitomnosti

10 uM neoznadeného XAC v 96-miskovych mikrotitraénich plotnach.

Pti soutdZeni byly vazebné membrany (50 pg/misku) inkubovény s
[*H] DPCPX (1,0 nM) ve finalnim objemu 100 ml vazebného pufru pfi 25
°C po 1 h za absence a pfitomnosti 10 uM neoznateného XAC nebo
zvySenim koncentraci soutéZicich sloudenin v 96-miskové mikrotitralni

plotné.

Kompetitivhi vazebnost radioligandu adenosin 2a receptor subtypu

Konkurendni vazebnosti na membranich z HEK293 bunék stabilné
exprimujicich lidsky A2a receptor subtyp byly provadény pouZitim
agonisty [’H] CGC-21680 jako radioaktivniho ligandu. Membrany byly
nafedény vazebnym pufrem (50 mM Tris.HCIl, pH 7,4; obsahujici 10 mM
MgCly; 1.0 mM EDTA; 0,25% BSA; 2 U/ml adenosin deaminasy a 1 tabletu
kokteilu proteasového inhibitoru/50 ml) pi#i koncentracich 0,2 mg/ml,
Membrany 10 pg/misku byly inkubovany s [’H] CGC-21680 (100 nM) ve
findlnim objemu 100 ml vazebného pufru pfi 25 °C po 1 hodinu za absence
nebo pfitomnosti 50 uM neoznalené NECA nebo zvySenim koncentraci

soutézicich slou€enin v 96-miskové mikrotitrani plotné.

Kompetitivni vazebnost radioligandu adenosin 3 receptoru:

Byly provadény testy konkurence vazebnosti na membranich
z HEK293 bun&k exprimujicich lidsky A3 receptor subtyp pouzitim ['*°I]
AB-MECA jako radioaktivniho ligandu. Membrany byly nafedény ve
vazebném pufru [50 mM Tri-HCI1, pH7,4; obsahujici 10 mM MgCl12; 1,0
mM EDTA; 0,25% BSA; 2 U/ml adenosin deaminasy a 1 tabletu koktailu
proteasového inhibitoru/50 ml] pfi koncentracich 0,2 mg/ml. Membrany (10
pg/misku) byly inkubovany s [1251] AB-MECA (0,75 mM) ve findlnim

objemu 100 pl vazebného pufru pifi 25 °C po 1 h za nepfitomnosti i
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pfitomnosti 10 uM neoznaéeného IB-MECA nebo se zvy3ujicimi se

koncentracemi konkurenénich slou¢enin v 96-miskové mikrotitracni plotné&.

Na konci inkubace byly testy vazebnosti radioligandd A;, Az, a Aj;
receptor subtypli zakonéeny pfiddnim ledové chladnych 50 mM Tris-HCI
(pH 7,4) pufru, doplnénych 10 mM MgCl,, s naslednou rychlou filtraci pfes
filtry se sklenénymi vlakny (96-miskové GF/B UniFiltry, Packard),
pfedbézné nasaklé v 0,5% polyethyleniminu ve 196 miskovém sklizeci
(Packard). Filtraéni plotny byly suSeny, potazeny 50 pl/ misku scintilacni
kapalinou (MicroScint —20, Packard) a spolteny v TopCount (Packard).
Testy se provadély t¥ikrat. Nespecificka vazebnost byla ve vazebném testu
5,6 £0,5%, 10,8+ 1,4 % a 15,1 +1,6% z celkové vazebnosti u AIR, A2aR
resp. A3R.

Kompetitivni vazebnost radioligandu subtypu adenosin 2b receptoru:

Byly provadény testy konkurence vazebnosti na membranach
z HEK293 bunc¢k exprimujicich lidsky A2b reéeptor subtyp pouzitim
antagonisty receptoru A; [°H] DPCPX jako radioaktivniho ligandu.
Membrany byly nafedény ve vazebném pufru [50 mM Hepes-KOH, pH 7,4;
obsahujici 1,0 mM EDTA; 0,1 mM benzamidinu a 2 U/ml adenosin
deaminasy] pfi koncentracich 0,3 mg/ml. Membrany (15 pg/misku) byly
inkubovany s [°’H] DPCPX (15 nM) ve findlnim objemu 100 pl vazebného
pufru pfi 25 °C po 1 h za nepfitomnosti i pfitomnosti 10 uM neoznaleného
XAC nebo se zvySujicimi se koncentracemi konkurenénich sloudenin v 96-

miskové mikrotitraéni plotné.

Na konci inkubace byly test zakonéeny pfidanim ledové chladnych 10
mM Hepes-KOH (pH 7,4) pufru s naslednou rychlou filtraci pies filtry se
sklen€nymi vlakny (96-miskové GF/B UniFiltry, Packard), pfedb&Zné&
nasaklé v 0,5% polyethyleniminu ve 196 miskovém sklize&i (Packard).
Filtraéni plotny byly sufeny, potazeny 50 pl/ misku scintilaéni kapalinou

(MicroScint —20, Packard) a spoéteny v TopCount (Packard). Testy se
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provadély tfikrat. Nespecifickd vazebnost byla ve vazebném testu 14,3 +

2.3 % z celkové vazebnosti.

Specificka vazebnost [°H] DPCPX:
[*H] CGS-21680 a ['*°I] AB-MECA byla definovana jako rozdil mezi

celkovou vazebnosti a nespecifickou vazebnosti. Procenticka inhibice
slouéenin byla vypodétena proti celkové vazebnosti. Odpovidajici data byla
analyzovana iterativni aproximaci kfivky na jednostranném modelu, a
hodnoty K; byly vypoclteny z hodnot ICso (Cheng and Prusof, Biochem.
Pharmacol. 22, 3099-3109, 1973) pouZitim GraphPrizm 2,01 software.

Vysledky

Primarni funkci nékterych receptori bunénych povrchu je
rozpoznavat pfislu§né ligandy. Proto jsme stanovili afinity ligandovych
vazeb pro zji§téni funkEni integrity subtypu Adenosin 1 receptoru
exprimovaného v kvasinkach. Surové membrany  pfipravené  ze
Saccharomyces cerevisiae transformované s konstruktem subtypu lidského
adenosin 1 receptoru vykazovaly specifickou nasytitelnou vazebnost [*H]
DPCPX sKp 4,0 = 0,19 nM. Hodnoty Kp a Bpa.x byly vypolteny ze
saturalni isotermy a Scatchardova transformace daju indikovala jedinou
ttidu vazebnych mist. Hustoty vazebnych mist adenosinu v pfipravcich
z kvasnicové membrany byly stanoveny na 716,8 + 43,4 fmol/mg

membranového proteinu.

Charakteristiky farmakologického subtypu rekombinantnich
kvasnicovych bun¢k transformovanych se subtypem lidského A; receptoru
byly zkoumany se subtypem selektivnich adenosinovych ligandd (XAC,
DPCPX, CGS-15943; Sloucenina 600, sloudenina 1002; NECA, (R)-PIA;
IB-MECA a Alloxazin), které ,sout&zily* s [PH]DPCPX v odekavaném
pofadi. Substitu¢ni kiivky (pfemisténi) zaznamenané s t€mito sloudeninami
vykazuji typickou strmost pro vS§echny ligandy, a udaje pro kazdy z ligandt

by mohl byt vzorem. Zjevné disociaéni konstanty odhadnuté z kfivek pro
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jsou konzistentni s hodnotou

publikovanou pro receptor ziskany z jinych zdrojt.

Tabulka 5

Hodnoty K; pro membrany z kvasnicovych bunék transformovanych

s lidskym A1l receptor subtypem

Ligandy K1 (nM)
XAC 5.5
DPCPX 7,1
CGS-1594 10,8
NECA 179,6
(R)-PIA 56,3
IB-MECA 606,5
Alooxazin 894,1
Slouéenina 600 13,9
Sloucenina 1002 9,8

Tabulky 6 aZz 12 demonstruji profily G&innosti a strukturni aktivity

deazapurinii podle vyndlezu. Tabulky 13 a 14 demonstruji selektivitu, které

je moZno dosdhnout pro mista lidského adenosin receptoru modulaci

funk&nosti (funk&nich skupin) kolem deazapurinové struktury. Tabulka 14

rovnéz doklada piekvapivé zji§téni, Z2e sloudeniny zde uvedené maji

subnanomolarni aktivitu a vy3$3i selektivitu pro A, receptor ve srovnami se

slou€eninami v tabulce 13.

V tabulkach dale znadi: ,Compound“ sloudenina; , Yeast“ kvasnice,

,»binding® vazebnost, vazba.
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Tabulka 6
Vl1iv Ng-substituentu
NHR Me
N/ \\
| "
A N
N |
H
' Al
‘ Kvasinky
Sloug. .vazebnost asin
oue R Ki (nM) 1C50 (nM)
13.9 97.2
600 HD""‘OH
1425 >10.000
. RO
602 OH | 483.3 >10.000
/N
~OH
— |
i 196.6 4442.0
603 /OH
o
— H %) ©>10.000 >10000
604 / BT SR ' ’
= )m—s— !
o |
—._ H o :>10000 >10000
605 }—/\_/\ ----- N ;
—  °o 39 >10000
606 }—k /—’O—Ph l
- ]
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509.7 >10000
_.OH 20.1
608 )
i__/\/uf'r 193.9
609 \ / <:>
411.5
610
(+)
OH
*_Q/OT% 785.6 >10000
611 ' o)
64.8
612 \/O
* ]
NHAc
Trans (S.5)
6726.0
613
*
NHAc
Trans (R.R)
HO.._ 32.1
614 : (,:>
(dh
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1 816.9 2377.0
NG
* (d)
34.3
616 %/Q..mo}‘i
‘OH
TABULKA 7
Vliv C;-substituentu
.OH
HN
Me
N/
LA
R °N Tf
H
‘ Al
Slout. vazebnost Kvasinky
R Ki (nM) ICS50 (nM)
6045 >10000
700 N/\\ -
|
F
i 1577 76351
kS
8
O




»g 155 ST

' 198.5 i 2782.2

: 43.6 >10000
703 Q_{,

—_-}1 6l1.1 297.0
704 4 >

S
——— 50.1 194.7
703 //’/ \> %
S
|
19.9
706 :
F
N - 62.8
707 I =
P |

n

) 2
705 \/ i 2143

F 48.7
709




TABULKA 8

Vliv substituentd pyrrolového kruhu
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evesse
seee

ceoen oo

XX R

enae
ess e

.

N
R7ONT N
b
Al
b Kvasinky
Sloué. L Vazeb- 1 cso
R R’ R" R™ |Ki(aM) |(aM)
Me Me Me 3311 >10000
80O | |
F
~x | " Me H 225 148.5
801 ;
P
H H Me 8.9
802 Ej)‘
803 ’S—@ Me Me 2210 >10000
/ \ Me
o)
AN ’S—@ Me Me | 865.]
804 u\/} M \ /
"";f’-“i\d: Me | 4512
N 3 / 1 . .
I Me \\__//!
805 & |




1

57

AN K Me Me | 843] .
806 L M’ N/ : |
\/ |l
- AN . Me Me 33,3
oL ot
Z
Tabulka 9
T}H{ Me
N/
[ )
NS
N7 N

Al
vazeb. Kvasinky
ICS0
Sloué.
R Ki (nM) (nM)
~-on | 863.]
900 .
q 4512 .
901 W"‘
srae | 845
902 3{\/
3553
w3 | XX
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TABULKA 10
Vliiv N-6 substituentu

! l Al
i " vazebnost Kvasinky
Sloué. i R | Ki (nM) 1CS0 (nM)
l Y
54.4 1863
1001 XTI
x(\/N\r/H |
i
0
H {1 9.8 g2.8
|
1002 N _-CH
° ]
Hile | - 4
l ,’(\/NH\/\ p-6./ 193.7
1003 g
! o . 152.8 545.8
1004 ‘x/\’ T
° !
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i i 147.3 . 3972
NH\/i\ |
1005 X ” |
0 i
o 1531.7 12918
|
1006 NH
\(\/ |
0]
° 692.5 >10000
1007 I
,{\/NH'ﬁ—MC
0]
NNUNH A~ _COON | 93] 3217
1008 t
(¢]
NH_~_~R | 4753 >10000
X\ Y
1009 o
. o ~"~niac | 6749 9376.0
¥ 3
1011 ”v,-‘_/\/OAc 121.9 2067.5
o 233.9 3462
1012 {l
0 i 270.1 3009.3
101 N i
3 X\/\NH/\/
384.9 : 2003
- OH °
1014 | r e
}(\/\OH |179'3 3712
1015 i
1016 | X\/\/OH 1 176.1 15054
| |
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V1iv N-6 substituentu
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os LX) *s o

. [ ) L] . » e

. . . 2 o o

b4 . . . * seee

. e o . . .
ee (XXX .o o
Me

/ H
Al
Slout vazebnost Kvasinky
’ R Ki (nM) IC50 (nM)
98 115.4
1100 ‘E/\/NH\"/ o ?
(@]
A~ _NH__NH, | 339 351.0
<
1101 T
(0]
A~ _NH_ NHMe | 103 1015
1102 * |
0
‘Y/R\/NH NHEL 711 3217
1103 * |
(0]
H 6.3 58.7
]
A. >.
110 (\\/N\/CHE
" i
Me O %)
; H 1035.4 472.1
1105 \ -
\\/\(VYO\A
Me (o] '
S
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Me  H 327.8 162 .+
1106 : N__-CH,
I
C =
Me H 126.3 1297.0
1107 ‘% o
0
(=)
' 2.3
1109 ’ 9.0
%/\/NHAC
S
17.3
1110 NHAc
é/\l/s
JNHAC =3
1111 i R
: 215
1112
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TABULKA 12
»Retro-amid“ analogy
NHR  \ge
L
I | \/ Me
Y Y
H
F
l | Al
; vazebnost ’ Kvasinky
Sloué. R ! Ki (nM) 1C50 (nM
0 i 16.5 186.4
1200 I .
{'\/\NH: i
s} ‘ 7.4 45.7
1201
K\/LNHMe {
0 L 95.8 : 3345.0
1202 \/\_)]\\/\v i ‘!
+ 7 |
o) : 329.1 i 4040.0
1203 \/\/ll\ ‘
< NMe, i
i
0 i 1060.0 1 >10000
1204 |
‘-._/\/J\OH I
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5 1272 l.>’zoooo
T !
_1205 \.;/\/\O’BU‘ ,'
50.8 4028
1206 ",./\/NH: |
=
O
i | 485 7013
1207 \{Y
O
TABULKA 13

Profil selektivnich adenosin antagonistt

R
HN
Me
N~ '
/L I \/—M:
) ~
L
vazebmost K;(nM)

T Sloud. I R Al Ala I Add A3

98- 180- |

! = NH.AC H
1300 % 7 a5 48.6 80.3 513.0

1301 Me
':.!J\/NHAC ,
' * 27.8 50.7 ‘84.6 4208
4 v
. 1302 },\/&rvwm:

' 0 20.2 75.6 20.1 4.5
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1309 ¥
N Me
f/\l./ fo 40 109 100 0.3
N .
N, 0
(CH
1310 73\2\/\”*“9
H 255 76% 373 <26
; 0
|
1311 | . CH
! ( ﬁd\N)kMe
l ;4 531 981 736 33
| 0
1312 f\"d(CHz).\'/“\Nl_Me
H 443 2963 378 <6.2
< ©
CHp. A7
313 N NH,
- LS i
H I 30% 65% 515 24
|
1314 )( (]D : |
‘CHﬂZ\N/kN,,E, | 87 204 30 0.02
: |
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[ XXX X

" 0 i i
1315 VK(CHm\NJ’\/\NH’. i ’
) 75000 720000 !3.400 507
i
¥ NHy”
1316 ‘CH’)°\,,/\/ ™
b 333 710.000 | 710.000 |97
H
N NHy”
1317 \é(\/
710.000 | 710.000 | 720.000 | 369
| .OH
Q 630: | 2307
12184
: b 3.7:0.5 | 36.4 926 630276
ot OH
1318% )(O 1.8 206 802 270
..1"'OH
1320 XQ 8.0 531 530 419
OH
1321 )(O 8.0 131 1031 54}

! 2-thienyl-2-yl; 2 Cs-H: 3
fluorfenyl; ° R; je 3-chlorfenyl; ’

ve vodé rozpustny; * Rs a Rg jsou vodik; ° R; je 3-

R; je 4-pyridyl; ® % aktivity pfi 10 pM.
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TABULKA 14

Profil selektivnich A,;, antagonistd

R2.. O
HNI
NH
NZ ’ \
SNT SN XR,
H
Sloucenina XR; R,  data vazebnosti K; (nM)
Al Az. A?D AJ
1400 -O-Ph Me 41.7 21 10.3 14.6
1401 -O-Ph(p)F Me 33 58 8.8 18
1402 -O-Ph(p)Cl Me 82‘5 581 22 €0
1403 -N-pyridin- Me 60 41 18 48
2-one
1404 -NH-Ph Me 49 31 4.6 57
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TABULKA 15: Selektivni sloudeniny adenosin Al receptoru

*alesponl desetktar vice selektivni nez ostatni t¥i subtypy

sloudenina struktura Ki-A, Relat. Relat Relat
Ki-A;, | Ki-Ayy,  |Ki-Aj
706 "oy : *
Wy -
F
[ Y
[ A N
N
", *
1318 " O\
NM “
N = l \
X, N
*
1 3 l 9 PN D—-on
d\ ~
N ]
| _
*
1320 O__o,
7
[
\N/\N
=}
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Nasledujici strany se tykaji sloufenin specifickvch k A,, receptoru

Podstata vvaalezu

PtedloZzeny vynalez je také zaloZen na slouleninach, které se
selektivn€ vaZou na adenosin A,, receptor, a tim na 1é&eni nemoci spojené
s adenosin A, receptorem u subjektu, podivanim subjektu terapeuticky
u¢inného mnozstvi takovych sloulenin. Nemoci, které maji byt lé&eny,
jsou spojeny napfiklad s poruchami centralniho nervového systému,
kardiovaskuldrnimi chorobami, chorobami ledvin, zan&tlivymi chorobami,
gastrointestinalnimi poruchami, ocnimi chorobami, alergickymi

onemocnénimi nebo respiraénimi chorobami.

Vynédlez se také tyka slouSeniny majici strukturu:

R,
Sy Re q,
N/ \
/k l h
X
Ar N ﬁ
(VI)

kde NR;R; je substituovany nebo nesubstituovany 4-8 ¢lenny kruh;
kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany Ctyf- aZ Sesti-Elenny kruh;

kde R4 je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi€emZ uvedenym substituovanym alkylem je

—C(R $)(R9)XRs, kde X je O, S nebo NR;, kde Rs a Ry jsou kazdy nezavisle
H nebo alkyl, pfiem% Re a R; jsou kazdy nezavisle alkyl nebe cykloalkyl,

sone
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nebo Re, R7 a dusik dohromady tvoii substituovany nebo nesubstituovany

kruh s poétem mezi 4 a 7 ¢leny;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

s tim, Ze NR;R, neni 3-acetamido piperadino, 3-hydroxy pyrrolidino, 3-
methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-aminokarbonylmethyl, nebo
pyrrolidino; s tou podminkou, Ze NR;R; je 3-hydroxymethyl piperadino,
pouze kdyZ Ar je 4-pyridyl.

Tento vynalez se také tyka zplsobu inhibice aktivity A,, adenosin
receptoru v buiice, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu uvedené buiky

s vy8e zminénymi sloudeninami.

Tento vynalez také poskytuje slou€eninu majici strukturu:

kde NR;R; je substituovany nebo nesubstituovany 4 -8 &lenny kruh;

kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany &ty¥- aZ Sesti-¢lenny kruh;

kde R4 je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi¢emZ uvedenym substituovanym alkylem je

~C(R 3)(R9)XRs, kde X je O, S nebo NR7, kde Rg a Ry jsou kazdy nezdvisle
H nebo alkyl, pfi¢emZ Rg a R; jsou kazdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl,
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nebo Re, R7 a dusik dohromady tvofi substituovany nebo nesubstituovany

kruh s poftem mezi 4 a 7 &leny;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

s tim, Ze NRiR; neni 3-acetamido piperadino, 3-hydroxy pyrrolidino, 3-
methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-aminokarbonylmethyl, nebo
pyrrolidino; s tou podminkou, ze NR R, je 3-hydroxymethyl piperadino,
pouze kdyZ Ar je 4-pyridyl.

V jednom provedeni slouleniny Ar je substituovany nebo
nesubstituovany &ty aZ festi ¢lenny kruh, fenyl, pyrrol, thiofen, furan,
thiazol, imidazol, pyrazol, 1,2,4-triazol, pyridin, 2(1H)-pyridon, 4(1H)-
pyridon, pyrazin, pyrimidin, pyridazin, isothiazol, isoxazol, oxazol,
tetrazol, naftalen, tetralin, naftyridin, benzofuran, benzothiofen, indol, 2,3-
dihydroindol, 1H-1indol, indolin, benzopyrazol, 1,3-benzodioxol,
benzoxazol, purin, kumarin, chromon, chinolin, tetrahydrochinolin,
isochinolin, benzimidazol, chinazolin, pyrido[2,3-b]pyrazin, pyrido[3,4-
blpyrazin, pyrido[3,2-c]pyridazin, purido[3,4-b]-pyridin, 1H-pyrazol[3,4-
d]pyrimidin, pteridin, 2(1H)-chinolon, 1(2H)-isochinolon, 1,4-
benzisoxazin, benzothiazol, chinoxalin, chinolin-N-oxid, isochinolin-N-
oxid, chinoxalin-N-oxid, chinazolin-N-oxid, benzoxazin, ftalazin, cinolin,

nebo majici strukturu:

kde Y je uhlik nebo dusik;
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kde R3 je H, substituovany nebo nesubstituovany alkyl, substituovany

nebo nesubstituovany aryl, halogen, methoxy, methylamino, methylthio;

V jiném provedeni slou€eniny m4 slouenina strukturu:

N Re
z
0
Ar \N N

kde m je 1 nebo 2;

kde Ra a Rp jsou kazdy nezavisle H, -OH, -CH,OH, -CH,CH,0H,
-C(=0)NH,, heteroatom, nebo —~C(=0)NR3R;"; kde R; je aryl,
substituovany aryl nebo heteroaryl; kde R;’ je alkyl, nebo XR;3"" , kde X
je O, nebo N aR’’ je substituovany alkyl nebo aryl.

V jiném provedeni slou&eniny R;R,N je (D)-2-aminokarbonyl pyrrolidino,
(D)-2-hydroxymethyl pyrrolidino, (D)-2-hydroxymethyl-trans-4-hydroxy

pyrrolidino, piperazino nebo 3-hydroxymethyl piperadino.

V jiném provedeni sloudeniny ma slouenina strukturu:

Y.
{
RB m RA
\ -
~ -
N Rq
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kde m je 0, 1, 2 nebo 3;

kde Y je O, S nebo NR,

pfi€emZ R je Ro nebo Rg, kde R4 a Rp jsou kazdy nezavisle H, -OH,
-CH,0H, -CH,CH,0H, -C(=0)NH,, heteroatom, nebo —-C(=0)NR3R;"; kde
R3 je aryl, substituovany aryl nebo heteroaryl; kde R3’ je alkyl, nebo
XR3"" , kde X je O, nebo N a R’ je substituovany alkyl nebo aryl.

V jiném provedeni sloudeniny ma slouéenina strukturu:

(slou&enina 1600)

V jiném provedeni sloudeniny m4 sloudenina strukturu:

(sloucenina 1601)
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V jiném provedeni sloudeniny ma sloudenina strukturu:

(slou¢enina 1602)

V jiném provedeni sloudeniny ma slou&enina strukturu:

N
N l N\
\ N
N H

(sloucenina 1603)
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V jiném provedeni sloueniny ma sloudenina strukturu:

ZzXI

z

(sloudenina 1604)

V jiném provedeni slouéeniny ma sloudenina strukturu:

H

://
~,
2,

(sloutenina 1605)
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N N " NH CH;

HsC o

(slou¢enina 1606)

V jiném provedeni slou€eniny ma slou&enina strukturu:

(sloudenina 1607)

V jiném provedeni sloudeniny m4 sloudenina strukturu:

8 w
N on
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V jiném provedeni slou€eniny m4 sloudenina strukturu:

Tento vyndlez se dile tyka slou€eniny majici strukturu (V):

HN
/CH:,
NH N
=
N | \ i
| Y, N
N
(V)

kde R je H, nebo methyl.
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V jednom provedeni sloudeniny V ma sloutenina strukturu:

HN
CH,
/
NH N
=
- N\,
X

(slou€enina 1608)

V jedt€ dal3im provedeni sloudeniny V m4 sloudenina strukturu:

H5C (@]
HN
/c:H3
NH N
=
N , \\ .
N
N A

Tento vynalez dale poskytuje u subjektu zpdsob 1é&eni nemoci
spojenych s A, adenosin receptorem, zahrnujici podavani subjektu

terapeuticky Gaéinného mnoZstvi slouCeniny majici vzorec IV nebo V.
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V jednom provedeni postupu 1€€i slouenina uvedené nemoci stimulaci

adenylat cyklasy.
V jednom provedeni postupu je subjektem savec.
V jiném provedeni postupu je savcem &lovék.

V jiném provedeni postupu je uvedeny A,, adenosin receptor spojeny
s Parkinsonovou nemoci a nemocemi spojenymi s pohybovou aktivitou,
vasodilataci, inhibici desti€ek, neutrofilni generaci hyperoxidu, kognitivni

chorobou nebo senilni demenci.

Nemoci spojené s adenosin A;, A, a Az receptory jsou popsany ve WO
1999/006053 a W0O-09822465, W0O-09705138, W0O-09511681, WO-09733879,
JP-09291089, PCT/US1998/016053 a patentu US 5 516 894, jejichz obsah je

zde zcela zadlenén formou odkazu.

Tento vyndlez rovné€z poskytuje ve vodé rozpustna prolé&iva sloudenin
majicich struktury IV nebo V, kde uvedena ve vodé& rozpustni prolééiva jsou
metabolizovdna in vivo za vzniku aktivniho 1é&iva, které selektivng inhibuje

A, adenosin receptor.

V jednom provedeni prolé¢iva je uvedené prolédivo metabolizovano in

vivo hydrolyzou, ktera je katalyzovana esterasou.

Tento vyndlez také poskytuje farmaceuticky prostfedek zahrnujici

prolégivo a farmaceuticky pfijatelny nosié.

Tento vyndlez dale poskytuje zpdsob inhibice aktivity A,, adenosin
receptoru v buiikidch, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu zmin&nych bungk se

slou¢eninami majicimi vzorec IV nebo V.

V jednom provedeni postupu je slou€eninou antagonista uvedeného A,,

adenosin receptoru.
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V jiném provedeni farmaceutick€ého prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostiedkem oftalmicka formulace.

V dalim  provedeni farmaceutického prostiedku je uvedeny
farmaceuticky prostiedek periokuldrni, retrobulbarni nebo intraokuldrni

injekéni formulace.

V dal§im provedeni farmaceutického prostiedku je wuvedenym

farmaceutickym prostfedkem systémicka formulace.

Tento vynalez dale poskytuje u subjektu zpusob 1é&eni
gastrointestindlnich nemoci, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky
u¢inného mnozstvi slou€enin vzorce IV nebo V.

V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci prijem.

V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dalSim provedeni metody je sloueninou antagonista A,, adenosin

receptoru.

Tento vynalez také poskytuje u subjektu zpisob lé&eni respira&nich
chorob, zahrnujici poddvani subjektu terapeuticky u&inného mnoZstvi

slouéenin vzorce IV nebo V.

V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci astma, chronicka
obstruk&ni plicni nemoc, alergicka ryma, nebo choroby hornich dychacich

cest.
V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dal$im provedeni metody je uvedenou sloufeninou antagonista A,,

adenosin receptord.
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Tento vynalez didle poskytuje u subjektu zpilisob 1é¢eni zranéni oéi u
subjektu, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky u¢inného mnozZstvi

sloucenin vzorce IV nebo V.

V jednom provedeni metody uvedené poranéni zahrnuje polkozeni

sitnice a optického nervu.

V jiném provedeni metody je uvedené poskozeni akutni nebo chronické.

V jiném provedeni metody je uvedené poskozeni disledkem glaukomu,

edemu, ischemie, hypoxie nebo traumatu.

V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dal$im provedeni metody je sloudeninou antagonista A; adenosin

receptori.

Tento vynalez také poskytuje farmaceuticky prosttedek obsahujici
terapeuticky ufinné mnoZstvi sloufenin vzorce IV nebo V a farmaceuticky

piijatelny nosiég.

V jiném provedeni farmaceutického prostfedku je terapeuticky G&inné
mnozstvi Gfinné pro 1éfeni Parkinsonovy nemoci a nemoci spojenych
s pohybovou aktivitou, vasodilataci, inhibici desti¢ek, neutrofilni generaci

hyperoxidu, kognitivni chorobou nebo senilni demenci.

V jiném provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostiedkem oftalmicka formulace.

V dal$im  provedeni farmaceutického prosttedku je uvedeny
farmaceuticky prostfedek periokularni, retrobulbarni nebo intraokularni

injek¢ni formulace.
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V daldim provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem systémicka formulace.

V jest€ dalSim provedeni farmaceutického prostfedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem chirurgicky vyplachovy roztok.

Tento vynalez také poskytuje kombinadni terapii pro Parkinsonovu

nemoc, zahrnujici slou€eniny IV a V, a kterykoliv z dopaminovych enhancerd.

Tento vynalez dale poskytuje kombina&ni terapii pro rakovinu,

zahrnujici slou€eniny IV a V, a kterykoliv z cytotoxickych agens.

Tento vyndlez také poskytuje kombinadni terapii pro glaukom,
zahrnujici slou¢eniny IV a V, a agonist prostaglandinu, muskrinniho agonistu

nebo b-2 anatgonistu.

Tento vynalez také poskytuje baleny farmaceuticky prosttedek pro
1é&eni nemoci spojenych s A,, adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici: (a)
kontejner nesouci terapeuticky uginné mnoZstvi sloudenin IV nebo V; a (b)
instrukce pro pouZiti uvedené sloudeniny p¥i 1éteni uvedené nemoci u

subjektu.

Tento vyndlez rovmnéz poskytuje zpisob ptipravy sloudeniny majici

strukturu IV, zahrnujici kroky:

a) reakci CN Rs o
R P
HoN N Ra a Ar
|
=]
za ziskani o ¢ Rs
Ar/( / \
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kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani

¢) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za ziskani

Cl Re
X
L0
Ar N/ E

d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku ¢) s NH;R; za ziskani

NR;R, -
5

N \ \

/’k/ -

N
Ar H

kde NR;R; je substituovdny nebo nesubstituovany 4-8 &lenny kruh;

kde Ar je substituovany nebo nesubstituovany &ty az $esti &lenny kruh,
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kde R, je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi¢emz uvedenym substituovanym alkylem je
~C(R 8)(R9)XRs, kde X je O, S nebo NRy, kde Rg a Ry jsou kazdy nezavisle
H nebo alkyl, pfi€emZ R¢ a Ry jsou kazdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl,
nebo Rg, R;7 a dusik dohromady tvofi substituovany nebo nesubstituovany

kruh s poétem mezi 4 a 7 Cleny;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

s tim, Ze NR;R; neni 3-acetamido piperadino, 3-hydroxy pyrrolidino, 3-
methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-aminokarbonylmethyl, nebo

pyrrolidino; s tou podminkou, Ze NR;R; je 3-hydroxymethyl piperadino,
pouze kdyZ Ar je 4-pyridyl.

Tento vyndlez dale poskytuje zptlisob pfipravy sloudeniny V,

zahrnujici kroky:

a) reakci

za ziskani

.A'/ENMR
"

kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani
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Rs
N
P b
Ar N/ﬁ

d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku c) nejprve
s dimethylaminem a formaldehydem, potom s N-methylbenzylaminem

a nakonec s NH,R; za ziskani

NHR, R
5

N.\ \

A AT

Ar

kde R, je acetamido ethyl; kde Ar je 4-pyridyl; kde R je H nebo
methyl; kde Rs je N-methyl-N-benzylaminomethyl.

Jak se zde pouziva, vyraz ,sloudenina je A,, selektivni“ znamen4, Ze
slou¢enina m4 vazebnou konstantu na adenosin A,, receptor alespoii

pétindsobné vy$si neZ na adenosin A;, Ay, nebo As.
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Vynalez je déle doloZen nédsledujicimi pfiklady, které by nemély byt
v zadném pfipad¢ omezujici. Obsah viech odkazd, souvisejicich
patentovych pfihldSek a zvefejnénych patentovych pfihla3ek, citovanych
v této pfihlasce, v&etné téch, které jsou odkazovany v sekci ,,background“,
jsou zahrnuty jako odkaz. Mglo by byt zfejmé, Ze modely pouZité
v pfikladech jsou akceptované modely a Ze dolozeni G&inkd na t&chto

modelech je prognézou pro G&inky na lidech.

Tento vyndlez bude I€pe pochopen z experimentdlnich detaild
uvedenych dale. Nicmén& odbornik v dané oblasti techniky snadno
zhodnoti, Zze konkrétni diskutované postupy a vysledky jsou pouze

ilustrativni pro vynalez, jak je apln& popsan v narocich, které nasleduji.

Priklad 22 Syntéza adenosin A,, antagonisti, sloudenin 1601, 1602 a
1603

.- Q»“ gjp O*%

Sloudenina 26 slouéenina 27 slouc¢enina 28 sloudenina 1601

Slougenina 26 (10,39 g, 50,76 mmol) byla rozpuiténa v DMF (67 ml).
Postupné byly ptiddny 4-aminopyridin hydrochlorid (8,0 g, 50,76 mmol) a
DBU (15,4 g, 101,5 mmol) a reakéni smé&s byla zah¥ivana na 85 °C. Po 22
hodinach byla reakéni smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a DMF byl
odstranén ve vakuu. Temny olej byl zfedén s 2M HCI (80 ml). Reakéni
smés byla ponechana stit. Po 2 hodinich byl roztok ochlazen na 10 °C a
filtrovan. Pevné latka byla promyta ledovou vodou a suiena za ziskani 7,40

g zluté pevné litky, sloudeniny 27 (69%).
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'H NMR (200 MHz, d¢-DMSO) d 6,58 (s, 1H), 7,27 (s, 1H), 8,53 (d, 2H, J
=5,6), 9,00 (d, 2H, J = 5,2 Hz), 12,35 (brs, 1H). MS (ES): 212,8 (M+1).

Slouc€enina 27 (7,4 mmol, 29,8 mmol) byla zfedéna s POCI; a zahfata
na 105 °C. Po 18 hodinach byla reakéni smés ochlazena na teplotu
mistnosti a POCI; byl odstranén ve vakuu. Tmavy husty olej byl zfed&n
s MeOH (75 ml) a nasledné etherem (120 ml). Amorfni ¢ervena pevna latka
je filtrovdna a promyta etherem za ziskani 3,82 g &ervené pevné latky.
Surové pevna ldtka, sloucenina 28, je pfiblizn& 80 % &istd a je pouZita bez
dalsi purifikace v dalsi reakci.

'"H NMR (200 MHz, d¢-DMSO) d 6,58 (s, 1H), 7,27 (s, 1H), 8,53 (d, 2H, J
=5,6), 9,00 (d, 2H, J = 5,2 Hz), 12,35 (brs, 1H). MS (ES): 212,8 (M+1).

Slouéenina 1601: DMSO (5 ml) a D-prolinol (500 mg, 4,94 mmol)
byly pfidany do sleuéeniny 28 (500 mg, 2,17 mmol). Reakce byla zahfivana
na 120 °C. Po 18 h byla reakéni smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a
zfedéna s EtOAc a H,0. Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla
extrahovdna s EtOAc (2x). Spojené organické vrstvy byly promyty s H,O
(2x), solankou, suSeny nad MgSQ,, filtroviny a koncentrovany za ziskéni
200 mg hnédavé pevné latky. Pevna latka rekrystalizovala z EtOAc za
ziskdni 82 mg hné€davé pevné latky (13%).

"H NMR (200 MHz, d¢-DMSO) d 2,05 (m, 4H), 3,43 (m, 1H), 3,70 - 4,00
(m, 3H), 4,50 (brs, 1H), 4,92 (brs, 1H), 6,62 (m, 1H), 7,22 (m, 1H), 8,22
(d, 2H, J = 6,0 Hz), 6,64 (d, 2H, J = 6,2 Hz). MS (ES): 296,0 (M+1).
t.t. = 210-220 °C (dekomp.).

Slou¢enina 1602: Chromatografie (silika, 9:1 CHCl3/MeOH) poskytla
vytéZzek 10 mg hn&davé pevné latky (2%).
"H-NMR (d-DMSO) d 2,00-2,50 (m, 4H), 4,05 (m, 1H), 4,21 (m, 1H), 6,71
(d, 1H, J = 3,2 Hz), 7,18 (d, 1Hm J = 3,2 Hz), 8,37 (d, 2H, J = 4,8 Hz),
8,56 (d, 2H, J = 5,0 Hz). MS (ES): 309,1 (M+1).

Sloudenina 1603: Chromatografie (silika, 20:1 hexan/EtOAc)
poskytla vytézek 135 mg hnédavé pevné latky (53%).
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'H-NMR (d-DMSO) d 2,00 (m, 4H), 3,43 (brs, 1H), 3,74 (brs, 2H), 3,87
(brs, 1H), 4,49 (brs, 1H), 4,93 (m, 1H), 6,56 (m, 1H), 7,12 (m, 1H), 7,40
(m, 3H), 8,34 (m, 2H), 11,62 (brs, 1H). MS (ES): 295,1 (M+1).

Slouéenina 1605: Do 50 ml RBF bylo rozpu¥téno 60 mg 2-(4'-
pyridyl)-4-chlor-pyrimidinpyrrolové HCI soli ve 2 ml bezvodého DMSO.
Byla pfidana 3-(R)-hydroxy-(D)-prolinol THA sl (380 mg) a 500 mg
hydrogenuhli¢itanu sodného. Smé&s potom byla proplichnuta plynnym
dusikem po 5 min a zah¥ivdna na 130 °C. Po 2 hodinach byla reakéni smés
ochlazena na teplotu mistnosti a DMSO byl odstran&n ve vakuu. Zastatek
byl rozdélen mezi EtOAc (15 ml) a nasyceny vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného. Organicka vrstva byla oddélena a promyta
solankou (15 ml) a suSena nad Na,SO,. Po odstrané&ni rozpous$tédla byl
surovy produkt purifikovan preparativni TLC (CH,Cl,/MeOH = 95/5) za
ziskani 35 mg (50%).

'"H-NMR (200 MHz, CDCl3) 2,3-2,5 (1H), 3,4-3,8 (3H), 4,4-4,6 (2H), 6,4
(1H), 7,1 (1H), 8,2 (d, 2H), 8,7 (d, 2H), 11,0 (1H). MS (ES):312 (M+1).

Pfiklad 23 Syntéza adenosin A;, antagonisty, slouéeniny 1606

» Cl C' N 'I[/
N N/ﬁ\/\\—ﬂ
|
d Noc Y ©/L Boc &ome @/‘\ 7N SgA
OMe
Sloudenina 28 Sloudenina 29 Slouéenina 1606

Sloufenina 28 (200 mg) byla zpracovdna s DMF (30 ml) (-dimethyl-
glycin methylesterem (73 mg HCI soli ve 2 ml védy) a 500 mg hydrogen-
uhliéitnu sodného. Po 18 h byl DMF odstranén ve vakuu. Zstatek byl
rozdélen mezi EtOAc (30 ml) a nasyceny vodny roztok hydrogenuhliditanu

sodného (15 ml). Organickéd vrstva byla promyta solankou (15 ml), sufena
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nad siranem sodnym, filtrovdna a koncentrovana. Chromatografie /silika,
10:4 hexan/EtOAc) poskytla 150 mg d&istého produktu, slouleniny 29,
(69%).

'"H-NMR (200 MHz, CDCl3), 1,4 (s, 6H), 3,8 (s, 3H), 3,9 (s, 2H), 6,4 (s,
1H), 7,4-7,5 (m, 3H), 8,4 (m, 2H), 9,8 (s, 1H).

Slouéenina 1606: Postup je stejny, jako u slouéeniny 1605 (72%).

"H-NMR (200 MHz, CDCl3), 1,3 (s, 6H), 1,7-1,9 (m, 2H), 32,05 — 2,30 (m,
2H), 3,6-4,1 (m, 11H), 4,80-4,95 (m, 1H), 6,4 (s, 2H), 7,4-7,6 (m, 3H), 8,3-
8,4 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 10 (s, 1H), MS(ES): 424,0 (M" +1).

Niasledujici slouéeniny mohou byt syntetizovany stejnym zplisobem.
Sloudenina 1600: (51%). MS (ES): 326,0 (M+1)-

Sloudenina 1607: 'H-NMR (200 MHz, CDCl;), 1,40-1,80 (m, 5H), 2,80-
3,50 (m, 3H), 4,60 - 4,80 (m, 3H), 6,66 (d, 1H, J = 6,2 Hz), 7,26 (m, 1H),
8,21 (d, 2H, J = 6,3 Hz), 8,65 (d, 2H, J = 5,8 Hz), 11,90 (s, 1H). MS (ES):
310,0 (M+1).

Sloudenina 1608: (64%) 'H-NMR (200 MHz, DMSO), 1,75 (s, 3H), 2,11 (s,
3H), 2,29 (s, 3H), 3,56 (m, 6H), 7,23 - 7,41 (m, 5H), 8,00 (brs, 1H), 8,23
(d, 2H, J = 6,0 Hz), 8,63 (d, 2H, J = 5,4 Hz), 8,82 (brs, 1H), 11,56 (brs,
1H). MS (ES): 444,0 (M+1).

Sloudenina 1604: 'H-NMR (200 MHz, CD;0D) 3,40 (m, 4H, 4,29 (m, 4H),
6,99 (s, 1H), 7,5 — 7,3 (m, 3H), 7,90 (d, 2H), 8,39 (d, 3H), 8,61 (d, 2H).
MS (ES): 357,0 (M"1).

TABULKA 16. Adenosin Aj, receptor selektivni sloueniny.

e alesponl pétindsobné vice selektivni neZ ostatni tfi subtypy.
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Nasleduiici strany se tvkaji sloudenin specifickych k A; receptoru

Podstata vynilezu

Piedlozeny vynalez je také zaloien na slouenindch, které se
selektivn& vaZou na adenosin Aj; receptor, a tim na 1é¢eni nemoci spojené s
adenosin A3 receptorem u subjektu, podavanim subjektu terapeuticky
a¢inného mnoZstvi takovych sloudenin. Nemoci, které maji byt 1éCeny,
jsou spojeny naptiklad s astmatem, hypersenzitivitou, rinitidou, sennou
rymou, sérovou nemoci, alergickym zanétem cév, atopickou dermatitidou,
dermatitidou, psoriasou, ekzémem, idiopatickou plicni fibrosou, eosinofilni
chlorecystitidou, chronickym zin&tem dychacich cest, hypereosinofilnimi
syndromy, eosinofilni gastroenteritidou, edémem, kopfivkou, eosinofilni
chorobou myokardu, episodickym angioedemem s eosinofilii, zanétlivou
sttevni chorobou, viedovitou kolitidou, alergickou granulomatosou,
karcinomatosou, eosinofilnim granulomem, rodinnou histiocytosou,
hypertensi, degranulaci Zirnych bun&k, tumorem, srdeni hypoxii,
cerebralni eschemii, diurésou, selhanim ledvin, neurologickou chorobou,
mentalni chorobou, kognitivni poruchou, ischémii myokardu,
bronchokonstrikci, artritidou, autoimunni chorobou, Crohnovou nemoci,
Graveho nemoci, diabetem, sklerosou multiplex, anemii, psoriasou,
poruchami plodnosti, erytematosnim lupus, reperfusnim po3kozenim,
primérem mozkové  artérie, uvoln&énim alergickych  mediatord,
sklerodermii, mrtvici, celkovou ischémii, poruchami centrdlni nervové
soustavy, kardiovaskuldrnimi chorobami, chorobou ledvin, zidnétlivym
onemocnénim, gastrointestinalnim onemocnénim, o&ni chorobou,
alergickou nemoci, onemocn&nim dychacich cest, nebo imunologickou

poruchou.

Tento vynalez se také tyka slou¢eniny majici strukturu:
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Irz

R3

Kde R; a R, je cyklopropyl methylamino karbonylethyl, cis-3-
hydroxy-cyklopentyl, acetamidobutyl, methylamino karbonylamino butyl,
ethylamino karbonylamino propyl, methylamino karbonylamino propyl, 2-
N,N-diethylamino karbonylamino ethyl,

acetyl amino-3-butyl,

thioacetamido ethyl, 3-amino acetyloxy cyklopentyl, 3-hydroxy
cyklopentyl, 2-pyrrolyl karbonyl aminoethyl, 2-imidazolidinon ethyl, 1-
aminokarbonyl-2-methyl propyl, 1-aminokarbonyl-2-fenylethyl, 3-hydroxy
azetidino, 2-imidazolyl ethyl, acetamid ethyl, 1-(R)-fenyl-2-hydroxyethyl,
N-methylaminokarbonyl pyridyl-2-methyl,

nebo R;, R, a dusik dohromady tvofi 3-acetamido piperadino, 3-
hydroxypyrrolidino, 3-methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-amino-

karbonylmethyl pyrrolidino nebo 3-hydroxymethyl piperadino.

kde R3

kruh, pyrrol, thiofen, furan, thiazol, imidazol, pyrazol, 1,2,4-triazol, pyridin,

je substituovany nebo nesubstituovany &tyf az 3esti Clenny

2(1H)-pyridon, 4(1H)-pyridon, pyrazin, pyrimidin, pyridazin, isothiazol,

isoxazol, oxazol, tetrazol, naftalen, tetralin, naftyridin, benzofuran,

benzothiofen, indol, 2,3-dihydroindol, 1H-indol, indolin, benzopyrazol, 1,3-
chromon, chinolin,
pyrido[2,3-b]-
pyrazin, pyrido[3,4-b]pyrazin, pyrido[3,2-c]pyridazin, purido[3,4-b]-pyridin,
2(1H)-chinolon, 1(2H)-isochinolon,

1,4-benzisoxazin, benzothiazol, chinoxalin, chinolin-N-oxid,

benzodioxol, benzoxazol, purin, kumarin,

tetrahydrochinolin, isochinolin, benzimidazol, chinazolin,

1H-pyrazol[3,4-d]pyrimidin, pteridin,

isochinolin-N-

oxid, chinoxalin-N-oxid, chinazolin-N-oxid, benzoxazin, ftalazin nebo

cinolin;
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kde R;s je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

kde Rg je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl nebo substituovany aryl.

Tento vyndlez dile poskytuje zpilisob inhibice aktivity A; adenosin
receptoru v butikach, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu zminénych bunék

s vy$e zminénymi slou¢eninami.

Typicka schémata syntéz pro pfipravu meziproduktl deazapurinu podle

vynalezu jsou uvedena dile ve schématu I.

Tento vynalez také poskytuje zpisob pfipravy slouceniny IV, zahrnujici

kroky:

a) reakci
CN R
Iis O
H )\\CI
2N N Rg a Ry
l
P
za ziskani o N¢ Rs
RS% / \
N N7 TR

kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani
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¢) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za ziskéani

Cl

R
INEN
LA
R; N/ﬁ

d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku c) s NH;R; za ziskani

NR,Rz R
5
N \ \
A I
. =
R; N u

kde Ry je H a R, je cyklopropyl methylamino karbonylethyl, cis-3-
hydroxy-cyklopentyl, acetamidobutyl, methylamino karbonylamino butyl,
ethylamino karbonylamino propyl, methylamino karbonylamino propyl, 2-
acetyl amino-3-butyl, N,N-diethylamino karbonylamino ethyl, thio-
acetamido ethyl, 3-amino acetyloxy cyklopentyl, 3-hydroxy cyklopentyl, 2-
pyrrolyl karbonyl aminoethyl, 2-imidazolidinon ethyl, 1-aminokarbonyl-2-
methyl propyl, 1-aminokarbonyl-2-fenylethyl, 3-hydroxy azetidino, 2-
imidazolyl ethyl, acetamid ethyl, 1-(R)-fenyl-2-hydroxyethyl, N-methyl-
aminokarbonyl pyridyl-2-methyl,

nebo Rj, R, a dusik dohromady tvofi 3-acetamido piperadino, 3-
hydroxypyrrolidino, 3-methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-amino-
karbonylmethyl pyrrolidino nebo 3-hydroxymethyl piperadino.

kde R3 je substituovany nebo nesubstituovany &tyf az Sesti Clenny
kruh;
kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;
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kde Re je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl nebo substituovany aryl.

Tento vynalez také poskytuje zpisob pfipravy slouCeniny V, zahrnujici

CN Rg o
M )\\C‘
HoN N Re a R,
;

NC R
0 /
R ¢
Za Z1SKanl 2 ” N Re
!

kroky:

a) reakci

kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovéani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani

c) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za ziskani

s
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d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku c¢) s
NH,CH2(CH2)mCH2NHC(=0)R1 za ziskani

NH2CH2(CH2)mCH2NHC(=O)Rl

P

2

Iz

kde m je 0, 1, nebo 2;

kde R, je cyklopropyl, methyl, methylamino nebo aminomethyl;

kde R; je aryl, substituovany aryl, heteroaryl;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

kde R¢ je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi€emZ uvedenym substituovanym alkylem je
—C(R9)(Ri0) NR;Rg, kde Ry a Ry jsou kazdy nezavisle H nebo alkyl,
pti¢emz R7 a Rg jsou kazdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl, nebo R7, Rg a

dusik dohromady tvofi kruhovy systém s potem mezi 4 a 7 ¢leny.

Tento vyndlez také poskytuje zplisob pifipravy slou€eniny VI,

zahrnujici kroky:

a) reakci N R
Iﬁ ]
/ \ )\cx
|
P
NC Rs
za ziskéni 9
Y
N R
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kde P je odstranitelna chranici skupina;

b) zpracovani produktu z kroku a) za podminek cyklizace za ziskani

¢) zpracovani produktu z kroku b) za vhodnych podminek za ziskéani

Ci

Rs
N \\\ \\
/li\ e
/
R N
2 N H
d) zpracovani chlorovaného produktu z kroku c¢) s HN
NHAc
NHAc
za ziskani
Rs
N X \
/L )
/
R, N {:‘{

kde R; je nesubstituovany aryl;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;
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kde Rg¢ je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi¢emz uvedenym substituovanym alkylem je
~C(Rs)(R10)NR7Rg, kde Ry a Rjo jsou kazdy nezavisle H nebo alkyl,
pficemZ R; a Rg jsou kazdy nezavisle alkyl nebo cykloalkyl, nebo R7, Rg a

dusik dohromady tvofi kruhovy systém s potem mezi 4 a 7 &leny.

Tento vynalez také poskytuje sloudeninu majici vzorec IV:

Iv

kde R; je H a R, je cyklopropyl methylamino karbonylethyl, cis-3-
hydroxy-cyklopentyl, acetamidobutyl, methylamino karbonylamino butyl,
ethylamino karbonylamino propyl, methylamino karbonylamino propyl, 2-
acetyl amino-3-methyl butyl, N,N-diethylamino karbonylamino ethyl, thio-
acetamido ethyl, 3-amino acetyloxy cyklopentyl, 3-hydroxy cyklopentyl, 2-
pyrrolyl karbonyl aminoethyl, 2-imidazolidinon ethyl, 1-aminokarbonyl-2-
methyl propyl, 1-aminokarbonyl-2-fenylethyl, 3-hydroxy azetidino, 2-
imidazolyl ethyl, acetamid ethyl, 1-(R)-fenyl-2-hydroxyethyl, N-methyl-
aminokarbonyl pyridyl-2-methyl,

nebo R, Ré a dusik dohromady tvoifi 3-acetamido piperadino, 3-
hydroxypyrrolidino, 3-methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-amino-
karbonylmethyl pyrrolidino nebo 3-hydroxymethyl piperadino.

kde R; je substituovany nebo nesubstituovany benzen, pyrrol,
thiofen, furan, thiazol, imidazol, pyrazol, 1,2,4-triazol, pyridin, 2(1H)-
pyridon, 4(1H)-pyridon, pyrazin, pyrimidin, pyridazin, isothiazol, isoxazol,
oxazol, tetrazol, naftalen, tetralin, naftyridin, benzofuran, benzothiofen,

indol, 2,3-dihydroindol, 1H-indol, indolin, benzopyrazol, 1,3-benzodioxol,
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benzoxazol, purin, kumarin, chromon, chinolin, tetrahydrochinolin,
isochinolin, benzimidazol, chinazolin, pyrido[2,3-b]-pyrazin, pyrido[3,4-
b]pyrazin, pyrido[3,2-c]pyridazin, purido[3,4-b]-pyridin, 1H-pyrazol{3,4-
d]lpyrimidin, pteridin, 2(1H)-chinolon, 1(2H)-1sochinolon, 1,4-
benzisoxazin, benzothiazol, chinoxalin, chinolin-N-oxid, isochinolin-N-
oxid, chinoxalin-N-oxid, chinazolin-N-oxid, benzoxazin, ftalazin nebo

cinolin;

kde R5 je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

kde R6 je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl nebo substituovany aryl.

V jiném provedeni ma sloudenina strukturu:

NH

Ci
V dalSim provedni slou€eniny R; je fenyl.
V dal8im provedeni slouéeniny Rs je vodik nebo methyl.

V dalSim provedeni sloufeniny R¢ je vodik, methyl, fenyl, 3-chlor-

fenyloxy methyl nebo trans-2-fenylamino methyl pyrrolidino methyl.
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Tento vynalez dale poskytuje slou¢eninu majici strukturu V:

kde m je 0, 1, nebo 2;

kde R; je cyklopropyl methyl, methyl, methylamino nebo

aminomethyl;

kde R, je aryl, substituovany aryl, heteroaryl;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl nebo cykloalkyl;

kde R¢ je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi¢emz uvedenym substituovanym alkylem je
-C(Ry)(R10) NRsRs, kde Ry a Rjg jsou kazdy H nebo alkyl, pfi¢emz R; a Rg
jsou kazdy alkyl nebo cykloalkyl, nebo R;, Rg a dusik dohromady tvofi
kruhovy systém s poétem mezi 4 a 7 &leny.

V jednom provedeni slouteniny V, m je 0 a R; je fenyl.

V jiném provedeni sloudeniny V, m je 1 a R; je fenyl.

V jiném provedeni sloueniny V, m je 2 a R, je fenyl.
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V jiném provedeni slouéeniny V, Rs a R¢ jsou methyl.

V jiném provedeni slou¢eniny V, ma slou¢enina strukturu:

HoN

NH
N = \
X
N N

(Sloudenina 1316)

V jiném provedeni slou¢eniny V, méa sloudenina strukturu:

H,C
0
HN
NH
CH 5
N \
|
\ N
N
H

(sloucenina 1311)
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V jiném provedeni slou€eniny V, ma slou€enina strukturu:

NH

b CH 4
=
D =
A N

(slou€enina 1202)

V jiném provedeni slouéeniny V, ma sloudenina strukturu:

NH

NH
CHy
NF \
I -
™
N
N H

(slou€enina 1310)

LN X )
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NH
CH,

=
R
A

(slou€enina 1312)

V jiném provedeni sloueniny V, ma sloudenina strukturu:

\
Vs

(slou€enina 609)

[ XX

seee
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Tento vyndlez také poskytuje slouCeninu majici strukturu VI:

NHAc

VI

kde R3 je nesubstituovany aryl;

kde Rs je H, alkyl, substituovany alkyl, nebo cykloalkyl;

kde R¢ je H, alkyl, substituovany alkyl, aryl, arylalkyl, amino,
substituovany aryl, pfi¢emz uvedenym substituovanym alkylem je
—C(R9)(R10) NR7R8, kde R9 a R10 jsou kazdy H nebo alkyl, pfitem% R7 a
R8 jsou kazdy alkyl nebo cykloalkyl, nebo R7, R8 a dusik dohromady tvoii

kruhovy systém s podtem mezi 4 a 7 &leny.

V tiném provedeni slougeniny VI, ma sloudenina strukturu:

H
:J\”/CH3
[j/ O
N
CH3 .

=
A S
\N N

(sloucenina 1309)
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V jiném provedeni slou¢eniny 1309, ma sloudenina strukturu:

H
\\\\\N T

CHs

0
N CH,
N \
l CH,
X
N N

V jiném provedeni sloudeniny 1309, m4 slouéenina strukturu:

H
N\”/CHii
U O
N :
CH;

T

sceen
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VII

Kde R; je 3-hydroxy cyklopentyl, ethylamino karbonylamino propyl,

N,N-diethylamino karbonylamino ethyl, thioacetamido ethyl, 3-amino

acetyloxy cyklopentyl, 3-hydroxy cyklopentyl, 2-pyrrolyl karbonyl

aminoethyl, 2-imidazolidinon ethyl, 1-aminokarbonyl-2-methyl propyl, 1-
aminokarbonyl-2-fenylethyl, 3-hydroxy azetidino, 2-imidazolyl ethyl,
acetamid ethyl, 1-(R)-fenyl-2-hydroxyethyl nebo N-methyl-aminokarbonyl

pyridyl-2-methyl;

Kde R3; a R4 jsou nezavisle H, substituovany nebo nesubstituovany

alkyl, nebo aryl.

V jednom provedeni slouteniny ma slouéenina strukturu:

H,yC. o
CHy
HN

CHy

NH cHy

NF \
| o
X
N A

(slouéenina 1700)
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V jiném provedeni slouenina ma sloucenina strukturu:

Re

HN

AN

NH

(sloucenina 1701)

V jiném provedeni sloudenina mé sloudenina strukturu:

H;C\]/S

HN

NH CHs
=
- N,
\N N

(slou€enina 1702)

[ X RN

*evee
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V jiném provedeni slou€enina ma sloulenina strukturu:

CH 4

O?’jﬁL\\\NH

NH CH .
=
T e
NS N
N

(slouéenina 1704)

V jiném provedeni slouenina m4a slouéenina strukturu:

o

3

(slougenina 1705)
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V jiném provedeni sloucenina ma sloucenina strukturu:

HO

NH
N | N\
\N u

(slou€enina 1706)

V jiném provedeni slouenina ma slou€enina strukturu:

eere



LA XN ]
-
LEX R ]

214 *

V jiném provedeni sloudenina ma sloucenina strukturu:

H

(o]
..\\‘\\

g
N = \ \
= N
N H

V jiném provedeni slou¢enina ma slou€enina strukturu:

HO

NH
N/ \ \
= N

N H

(slougenina 1701)
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V jiném provedeni slou¢enina mé slou€enina strukturu:

HO

NH

NZ \ \
e N
N H

V jiném provedeni sloufenina mé sloudenina strukturu:

o
N
H
HN
NH
N I \
\N N

(slou€enina 1707)
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ma sloudenina strukturu:

Iz

(slou¢enina 1708)

V jiném provedeni slou¢enina

H,N 0
HaC
NH
CH,
N = ‘
N
N

ma sloudenina strukturu;

(slou€enina 1709)
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V jiném provedeni sloufenina ma sloudenina strukturu:

HoN 0
NH
N = l \
AN
N N

(sloucenina 1710)

V jiném provedeni sloutenina ma sloudenina strukturu:

N NH
Cl
N \ \
X N o}
N

(sloucenina 1712)
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V jiném provedeni sloufenina ma sloudenina strukturu:

CHy
/

HN

/\/““W
N)p—\ HNX
[ ]/ \‘N N N

(slou€enina 1713)

V jiném provedeni slou€enina ma sloudenina strukturu:

CH3
HN/\/NH
0
N / l \ HN
\ N N

cee e

e300
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V jiném provedeni slouenina ma sloufenina strukturu:

HO

Ci

(sloucenina 1714)

V jiném provedeni slouenina m4 sloudenina strukturu:
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V jiném provedeni sloufenina ma sloudenina strukturu:

CH,

5,/

N

NH

(slou€enina 1715)

V jiném provedeni slouéenina m4 slouéenina strukturu:

V jiném provedeni sloudenina ma sloudenina strukturu:

(XX N ]
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Tento vynalez rovnéZ poskytuje slou€eninu majici strukturu VIII:

R,
R,\N/ R
Rs
\N N

VIII

Kde R;, R; a dusik dohromady tvofi 3-hydroxypyrrolidino, 3-
methyloxy karbonylmethyl pyrrolidino, 3-amino-karbonylmethyl
pyrrolidino nebo 3-hydroxymethyl piperadino;

Kde R3 a R4 jsou nezavisle H, substituovany nebo nesubstituovany

alkyl, nebo aryl.

V jednom provedeni slou¢eniny ma sloutenina strukturu:

HO
N
NF l \
X N

(sloudenina 1711)
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V jiném provedeni slouéeniny ma slou€enina strukturu:

HO

(sloucenina 1703)

V jiném provedeni slou€eniny ma sloudenina strukturu:

H

2

esee
osee
[ E Y
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V jiném provedeni slouCeniny m4 slou¢enina strukturu:

HO

V jiném provedeni sloudeniny ma sloudenina strukturu:

HyC

0

ﬁ<

@ffw

(sloucenina 1716)

(XX}

LXK ]
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77
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SN
\N N 0

V jiném provedeni slouéeniny ma sloudenina strukturu:

HaC

N)Iy—-\ °
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V jiném provedeni slouéeniny ma slouéenina strukturu:

NH,

N)I\>_\\ c
SO -G

(sloucenina 1717)

V jiném provedeni slou€eniny m4 sloudenina strukturu:

NH,

vl, ,/,,

Cl

e

[ XX R
[ XX ]
L]
sSese
.
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[
[ E X XN E ]
esee

V jiném provedeni slou¢eniny ma slouéenina strukturu:

NH,

o

V jiném provedeni sloudeniny m4 sloudenina strukturu:

OH

@)\N N o—q

(sloucenina 1718)
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V jiném provedeni slouéeniny ma slou€enina strukturu:

y

o]

V jiném provedeni sloueniny ma slouenina strukturu:

OH

SARMa

Tento vynalez také poskytuje u subjektu zplisob 1é&eni nemoci
spojenych s A; adenosin receptorem, zahrnujici pod4dvani subjektu
terapeuticky G€inného mnoZstvi nékteré ze sloucenin majicich vzorec IV, V,
VII, VII nebo VIII.

sees



®oee
.

L]

[ AX R}

228 see tes e’ 2 las  ee

V jednom provedeni postupu je subjektem savec.
V jiném provedeni postupu je savcem ClovéEk.

V jiném provedeni postupu je uvedeny A3 adenosin receptor spojen
s poruchami centralni nervové soustavy, kardiovaskuldrnim onemocnénim,
astmatem, hypersenzitivitou, rinitidou, sennou rymou, sérovou nemoci,
alergickym zanétem cév, atopickou dermatitidou, dermatitidou, psoriasou,
ekzémem, idiopatickou plicni fibrosou, eosinofilni chlorecystitidou,
chronickym zénétem dychacich cest, hypereosinofilnimi syndromy,
eosinofilni gastroenteritidou, edémem, kopfivkou, eosinofilni chorobou
myokardu, episodickym angioedemem s eosinofilii, zadné&tlivou stfevni
chorobou, viedovitou kolitidou, alergickou granulomatosou,
karcinomatosou, eosinofilnim granulomem, rodinnou histiocytosou,
hypertensi, degranulaci Zirnych bunék, tumorem, srde&ni hypoxii,
cerebralni eschemii, diurésou, selhdnim ledvin, neurologickou chorobou,
mentdlni  chorobou, kognitivni  poruchou, ischémii  myokardu,
bronchokonstrikci, artritidou, autoimunni chorobou, Crohnovou nemoci,
Graveho nemoci, diabetem, sklerosou multiplex, anemii, psoriasou,
poruchami plodnosti, erytematosnim lupus, reperfusnim pos$kozenim,
primérem  mozkové  artérie, uvoln&nim alergickych mediatord,
sklerodermii, mrtvici, celkovou ischémii, poruchami centralni nervové
soustavy, kardiovaskuldrnimi chorobami, chorobou ledvin, zanétlivym
onemocnénim,  gastrointestindlnim  onemocn&énim, o&ni chorobou,
alergickou nemoci, onemocnénim dychacich cest, nebo imunologickymi

poruchami.

Nemoci spojené s adenosin A;, Ay, Ay, a As receptory jsou popsany
ve WO 1999/006053 a WO-09822465, WO-09705138, WO0O-09511681, WO-
09733879, JP-09291089, PCT/US1998/016053 a patentu US 5 516 894,

jejichz cely obsah je zde zcela zallenén formou odkazu.

Tento vyndlez rovnéZ poskytuje ve vod& rozpustna prolédiva

slou¢enin majicich struktury 1V, V, VI, VII nebo VIII, kde uvedena ve

oePre

s3ee

Seve
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vodé& rozpustna proléliva jsou metabolizovana in vivo za vzniku aktivniho

1éCiva, které selektivné inhibuje A3 adenosin receptor.

V jednom provedeni proléciva je uvedené proléfivo metabolizovano

in vivo hydrolyzou, kterd je katalyzovana esterasou.

Tento vynalez také poskytuje farmaceuticky prostfedek zahrnujici

prolétivo a farmaceuticky ptijatelny nosié.

Tento vynalez dale poskytuje zpusob inhibice aktivity A3 adenosin
receptoru v buiikach, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu zminénych bunék

se slouCeninami majicimi vzorec IV, V, VI, VII nebo VIII .

V jednom provedeni postupu je sloueninou antagonista uvedeného

As adenosin receptoru.

V jiném provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem oftalmicka formulace.
V dalsim provedeni farmaceutického prosttedku je uvedeny
farmaceuticky prostfedek periokularni, retrobulbidrni nebo intraokularni

injekéni formulace.

V dalSim provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem systémicka formulace.

Tento vynalez dale poskytuje u subjektu zpisob I1é&eni
gastrointestindlnich nemoci, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky
u¢inného mnozstvi nékteré ze slouéenin vzorce IV, V, VI, VII nebo VIIL

V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci prijem.

V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

*® YL
LR ¥ X4
LA R K]
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V dalfim provedeni metody je slouceninou antagonista A; adenosin

receptoru.

Tento vynélez také poskytuje u subjektu zpisob lé¢eni respiraénich

chorob, zahrnujici podavani subjektu terapeuticky ufinného mnozstvi

nékteré ze sloudenin vzorce IV, V, VI, VII nebo VIII .

V jednom provedeni metody je uvedenou nemoci astma, chronicka
obstrukéni plicni nemoc, alergicka ryma, nebo choroby hornich dychacich
cest. '

V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V daliim provedeni metody je uvedenou sloudeninou antagonista Aj

adenosin receptori.
Tento vynélez dale poskytuje u subjektu zplsob 1é&eni zran&ni oéi,
zahrnujici podavani subjektu terapeuticky a&inného mnoZstvi n&které ze

slou€enin vzorce IV, V, VI, VII nebo VIII.

V jednom provedeni metody uvedené poranéni zahrnuje poskozeni

sitnice a optického nervu.

V jiném provedeni metody je uvedené polkozeni akutni nebo

chronické.

V jiném provedeni metody je uvedené polkozeni diasledkem

glaukomu, edemu, ischemie, hypoxie nebo traumatu.
V jiném provedeni metody je subjektem &lovék.

V dal3im provedeni metody je sloufeninou antagonista A; adenosin

receptoru.
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Tento vynédlez také poskytuje farmaceuticky prostiedek obsahujici
terapeuticky u€inné mnozstvi n&které ze sloulenin vzorce IV, V, VI, VII

nebo VIII a farmaceuticky pfijatelny nosi¢.

V jednom provedeni farmaceutického prostftedku je uvedené
terapeuticky G¢inné mnoZstvi uginné pro lé&eni respiraénich chorob nebo

gastrointestinalnich chorob.

V jiném provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenou

gastrointestindlni chorobou prijem.

V jiném provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenou
respirani chorobou astma, alergick4 ryma nebo chronicki obstruké&ni

plicni choroba.

V jiném provedeni farmaceutického prosttedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem oftalmickd formulace.

V dal§$im provedeni farmaceutického prostiedku je uvedeny
farmaceuticky prostfedek periokularni, retrobulbarni nebo intraokularni

injek¢&ni formulace.

V dal3im provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem systémicka formulace.

V jesté dalSim provedeni farmaceutického prostiedku je uvedenym

farmaceutickym prostfedkem chirurgicky vyplachovy roztok.

Tento vynalez také poskytuje baleny farmaceuticky prostfedek pro
léCeni nemoci spojenych s A; adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici:
(a) kontejner nesouci terapeuticky G&inné mnoZstvi nékteré ze sloudenin
IV, V, VI, VII nebo VIII; a (b) instrukce pro pouZiti uvedené slouleniny

pfi 1é¢eni uvedené nemoci u subjektu.
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Slouéeniny reprezentované vzorcem IV, V, VI, VII nebo VIII mohou

byt syntetizovany podle schémat I-IX.

Jak se zde pouZiva vyraz ,sloufenina je Aj; selektivni® znamena, Ze
sloudenina mé4 vazebnou konstantu na adenosin receptor A; alespoil

desetkrat vy3si neZ je k adenosinu A;, Aj, nebo Ajy,.

Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi pfiklady, které by nemély
byt v Zadném pfipadé omezujici. Obsahy vSech odkazili, souvisejicich
patentovych ptihlaSek a zvetfejnénych patentovych pfihlaSek, citovanych
v této pfihlasce, vEetné t&€ch, které jsou odkazovany v sekci ,background®,
jsou zahrnuty jako odkaz. Mé&lo by byt zfejmé, Ze modely pouzité
v pfikladech jsou akceptované modely a Ze doloZeni ufinkl na téchto

modelech je prognézou pro ulinky na lidech.

Odbornik znaly techniky bude v&d&t, Ze metabolismus sloulenin zde
popsanych produkuje v subjektu nékteré biologicky aktivni metabolity,
které mohou slouzit jako 1é¢iva.

Tento vynédlez bude 1épe pochopen 2z experimentdlnich detailu
uvedenych dale. Nicméné€ odbornik v dané oblasti techniky snadno
zhodnoti, Ze konkrétni diskutované postupy a vysledky jsou pouze
ilustrativni pro vynalez, jak je Gpln€ popsan v narocich, které nasleduji.
Priklad 24: Experimentalni pFfiklady adenosin A3 antagonisty
Slouéenina 1700 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 366,1 (M+1).

Sloudenina 1710 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 381,1 (M+1).

Sloucenina 1316 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 353,2 (M+1).

Sloucenina 1703 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 357,1 (M+1).
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Slougenina 1719 (Tabulka 17 dale):

"H-NMR (200 MHz, d6-DMSO) 1,75 (m, 2H), 3,11 (m, 2H), 3,35 (s, 3H),
3,59 (m, 2H), 5,72 (m, 1H), 5,96 (m, 1H), 6,55 (s, 1H), 7,15 (s, 1H), 7,49
(m, 2H), 8,32 (m, 2H).

Sloudenina 1704 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 367,0 (M+1).

Slouéenina 1706 (Tabulka 17 dale):

'"H-NMR (200 MHz, CDCl;3) d 1,22 (m, 2H), 1,60-2,40 (m, 4H), 4,53 (s,
3H), 4,94 (m, 1H), 5,70 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 6,35 (d, 1H, J = 2,8 Hz), 6,97
(d, 1H, J = 2,0 Hz), 7,50 (m, 32H), 8,40 (m, 2H), 10,83 (brs, 1H).

Slouéenina 1707 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 347,0 (M+1).
Sloucdenina 1708 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 399,0 (M+1).
Sloudenina 1709 (Tabulka 17 dale): MS (ES): 385,9 (M+1).
Sloufenina 1710 (Tabulka 17 déale): MS (ES): 434,0 (M+1).

Slouéenina 1711 (Tabulka 17 dale):

'H-NMR (200 MHz, CD;0D), d 3,95 (d, 2H, J = 5,8 Hz), 4,23 — 4,31 (m,
2H), 4,53 (t, 2H, J = 8,8 Hz), 6,30 (d, 1H, J = 3,0 Hz), 6,98 (d, 1H, J = 3,0
Hz), 7,45 - 7,48 (m, 3H), 7,83-8,42 (m, 2H), 9,70 (brs, 1H). MS (ES):
281,1 (M+1).

OSIC-148313:

'H-NMR (200 MHz, CD;0OD) d 3,02 (m, 2H), 3,92 (m, 2H), 5,09 (2, 2H),
6,53 (s, 1H), 6,90-7,04 (br s, 1H), 6,92 (m,2H), 7,02 (m, 1H), 7,21 (dd, 1H,
J = 8,2 Hz), 7,40 (m, 3H), 7,50-7,80 (br s, 1H), 8,33 (m, 2H). MS (ES):
445,1 (M+1).

Sloudenina 1713 (tabulka 17 dale):
'H-NMR (200 MHz, CDCl3) d, 1,65-1,80 (m, 7H), 1,88-2,00 (m, 1H), 2,10
- 2,40 (m, 1H), 2,70-3,05 (m, 3H), 3,09-3,14 (m, 2H), 3,16-3,38 (m, 1H),
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3.45 (d, 1H, J = 14 Hz), 3,53-3,60 (m, 2H), 3,84-3,92 (m, 2H), 3,97 (d, 1H,
J =14 Hz), 5,55 (t, 1H, J = 5,8 Hz), 6,17 (s, 1H), 6,55-6,59 (m, 2H), 6,64 —
6.71 (m, 1H), 7,11-7,19 (m, 2H), 7,43-7,46 (m, 3H), 8,38 —8,42 (m, 2H),
MS (ES): 484,0 (M*+1)

Sloudenina 1714 (tabulka 17 dale): MS (ES): 471,0 (M"+1).
Sloudenina 1715 (tabulka 17 dale): MS (ES): 505,0 (M™+1)

Sloudenina 1716 (tabulka 17 dale):

'H-NMR (200 MHz, CD;0D) d 1,65 (m, 1H), 2,18 (m, 1H), 2,49 (br d, 2H,
J = 6,2 Hz), 2,64 (m, 1H), 3,38 (m, 1H), 3,69 (s, 3H), 3,72 (m, 1H), 3,63
(m, 1H), 4,10 (m, 1H), 5,06 (2, 2H), 6,58 (s, 1H), 6,92 (m, 2H), 7,02 (m,
1H), 7,23 (dd, 1H, J = 8,1 Hz), 7,39 (m, 3H), 8,32 (m, 2H).

MS (ES): 477,1 (M"+1).

Sloudenina 1717 (tabulka 17 dale):

'H-NMR (200 MHz, CD;0D) d 1,69 (m, 1H), 2,26 (m, 1H), 2,42 (d, 2H, J =
7,4 Hz), 2,72 (m, 1H), 3,53 (m, 1H), 3,83 (m, 1H), 4,02 (m, 1H), 4,14 (dd,
1H, J = 10,6, 7,0 Hz), 5,14 (2, 2H) 6,69 (s, 1H), 6,96 (m, 2H), 7,06 (m,
1H), 7,25 (dd, 1H, J = 8,0 Hz), 7,39 (m, 3H), 8,35 (m, 2H).

MS (ES): 462,2 (M++1).

Slouc¢enina 1718 (tabulka 17 dale):

'H-NMR (200 MHz, CD3;0D) d 1,40 -2,00 (m, 5H), 3,52 (d, 2H, 7,6 Hz),
3,80-4,00 (m, 1H), 4,00-4,20 (m, 3H), 4,50 (m, 2H), 6,36-6,50 (m, 2H),
6,57 (s, 1H), 6,84 — .6,92 (m, 1H), 7,05 (t, 1H, J = 8,2 Hz), 7,30-7,45 (m,
3H), 8,24 (d, 2H, J = 9,8 Hz), MS (ES): 449,0 (M"+1).
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TABULKA 17: Adenosin Aj; receptor selektivni slou€eniny

alespoii desetkrat vice selektivni nez ostatni tfi subtypy

X Ki-Al Ki-AZa Ki-A2 =
[ sloud. struktura b [Ki-A3
N202 _
NH
o}
NH o,
Z
N
\ CHy
\N u
HyC o *
' CH,
1700 Y
HN
CH,
NH ons
~Z
N
l \ CH,y
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Tento vynalez poskytuje slou¢eninu majici strukturu:

\ 7/
(5’) NH, OH

N

r O

NS N
Y KN}\N
9 H

1505
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Tento vynalez také poskytuje slou€eninu majici strukturu:

HO,(S)
(S) NH,

i

—Z
W/
gy

1508

Dale tento vynalez poskytuje slou€eninu majici strukturu:

{ Y&
N 0

o]
AN
N N OH
NZ TN
H
1509

Tento vynalez také poskytuje slou€eninu majici strukturu:

(S) NH,
N CONH
OO_/ 2
T
NZTN .
H

1510
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(S) NH,

—d
Z
N
Iz 20O
o 0O
I

1511

Tento vynalez také poskytuje slouéeninu majici strukturu:

1512

Dale tento vynalez poskytuje slouceninu majici strukturu:

S
N ()NH2

N= O
@/“}LOJ‘OH
NN
H

1513

Tento vynalez také poskytuje slouceninu majici strukturu:
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o
T

HN (/Nj
N/’I N N

1514

Dale tento vynalez poskytuje sloufeninu majici strukturu:

OH
FN
NP | \ OH
N
N o)
NTOH
1515

Tento vynalez také poskytuje slou¢eninu majici strukturu:

alo
x
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Tento vyndlez také poskytuje slouceninu majici strukturu:

OH
HN
=z O0—
N I \
\N N 0
H
1517

Dale tento vynalez poskytuje sloudeninu majici‘strukturu:

S,
N S N,
o
NZN O I
« /N O
NT Ny
H

(S)
N NH;
N== o) o
®/(\ 7 N 0__P~oH
N
N .
H
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Tento vynalez také poskytuje sloueninu majici strukturu:

OH
HN
NH
N 7 , \ 2
H
1520

V dal§im provedeni vynéalez poskytuje zplisob 1é¢eni nemoci spojené
s adenosin A; receptorem u subjektu, zahrnujici podavani subjektu
terapeuticky G&¢inného mnozstvi sloudenin 1505, 1506, 1507, 1508, 1509,
1510, 1511, 1512, 1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520.

V dal$im provedeni vynalez poskytuje vySe uvedeny zpusob, kde

subjektem je savec.

V dal§im provedeni vynalez poskytuje vySe uvedeny zplsob, kde

savcem je Clovék.

V dal$im provedeni vynalez poskytuje vySe uvedeny zpusob, kde
uvedeny Al adenosin receptor je spojen s kognitivni nemoci, chorobami
ledvin, srde¢ni arytmii, respiralnim epitelem, uvolnénim pfenalele,
uklidnénim, vasokonstrikci, bradykardii, negativni srdefni inotropii a
dromotropii, branchokonstrikci, neutrofilni chemotaxii, stavem refluxu

nebo viedovitym stavem.

V jeste¢ dal§im provedeni vynalez poskytuje ve vodé€ rozpustna
proléciva sloufeniny 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510, 1511, 1512,
1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520, kde ve vod€ rozpustné
proléc¢ivo je metabolizovano in vivo za vzniku aktivniho I1éCiva, které

selektivné inhibuje A, adenosin receptor.
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V dal$im provedeni vynalezu je uvedené prolédivo metabolizovano in

vivo hydrolyzou, ktera je katalyzovand esterdsou.

V dal§im provedeni vynalez poskytuje farmaceuticky prostiedek

zahrnujici vy3e uvedené prolé&ivo a farmaceuticky ptfijatelny nosic.

V dalsim provedeni vynilez poskytuje zpiisob inhibice aktivity A,
adenosin receptoru v butikach, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu buné€k se
sloudeninami 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510, 1511, 1512, 1513, 1514,
1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520.

V dal¥im provedeni vynilez poskytuje vySe uvedeny zplsob inhibice
aktivity A, adenosin receptoru v buiikdch, kde sloufeninou je antagonista

A; adenosin receptoru.

V daliim provedeni vynalez poskytuje vy$e uvedeny zpilisob inhibice

aktivity A; adenosin receptoru v buiikach, kde butikou je lidska buitika.

V dal§im provedeni vynalez poskytuje vy$e uvedeny zpisob inhibice
aktivity A; adenosin receptoru v lidskych buiikach, kde slouCeninou je

antagonista A; adenosin receptord.

V dal3im provedeni vynalez poskytuje vyse uvedeny zpiisob 1éCeni
nemoci spojené s A; adenosin receptorem u subjektu, kde uvedenou nemoci
je astma, chronicka obstrukéni plicni choroba, alergicka rinitida nebo

poruchy horni respirace.

V dal§im provedeni vynalez poskytuje vySe uvedeny zplsob léCeni
nemoci spojené s A; adenosin receptorem u subjektu, kde uvedenou nemoci
je astma, chronickd obstrukéni plicni choroba, alergickd rinitida nebo

poruchy horni respirace, a kde subjektem je Clovek.
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V je§t¢ dalsim provedeni poskytuje vyndlez zpisob 1éCeni vySse
uvedenych nemoci, kde uvedenou sloudeninou je antagonista A, adenosin

receptord.

V je§td dal§im provedeni poskytuje vyndlez kombinalni terapii
astmatu, zahrnujici sloudeninu 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510, 1511,
1512, 1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520, a steroid, B2
agonistu, glukokortikoid, lukotrienovy antagonistu, nebo anticholinergicky

antagonistu.

V je§té dal§im provedeni vynalez poskytuje farmaceuticky prostfedek
zahrnujici terapeuticky u&inné mnoZstvi sloufeniny 1505, 1506, 1507,
1508, 1509, 1510, 1511, 1512, 1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo

1520 a farmaceuticky ptijatelny nosic.

V je§té daldim provedeni wvynalez poskytuje zplsob 1é&eni
respiraénich chorob se sloudeninou 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510,
1511, 1512, 1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520, kde uvedenou
respiraéni nemoci je astma, chronicka obstrukini plicni choroba, alergicka

rinitida.

V dal$im provedeni vynalez poskytuje vy$e uvedeny farmaceuticky
prostfedek(y), kde uvedeny farmaceuticky prostiedek je periokuldrni,

retrobulbarni nebo intraokuldrni injekéni formulace.

V dal¥im provedeni vynilez poskytuje vySe uvedeny farmaceuticky
prostfedek(y), kde uvedenym farmaceutickym prostfedkem je systémicka

formulace.

V jest¢ daldim provedeni vynalez poskytuje vySe uvedeny
farmaceuticky prostfedek(y), kde uvedenym farmaceutickym prostfedkem je

chirurgicky vyplachovy roztok.
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Tento vynalez také poskytuje baleny farmaceuticky prostfedek pro

l1é¢eni nemoci spojenych s A; adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici:

(a) kontejner nesouci terapeuticky u¢inné mnoZstvi n&které¢ ze
sloutenin 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510, 1511, 1512, 1513,
1514, 1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520; a

(b) instrukce pro pouziti uvedené sloueniny pifi léCeni uvedené

nemoci u subjektu.

V dal§im provedeni vynalez poskytuje farmaceuticky pfijatelnou stl
slougenin 1505, 1506, 1507, 1508, 1509, 1510, 1511, 1512, 1513, 1514,
1516, 1517, 1518, 1519 nebo 1520.

V daldim provedeni vynilez poskytuje vyie uvedenou farmaceuticky
ptijatelnou sil, kde farmaceuticky piijatelna stl slougeniny 1509, 1511, 1515,
1518 nebo 1519 obsahuje kation zvoleny ze skupiny sestavajici ze sodiku,

vapniku a amonia.
V jestd dal3im provedeni poskytuje vyndlez zplsob léfeni nemocr
spojené s A; adenosin receptorem u subjektu, kde A; adenosin receptor je

spojen s kognestivnim srde€nim selhanim.

DoloZeni pfiklady

Priklad 21:
Syntéza 1-[6-(4-hydroxy-4-fenyl-piperidin-1-yl-methyl)-2-fenyl-7H-pyrrol-
[2,3-d]pyrimidin-4-yl]-pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny, amidu (1505)

Sloucenina 1505 byla syntetizovana zpisobem podobny tomu v piikiadu 17
pouZitim schématu syntézy IX s L-prolinamidem a 4-fenyl-piperidin-4-olem

za ziskani:
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1505

‘H-NMR (d,~-DMSO) d 1.53
6H), 2.66 (m, 2H), 3.60
4.66 (d, 1H, J =

{s, 1H), 1.60 (s, 1RH), 1.84-2.30 {(m,
(s, 2H), 3.88 (m, 1H), 4.02 (m, 1RH),

6.8Hz), 4.73 (s, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.94 (s,
1H), 7.12 - 7.50 (m, 10H), 8.35

{m, 2H), 11.6 (brs, 1H); MS
(ES): 305.1 (M"+1});

mp = 234-235°C.
Piiklad 22:

Syntéza [N—(Z-feny1-7H-pyrrol[2,3—d]pyrimidin-4—y1) (L)-prolinamidu
(1506)

Sloutenina 1506 byla syntetizovana pouZitim schématu syntézy VII

s L-prolinamidem za ziskani:

(S} NH,

N
NJ\,D
L
©/kN
1506

‘F-NMR (DMSO-d;) d 2.05 (m, 4H), 3.85

Iz 20

‘m, 1H), 4.0% (m, 1H),
4.70 (d, 1H, J=8.0Hz), 6.58 (brs, 1H}, €.95 (brs, 1H), 7.15 (d,
1H, J=3.4Hz), 7.40 (m, 3H), 7.50 (brs, IH), 2.40
(brs, 1H); MS (ES): 308.3 (M'+1). mp= 236-238°C.

(m, 2H), 11.6
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Priklad 23:

Syntéza [N-(2-fenyl-6-methoxymethyl-7H-pyrrol[2,3-d]pyrimidin-4-yl)
(L)-prolinamidu (1507)

Slou&enina 1507 byla syntetizovédna pouZitim prekursoru slouCeniny

23 a schématu syntézy IX za ziskani:

)~o0 1, 1h

O e
P |
©)\N N HOCH,, DCM, CF3C02Ag©/k PN

Bromid 23 (4,23 g, 10 mmol) je rozpu§tén v bezvodém methanolu (60
ml) a DCM (120 ml) a zpracovidn s AGO,CCF; pod dusikem pi¥i teploté

mistnosti po 1 hodinu. Pevn4 latka byla odstranéna filtraci a promyta DCM

(2x20 ml). Filtrat je koncentrovan ve vakuu. Zistatek je opét rozpultén

v DCM (80 ml). Vysledny roztok je potom promyt s nasycenym NaHCO;

roztokem a solankou, su¥en nad MgSO,, filtrovan a koncentrovan za ziskani

3,71 g (4, 99 %) témer bilé pevné latky.

'H-NMR (CDCls) d 1,75 (s, 9H), 3,51 (s, 3H), 4,83 (s, 2H), 6,70 (s, 1H),
7,47 (m, 3H), 8,52 (m, 2H).

Ci

(S) NH,
- !
_ o)
©/J\N N L-Prolineamid: , DMSO N)\jfx_/o_
- !
<o 120°C. 4h =N

434 dNH
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Arylchlorid 4 (2,448 g, 6,55 mmol), DMSO (15 ml), L-prolinamid
(4,0 g, 35,0 mmol) a NaHCO; (2,9 g) jsou spojeny a zéhfivény na 120 °C
pod dusikem. Po 4 hodinich byla reakéni smés ochlazena na teplotu
mistnosti a zfedéna vodou (60 ml). Vyslednd suspenze je extrahovéina
s DCM (10 x). Spojené organické vrstvy jsou promyty nasycenym roztokem
NaHCO; a solankou, suSeny nad MgSO,, filtrovany a koncentrovany za
ziskani 2,48 g hnédé pevné latky. Cisty produkt (1,86 g, 81%) je ziskan po
mzikové kolon& jako bilda pevna latka. Bilé krystaly jsou ziskany
z THF/hexanu. T.t. = 213-215 °C.

'H-NMR (CDCls) d 2,15 (m, 3H), 2,52 (m, 1H), 3,26 (s, 3H), 3,92 (m, 1H),
4,10 (m, 1H), 4,42 (s, 2H), 5,08 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 5,49 (brs, 1H), 6,48
(s, 1H), 7,08 (brs, 1H), 7,42(m, 3H), 8,38 (m, 2H), 9,78 (brs, 1H); MS
(ES): 352,2 (M*+1).

Piiklad 24:

Syntéza 4-hydroxy-1-(2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]pyrimidin-4-yl) pyrrolidin-
2-karboxylové kyseliny, amidu (1508)

Slou&enina 1508 byla syntetizovana pouzitim cis-hydroxy

prolinamidu a schématu syntézy VII za ziskani:

HO, (s)

(S) NH,

N
0
D8
[::]/A\N/ N
H
1508

‘H-NMR (d,-DMSO) d 1.90 (m, 1H), 3.85 (d, 1H, J

(m, 1H), 4.37 (s, 1H), 4.67 (dd, 1H,
1H), 6.55 (s, 1H), 7.15

8.37 (m, 2H), 11.65 (b
¢ ’ . rs, 1H); MS (ES): i,
271°C. (ES): 324.2 (M+1); mp = 268-

= S8.2Hz), 4.08

J = 8.8, 4.0Hz), 5.30 (s,

(s, 2H), 7.37 (m, 3H), 7.64 (s, 1H)
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Priklad 25:

Syntéza 3-[4-((S)-2-karbamoyl-pyrrolidin-1-yl)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-yl)-propionové kyseliny (1509)

Sloutenina 1509 byla syntetizovana pouZitim prekursoru slou€eniny

23 a schématu syntézy IX za ziskdni:

ci o
N Br
AN
IJI}—/ Na;HPO,, NaH,PO, r\ll)j\/\B~CHO
" = DMSO, 50°C, 3.5h Ej/k N" N
23 0 O#o

) | %

Ter.butoxykarbonylem chran&ny arylbromid 23 (4,0 g, 9,5 mmol),
suchy DMSO (25 ml), NaH,PO4 (454 mg, 3,79 mmol) a Na,HPO,4 (1,62 g,
11,4 mmol) byly spojeny a zah¥ivany na 50 °C pod argonem po pfiblizné
3,5 h. Potom byla sm&s nalita do vody (200 ml) a extrahovéna tfemi 100ml
podily EtOAc. Spojené organické vrstvy byly dikladné promyty vodou,
solankou, su§eny nad MgSO,, filtrovany a koncentrovany za ziskani Zluté
pevné latky, ktera byla purifikovdna rozetfenim s ethanolem za ziskdni
1,55 g bledé Zluté pevné latky (7). Mate€na kapalina byla purifikovana
mZikovou chromatografii (10% EtOAc v hexanu) za ziskani dalSich 454 mg
(60%).

'H-NMR (CDCl;) d 1,77 (s, 9H), 7,25 (s, 1H), 7,48 (m, 3H), 8,52 (m, 2H),
10,39 (s, 1H); t.t. = 156 °C (dec).

o}

N AN
©)'\/Nj\/>’CHO (Ph);P=CHCO-1Bu N,)\/@_//—(O
“>N

N Sy
THF. 0°C, 1h t <
~0 I o

7 O z

- e
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Aldehyd 7 (600 mg, 1,7 mmol) byl rozpustén v suchém THF (20 ml) a
ochlazen na 0 °C pod argonem. Do tohoto byl pfidan roztok (terc.-butoxy-
karbonylmethylen)-trifenylfosforanu (639 mg. 1,8 mmol) v 10 ml such¢ho
THF o teplot& 0 °C po kapkach pfes kanylu. Po 3 h byla smés
koncentrovana a purifikovana rozetfenim s ethanolem za ziskani 565 mg

(73%) bilé pevné latky (8 ).

'H-NMR (CDCl;) d 1,58 (s, 9H), 1,79 (s, 9H), 6,46 (d, 1H), 6,95 (s, 1H),
7,48 (m, 3H), 8,09 (d, 1H), 8,56 (m, 2H).

NW N/'\
E e I
O#O | J=0

THF. E10AC >

* 2

8

Roztok sloudeniny 8 (565 mg, 1,2 mmol) v 5 ml THF byl zfedén na
100 ml s EtOAc. Po ptidani 600 mg katalyzatoru (5 % hmotn. Pd, 50 %
H,0) a ¢&istEni argonem byla smés hydrogenovana pod atmosférickym
tlakem. Po 8 h byla smé&s filtrovdna, koncentrovdna a purifikovana
mZzikovou chromatografii (10‘% EtOAc v hexanu), aby se izolovalo 200 mg

(35%) 9 jako &irého oleje, ktery krystalizoval pfi stani.

'H NMR (CDCls) d 1,42 (s, 9H), 1,75 (s, 9H), 2,65 (t, 2H), 3,32 (t, 2H),
6,41 (s, 1H), 7,45 (m, 3H), 8,51 (m, 2H).

N
'WO L prfiami I
Y, prolinami
DMSO0, 85°C | o
0 N
H

r
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Arylchlorid 9 (200 mg, 4,4 mmol), DMSO (10 ml) a L-prolinamid
(440 mg, 4,4 mmol) byly spojeny a zahfivany na 85 °C pod argonem. Po 14

hodinach je smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a rozd&€lena mezi vodu a

ethylacetat. Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva byla promyta EtOAc (3x).

Spojené organické vrstvy byly dikladné promyty vodou (3x), solankou,

su§eny nad MgSO4, filtrovany a koncentrovany za ziskdni 10 jako Zlutého

filmu, ktery byl purifikovdn mZikovou chromatografii (2,5% MeOH

v CH,Cl;). 185 mg (97%). MS (ES): 435,8 (M+1).

(S) NH,

i

ol

10

O O
NTX A HCl, dioxan
| O
(j/\ SN

Ester 10 (30 mg, mmol) v 5 ml dioxanu byl hydrolyzovan pfiddnim

0,5 m! koncentrované HCl. Po 3 hodinadch byla smé&s koncentrovdna ve

vakuu a rekrystalizovala v EtOH/EtOAc za ziskani 1509 jako bilé¢ pevné

latky (20 mg, 61%). MS (ES): 380 (M+1).

Piiklad 26:

Syntéza [N-(2-fenyl-6-aminokarbonyl-methoxymethyl-7H-pyrrol[2,3-d]-

pyrimidin-4-yl)-(L)-prolinamidu (1510)

Sloutenina 1510 byla syntetizovana pouzitim prekursoru sloudeniny

23 a schématu syntézy IX za ziskani:

ol
Br
TN

N

- HOCH,CO,CH
N N 2 2 3;_
/\§o DCM, AgOTf. rt, 2h

0

23)<
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Bromid 23 (1,27 g, 3 mmol) a molekularni sito (5 g) jsou michéany
v bezvodém methylglykolatu (5,8 g, 60 mmol) a DCM (40 ml). Roztok je
zpracovan s AgOTf pod dusikem a ponechan michat po 3 h. Pevna latka je
odstranéna filtraci a promyta s DCM (2 x 20 ml). Filtrat je koncentrovan ve
vakuu. Zistatek je op&t rozpustén v DCM (80 ml). Vysledny roztok je
potom promyt vodou, nasycenym NaHCO; roztokem a solankou, suSen nad
MgSO0,, filtrovan a koncentrovan za ziskani 1,35 g (99%) téméet bilé pevné
latky (12).

H-NMR (CDCls) d 1,75 (s, 9H), 3,80 (s, 3H), 5,0 (s, 2H), 6,78 (s, 1H), 7,47
(m, 3H), 8,52 (m, 2H).

CO,CH,4 (S) NH,
NN P N ¥
L L-Prolineamid. O O2CH,
N N N A O
)§O DMSO, 120°C, 4h
12 ;4 N

Arylchlorid 12 (177 mg, 0,41 mmol), DMSO (10 ml), L-prolinamid (466
mg, 4 mmol) a NaHCO; (500 mg) jsou spojeny a zahfivany na 120 °C pod
dusikem. Po 4 hodinach je reakini smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a
zted&na vodou (60 ml). Ziskana suspenze je extrahovana DCM (5x30 ml).
Spojené organické vrstvy jsou promyty nasycenym roztokem NaHCO; a
solankou, sufeny nad MgSO4, filtrovany a koncentrovany za ziskani hn&dé
pevné latky. Cisty produkt (154 mg, 92%) je ziskdn po mZikové kolong
jako bila pevna latka (13).

1H-NMR (CDCI3) d 2,15 (m, 3H), 2,52 (m, 1H), 3,55(s, 3H), 4,58 (s, 2H),
5,08 (s, 1H), 5,85 (brs, 1H), 6,48 (s, 1H), 7,08 (brs, 1H), 7,42 (m, 3H),
8,40 (m, 2H), 10,58 (brs, 1H; MS (ES): 410,1 (M+1).
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Methylester 13 (124 mg, 0,3 mmol) je rozpustén v HOCH; (15 ml). Amoniak

probublava roztokem po 0,5 h. Reakéni smés je potom michdna po dalsi 3 h
pti teploté mistnosti. Po odstranéni rozpoustédla je ziskano 111 mg bilé pevne
latky (1510, 93 %).

1H-NMR (CDCl3) d, 1,82 (m, 3H), 2,20 (m, 1H), 2,80 (m, 1H), 3,10 (m,
1H), 3,63 (dd, 2H, J1 = 13,8 Hz, J2 = 19,4 Hz), 3,87 (m, 1H), 4,07 (m, 1H),
4,97 (m, 1H), 5,96 (m, 2H), 6,35 (s, 1H), 6,88 (brs, 1H), 7,11 (brs, 1H),
7.37 (m, 3H), 8,28 (m, 2H), 11,46 (brs, 1H); MS(ES): 394,8 (M+1).

Priklad 27:

Syntéza [4-(2-karbamoylpyrrolidin-1-yl)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-karboxylové kyseliny (1511)

Slou&enina 1511 byla syntetizovdna pouzitim prekursoru slouceniny 15 a

schématu syntézy VII za ziskani:

cl Cl
N N7
|st NaH, _.PhSO,CI IJI\x
NN NT N o

[}
15 0-20°C, 4h 16 @

Do suspenze hydridu sodného (780 mg 60% olejové suspenze, 19,5

mmol) v suchém DMF (20 ml), ochlazeném v ledové vodni lazni pod
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dusikem je pfidavan roztok pyrrolpyrimidinu 15 (2,00 g, 7,52 mmol)
v DMF (10 ml) po 5 min. Po 15 min je pfidan benzensulfonylchlorid (1,2
ml, 9,40 mmol), potom je ledova lazei odstranéna. Po 4 h je reakini smés
nalita do smé&si ledu a nasyceného roztoku NaHCOj;, vysrdzena pevna latka
je odfiltrovana a rozetfena s acetonem (3) a methanolem (2) za ziskani 2,37
g bézové pevné latky. Tato pevna latka (16) obsahuje pfiblizné 10 mol. %
DMF (vztaZzeno na 83% vytézek) a miZe byt pouZita v dalSim kroku; Cisty
vzorek miZe byt ziskan chromatografii na silikagelu pouzitim acetonu jako
tedidla.

'H-NMR (CDCls): d 6,70 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 7,47-7,68 (m, 6H), 7,76 (d,
= 4,2 Hz, 1H), 8,24-8,32 (m, 2H), 8,48-8,56 (m, 2H);

IR (pevné latky): n = 3146 cm™!, 1586, 1539, 1506, 1450, 1417, 1386,
1370, 1186, 1176, 1154, 1111, 1015, 919, 726, 683, 616, 607; MS (ES):
372/370 (MH"); t.t. = 226-227 °C.

cl
Cl
N
,Jj\/\\ LDA,  .CoO, NTX oL’
N/ N — ! N
\ .0 “>~N
0=5 THF @N ‘S/,OO
O:

16 -78°C. 1, 17
o 0

Do roztoku N-sulfonylové sloudeniny 16 (337 mg, 0,911 mmol)
v suchém THF (34 ml), chlazeném suchym ledem/acetonem, je pfidan
LDA.THF (1,0 ml, 1,5 M roztok v cyklohexanu, 1,5 mmol). Po 45 min je po
dobu 5 min roztok probublavan oxidem uhli¢itym, potom je chladici lazen
odstran&na. Kdyz dosihne roztok teploty okoli, jsou rozpouStédla
odstrandna za ziskani 398 mg soli 17, obsahujici 0,5 ekv. (iPr),NCO;Li,

jako Zzluté pevné latky. Sil je pouZita bez purifikace v dal§im kroku.

'H-NMR (D -DMSO): d = 6,44 (s, 1H), 7,50-7,75 (m, 6H), 8,33-8,40 (m,
2H), 8,53 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H).
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Roztok lithné soli 17 (50 mg) a L-prolinamidu (122 mg, 1,07 mmol)
v DMSO (1,5 ml) je zahtfivan pod dusikem na 80 °C po 15,5 h. Do
ochlazeného roztoku se pfida se 4% vodna kyselina octovad (10 ml) a smés
je extrahovana EtOAc (5-10 ml). Spojené organické vrstvy jsou promyty
4% vodnou kyselinou octovou (10 ml), vodou (10 ml) a solankou (10 ml) a
jsou suSeny nad MgSO,. Filtrace a koncentrace poskytly 40 mg 18 jako

nazloutlé pevné latky, ktera je pouzita bez purifikace v dal§im kroku.

'H-NMR (CD;0D): d = 1,95 — 2,36 (m, 4H), 3,85-3,95 (m, 1H), 3,95-4,17
(m, 1H), 4,72 (brs, 1H), 7,14 (s, 1H), 7,35 —7,45(m, 3H), 7,45-7,70 (m,
3H), 8,33-8,50 (m, 4H).

(S) NH,
N 0O O%NH?
N oM NaOH N
| E—— N OH
[::]/J\N’ N 0 MeOH NIRRT
“~N

e !
0=S" 20°C, 2h N O
18 H
\ 1511

Roztok hydroxidu sodného v methanolu (1,5 ml, 5M, 7,5 mmol) je
pfidan do roztoku pyrrolpyrimidinu 18 (40 mg, 0,081 mmol) v methanolu (2
ml). Po 2 h je pH upraveno na 5, vét§ina methanolu je odpafena, smés je
extrahovdna s EtOAc (5 10 ml), spojené organické vrstvy jsou promyty

solankou a suSeny nad MgSO,. Filtrace a koncentrace poskytne 24 mg
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bled® Zluté pevné latky, ktera je rozetfena s toluenem (EtOAc/MeOH) za
ziskani 15,6 mg (55%) kyseliny 1511 jako mirné naZloutlé pevné latky.

'H-NMR (CD;OD): d 2,05-2,20 (m, 4H), 3,95-4,10 (m, 1H), 4,15-4,25 (m,
1H), 4,85 (brs, 1H), 7,14(s, 1H), 7,35-7,42 (m, 3H), 8,38-8,45 (m, 2H);

IR (pevné latky): n = 3192 cm’', 2964, 2923, 2877, 1682, 1614, 1567,
1531, 1454, 1374, 1352, 1295, 1262, 1190, 974, 754, 700;

MS (ES): 352 (M+1); t.t. = 220 °C (dekomp.).

Priklad 28:

Syntéza 1-(6-methyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-(S)-
pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny, amidu (1512)

Sloudenina 1512 byla syntetizovana nasledujicimi kroky:

cl | (}%NHZ
. L-Prolin id N
NIJ\I\>- neami . o
NTTN DMSO, 85°C M A
| o
H
20 | 1512

Arylchlorid 20 (3 g, 10,7 mmol), DMSO (50 ml) a (S)-prolinamid
byly spojeny a zahfiviany na 85 °C pod argonem. Po michéani pfes noc (14
hodin) byla smé&s ochlazena na teplotu mistnosti a nalita do 800 ml vody.
Tato byla extrahovidna se tiemi 200ml podily EtOAc. Spojené organickée
vrstvy byly intenzivn& promyty vodou (3 x 300 ml), solankou, suleny nad
MgSO,, filtrovany a koncentrovdny za ziskani tmavé hné&dé pevné latky.
Tato pevna latka byla rekrystalizovana dvakrat z EtOAc za ziskani 1,95 g
(57%) hnédavé pevné latky (1512).
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'H-NMR (DMSO-d6) d 1,8-2,2 (m, 4H), 2,3 (s, 3H), 3,8 (m, 1H), 4,0 (m,
1H), 4,6 (d, 1H), 6,2 (s, 1H), 6,9 (s, 1H), 7,2 (m, 3H), 7,3 (s, 1H), 8,4 (m,
2H), 11,5(s, 1H); MS (ES): 322 (M+1).

Piiklad 29:

Syntéza 1-[6-(2-hydroxy-ethoxymethyl)-2-feny1-7H-pyrr01[2,3-d]-
pyrimidin-4-yl]-pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny, amidu (1513)

Sloudenina 1513 byla syntetizovana zpisobem podobnym pfikladu 17,
pouZitim schématu syntézy IX s L-prolinamidem a ethan-1,2-diolem za

ziskani:

N NH2
N=\_ O
@A\ / \_ O~/"OH
N7
H
1513

MS (ES): 382 (M*+1).

Priklad 30:

Syntéza 4-(6-imidazol-1-ylmethyl-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3 ~d]pyrimidin-4-
ylamino)-cyklohexanolu (1514)

Slou¢enina 1514 byla syntetizovana zpisobem podobnym ptikladu 17,

pouZitim schématu syntézy IX s N-6 amino-cyklohexanolem a imidazolem
za ziskani:
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N
HN 7
3 NJ
N I N\
[:::T/L§N N
| H

1514
MS (ES): 389 (M*+1). '

Priklad 31:

Syntéza 4-(4-hydroxy-cyklohexylamino)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-karboxylové kyseliny (1515)

Slou&enina 1515 byla syntetizovana zplisobem podobnym ptikladu 17,

pouZitim schématu syntézy IX s N-6 amino-cyklohexanolem za ziskani:

OH
HN
NZ OH
, N\
\N N O
H
MS (ES): 353 (M*+1).
) 1515

Priklad 32:

Syntéza 4-[6-(2-hydroxy-ethoxymethyl)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-4-ylamino]-cyklohexanolu (1516)
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Slougenina 1516 byla syntetizovana zplisobem podobnym jako u sloudeniny

1513 pouzitim schématu syntézy IX s N-6 amino-cyklohexanolem za

ziskani:

o
I

HN IOH
0]
NZ I N\
N
N
N H

1516

MS (ES): 383 (M*+1).
P#iklad 33:

Syntéza 4-(4-hydroxy-cyklohexylamino)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-karboxylové kyseliny, methylesteru (1517)

ci
| N)\w:\s_«O’Li‘ Ci
| OCH
- CHal N 3
©/‘\ '\s"OO DMF 'N/ N 0
O' \ ;O
@ 20°C, 3h 0=S
17
22

Roztok lithné soli 17 (0,13 mmol) v suchém DMF (4 ml) je michan
s methyljodidem (0,1 ml, 1,6 mmol) pfi 20 °C pod argonem po 3 h. DMF je

odpafen a je pfidan vodny roztok chloridu amonného (15 ml). Smés je

extrahovana s EtOAc (3'15ml), spojené organické vrstvy jsou promyty
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vodou (2°10 ml) a solankou (10ml) a jsou suSeny nad MgSO,. Filtrace a
koncentrace poskytne 21 mg (38%) methylesteru 22.

N DMSO, 80 °C, 5h, HN
\

then 20 °C, 13.5h

e

2. NaOH, MeOH, 20 min I N
N 0
H
22
1617

Roztok methylesteru 22 (24,5 mg, 0,057 mmol) a 4-trans-aminocyklo-
hexanolu (66 mg, 0,57 mmol) v DMSO (1,5 ml) je zahfivdn pod dusikem na
80 °C po 5 h; potom je zah¥ivani ukondeno a michani pfi 20 °C pokracuje
po 13,5 h. Do ochlazeného roztoku se ptida 4% vodna kyselina octova (10
ml) a smé&s je extrahovdna s EtOAc (3'10 ml). Spojené organické vrstvy
jsou promyty s 4% vodnou kyselinou octovou (10 ml), vodou (10 ml)2N
NaOH (10 ml), vodou (10 ml) a solankou (10 ml) a jsou suSeny nad MgSO,.
Do roztoku surového materidlu ziskaného po filtraci a koncentrovani (1H
NMR indikuje asi 50% odstranéni benzensulfonylovych skupin) v THF (2
ml) je pfiddn roztok NaOH v MeOH (0,5 ml 5M roztoku, 2,5 mmol) pifi
teplot& okoli. Po 20 min jsou pfidany voda a nasyceny roztok NaHCO; (5
ml kazdy), a smés je extrahovana s EtOAc (4'15 ml). Spojené organické
vrstvy jsou promyty s 2N NaOH (10 ml), vodou (10 ml) a solankou (10 ml)
a jsou suSeny nad MgSO,. Chromatografie surového materidlu, ziskanad po
filtraci a koncentraci na silikagelu, promyvanim s hexanem/EtOAc 1:1 —
1:2 poskytne vytézek 8,6 mg (41 %) 1517 jako bilé pevné latky, t.t. 225-
227 °C.

'H-NMR (CD;0D): d. 1,38-1,62 (m, 4H), 1,95-2,10 (m, 2H), 2,10-2,25 (m,
2H), 3,55-3,70 (m, 1H), 3,91(s, 3H), 4,20-4,35 (m, 1H), 7,32 (s, 1H), 7,35-
7,47 (m, 3H), 8,35-8,42 (m, 2H);

IR (pevné latky): n = 3352 cm™', 3064, 2935, 2860, 1701, 1605, 1588,
1574, 1534, 1447, 1386, 1333, 1263, 1206, 1164, 1074, 938, 756, 705
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MS (ES): 367 (MH).
P¥iklad 34:

Syntéza [4-(2-karbamoyl-pyrrolidin-1-yl)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-ylmethoxyjoctové kyseliny, methylesteru (1518)

Sloudenina 1518 byla syntetizovana zpisobem podobnym ptikladu 26

pouZitim prekursoru slouceniny 12 za ziskani:

N NH-
N= 0 ) /
NT NN
H
1518

MS (ES) : 410 (M ++1).
Priklad 35:

Syntéza [4-(2-karbamoyl-pyrrolidin-1-y1)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-ylmethoxyJoctové kyseliny (1519)

Slou¢enina 1519 byla syntetizovdna zplisobem podobnym jako slou&enina
1518, pfi¢emZ methylesterovd skupina byla hydrolyzovana s bazi za
ziskani:

(S)
N NH,

= o]

N o
O/(\N I\ o ~on

1519

Iz
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MS (ES) : 396 (M*+1).
Priklad 36:

Syntéza 4-(4-hydroxy-cyklohexylamino)-2-fenyl-7H-pyrrol[2,3-d]-
pyrimidin-6-karboxylové kyseliny, amidu (1520)

Plynny amoniak je kondenzovan do roztoku pyrrolpyrimidinu 23 (7,8
mg, 0,024 mmol) v methanolu (96 ml), ochlazeném suchym ledem/
acetonem, aZ do dosaZeni celkového objemu 12 ml. Po michani po 10 pfi 20
°C jsou rozpoustédla odpafena a ziistatek je purifikovan preparativni TLC
na silikagelu, promyvanim s 5% MeOH v CH,Cl,. Material takto ziskany je
rozetien s etherem za ziskani 6,5 mg (88%) amidu 1520 jako bilé pevné
latky, t.t. 210 — 220 °C (dekomp.).

IH-NMR(CD;OD): d = 1,40-1,60 (m, 4H), 2,00-2,15 (m, 2H), 2,15-2,25 (m,
2H), 3,55-3,70 (m, 1H), 4,20-4,35 (m, 1H), 7,16 (s, 1H), 7,35-7,47 (m,
3H), 8,34-8.40 (m, 2H);

IR (pevné latky): n = 3358 cm™, 3064, 3025, 2964, 2924, 2853, 1652, 1593,
1539, 1493, 1452, 1374, 1326, 1251, 1197, 1113, 1074, 1028, 751, 699;
MS (ES): 352 (MH).

Aktivita slouenin
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Saturace adenosin 1 (A1) receptor subtypu a konkurence radioligandové
vazebnosti byly provad&ny pro slougeniny 1505, 1506, 1507, 1508, 1509,
1510, 1511, 1512, 1513, 1514, 1516, 1517, 1518, 1519 a 1520, jak je zde
popsano inter alia v tomto popisu. VSechny z vyse zmifiovanych sloucenin
se vyrovnaly nebo pfekonaly A; receptor vazebnou afinitu referen¢nich
sloudenin 1318 nebo 1319, jak je zde popsano, a inter alia v tabulce 13

v tomto popisu.

Rozpustnost vySe uvedenych slougenin, uvedenych v tabulce 18, ve
vodé se ofekava lepsi neZ u referenénich sloudenin 1318 nebo 1319 diky
jejich hodnotam cLogp, které byly vypodteny pouzitim pocitadového
programu CS ChemDeaw, ChemDraw Ultra ver.6.0, 1999, jak poskytl
CambridgeSoft Corporation, 100 Cambridge Park Drive, Cambridge, MA
02140.

Sloudeniny specifické k A; receptoru uvedené v tabulce 18 mély nizsi
cLogp hodnoty, mezi asi 1,5 aZ asi 3,4, ve srovnani s referenénimi
slout¢eninami 1318 nebo 1319 s cLogp hodnotou kolem 3,8. Nebylo
piedpokladano, Ze vice polarni A, receptorové slouCeniny uvedené
v tabulce 18 majici niz¥i hodnoty cLogp neZ referenéni slouCeniny 1318
nebo 1319, by si je¥té udrzely alinnost a A; receptorovou vazebnost ve

srovnani s té&mito referendnimi slouéeninami.

[ XXX
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Sloutenina CLogP
1505 4,1
1506 3,0
1507 2,88
1508 2,1
1509 2,9
1510 1,5
1511 2,7
1512 3,37
1513 2,4
1514 2,8
1515 3,1
1516 2,8
1517 3,4
1518 2,4
1519 2,2
1520 2,4
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Nasledujici stranky se tykaji dalfich slou€enin specifickych A, receptoru

Tento vynalez poskytuje sloudeninu majici strukturu:

N o)
=N
7\ —
N N \ N
H
1609

Tento vynalez také poskytuje sloueninu majici strukturu:

N o)
=N
0O
- 7\ 4 \"\
N N
: Y
1610

V dal8im dal3im provedeni vynalez poskytuje zptusob léEeni nemoci
spojené s Ay, adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici poddvani subjektu
terapeuticky a¢inného mnozstvi slou¢enin 1609 nebo 1610.

Vyndilez také poskytuje vyse uvedeny postup, kde subjektem je savec.

Vynalez také poskytuje vySe uvedeny postup, kde savcem je lovek.
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Vynalez také poskytuje zpiisob 1é¢eni nemoci spojené s A,, adenosin
receptorem u subjektu, kde A;, adenosin receptor je spojen s pohybovou
aktivitou, vasodilataci, inhibici desti¢ek, neutrofilni generaci peroxidu,

kognitivni nemoci, senilni demenci nebo Parkinsonovou nemoci.

Vynalez poskytuje vy3e uvedeny zpiisob, kde slouenina 1¢Ci nemoc

stimulaci adenylat cyklasy.

Vynélez také poskytuje ve vodé rozpustné prolécivo slou¢eniny 1609
nebo 1610, kde ve vod& rozpustné prolé&ivo je metabolizovano in vivo na

aktivni 1é&ivo, které selektivné inhibuje A,, adenosin receptor.

Vynalez také poskytuje ve vod& rozpustné prolééivo slou¢eniny 1609
nebo 1610, kde prolétivo je metabolizovano in vivo hydrolyzou, ktera je

katalyzovanda esterasou.

Vynalez také poskytuje farmaceuticky prostiedek zahrnujici vyse
uvedené ve vodé rozpustné prolé&ivo sloueniny 1609 nebo 1610 a

farmaceuticky ptijatelny nosic.

Vynalez také poskytuje zpisob inhibice aktivity A, adenosin
receptoru v buiikach, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu bun€k se

slouc¢eninami 1609 nebo 1610.

Vynalez také poskytuje zplisob inhibice aktivity A,, adenosin
receptoru v buitkdch, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu bun&k se
sloudeninami 1609 nebo 1610, kde sloudeninou je antagonista uvedencho

A, adenosin receptoru.

Vynalez také poskytuje vySe uvedeny zpisob, kde buiikou je lidska

buiika.

Vynalez také poskytuje vySe uvedeny zplsob v lidskych buiikach, kde

sloudeninou je antagonista A,, adenosin receptori.
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Vynalez také poskytuje farmaceuticky prostiedek zahrnujici
terapeuticky u&inné mnozstvi slou¢eniny 1609 nebo 1610 a farmaceuticky

ptijatelny nosic.

Vynalez také poskytuje farmaceuticky prostfedek, kde terapeuticky
fi¢inné mnoZstvi je a&inné pro lé¢eni Parkinsonovy nemoci a nemoci
spojenych s pohybovou aktivitou, vasodilataci, inhibici  destilek,
neutrofilnim generovanim hyperoxidu, kognitivni chorobou, nebo senilni

demenci.

Vynaélez také poskytuje farmaceuticky prostfedek, kde

farmaceutickym prostfedkem je oftalmicka formulace.

Vynalez také poskytuje vyde uvedeny farmaceuticky prostfedek, kde
farmaceuticky prostfedek je periokuldrni, retrobulbarni nebo intraokularni

injekéni formulace.

Vynalez poskytuje vy3e uvedeny farmaceuticky prostiedek, kde

uvedenym farmaceutickym prostiedkem je systémickd formulace.

Vynélez také poskytuje vy3¥e uvedeny farmaceuticky prostfedek, kde

uvedenym farmaceutickym prostfedkem je chirurgicky vyplachovy roztok.

Vynalez také poskytuje kombina&ni terapii pro Parkinsonovu
chorobu, zahrnujici sloufeniny 1609 nebo 1610 a kterykoliv

z dopaminovych enhancerd.

Vynalez také poskytuje kombina&ni terapii pro rakovinu, zahrnujici

sloudeniny 1609 nebo 1610 a kteroukoliv z cytotoxickych latek.

Vynalez také poskytuje kombinadni terapii pro glaukom, zahrnujici
sloudeniny 1609 nebo 1610 a agonistu prostaglandinu, muskrinni agonistu

nebo -2 antagonistu.
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Vynalez také poskytuje baleny farmaceuticky prostiedek pro léCeni

nemoci spojenych s A,, adenosin receptorem u subjektu, zahrnujici:

a) kontejner nesouci terapeuticky uéinné mnozstvi slouleniny 1609

nebo 1610; a

b) instrukce pro pouziti uvedené slouleniny pti 1é&eni uvedené

nemoci u subjektu.

Pfiklady doloZeni:

Priklad 41: Syntéza 1-(6-fenyl-2-pyridin-4-yl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
4-yl)-pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny, amidu (1609)

Slou¢enina 1609 byla syntetizovdna reakci L-prolinamidu s p¥isludnym

chloridovym meziproduktem popsanym ve schématu syntézy II za ziskéni:

(1609)

'H-NMR (d6-DMSO) d 1,95-2,15 (m, 4H), 4,00 (brs, 1H), 4,15 (brs, 1H),
4,72 (brs, 1H), 6,90 (brs, 1H), 7,19 (brs, 1H), 7,30 (t, 1H, J = 7,0 Hz), 7,44
(t, 2H, J = 7,0 Hz), 7,59 (s, 1H), 7,92 (brs, 2H), 8,26 (d, 2H, J = 6,2 hz),
6,85 (d, 2H, J = 6,2 Hz);

MS (ES): 384,9 (M*+1); t.t. = 280-316 °C (dekomp.)
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Priklad 42: Syntéza 1-[6-(3-methoxy-fenyl)-2-pyridin-4-yl-7H-pyrrolo-
[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-pyrrolidin-2-karboxylové kyseliny, amidu (1610)

Slouc€enina 1610 byla syntetizovdna reakci L-prolinamidu s piisluSnym

chloridovym meziproduktem popsanym ve schématu syntézy II za ziskani:

(1610)
'H-NMR (d¢-DMSO) d 2,07 (m, 4H), 3,85 (s, 3H), 4,02 (m, 1H), 4,17 (m,
1H), 4,75 (m, 1H), 6,89 (m, 1H), 7,00 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,35 (t, 1H, J =
8,2 Hz), 7,53 (s, 2H), 7,60 (s, 1H), 8,28 (d, 2H, J = 5,8 Hz), 8,67 (d, 2H, J
= 5,8 Hz), 12,37 (s, 1H); MS (ES): 415,0 (M*+1).

Aktivita slouéenin

Kompetitivni vazebnost radioligandu adenosin 2a (A2a) receptor
subtypu se provadéla pro sloudeniny 1609 a 1610 jak je popsano zde a inter
alia v tomto popisu. U slouéenin 1609 a 1610 bylo nalezeno, Ze maji A2a

receptor vazebnou afinitu a selektivitu.

Nasledujici strdnky se tykaji dal§ich sloufenin specifickvch k A3 receptoru

Tento vyndlez také poskytuje slouéeninu majici strukturu:

(0
PN 1720
H
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V dal§im provedeni vyndlez poskytuje zpiisob inhibice aktivity A;
adenosin receptoru v buitkdch, ktery zahrnuje uvedeni do kontaktu buiiky se

slouéeninoun 1720.

V dal3im provedeni poskytuje vynalez zplsob inhibice aktivity Aj
adenosin receptoru v buiikach, kde sloucenina je antagonistou A; adenosin

receptoru.

V dalS$im provedeni vynédlez poskytuje vyS$e uvedeny postup inhibice

aktivity Aj; adenosin receptoru v buiikach, kde bufikou je lidsk4 buiika.

V dal8im provedeni vynalez poskytuje vy$e uvedeny postup inhibice
aktivity A; adenosin receptoru v buiikdch, kde buikou je lidskda buiika a

kde slou€enina je antagonista A; adenosin receptori.

V jedt€ dalSim provedeni vynalez poskytuje zplsob 1é&eni podkozeni
o¢i u subjektu, ktery zahrnuje podavani subjektu prostfedku obsahujiciho

terapeuticky uéinné mnozstvi sloudeniny 1720.

V jesté dalSim provedeni poskytuje vynalez vySe uvedeny postup, kde

poskozeni zahrnuje poranéni sitnice nebo optického nervu.

V jesté¢ dalS$im provedeni poskytuje vynalez 1é&bu glaukomu,
zahrnujici podavani subjektu terapeuticky G&inného mnoZstvi sloudeniny

1720.

V jesté¢ dal$im provedeni poskytuje vynalez 1é&bu glaukomu
zahrnujici jeden nebo vice antagonistli receptoru adenosinu, pfednostné
zahrnujici  antagonistu adenosinu A3 receptoru /pfednostn& N-6
substituovany 7-deazapurin, vyhodnég&ji [2-(3H-imidazol-4-yl)-ethyl]-(2-
-fenyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-amin/.

V alternativnim provedeni vynalez poskytuje kombinaéni terapii

glaukomu zahrnujici antagonistu receptoru A; adenosinu (pfednostné N-6
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substituovany 7-deazapurin, vyhodnéji [2-(3H-imidazol-4-yl)-ethyl]-(2-
-fenyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-amin)) a jednu nebo vice dal3ich
slouenin zvolenych ze skupiny sestavajici z beta adrenoceptorovych
antagonistl (tedy beta adrenergickych antagonistl nebo t-blokatorl (jako je
timolol maleat, betaxolol, carteolol, levobunolol, metipranol, L-653328
(acetatovy ester L-652698), beta 1 adrenoreceptor antagonisté), alfa-2-
adrenoceptor agonisté (jako aplaclonidin, brimonidin, AGN-195795, AGN-
190837 (analog Bay-a-6781)), inhibitory  karbonatdehydratasy
(brinzolamid, dorzolamid, MK-927 (inhibitor lidske karbonatdehydratasy 11
isoenzymu), inhibitory karbonatdehydratasy IV isoenzymu), cholinergicky
agonista (jako muskarinni cholinergicky agonista, carbachol, pilocarpin
HCIl, pilocarpin nitrat, pilocarpin, pilocarpinova prolé€iva (jako DD-22A)),
prostaglandiny a agonisté prostaglandinovych receptorit (jako latanoprost,
unoproston isopropyl, PGF2 alfa agonisté, agonisté prostanoid-selektivniho
FP receptoru, PG agonisté jako hypotenzni prostamidy), angiotensin
konvertujici enzym (ACE) inhibitory (jako Spirapril, spiraprilat),
antagonisté AMPA receptoru, 5-HT agonisté (jako selektivni 5-HT 1A
receptor agonista, jako je MKC-242 (5-3-[((28)-1,4-benzodioxan-2-yl-
methyl)amino]propoxy-1,3-benzodioxol HCl), inhibitory angiogenese (jako
steroid anecortave), NMDA antagonisté (jako HU-211, memantin,
kanabinoidni NMDA-receptor agonista dexanabinol, proléiva a analogy
dexanabinolu, NR2B-selektivni antagonisté (jako eliprodil (SL-82.0715)),
inhibitory reninu (jako CGP-38560, SR-43845), agonisté kanabinoidniho
receptoru (jako tetrahydrokanabinol (THC) a THC analogy, agonisté
selektivni CB2 kanabinoidniho receptoru (jako L-768242, L-759787),
sloudeniny jako je anandamid, ktery vaZe oba, k mozku-specifické CBI
receptory a periferni CB2 reccptory),'antagonisté angiotensin receptoru
(jako antagonisté angiotensin II receptoru (jako CS-088), selektivni
antagonisté angiotensin II AT-I receptoru, jako je losartan draselny),
hydrochlorothiazid (HCTZ), agonisté somatostatinu (jako nepeptidovy
somatostatin agonista NNC-26-9100), antagonisté glukokortikoidu,
inhibitory degranulace zirnych bun&k (jako nedocromil), blokatory alfa-
adrenergickych receptori (jako dapiprazol, alfa-2 adrenoreceptor

antagonisté, alfa 1 adrenoreceptor antagonisté (jako bunazosin), alfa-2
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adrenoreceptor antagonisté, tromboxan A2 mimetika, inhibitory protein-
kinasy (jako H7), prostaglandin F derivaty (jako S-1033), prostaglandin-2
alfa antagonisté (jako PhXA-34), dopamin D1 a 5-HT2 agoniste
(fenoldopam), latky uvoltiujici oxid dusiény (jako NCX-904 nebo NCX-
905, derivaty timololu uvolfiujici oxid dusiény), 5-HT2 antagonisté (jako
sarpogrelat), NMDA antagonisté (jako prolé&iva a analogy dexanabinolu),
alfa 1 adrenoreceptor antagonisté (jako bunazosin), inhibitory cyklo-
oxygenasy (jako diklofenak nebo nesteroidni slouéenina nepafenak),
inosin, agonisté dopamin D2 receptoru a alfa 2-adrenoreceptoru (jako
talipexol), antagonisté dopamin 1 receptoru a agonisté D2 receptoru (jako
SDL-GLC-756), antagonisté receptoru vasopresinu (jako antagonisté
vasopresin V2 receptoru (jako SR-121463)), endotelin antagonisté (jako
TBC-2576), 1-(3-hydroxy-2-fosfonylmethoxypropyl)cytosin (HPMPC) a
ptibuzné analogy a proléCiva, ligandy receptoru thyroidniho hormonu (jako
KB-130015), muskarinni M1 agonisté, antagonist¢ NMDA-receptoru (jako
kanabinoidni NMDA-receptor antagonista dexanabinol), PG agonisté jako
hypotensni lipidy, prostamidy, blokatory sodnych kanali, NMDA
antagonisté, blokatory kanald iontd se smé&snymi u&inky, kombinace beta
adrenoreceptor antagonisty a PGF2 alfa agonisty (jako latanoprostu a
timololu), aktivatory guanylat cyklasy (jako atrialni natriureticky peptid
(ANP) nebo nepeptidovda mimetika, inhibitory ANP  neutrdlni
endopeptidasy, nitrovasodilatory  (jako nitroglycerin,  hydralazin,
nitroprusid sodny), modulatory endotelin receptoru (jako ET-1 nebo
nepeptidovd mimetika, sarafotoxin-S6-c), ethakrynova kyselina, dal3i
analogy fenoxyoctové kyseliny (jako indakrinon, tikrynafen), pierulovacle
aktinu (jako latrunculin), blokatory vapnikovych kanalid (jako verapamil,

nifedipin, brovinkamin, nivaldipin) a neuroprotektivni latky.

Kombina&ni 1é&ba glaukomu zahrnuje slou¢eninu 1702 a jednu nebo
vice sloutenin zvolenych ze skupiny sestavajici z antagonistl beta adreno-
recéptoru, agonistl alfa-2 adrenoreceptoru, inhibitord karbonatdehydratasy,

cholinergickych agonistii a agonisti prostaglandinového receptoru.
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V dalSim provedeni vyndlez poskytuje farmaceuticky prostfedek
zahrnujici terapeuticky ulinné mnozstvi slouéeniny 1720 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

V jest& dalSim provedeni poskytuje vynalez baleny farmaceuticky
prostiedek pro léCeni nemoci spojené s A; adenosin receptorem u subjektu,
zahrnujici

a) zasobnik nesouci terapeuticky #i¢inné mnoZstvi sloudeniny 1720; a

b) instrukce pro pouziti uvedené sloudeniny pro lédeni uvedené

nemoci u subjektu.

V dal$im provedeni poskytuje vynalez zplisob pfipravy prostiedku,
ktery obsahuje slougeninu 1720, zplisob zahrnujici smiseni slou&eniny 1702

s vhodnym nosi¢em.

V dalSim provedeni vynélez poskytuje farmaceuticky pfijatelnou sil
slouCeniny 1720, kde farmaceuticky pfijatelna siil obsahuje anion zvoleny
ze skupiny sestdvajici z maleinového, fumarového, vinného, octového,

fosfore¢ného a mesylatu.

Dolozeni pfiklady

Priklad 43: Syntéza [2-(3H-imidazol-4-yl)ethyl]-(2-fenyl-7H-pyrrol-[2,3-
d]-pyrimidin-4-yl)aminu (1720)

Slouenina 1720 byla syntetizovdna pouZitim prekursoru slou¢eniny 1

schématu syntézy VII za ziskani:
v O
Cl N
H
N™ S\ , LNH
- histamin. , DMSO,
N ~~
©/kN H 120°C. 6.5h "{/%LW
©/L H
1

1
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Aryl chlorid 1 (400 mg, 1,50 mmol), DMSO (10 ml) a histamin jsou
spojeny a zahfivany na 120 °C pod dusikem. Po 6,5 h je reakEni smés
ochlazena na teplotu mistnosti a rozdélena mezi EtOAc a vodu. Vrstvy jsou
odd&leny a vodna vrstva je extrahovana s EtOAc (3x). Spojené organické
vrstvy jsou promyty solankou (2x), suSeny nad MgSO4, filtrovany a
koncentrovidny za ziskani 494 mg hn&dé pevné latky. Pevnd litka je
promyta s ledovym MeOH a rekrystalizovana z MeOH za ziskani 197 mg
(43%) téméf bilé pevné latky (1720).

'TH-NMR (CD;0D) d 3,05 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 3,94 (t, 32H, J = 7,0 Hz),
6,50 (d, 1H, J = 3,5 Hz), 6,88 (brs, 1H), 7,04 (d, 1H, J = 3,5 Hz), 7,42 (m,
3H), 7,57 (s, 1H), 8,34 (m, 2H);

MS (ES): 305,1 (M+1); t.t. 234-235 °C.

Aktivita slouenin

Kompetitivni vazebnost radicligandu adenosin 3 (Aj;) receptoru se
provadéla pro sloudeninu 1720, jak je popsano zde a inter alia v tomto
popisu. U slouceniny 1720 bylo nalezeno, ze maji Aj; receptor vazebnoun
afinitu vy$3$i neZz 10nasobek u referenfni sloufeniny 1308, jak je zde

popsana a, inter alia, v tomto popisu.

Zacdlenénim prostifednictvim odkazu

VSechny patenty, zvefejnéné patentové pfihlasSky a jiné odkazy zde

popsané jsou timto vyslovné zallenény formou odkazu.

Ekvivalenty

Odbornik znaly dané oblasti techniky pozna nebo bude schopen zjistit
pouZitim ne vice nez rutinniho experimentovdni mnoho ekvivalentl
konkrétnich provedeni vynalezu, jak jsou zde konkrétné& popsané. Tyto

ekvivalenty jsou povazovany za zahrnuté do rozsahu nasledujicich narokd.
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Tento vynalez dale poskytuje slou€eniny majici vzorec XI:

R1\N/R2
N .
N‘ \ .
v N
XI

kde R1NR, dohromady tvofi kruh majici strukturu:

HO,

NH, nebo
NH,

nebo R; je H a R, je:

OH

Rs je H, nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl nebo alkylaryl.
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PATENTOVE NAROKY

1. Slouéenina majici strukturu:

R1\N/Rz
X
N
] >
N/ N

kde RiNR; spoleéné tvoii kruh majici strukturu:

HO
NH,

nebo NH,

nebo R; je H a R, je:
OH

Rs je H, nebo substituovany nebo nesubstituovany alkyl nebo

alkylaryl.
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5. Slou&enina podle naroku 1, majici strukturu:

Z—B\(NHZ
N

N

HO

N/
IZ_ 20
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6. Sloudenina podle naroku 1, majici strukturu:
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10. Sloudenina podle naroku 1, majici strukturu:

(S
N )NHz
N= 0]
N7z
H

11. Sloudenina podle naroku 1, majici strukturu:

o
I

12. Sloudenina podle naroku 1, majici strukturu:

OH
(s)
HN
OH
N | \
x>
N (@]
N H
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13. Sloutenina podle naroku 1, majici strukturu:

HN __//OH
0
N7 l N\
N
N N
H

14. Sloutenina podle naroku 1, majici strukturu:

__O_H
(s)
Hn
N ’d O—
gas
\N N o)
H .

15. SlouZenina podle naroku 1, majici strukturu:

.
senesse
sede
000

*een
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16. Sloulenina podle naroku 1, majici strukturu:

S
AL N

N= 0 Q
O A~
NT N
| H

17. Sloucéenina podle ndroku 1, majici strukturu:

OH
(s)
HN
N7 | N NH,
Syo~n. 0
H

18. Zpilsob 1é€eni nemoci spojené s A; adenosin receptorem u subjektu,

zahrnujici podavani subjektu terapeuticky iéinného mnozstvi slouceniny

podle naroku 1.

19. Zpisob podle naroku 18, kde subjektem je savec.

20. Zpusob podle naroku 19, kde savcem je ¢lovek.

21. Zpisob podle naroku 18, kde uvedeny A; adenosin receptor je
spojeny s kognitivni nemoci, poSkozenim ledvin, srdefni arytmii,
respiracnim epitelem, uvolnénim pienasele, uklidnénim, vasokonstrikci,

bradykardii, negativni srdeéni inotropii a dromotropii,

branchokonstrikci, neutrofilni chemotaxii, stavem refluxu nebo

viedovitym stavem.
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22. Ve vod& rozpustné prolédivo vyznalujici se tim, Ze obsahuje
slou¢eniny podle naroku 1, kde ve vod& rozpustné proléCivo je
metabolizovano in vivo za vzniku aktivniho 1é&iva, které selektivné

inhibuje A; adenosin receptor.

23. Prolédivo podle naroku 22 vyznadujici se tim, Ze uvedené prolécivo

je metabolizovano in vivo hydrolyzou katalyzovanou esterasou.

24. Farmaceuticky prostfedek vyznalujici se tim, Ze obsahuje prolélivo

podle naroku 22 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

25. Zpusob inhibice aktivity A; adenosin receptoru v buice, ktery

zahrnuje uvedeni buiiky do kontaktu se slou¢eninou podle naroku 1.

26. Zpusob podle naroku 25, kde slou€enina je antagonistou A; adenosin

receptoru.
27. Zpusob podle naroku 25, kde buiikou je lidska buiika.

28. Zpisob podle naroku 27, kde sloudeninou je antagonista A; adenosin

receptoru.

29. Zpisob podle naroku 18, kde uvedenou nemoci je astma, chronicka
obstruk&ni plicni choroba, alergicka rinitida nebo poruchy horni

respirace.
30. Zpisob podle naroku 29, kde subjektem je ¢lovek.

31. Zptsob podle naroku 30, kde uvedend sloucenina je antagonista A,

adenosin receptoru.

32. Kombina¢ni 1é€ba astmatu zahrnujici sloufeninu podle néroku 1 a
steroid, B2 agonistu, glukokortikoid, antagonistu lucotrienu nebo

antikolinergicky agonist.
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33. Farmaceuticky prostfedek vyznalujici se tim, Ze obsahuje
terapeuticky uginné mnoZstvi slou€eniny podle naroku 1 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

34. Zpusob podle naroku 29, kde uvedenou respiraéni poruchou je astma,

alergicka rinitida nebo chronicka obstrukéni plicni nemoc.

35. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 33 vyznalujici se tim, Ze
uvedeny farmaceuticky prostfedek je v periokuldrni, retrobulbarni nebo

intraokularni injek¢ni formulaci.

36. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 33, vyznalujici se tim, ze

uvedeny farmaceuticky prostfedek je systémova formulace.

37. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 33, vyznalujici se tim, Ze
uvedenym farmaceutickym prostfedkem je chirurgicky vyplachovy

roztok.

38. Baleny farmaceuticky prostfedek pro lé€eni nemoci spojenych s A,

adenosin receptorem u subjektu, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

(a) kontejner obsahujici terapeuticky u&inné mnozstvi sloueniny podle
naroku 1, a
(b) instrukci pro pouZiti uvedené slou€eniny pro Ié€eni uvedené nemoci

u subjektu.
39. Farmaceuticky pfijatelna sul slouéeniny podle naroku 1.
40. Farmaceuticky pfijatelna stil podle naroku 39, kde farmaceuticky

pfijatelna sl slouCeniny podle narokd 6, 8, 12, 15 nebo 16 obsahuje

kation zvoleny ze skupiny sestavajici ze sodiku, vapniku a amonia.



294

41. Zptsob podle naroku 18, kde A, adenosin receptor je spojen

s kognestivnim srdeénim selhanim.

42. Slou&enina majici strukturu:

(R) NH,
09
N

43. Slou&enina majici strukturu:

[ /)\Q

44. Zpiusob lé¢eni nemoci spojené s A; adenosin receptorem u subjektu,
zahrnujici podavani terapeuticky i¢inného mnoZstvi slou¢eniny podle
naroku 42 nebo 43 subjektu.

45. Zptsob podle naroku 44, kde subjektem je savec.

46. Zpusob podle naroku 45, kde savcem je Clovek.

47. Zptsob podle naroku 46, kde uvedeny A; adenosin receptor je spojen

s pohybovou aktivitou, vasodilataci, destic¢kovou inhibici, tveorbou
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neutrofilniho hyperoxidu, kognitivni chorobou, senilni demenci nebo

Parkinsonovou nemoci.

48. Zpisob podle néaroku 44, kde sloudenina 16¢i uvedené nemoci

stimulovanim adenylat-cyklasy.

49. Ve vod& rozpustné prolé&ivo sloudeniny podle naroku 42 nebo 43,
kde uvedené ve vodé& rozpustné prolé€ivo je metabolizovano in vivo na

aktivni 1é&ivo, které selektivné inhibuje A, adenosin receptor.

50. Prolé&ivo podle niroku 49, kde uvedené prolé€ivo je metabolizovano

in vivo hydrolyzou katalyzovanou esterasou.

51. Farmaceuticky prostfedek vyznalujici se tim, Ze obsahuje prolécivo

podle naroku 49 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

52. Zpasob inhibice aktivity A; adenosin receptoru v bunice, ktery
zahrnuje kontaktovani uvedené buiiky se slou¢eninou podle naroku 42
nebo 43.

53. Zpusob podle naroku 52, kde sloulenina je antagonista uvedeného A;

adenosin receptoru.

54. Zpusob podle naroku 53, kde buitkou je lidska buiika.

55. Zpiisob podle naroku 53, kde sloudenina je antagonista A, adenosin

receptoru.

56. Farmaceuticky prostfedek vyznadujici se tim, Ze obsahuje
terapeuticky ¢inné mnoZstvi slouCeniny podle narokid 42 nebo 42 a

farmaceuticky pfijatelny nosic.
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57. TFarmaceuticky prostiedek podle naroku 56 vyznalujici se tim, Ze
uvedené terapeuticky uginné mnoZzstvi je aginné pro 1éeni Parkinsonovy
nemoci a nemoci spojenych s pohybovou aktivitou, vasodilataci,
desti¢kovou inhibici, tvorbou neutrofilniho hyperoxidu, kognitivni

chorobou nebo senilni demenci.

58  Farmaceuticky prostfedek podle naroku 65 vyznalujici se tim, Ze

uvedeny farmaceuticky prostiedek je oftalmicka formulace.

59. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 56, vyznadujici se tim, Ze
uvedeny farmaceuticky prostiedek je periokularni, retrobulbarni nebo

intraokularni injek&ni formulace.

60. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 56, vyznadujici se tim, Ze

uvedeny farmaceuticky prostiedek je systémova formulace.

61. Farmaceuticky prostiedek podle néaroku 56, vyznalujici se tim, Ze
uvedenym farmaceutickym prosttedkem je chirurgicky vyplachovy

roztok.

62. Kombina&ni 1é&ba pro Parkinsonovu chorobu zahrnujici slouéeniny

podle narokii 42 nebo 43 a jakékoliv dopaminové enhancery.

63 Kombinaéni 1é&ba pro rakovinu, zahrnujici slougeninu podle naroku

42 nebo 43 a jakékoliv cytotoxicke latky.

64. Kombinacni 1é&ba pro glaukom, zahrnujici slougeninu podle néroku
42 nebo 43 a prostaglandinovy agonistu, muskrinni agonistu nebo B-2

antagonistu.

65. Baleny farmaceuticky prostfedek pro 1é¢eni nemoci spojenych s A,

adenosin receptorem u subjektu, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje:
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(¢) kontejner obsahujici terapeuticky ufinné mnoZstvi sloudeniny podle

naroku 42 nebo 43, a

(d) instrukce pro pouZiti avedené sloudeniny pro lé&eni uvedené nemoci

u subjektu.

66. Farmaceuticky ptijatelna sil slouceniny podle naroku 42 nebo 43.

67. Farmaceuticky pfijatelna siil podle naroku 66, kde farmaceuticky
ptijatelna sil slouCeniny podle naroku 41 nebo 42 obsahuje anion

zvoleny ze skupiny sestdvajici maleinového, fumarového, vinného,

acetatového, fosfatového a mesylatového.

68. Sloudenina majici vzorec

69. Zptsob inhibice aktivity As adenosin receptoru v buiice, ktery

zahrnuje kontaktovani uvedené buiiky se slougeninou podle naroku 68.

70. Zpusob podle naroku 69, kde sloutenina je antagonista A; adenosin

receptoru.

71. Zptsob podle naroku 69, kde buitkou je lidska buika.

72. Zpusob podle naroku 71, kde slou€enina je antagonista A3 adenosin

receptord.
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Zpiisob 1é&eni podkozeni oka u subjektu, ktery zahrnuje podavani
subjektu prostfedku obsahujiciho terapeuticky uéinné mnoZstvi

sloueniny podie naroku 68.

Zptsob podle naroku 73, kde po3kozeni zahrnuje poSkozeni

retinalniho nebo optického ¢elniho nervu.

Lé&ba glaukomu zahrnujici podavani subjektu terapeuticky uc¢inného

mnozstvi slou€eniny podle naroku 68.

Kombina&ni 1é&ba glaukomu zahrnujici slou€eninu podle naroku 68 a
jednu nebo vice slouenin zvolenych ze skupiny sestavajici z beta
adrenoreceptor antagonistd, alfa-2 adrenoreceptor agonistd, inhibitort
karbonatdehydratasy, cholinergickych agonisti, prostaglandind a
agonisti prostaglandinového receptoru, angioinhibitord angiotensin
konvertujicich enzymé& (ACE), antagenisti AMPA receptoru, 5-HT
agonistl, inhibitort angiogehese, NMDA antagonistdl, inhibitord reninu,
agonistd konopného receptoru, antagonisti angiotensin receptoruy,
hydrochlorothiazidu (HCTZ), agonistl somatostatinu, gluko-
kortikoidnich antagonistd, inhibitort degranulace Zirnych bunék,
blokétorl alfa-adrenergickych receptord, antagonistil alfa-2
adrenoreceptoru, prostaglandin A2 mimetik, inhibitord proteinkinasy,
derivatd prostaglandinu F, antagonistd prostaglandin-2 alfa, agonistl
dopaminu D1 a 5-HT2, latek uvoldujicich oxid dusi€ny, 5-HT 2
antagonistd, cyklooxygenasovych inhibitord, inosinu, agonisti dopamin
D2 receptoru a alfa 2 adrenoreceptoru, antagonisti dopamin DI
receptoru a agonisti D2 receptoru, antagonistd vasopressin receptoru,
antagonistl endothelinu, 1-(3-hydroxy-2-fosfonylmethoxypropyl)-
cytosinu (HPMPC) a podobnych analoglh a prolé¢iv, ligandi receptoru
thyroidniho hormonu, muskarinovych M1 agonistdi, blokatord
sodikového kanalu, blokatord iontového kanalu se smésnym ulinkem,
kombinace beta adrenoreceptor antagonisty a PGF2 alfa agonisty,
aktivatord guanylat cyklasy, nitrovasodilatord, modulatord

endothelinového receptoru, ethakrynové kyseliny, dalSich analogl
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fenoxyoctové kyseliny, rozrulovali aktinu, blokatord vapnikového

kanalu a neuroprotektivnich latek.

77. Kombina&ni 1é&ba glankomu, zahrnujici slougeninu podle naroku 68 a
jednu nebo vice sloucenin zvolenych ze skupiny sestavajici
z antagonisti beta adrenoreceptoru, agonisti alfa-2 adrenoreceptoru,
inhibitort karbonatdehydratasy, cholinergickych agonisti a agonistld

prostaglandinovych receptori.

78. Farmaceuticky prostfedek vyznafujici se tim, 7¢ obsahuje
terapeuticky u&inné mnozstvi slouleniny podle naroku 68 a

farmaceuticky pfijatelny nosic

79. Baleny farmaceuticky prostfedek pro 1éfeni nemoci spojené s Aj

adenosin receptorem u subjektu, vyznalujici se tim, ze zahrnuje:

(a) kontejner obsahujici terapeuticky u€inné mnoZstvi slouCeniny
podle naroku 68,
(b) instrukce pro pouZiti uvedené slou€eniny pro 1é¢eni uvedené

nemoci u subjektu.

80. Zpusob p¥ipravy prostiedku, ktery obsahuje slou€eninu podle naroku
68 vyznadujici se tim, Ze postup zahrnuje smiseni sloueniny podle

naroku 68 s vhodnym nosifem.
81. Farmaceuticky pfijatelna sil sloudeniny podle naroku 68.

82. Farmaceuticky pfijatelna sl podle naroku 81, kde farmaceuticky
ptijatelna sGl obsahuje anion =zvoleny ze skupiny sestavajici
maleinového, fumarového, vinného, acetdtového, fosfatového a

mesylatového.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

