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57 Sammendrag

2-adenosin C-pyrazol forbindelser som har formelen
(a) og fremgangsmater ved anvendelse av
forbindelsene som A2A reseptor agonister for &
stimulere pattedyr koronar vasodilatasjon for

terapeutiske formél og for formal av hjerteavbildning.
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Foreliggende oppfinnelse angir C-pyrazolforbindelser som er anvendelige som Aja

reseptor or agonister. Forbindelsene ifelge oppfinnelsen er vasodilaterende midier som
er anvendelige ved hjerteavbildning for i lette identifikasjon hos pattedyr, og serlig
mennesker som lider av forstyrrelser slike som koronar perfusjon som er indikativ for
koronar arteriesykdom (CAD). Forbindelsene ifelge oppfinnelsen kan ogséi anvendes

for fremstilling av terapeutiske midler for koronar arteriesykdom.

Farmakologisk stress blir ofte indusert med adenosin or dipyridamol hos pasienter som
mistenkes for 4 ha CAD for avbilding med T1 scintigrafi or ekokardiografi. Begge
legemidlene bevirker dilatasjon av de koronare resistenskarene ved aktivering av
celleoverflate A, reseptorer. Selv om farmakologisk stress opprinnelig ble introdusert
som en mate 4 fremkalle koronar dilatasjon hos pasienter som ikke var i stand til 4 trene
har flere studier vist at prognoseverdien til “°'T1 or ekokardiografisk avbilding hos
pasienter er gjenstand for farmakologisk stress med adenosin or dipyridamol var
ekvivalent for pasienter som ble gjenstand for tradisjonélle treningstester. Imidlertid er
det en hoy insidens av legemiddelrelaterte uheldige bivirkninger ved farmakologisk
stressavbildninig med disse legemidlene slik som hodepine og kvalme, som kan
forbedres med nye terapeutiske midler. |

Adenosin Asp og A; reseptorer er involvert i en mastcelle degranulering og derfor gir
ikke asthmatisken midler de ikke-spesifikke adenosinagonistene som induserer en
farmakologisk stresstest. I tillegg reduserer adenosinstimulering av A, reseptoren i
atrium og A-V noden S-H intervallet som kan indusere A-V blokkering. (N.C. Gupto et
al.; J. Am. Coll. Cardiol; (1992) 19: 248-257). I tillegg kan stimulering av adenosin A;
reseptoren ved adenosin vaere ansvarlig for kvalme siden A, reseptoren finnes i
intestinaltrakten. (J. Nicholls et al.; Ewr. J. Pharm. (1997) 338(2) 143-150).

Dyredata viser at spesifikk adenosin A4 undertype reseptorer pa koronare resistens kar
formidler de koronare dilatasjonsresponsene til adenosin, hvis undertype Ay reseptor
stimulering relakserer perifere kar (bemerk: sistnevnte reduserer systemisk blodtrykk).
Som et resultat er det et behov for farmasgytiske sammensetninger som er Az reseptor-
agonister som ikke har noen farmakologisk effekt som et resultat av stimulering av A,
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reseptoren in vivo. Videre er det et behov for A4 reseptoragonister som har en kort
halveringstid og som er godt tolerert av pasienter som gjennomgér farmakologiske

koronare stressevalueringer.

I ett aspekt angdr oppfinnelsen 2-adenosin C-pyrazol forbindelser som er anvendelige

Aj, reseptoragonister.

I en utforelsesform inkluderer foreliggende oppfinnelse C-pyrazol forbindelser som har

folgende formel:

",
2
O

%2, OH
OH

I en annen utforelsesform inkluderer oppfinnelsen fremgangsmaéter for anvendelse av
forbindelser ifelge oppfinnelsen for fremstilling av en farmaseytisk sammensetning for
4 stimulere koronar vasodilatasjon hos pattedyr, og serlig hos mennesker, for 4 stresse

hjertet til 4 indusere en situasjon hvor hensikten er avbildning av hjertet.

Figur 1 er en konsentrasjonsresponskurve for A; adenosin reseptor (Ador)-formidlet
negativ dromotropiske (AV-ledningstid) og A,a Ador-formidlet vasodilator (gkt hjerte-
ledningsevne) effekter av forbindelse 18 ifelge oppfinnelsen hos rotteisolerte perfuserte
hjerter. Symboler og feilstolper indikerer middelverdier = SEM av enkel-bestemmelse
fra hver av de fire hjertene. ECsg-verdi (potens) er konsentrasjonen av forbindelse 18

som for&rsaker 50% av maksimal respons;

Figur 2 er en konsentrasjonrespons-kurve for A; adenosinreseptor (Ador)-formidlede
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negative dromotropiske .(AV-ledning-stid) og A;a Ador-formidlede vasodilator (okt
hjerteledningsevne)-effekter av forbindelse 18 i isolerte perfuserte hjerter hos hamster.
Symboler og feilstolper indikerer middelverdier == SEM av enkel bestemmelse fra hver
av de fire hjertene. ECsp-verdi (potens) er konsentrasjonen av forbindelse 18 som

fordrsaker 50% av maksimal respons; og

Figur 3 er et plot av effekten av CVT510, en A adenosinreseptor agonist og forbindelse
18 ifslge oppfinnelsen, en A;s adenosin reseptor agonist pd atrioventrikuler (AV)
ledningstid hos isolerte perfuserte hjerter hos rotte.

Forbindelsene ifelge oppfinnelsen inkluderer en klasse av 2-adenosin C-pyrazol

forbindelser som har falgende formel:

NH,
N, 23 )j:\
RZ—N(g]/’N"\N/ :>

R, R10

7,
' %
2 O

OH

H

hvor R er -CH,OH;
R? er -utvlagt fra gruppen som bestdr av hydrogen, C,.;5 alkyl, C;.15 alkenyl, C;-C;

cykloalkyl, C;-C; cykloalkyl-C,-C, alkyl eller fenyl-C;-C,, og
R*, R* er hydrogen.

Det er mest foretrukket at forbindelser ifalge oppfinnelsen er utvalgt fra
(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-benzylpyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-pentylpyrazol-4-
yl)purin-9yl1]-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-
metylpyrazol-4-yl)purin-9-yl]-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2-{6-
amino-2-[1-(metyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-y1}-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-(3-fenylpropyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
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(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(4-t-
butylbenzyl)pyrazol-4-ylJpurin-9-yl}-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2-(6-amino-2-pyrazol-4-ylpurin-9-yl)-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-
diol, (48,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-pent-4-enylpyrazol-4-yl]purin-9-yl} -5-

5  (hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[ 1 -desylpyrazol-4-
yl]purin-9-yl1}-5-(hydroksymetyloksolan-3,4-diol, (48;2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[1-
(sykloheksylmetyl)pyrazol-4-yl)purin-9-yl} -5-(hydroksymetyl)oksolan-3,.4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-{1-(2-fenyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, (4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[1-(3-

10 sykloheksylpropyl)pyrazol-4-yl)purin-9-yl}-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(2-sykloheksyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, og blandinger derav.

Forbindelsene ifelge oppfinnelsen fremstilles som angitt i skjemaene 1-5.

Skjema 1
NHy

NHp - N)“?f;E_ |
2" — =

—— RZ_\):’T‘\N

N N
Bu 3S R4
Pd(0), Cul .
TBOMSO % . TBDMSO DTBDMS

%0 TBOMS ‘OTBOMS
1

\
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Forbindelsene som har den generelle formel II ble fremstilt ved palladium-formidlet

kobling av forbindelse 1 med halo-pyrazoler representert ved formel VIII (skjema 4) i
nzrvar or fravaer av kobbersalter (K. Kato et. al. J. Org. Chem. 1997, 62, 6833-6841;
Palladium Reagents and Catalysts-Innovations in Organic Synthesis, Tsuji, John Wiley
and Sons, 1995) fulgt av avbeskyttelse med enten TBAF or NH4F (Markiewicz et. al
Tetrahedron Lett.(1988), 29, 1561). Fremstilling av forbindelse 1 er tidligere blitt
beskrevet (K. Kato et. al. J. Org. Chem. 1997, 62, 6833-6841) og er angitt i skjema 5.

Forbindelser med generell formel VI kan fremstilles som vist i skjema 2.

Skjema 2

Ha
NH,
NN M 3 NI N
1] ) 3<’”‘ ela >
m—- 4
R_\d Syre /‘{j,
"2 HO [
1] HﬁH n 6%——
‘' R1 = CH,0H

H2
N
0ks1dermg )\I neRe P ]lj\j:\>
% Kopli <z
i 'u _.l N) Op mg RZ==N 3 :_:‘ N

Vi

Forbindelse III som kan oppnas ved & omsette II med 2,2-dimetoksypropan i nErver av

en syre kan oksyderes til karboksylsyren IV, basert pé strukturelt lignende forbindelser,
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(Jones et.al, J. Am.Chem. Soc.(1949), 71, 3994.; Hudlicky, “Oxidations in organic

chemistry”, American Chemical Society , Washington D. C., 1990) til forbindelse IV.
Reaksjon mellom primert or sekundart amin med formel NHR’R®, og forbindelse IV
ved anvendelse av DCC (Fujino et.al., Chem. Pharm. Bull. (1974), 22, 1857), PyBOP
(J. Martinez et. al,, J. Med. Chem. (1988), 28, 1967) or PyBrop (J. Caste et.al.
Tetrahedron, (1991), 32, 1967) koblingsbetingelser kan gi forbindelseV. Avbeskyttelse
av forbindelse V kan utferes ved oppvarming med 80% vandig eddiksyre (T. W. Green
and P. G. M. Wuts, (1991), “Protective Grupper in Organic Synthesis”, A, Wiley-
Interscience publication) or med vannfri HCI (4N) for 4 oppné forbindelse med generell
formel V1.

Skjema 3

I .
N . N\
"'LJI» JH: ,J\%ﬁ
Eﬂz
AcO "2 Z é A0 %
6 DAc ’46 N?Ac

” Ac Z
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2 OAc [ Z T oTBDMS

5 OAc OH

\ NHg
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. NHF W‘I N
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——* _ ) -
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. %
TBOMSO 'OTB OMS HO %QHOH

TBOMS

%
vi
Alternativt kan forbindelser med generell formel II ogsd fremstilles ved Suzuki type
kobling som vist i skjema 3. 2-jodoadenosin 6 kan fremstilles i fire trinn fra guariosin 2
ved 4 folge litteraturprosedyrene (M. J. Robins et.al. Can. J. Chem. (1981), 59, 2601-
2607; J. F. Cerster et.al. Org. Synthesis, ---242-243; V. Nair at. al., 5. Org. Chem.,
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(1988), 53, 3051-3057). Palladiumformidlet Suzuki-kobling av 6 med passende

substituerte pyrazol-borsyrer XVII i n&rver av en base kan gi sluttforbindelser med
generell formel II (A.Suzuki, Acc.Chem.Res) (1982), 15, 178). Hvis nadvendig kan 2',
3', 5' hydroksyler p& 6 beskyttes som TBDMS etere for Suzuki-kobling.

Forbindelsene med generell formel VIII er enten kommersielt tilgjengelig eller
fremstilles ved & folge trinnene vist i skjema 4. Kondensasjon av 1,3-diketo forbindelser
med formel IX med hydrazin i et passende lasemiddel kan gi pyrazoler med generell
formel X (R.H. Wiley et. al. Org.Synthsis, Coll.Vol IV (1963), 351. Disse pyrazolene
kan N-alkyleres med forskjellige alkyl halider og gi forbindelser med formel XI som
ved jodering gir 4-jod derivater med generell formel VIII (R. Huttel et.al. Justus Liebigs
Ann.Chem.(1955), 593, 200).

Skjema 4
Hydrasin R
———
R
T IX R‘ X
. Alkylering

Y
jociinering
|
R B ¢
Vil X

S-jodpyrazoler med generell formel XV kan fremstilles ved & folge trinnene angitt i

skjema 5.



10

20

Skjema S
Hydrazin 3
o,
Ry
xn
' N-alkylering
xi
Base, jodin ?
R — fmmnamereemms R
: Re
xv xav

Kondensasjon av 1,3-diketo forbindelser med formel XII med hydrazin i et passende
losemiddel gir pyrazoler med genrell formel XIII. Disse pyrazolene kan N-alkyleres
med forskjellige alkyl halider og gi forbindelser med formel XIV. Abstraksjon av 5-H
med en sterk base fulgt av stopping av reaksjonen med jod gir 5-jod derivater med
generell formel XV (F. Effenberger et. al. J. Org. Chem. (1984), 49, 4687).

4- eller 5- jodpyrazoler kan omdannes til korresponderende borsyrer som vist i skjema
6. Transmetallering med n-buli fulgt av behandling med trimetylborat gir forbindelser
med generell formel XVI som ved hydrolyse gir borsyre med generell formel XVII (F.

C. Fischer et.al. RECUEIL (1965), 84, 439).
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Skjema 6
R:
B Base, B(OR)3 AN —Ra
R P —_— Rr—N
Re R4
XV RO)B xvy
|Hydrolyse
xR
R -
Ra
(HO).B
xvil

2-Stannyladenosin 1 ble fremstilt i tre trinn fra kommersielt tilgjengelig 6-klorpurin
ribosid ved & folge litteraturfremgangsméte (K. Kato et.al., J. Org. Chem. (1997), 62,
6833-6841). Tri TBDMS derivat ble oppnédd ved behandling av 8 m ed TBDMSCI og
imidazol i DMF. Litiering med LTMP fulgt av stopping av reaksjonen med tri n-
butyltin klorid ga eksklusivt 2-stannyl derivat 10. Ammonolyse i 2-propanol ga 2-
stannyladenosin 1. Stillekobling av 1 med 1-benzyl-4-jodpyrazol i nzrvaer av
Pd(PPh3)4 og Cul resulterte i 11 (K. Kato et.al., J. Org. Chem. (1997), 62, 6833-6841).
Avbeskyttelse av silylgruppene og 2°, 3' og 5° hydroksylene med 0,5 M ammonium
fluorid i metanol ga 12 i godt utbytte (skjema 7). Forbindelsene 18-23 ble fremstilt pa
tilsvarende méte. Fremgangsmétene anvendt for fremstilling av forbindelsene ifolge
oppfinnelsen er ikke begrenset til de som er beskrevet ovenfor. Ytterligere
fremgangsmater finnes i foigende kilder og er inkludert med referanse (J. March,
Advanced Organic Chemistry; “"Reaction Mechanisms and Studies” (1992), A Wiley
Interscience Publications; and J. Tsuji, "Palladium reagents and catalysts-Innovations in
organic synthesis”, John Wiley and Sons, 1995).



Skjema 7
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Forbindelser ifelge oppfinnelsen er anvendelige i forbindelse med radioaktive
avbildningsmidler for & avbilde koronar aktivitet. Forbindelsene ifelge oppfinnelsen er
5 Aja agonister og antas 4 gi spesifikk aktivering av adenosin A4 reseptorer i hjertekar i
motsetning til adenosin A, reseptorer i atrium og AV-noden og/eller A,g reseptorer i
pereferale kar, og unngér siledes uenskede bivirkninger. Etter administrasjon i en
terapeutisk mengde forarsaker forbindelsene ifelge oppfinnelsen hjerteblodkar og vaso-
dilatere koronar stjeling hvori friske hjertekar stjeler blod fra syke kar som resulterer i
10 mangel pd blodstrem til hjertevev. Koronar avbildning identifiserer siledes
hjerteregioner med frisk og ikke-frisk blodstrem. Lavere doser av A, agonister kan gi
fordelaktig koronar vasodilatasjon (mindre alvorlig) ved behandling av kronisk CAD.
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Som A;, agonister er forbindelsene ifglge oppfinnelsen ogsd anvendelige i forbindelse
med adjuktiv behandling med angioplasti for & indusere dilatasjon, inhibere blodplate-
aggregering og som et generelt anti-inflammasjonsmiddel. Aja agonister, slik som
forbindelsene ifolge oppfinnelsen, kan gi de terapeutiske fordelene beskrevet ovenfor
ved & hindre neutrofil aktivering. (Purinergic Approaches in Experimental Therapeutics
K. A. Jacobson and M. F. Jarvis 1997 Wiley, New York). Forbindelsene ifelge
oppfinnelsen er ogsd effektive ovenfor en tilstand som kalles “no-reflow” hvori
blodplatene og neutrofilene aggregerer og blokkerer et kar. Som A agonister er
forbindelsene ifelge oppfinnelsen effektive overfor “no-reflow” ved & hindre neutrofil
og blodplate aktivering (for eksempel antas de 8 hindre frigivelse av superoksid fra
neutrofiler). Som Aja agonister er ogsd forbindelsene ifelge oppfinnelsen anvendelige
som kardiobeskyttende midler ved deres anti-inflaimmasjonsaktivitet pa neutrofiler.
Séledes i situasjoner ndr hjertet vil gd gjennom en iskemisk tilstand slik som et

transplantat, vil de vare anvendelige.

Sammensetningene kan administreres oralt, intravengst, gjennom epidermis eller ved en
hvilken som helst annen kjent fremgangsmate i litteraturen for administrering av
terapeutiske midler. Fremgangsmaten for behandling innbefatter administrering av en
effektiv mengde av den valgte forbindelsen, foretrukket dispergert i en farmaseytisk
barer. Doseringsenheter av aktiv ingrediens blir generelt valgt ut fra omradet 0,01 til
100 mg/kg, men vil lett bestemmes av fagmannen avhengig av administrasjonsrute,
alder og tilstand til pasienten. Denne dosen blir typisk administrert i lopet av ca. 5
minutter til ca. en time eller mer for koronar avbildning. Ingen ikke-akseptable
toksikologiske effekter forventes ndr forbindelsen ifolge oppfinnelsen administreres i
terapeutiske mengder.

Hvis den endelige forbindelsen ifalge oppfinnelsen inneholder en basisk gruppe kan et
syreaddisjonssalt fremstilles. Syreaddisjonssalter av forbindelsene fremstilles p&
standard méte i et egnet lesemiddel fra morforbindelsen og et overskudd av syre, slik
som saltsyre, hydrobromsyre, svovelsyre, fosforsyre, eddiksyre, maleinsyre, ravsyre
eller metansulfonsyre. Saltsyresaltformen er szrlig anvendelig. Hvis sluttforbindelsen
inneholder en sur gruppe kan kationiske salter fremstilles. Typisk blir morforbindelser
behandlet med overskudd av et alkalisk reagens, slik som hydroksid, karbonat eller
alkoksid, som inneholder det passende kationet. Kationer slike som Na*, K*, Ca*? og
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NH," er eksempler pa kationer tilstede i farmasoytisk akseptable salter. Visse
forbindelser danner indre salter eller zwitterjoner som ogsd kan vare akseptable.

Farmaseytiske sammensetninger som inkluderer forbindelser ifolge oppfinnelsen
og/eller derivater derav, kan formuleres som lesninger eller lyofiliserte pulvere for
parenteral administrasjon. Pulvrene kan rekonstitusjoneres ved tilsetting av et egnet
fortynningsmiddel eller andre farmasgytisk akseptable bzrere for anvendelse. Hvis de
anvendes i flytende form blir ssmmensetningene ifelge oppfinnelsen foretrukket
inkorporert i en bufferet isoton vandig lesning. Eksempler p& egnede fortynningsmidler
er normale isotone saltvannslesninger, standard 5% dekstrose i vann og bufferede
natrium eller ammonium acetatlesninger. Slike flytende formuleringer er egnet for
parenteral administrasjon, men kan ogsa anvendes for oral administrasjon. Det er ofte
onskelig 2 tilsette eksipienter slike som polyvinylpyrrolidinone, gelatin,
hydroksycellulose, akasia, polyetylen glykol, mannitol, natrium klorid, natrium sitrat
eller en hvilken som helst annen eksipient kjent for fagmannen til de farmasoytiske
sammensetningene som inkluderer forbindelser ifelge oppfinnelsen. Alternativt kan de
farmasgytiske forbindelsene innkapsles, tabletteres eller fremstilles i en emulsjon eller
sirup for oral administrasjon. Farmasgytisk akseptable faste eller flytende beerere kan
tilsettes for & gke effekten av eller stabilisere sammensetningen eller for 3 lette
fremstillingen av sammensetningen. Flytende barere inkluderer sirup, peanettolje,
olivenolje, glyserin, saltvann, alkoholer og vann. Faste barere inkluderer stivelse,
laktose, kalsiumsulfat, dihydrat, teffa alba, magnesium stearat eller stearinsyre, talkum,
pektin, akasia, agar eller gelatin. Beereren kan ogsa inkludere et vedvarende stivelses-
materiale slik som glyserol monostearat eller glyserol distearat, alene eller med voks.
Mengden fast barer varierer, men vil foretrukket vaere mellom ca. 20 mg ogca. 1 g pr.
doseringsenhet. Farmaseytiske doseringer blir fremstilt ved anvendelse av vanlige
teknikker slik som maling, blanding, granulering og sammenpressing, hvis nedvendig,
for tablettformer; eller maling, blanding og fylling for harde gelatinkapselformer. Nar
en flytende barer anvendes vil preparatet veere i form av en sirup, eliksir, emulsjon eller
en vandig eller ikke-vandig suspensjon. En slik flytende formulering kan administreres
direkte eller fylles i mye gelatinkapsler. Det er foretrukket at sammensetninger ifalge
oppfinnelsen administreres som en lgsning enten oralt eller intravenest ved kontinuerlig
infusjon eller bolus.

Eksemplene som folger vil tjene som illustrasjon pé oppfinnelsen. Eksemplene er ikke
ment 8 begrense omfanget av oppfinnelsen, men er tilveiebragt for & vise hvordan
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forbindelsene ifalge oppfinnelsen anvendes og fremstilles. I eksemplene er alle
temperaturer i grader Celsius.

$ EKSEMPEL 1

QT\.

N
13

4-jodo-1-benzylpyrazole (13)

10 Til en lgsning av 4-jodpyrazole (400 mg, 2 mmol) in DMF (4mL) ble ved 0°C tilsatt
natriumhydride (80 mg, 60% dispersjon i mineralolje, 2 mmol) fulgt av benzyl bromide
(342 mg, 2 mmol) og reaksjonsbiandingen ble rort i 2 timer. Reaksjonsblandingen ble
konsentrert i vakuum og residuet ble renset med kolonne kromatografi som ga N—
benzylpyrazol i nesten kvantitativt utbytte.

15
'"HNMR 5.29 (s, 2H), 7.18-7.28 (m, 2H), 7.28-7.40 (m, 4H), 7.53 (s, 1H).

EKSEMPEL 2

9-{(2R,3R ,4R,5R)-3,4-bis(1,1,2,2-tetrametyl-1silapropoksy)- 5-[(1,1,2,2-tetrametyl-
1-silapropoksy)metyl]oksolan-2-y1}-2-[1-benzylpyrazol-4-yl]purin-6-ylamin (11)
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En blanding av forbindelse 1 (50 mg, 0.056 mmol), N-benzyl-4-jodopyrazol 13 (50 mg,

0.183 mmol), Pd(PPh3)4 (20 mg (15 mol %) og Cul (40 mg, 0.2 mmol) i DMF (1 mL)
ble rert ved 90°C i 16 timer. Reaksjonsblandingen ble konsentrert i vakuum og residuet
ble renset med preparativt tynnsjikt kromatografi (metylen kloride: methanol 10:1) som
ga forbindelse 11:

1H NMR(CDCI3) & 0.00(s, 3H, CH3), 0.01(s, 3H, CH3), 0.04(s, 3H, CH3), 0.07 (s,
3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3),, 0.14 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 9H, t-bu), 0.83 (s, 9H, t-bu),
0.91 (s, 9H, t-bu), 3.80 (d, 1H), 4.05 (d, 1H), 4.11-4.12 (m, 1H), 4.33 (d, 1H), 4.50-4.52
(m, 1H), 5.35 (m, 2H), 5.65 (bs, 2H, D20 utbyttbar), 6.05 (d, 1H), 7.28-7.40 (m, SH),
7.98 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.22 (s, 1H).

H2
\/\/\l N A
e
N

TBDMSO

14 %, ‘OTBDMS
OTBDMS

9-{(2R,3R,4R,5R)-3,4-bis(1,1,2,2-tetrametyl-1silapropoksy)- 5-[(1,1,2,2-tetrametyl-
1-silapropoksy)metyljoksolan-2-yl}-2-[1-pentylpyrazol-4-yl]purin-6-ylamin (14)

Forbindelse 14 ble fremstilt pd samme maéte som forbindelse 11 ved & anvende 4-jod-

pentylpyrazol istedenfor 4-jodo-benzylpyarzol som ga forbindelse 14:

1H NMR(CDCI3) 0.00(s, 3H, CH3), 0.01(s, 3H, CH3), 0.04(s, 3H, CH3), 0.07 (s, 3H,
CH3), 0.1 (s, 3H, CH3),, 0.14 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 9H, t-bu), 0.80 (t, 3H), 0.83 (s,
9H, t-bu), 0.91 (s, 9H, t-bu), 1.25-1.40 (m, 4H), 1.85-1.95 (m, 2H), 3.82 (d, 1H), 4.08
(d, 1H), 4.20-4.28 (m, 3H), 4.32-4.34 (m, 1H), 4.55-4.57 (m, 1H), 5.35 (m, 2H), 5.70
(bs, 2H, D20 utbyttbar), 6.08 (d, 1H), 7.28-7.40 (m, SH), 8.05 (s, 1H), 8.15 (s, 1H),
8.20 (s, 1H).
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9-{(2R,3R 4R,5R)-3,4-bis(1,1,2,2-tetrametyl-1silapropoksy)- 5-[(1,1,2,2-tetrametyl-
1-silapropoksy)metyljoksolan-2-yl}-2-{1-metylpyrazol-4-yl] purin-6-ylamin (15)

Forbindelse 15 ble fremstilt p4 samme mate som forbindelse 11 ved & anvende 4-jod-

metylpyarzol istedenfor 4-jod-benzylpyrazol som ga forbindelse 15:

1H NMR(CDCI3) 0.00 (s, 3H, CH3), 0.01 (s, 3H, CH3), 0.04 (s, 3H, CH3), 0.07 (s,
3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.14 (s, 3 H, CH3), 0.78 (s, 9H, t-bu), 0.83 (s, 9H, t-bu),
0.91 (s, 9H, t-bu), 3.8 (d, 1H), 3.90 (s, 3H, N-CH3) 4.05 (d, 1H), 4.08-4.12 (m, 1H),
4.30-4.32 (m, 1H), 4.55-4.60 (m, 1H), 5.60 (bs, 1H, D20 utbyttbar), 6.00-6.05 (m, 1H),
7.99 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 8.15 (s, 1H)

A

%2 OTBDMS

OTBDMS
9-{(2R,3R,4R,5R)-3,4-bis(1,1,2,2-tetrametyl-1silapropoksy)- 5-[(1,1,2,2-tetrametyl-
1-silapropoksy)metyl] oksolan-2-yl}-2-[1-(1-metyletyl)pyrazol-4-yl]purin-6-ylamin
@6) ' I

Forbindelse 16 ble fremstilt pA samme mate som forbindelse 11 ved & anvende 4-jod-(1-
metyletyl)-pyrazol istedenfor 4-jod-benzylpyrazol som ga forbindelse 16:

1H NMR(CDCI3) 0.00 (s, 3H, CH3), 0.01 (s, 3H, CH3), 0.04 (s, 3H, CH3), 0.07 (s,
3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3),, 0.14 (s, 3 H, CH3), 0.78 (s, 9H, t-bu), 0.83 (s, 9H, t-bu),
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0.91 (s, 9H, t-bu), 1.55(d, 6H, C(CH3)2), 3.8 (d, 1H), 4.05 (d, 1H), 4.08-4.15(m, 1H),
4.30-4.32 (m, 1H), 4.44-4.56 (m, 2H), 5.55(bs, 1H, D20 utbyttbar), 6.05 (s, 1H), 8.05
(s, 1H), 8.10 (s, 1H), 8.2 (s, 1H)

17 g

9-{(2R,3R,4R,5R)-3,4-bis(1,1,2,2-tetrametyl-1silapropoksy)- 5-[(1,1,2,2-tetrametyl-
1-silapropoksy)metyl] oksolan-2-yl}-2-[1-(4-t-butylbenzyl)pyrazel-4-yl]purin-6-
ylamin (17)

10 Forbindelse 17 ble fremstilt pA samme méte som forbindelse 11 ved & anvende 4-jod-(4-
t-butylbenzyl)pyrazol istedenfor 4-jod-benzylpyrazol to afford forbindelse 17:

1H NMR(CDCI3) 0.00 (s, 3H, CH3), 0.01 (s, 3H, CH3), 0.04 (s, 3H, CH3), 0.07 s,
3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3),, 0.14 (s, 3 H, CH3), 0.78 (s, 9H, t-bu), 0.83 (s, 9H, t-bu),
15 0.91 (s, 9H, t-bu), 1.30 (s, 9H, t-bu), 3.8 (d, 1H), 4.05 (d, 1H), 4.08-4.15(m, 1H), 4.30-
4.32 (d, 1H), 4.47-4.49 (dd, 1H), 5.4 (bs, 1H, D20 utbyttbar), 6.01 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
7.2 (d, J= 2.0 Hz, 2H), 7.35 (d, T = 2.0 Hz, 2H), 7.99 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.20 (s, 1H)

EKSEMPEL 3

H
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(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-benzylpyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (12)

En lesning av triTBDMS derivat (25 mg, 0.035 mmol} in 0.5 M lesning av NH4F i
metanol (SmL) ble refluksert i 16 timer. Reaksjonsblandingen ble konsentrert og
residuet ble renset med preparativ TLC (metanol-diklorometan 9:1) som ga 12;

1H NMR (CD30D) 3.65 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.81 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.18-4.19 (m,
1H), 4.26 (d, ] = 5.2 Hz, 1H), 4.78 (dd, 1H), 5.23 (s, 2H), 5.72 (4, = 7.2 Hz, 1H), 7.15-
7.17 (m, 2H), 7.17-7.27 (m, 3H), 7.80 (s, LH), 8.10 (s, 2H).

!

(4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-pentylpyrazol-4-yDpurin-9 yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolane-3,4-diol (18)

Forbindelsel8 ble fremstilt pA samme méte som forbindelsel2;

1H NMR (CD30D) 4 0.8 (t, ] = 3.6 Hz, 3H), 1.20-1.26 (m, 4H), 1.76-1.80 (m, 2H),
3.67 (d, T = 12.0 Hz, 1H), 3.85 (d, ] = 12.0 Hz, 1H), 4.03 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 4.19-4.20
(m, 1H), 4.28 (d, T = 1.2 Hz, 1H), 4.78 (dd, 1H), 5.73 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H),
8.05 (s, 1H), 8.07 (s, 1H).
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(4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-metylpyrazol-4-yl)purin-9-yl]-5-
(hydroksymetyl)oksolane-3,4-diol (19)

Compound 19 was prepared in the manner of compound 12; 1H NMR (CD30D) 3.60
(d, J = 9.2 Hz, tH), 3.78 (s, 3H, N-CH3), 3.80 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.10-4.12 (m, 1H),

5 424 (d,]=1.4Hz 1H), 478 (dd, IH), 5.69 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.98 (s,
1H), 8.01 (s, 1H). '

Ha
BN S
e
-~
HO :,
20 ""oHOH

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(metyletyl)pyrazol-4-yl] purin-9-yl}-5-
10 (hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (20)

Forbindelse 20 ble fremstilt pd samme méte som forbindelsel2;
1H NMR (CD30D) 1.41 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 3.66 (4, ] = 9.0 Hz, 1H), 3.80 (d, I = 9.0

1s  Hz, 1H), 4.16-4.18 (m, 1H), 4.25 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.40 (septet, 1H), 4.77 (dd, 1H),
5.71(d, ] = 7.2 Hz, 1H), 7.80 (s, 1 H), 8.03 (s, 1H), 8.13 (s, 1H).

H2
J\I‘
™
21 HO

% _OH
o

= o\\\

20 (4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(3-fenylpropyl)pyrazol-4-yl] purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (21)
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Forbindelse 21 ble fremstilt pA samme méte som forbindelse 12;

1H NMR (CD30D) 2.10 (t, ] = 6.7 Hz, 2H, CH2), 2.51 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH2), 3.65
(d, T=9.2 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.04 (t, ] = 6.7 Hz, 1H), 4.16-4.17 (m, 1H),
425 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.79 (dd, 1H), 5.71 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.05-7.07 (m, 2H),
7.16-7.24 (m, 3H), 7.80 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.08 (s, 1H).

H2
N
N P >
A\ N
-

HO

22 H

o

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(4-t-butylbenzyl)pyrazol-4-yl] purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (22)

Forbindelse 22 ble fremstilt p4 samme maéte som forbindelse 12;
1H NMR (CD30D) 1.15 (s, 9h, t-bu) 3.55 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 3.75 (d, ] = 11.2 Hz,

1H), 4.18-4.19 (m, 1H), 4.26 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.65 (dd, 1H), 5.12 (s, 2H), 5.65 (d, J
=7.2 Hz, 1H), 7.05 (d, 2H), 7.17 (d, 3H), 7.75 (s, 1H), 8.05 (s, 2H).

X
HO 2
OH

23 OH
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(4S,2R,3R,5R)-2-(6-amino-2-pyrazol-4-ylpurin-9-yl)-5-(hydroksymetyl)oksolan-
3,4-diol (23)

Forbindelse 23 ble fremstilt p4 samme méite som forbindelse 12;

1H NMR (CD30D) 3.75 d, 1 H, 5-CH ), 3.90 (d, 1 H,, 5'-CH ), 4.15 (d, 2 H, 4'-CH )
435 (m, 1 H, 3'-CH), 4.85 (m, 1 H, 2'-CH), 5.95 (d, 1 H, 1'-CH), 8.20 (s, 1 H, 8-H),
8.25 (s, 2 H, Ar).

N NH,
) ZN IR
N
HOQ%H

OH

24

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-pent-4-enylpyrazol-4-yljpurin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (24)

15 Forbindelse 24 ble fremstilt p4 samme méte som forbindelse 12; [MS 402 (M+1)]
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NH,

Dk
vny N
" o~
Hozs a%"
OH

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-desylpyrazol-4-yl] purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol (25)

s Forbindelse 25 ble fremstilt pd samme méte som forbindelse 12; [MS 430 (M+1)]

OH

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(sykloheksylmetyl)pyrazol-4-yl] purin-9-y1}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol — (26)

10
Forbindelse 26 ble fremstilt pA same mate som forbindelse 12; [MS 474 (M+1)]

15
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(45,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(2-phenyletyD)pyrazol-4-yl] purin-9-yi}-5

(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol — 27

Forbindelse 27ble fremstilt p4 samme mite som forbindelse 12; [MS 438 (M+1)]

ey

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[1-(3-cykloheksylpropyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol

16 Forbindelse 28ble fremstilt p4 samme méte som forbindelse 12; [MS 458 (M+1)]
NH,
NS5
N

29 oH
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(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-{1-(2-cykloheksyletyl)pyrazol-4-yl] purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol — 29

Forbindelse 29 Ble fremstilt p4 samme méte som forbindelse 12; [MS 444 (M+1)]

EKSEMPEL 4

Forbindelser ifalge oppfinnelsen ble undersekt for & bestemme deres affinitet for A2A
reseptoren hos et grisestriatum membranpreparat. Kort fortalt ble 0,2 mg grise-striatale
membraner behandlet med adenosin deaminase og 50 mM Tris buffer (pH = 7,4)
etterfulgt av sammenblanding. Til grisemembranene ble det tilsatt 2 mikroL av serie-
fortynnede DMSO forrddslesninger av forbindelsene ifolge oppfinnelsen ved
konsentrasjoner varierende fra 100 mikroM til 10 nM eller kontrollen som mottok 2
mikroL DMSO alene, og deretter ble den tritierte antagonisten ZM 241385 i Tris buffer
(50 mM, pH av 7,4) tilsatt for 4 oppna en sluttkonsentrasjon p 2 nM. Etter inkubering
ved 23°C i 2 timer ble deretter lasningene filtrert ved anvendelse av en membran
innhoster ved'anvendelse av multippel vasking av membranene (3 x). Filterplatene ble
talt i scintillasjonscocktail som ga mengden erstattet med tritiert ZM ved den
konkurrerende bindingen av forbindelser ifelge oppfinnelsen. Sterre enn en 5 punkts
kurve ble anvendt for & generere IC50 verdier og antallet eksperimenter er angitt i

kolonnene markert i tabell 1 nedenfor.
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Tabell 1

Forbindelsenr. Az, Ki (M) n

12 6674:1 3

18 7089+780 3

19 >10,000 1

20 ~10,000 1

21 6133582 2

22 7680 1

23 >100,000 1
EKSEMPEL §

Formilet med dette eksperimentet var 4 bestemme affinitetene og reseptorbindings-
selektiviteten til en forbindelse ifalge oppfinnelsen for A;, Aza, Azp 0g Az adenosin
reseptorer. Molekuler kloning har identifisert og bekreftet eksistensen av fire
undertyper adenosinreseptorer (AdoRs), betegnet som A;, Ajzs, Axp 0g AszAdoRs
(Linden 1994). Disse AdoR undertypene har forskjellige anatomiske fordelinger,
farmakologiske egenskaper og fysiologiske funksjoner (Shryock og Belardinelli, 1997).
Ay og AsAdors kobler til inhiberende G-proteiner (Gi/,) og reduserer aktiviteten til
adenylyl syklase, mens Azx og Az AdoRs gker intracellulert cAMP innhold via
kobling til stimulator G-proteiner (Gs).

Ligander med hey potents og vev/organselektivitet for forskjellige adenosinreseptorer
undertyper har terapeutiske og diagnostiske potensialer overfor et antall sykdommer
(slike som arrytmi, iskemi hjertesykdommer, astma og Parkinson’s sykdom) og er fokus
for betydelig forskning béde akadémisk og innén industrien. Her rapporteres
farmakologisk og funksjonell karakterisering av en serie nye adenosinomrider ifolge
oppfinnelsen ved anvendelse av pattedyr-cellelinjer som uttrykker enten endogent
AdoRs eller rekombinant humant AdoRs.
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Materialer

Adenosine deaminase ble levert fra Boehringer Mannheim Biochemicals Indianapolis,
IN, U.S.A). [PH]ZM241385 (Lot No. 1) ble levert fra Tocris Cookson Ltd (Langford,
Bristol, UK). [°HJCPX (Lot No. 3329207) ble levert fra New England Nuclear
(Boston, MA, USA). CGS21680 (Lot No. SW-3R-84 and 89H4607), NECA (Lot No.
OXV-295E), R-PIA (Lot No. WY-V-23), Rolipram og HEK-hA,,AR membraner ble
levert fra Sigma-RBI (Natick, MA). WRC-0470 ble fremstilt og beskrevet i
litteraturen (K. Niiya et al., J. Med. Chem. 35: 4557-4561 (1992). Forbindelse 18 og
forbindelse 12 ifolge oppfinnelsen ble syntetisert og fremstilt som forridslesninger (10
mmol/1) i DMSO.

Celle kultur og membran preparat-PC12 celler ble oppnidd fra “the American Type
Culture Collection” og dyrket i DMEM med 5% foster bovint serum, 10% hesteserum,
0,5 mmol/l L-glutamin, 100 p/ml penisillin, 0,1 mg/ml streptomysin og 2,5 ug/ml
amfoterisin. HEK-293 celler som uttrykte stabilt rekombinant humant A;gAdoRs
(HEK-hA;pAdoR) ble dyrket i DMEM supplementert med 10% foster bovint serum
og 0,5 mg/ml G-418. CHOKI celler som stabilt uttrykte det rekombinante humane
AjAdoR (CHO-hA,AdoR) og A3AdoR (CHO-hA3AdoR) ble dyrket som monosjikt p&
150 mm-plastikk dyrkningsplater i Ham’s F-12 medium supplementert med 10%
foster bovint serum i nzrvaer av 0,5 mg/ml G-418. Cellene ble dyrket i en atmosfzre
Pa 5% CO0,/95% luft ved en temperatur pa 37°C.

For fremstilling av membranene ble celler fjemet fra dyrkningsplatene over i iskald 50
mmol/] Tris-HCI buffer (pH 7,4). Cellesuspensjonene ble homogenisert med Polytron
ved innstilling 4 i 30 sekunder og spunnet ved 48.000 g i 15 minutter. Pelletene ble
vasket tre ganger ved resuspendering i iskald Tris-HCI buffer og sentrifugert. Endelig
pellet ble resuspendert i et lite volum Tris-HCI, tilsatt alekvoter og frosset ved -78°C
til de ble anvendt i reseptor bindingsundersekelser. Proteinkonsentrasjonen til
membransuspensjonene ble bestemt ved anvendelse av Bradford fremgangsméten
(Bio-Rad) med bovin serum som standard.
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Konkurrerende bindingsundersakelser- Konkurrerende undersekelser ble utfert for

i bestemme affinitetene (K;) til de falgende ikke-merkede forbindelsene
(konkurrerende midler): Forbindelser WRC-0470, forbindelse 18, forbindelse 12,
NECA, CGS 21680 og R-PIA for A;AdoRs ((*H]DPCPX bindingsseter pA CHO-
hA;Ador cellemembraner), A;aAdors((*H)ZM241385 bindingsseter pé PC12 og HEK-
hA2,AR cellemembraner), AzpAdor (PHJDPCPX bindingsseter pi HEK-hAzsAdor
cellemembraner) og AsAdor (["“TJABMECA bindingsseter p& CHO-hA;Ador celle-
membran). Membransuspensionene ble inkubert i 2 timer ved romtemperatur i 50
mmol/L Tris-HCI buffer (pH 7.4) som inncholder ADA (1 U/mL), Gpp(NH)p (100
uM), radioligand {enten *H)ZM241385 (-1.5 to 5 nmol/L), [*H]DPCPX (~2.5 to 3.0
nmol/L for A; og 30 nM for Azp) eller ['**TJABMECA (1 nM)} og progressivt hayere
konsentrasjoner av de konkurrerende midlene. Ved slutten av inkuberingen ble
bundede og frie radioligander separert ved filtrering gjennom Whatman GF/C glass
fiber filtere ved anvendelse av en Brandel vevinnhoster (Gaithersburg, MD).
Triplikate bestemmelser ble utfart for hver konsentrasjon av det konkurrerende midiet.

Study design (Protokoller)

Affiniteten (K) til forskjellige CVT-forbindelser for A, og Az adenosin reseptoren
ble bestemt ved deres potensiale til & konkurrere om [PHJCPX (A)) eller [3
H]ZM241385 (A;4) bindingsseter pd membranene avledet fra CHO-hAAdor, PC12
eller HEK-HAs,Ador celler. R-PIA og CGS21680, agonister som er selektive for A,
og Aa respektivt, og NECA, en ikke-selektiv AdoR agonist ble anvendt som
kontroller. For & lette sammenligningen og unngd komplikasjon med multiple
affinitetstilstander p& grunn av reseptorkobling til G-proteiner ble konkurrerende
bindingsstudier utfert under nerver av Gpp (NH) p (100 pM) for & frikoble
reseptorene fra G-proteinene. Affiniteten til utvalgte forbindelser for A;p and As
receptorer ble bestemt ved deres potensialer til 4 konkurrere om [*H] CPX (Azp) og
['*1) ABMECA (A3) bindingsseter p4 membranen avledet fra HEK-hAjsAdor og
CHO-hA;Ador celler, respektivt. '



Det funksjonelle potensialet og selektiviteten til disse legemidlene for Aja vs.
AjpAdors ble bestemt ved & bestemme deres effekter pd Aaa eller Ajp-formidlet
cAMP akkumulering i PC 12 og HEK-293 celler, respektivt. I disse eksperimentene

ble CGS21680 og NECA anvendt som positive kontroller.

Resultater

Affiniteten (K;) til WRC-0470, Forbindelsel8, og forbindelse 12 for humant A, rotte
and humant AjsAdors, som bestemmes ved konkurrerende bindingsstudier er summert
i tabell 2 nedenfor. Med unntak av forbindelse 12 viste alle forbindelsene moderat

10 selektivitet for humant A, versus A, reseptoren.

Tabell 2 — Bindingsaffiniteter til adenosin receptor agonister for A;sAdors og

AjAdors
K/ nmoVL (pK+SEM)
15
HEK-hA,AR Cells CHO-hA AR
Bindingsaffinitet Bindingsaffinitet
WRC-0470 272 (6.55+0.04) 7278 (5.16+0.09)
[0.83+0.07] [1.13+0.21]
Forbindelse 18 2895 (5.54+0.03) 5836 (5.2440.04)
[0.83+0.07] [1.01+0.06)
Forbindelse 12 13651 (4.87+0.02) 6350 (5.22+0.11)
[0.75+0.13] [0.93+0.03]
CGS21680 609 (6.22+0.06) >3540 (5.47+0.20)
{0.65+0.07)
NECA 360 (6.45+0.06) 328 (6.49+0.06)
[0.83+0.08] [0.88+0.03]
R-PIA 1656 (5.78 £0.02) 477 (6.35+0.11)
[1.05 + 0.02] [1.03 +0.08]

Resultatene i dette eksperimentet viser at forbindelse 16 er en lavaffinitets Ay, agonist.
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EKSEMPEL 6

Formaélet med dette eksemplet var & karakterisere farmakologisk effektene av
forbindelse 12 og 18 ifelge oppfinnelsen pé koronar arterieledningsevne. Serlig ble
ekseperimentene designet for & bestemme potensialet til forbindelsene 12 og 18 og
sammenligne deres potensialer med det for adenosin og andre utvalgte Az, AdoR
agonister.

I hjertet formidler A, adenosin reseptoren koronar vasodilatasjon fordrsaket av
adenosin, mens A reseptoren formidler hjerteundertrykkende virkninger av adenosin,
slik som de negative kronotropiske og dromotropiske (AV-blokkering) effektene.

Flere potente og selektive ligander, bide agonister og antagonister, for Al og Az,
AdoRs er blitt syntetisert. I hjertet har agonister av A; AdoRs blitt foreslitt & veere
anvendelige som antiarrytmimidler, mens agonister av A»a AdoRs er blitt utviklet for
selektiv koronar vasodilatasjon.

En serie adenosinderivater mélrettet for selektiv aktivering av A;, adenosinreseptor
(A24 AdoR) ble syntetisert med formalet & utvikle koronare vasodilatorer. Mer spesifikt
blir det i denne studien rapportert effekten av en serie nye Ay AdoR agonister pa
koronar arterieledningsevne (vasodilatasjon) i isolerte perfuserte hjerter fra rotte og
hamster.

Materialer

Rotter (Sprague Dawley) og hamster (Hartley) ble levert fra Simonsen og Charles
Rivers, respektivt. WRC-0470 ble fremstilt som beskrevet i litteraturen (K. Niiya et al.,
J. Med. Chem. 35: 4557-4561 (1992). Forbindelse 12 og 18 ifelge oppfinnelsen ble
fremstilt som beskrevet ovenfor. CGS 21680 (lot nr. 89H4607) og adenosin (lot nr.
123H094) ble levert fra Sigma. Krebs-Henseleit losning ble fremstilt ifolge standard
fremgangsmater og 0,9% saltvann ble levert fra McGraw, Inc. (lot nr. J8B246).

Fremgangsmiter

Voksne Sprague Dawley rotter og Hartley hamstere av begge kjenn som veide fra 230
til 260 gram og 300 til 350 gram, respektivt, ble anvendt i den neste studien. Dyrene
ble anestesibehandlet ved peritonal injeksjon av en cocktail som inneholdt ketamin og
xylazin (ketamin 100 mg, xylazin 20 mg/ml). Brystet ble dpnet og hjertet ble fjernet
raskt. Hjertet ble kort renset i iskald Krebs-Heseleit lasning (se nedenfor) og aorta
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kanulert. Hjertet ble deretter perfusert ved en stremningshastighet pd 10 ml/min med
modifisert Krebs-Henseleit (K-H) lasning som inneholdt NaCl 117,9, KCl1 4,5, CaCl,
2,5, MgS0;4 1,18, KH,PO,4 1-18, pyruvat 2,0 mmo/l. K-H-lesningen (pH 7,4) ble
kontinuerlig gasset med 95% O; og 5% CO- og varmet til 35 + 0,50°C. Hjertet ble
elektrisk innstilt til en fast sykellengde pa 350 ms (250 slag/min.) ved anvendelse av en
bipolar elektrode plassert p& venstre atrium. Den elektriske stimuli ble generert av en
Grass stimulator (Modell S48, W. Warwick, RI) og levert gjennom en stimuli
isolasjonsenhet (Modell SIUS, Astro-Med, Inc., NY) som kvadratbglge pulser med 3
msek i varighet og amplitude p& minst det dobbelte av terskelintensiteten.

Koronar perfusjonspress (CPP) ble milt ved anvendelse av en trykkomformer,
forbundet til den aortiske kanylen via en T-kobling posisjonert ca. 3 cm over hjertet.
Koronar perfusjonstrykk ble overviket gjennom eksperimentet og avlest enten pa en
diagramavleser (Gould Recorder 22008S) eller et dataavlesningssystem (PowerLab/4S,
Adinstruments Pty Ltd, Australia). Bare hjerter med CPP varierende fra 60 til 85
mmHg (i fraveer av legemidler) ble anvendt i studien. Koronar konduktans (i
ml/min/mmHg) ble beregnet som forholdet mellom koronar perfusjonshastighet (10
ml/min) og koronart perfusjonstrykk.

I eksperimentene hvori A, adenosin reseptor-formidlet negativ dromotropisk effekt ble
mélt ble atrial og ventrikuler overflate elektrogrammer avlest i lepet av konstant atrial
pacing. Effekten av forskjellige adenosinreseptor agonister pa atrioventrikular
ledningstid ble bestemt som tidligere beskrevet av Jenkins og Belardinelli (Circ. Res.
63: 97-116 (1988).

Forradslesninger iv forbindelsen ifelge oppfinnelsen (5 mM) og CGS 21680 (5 mM)
ble fremstilt i dimetyl sulfoksid (DMSO) levert fra Aldrich, PS 04253MS. En forrads-
lesning av adenosi (1 mg/ml) ble fremstilt i saltvann. En konstrasjon ble gjort fra
forradslesningen ved fortynning i saltvann som ga lgsning av enten 2X1 0™ eller 2X10°
M. Disse losningene ble injisert i perfusjonslinjen til apparatet som boluser p& 20 pl. I
noen eksperimenter ble lasningene plassert i en 30 ml glassprayte og legemidlene ble
infusert i hastigheter nedvendig for & oppna de enskede perfusatkonsentrasjonene (for
eksempel 10, 100 nM, etc.).

Koronar vasodilatasjon av A, adenosin reseptor agonister
Konsentrasjonsresponsforholdet til effekten av forbindelsene ifelge oppfinnelsen (0,1 til
400 nM) og CGS21680 (0,1 til 10 nM) for & gke koronar ledningsevne ble oppnadd.
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Etter avlesning av kontrollmalinger av koronart perfusjonstrykk ble progressive heyere
konsentrasjoner av adenosinreseptor agonistene administrert til maksimal koronar
vasodilatasjon ble observert. Steady-state responsene for hver konsentrasjon av
adenosin reseptor agonister ble avlest. I hvert hjerte av denne serien (4 til 6 hjerter for
hver agonist) ble kun en agonist og et konsentrasjons-responsforhold oppnadd.

Resultater

I isolerte perfuserte hjerter (n = 36 rotter og 18 hamstere) gjort til gjenstand for pacing
ved konstant atrial sykellengde pa 340 msek., adenosin, CGS21680, WRC0470, og
forbindelsene 12 og 18 ifelge oppfinnelsen fordrsaket en konsentrasjons-avhengig
okning i koronar ledningsevnie. CGS21680 og WRC0470 var de mest potente
agonistene i denne serien. Forbindelsene 12 og 18 var ca. like potente som adenosin i
skende koronar ledningsevne. Det er verdt 4 legge merke til at alle agonistene var flere
ganger mer potente koronare vasodilatorer i rotte- enn hamsterhjerter.

Tabell 3 Potens av adenosin A,, adenosin reseptor agonister for i eke koronar
ledningsevne i rotte og hamster isolerte perfuserte hjerter

Potens (ECsp)
Agonist N Rotte Hamster
Forbindelse 18 3 67.9116.7 203.016.0
Adenosin 4 §9.246.4 86.0+0.5
CGS21680 4 0.510.1 1.740.4
WRC04T0 3 0.61£0.2 2.4+£1.1

EKSEMPEL 7

Formadlet med dette eksemplet er & bestemme den funksjonelle selektiviteten til
forbindelse 18 til 4 forérsake koronar vasodilatasjon. Spesielt ble potensialet til
forbindelse 18 til & foriirsake koronar vasodilatasjon (A2x AdoR respons) og forlengelse
av A-V nodal ledningstid (A;AdoR respons) bestemt i rotte og hamster hjerter.

Materialer
Sprague Dawley rotter ble levert fra Simonsen. Hartley hamster ble levert fra Charles
River. Forbindelse 18 ble fremstilt som beskrevet ovenfor. CVT-510 - 2-{6-
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[((3R)oksolan-3-yl)amino]purin-9-yl}(4S,3R,5R)-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol -
ble fremstilt ifelge syntesefremgangsméte beskrevet i U.S. Patent No. 5,789,416, hvor
beskrivelsen av denne innbefattes heri med referanse. Ketamin ble levert fra Fort
Dodge Animal Health (Lot No. 440444) and xylazin fra Bayer (Lot No. 26051 A).
Krebs-Henseleit ble fremstilt ifolge standard fremgangsméter, og 0,9% natrium klorid
ble levert fra McGraw, Inc. (Lot No. J8B246).

Isolert perfusert hjertepreparat:

Rotter og hamstere, av begge kjonn som veier fra 230 til 260 gram og 300 til 350 gram,
respektivt, ble anvendt i denne studien. Dyrene ble anestesibehandlet ved peritoneal
injeksjon av en cocktail som inneholder ketamin og xylazin (ketamin 1,00 mg, xylazin
20 mg/ml). Brystet ble dpnet og hjertet fijernet raskt. Hjertet ble raskt renset i iskald
Krebs-Henseleit losning (se nedenfor), og aorta ble kanylert. Hjertet ble deretter
perfusert ved en stremningshastighet 10 ml/min. med modifisert Krebs-Henseleit (K-H)
lesning som inneholdt NaCl 117,9, KCt 4,5, CaCl, 2,5, MgSO,, 1,18, KH,PO,, 1,18,
pyruvat 2,0 mmo/l. K-H-lesningen (pH 7,4) ble gasset kontinuerlig med 95% O3 og 5%
CO, og varmet til 35 + 0,50°C. Hjertet ble gjenstand for elektrisk pacing ved en fiksert
sykellengde pa 340 ms (250 slag/min.) ved anvendelse av en bipolar elektrode plassert
pé venstre atrium. Den elektriske stimulien ble generert. med en Grass stimulator
(Modell S48, W. Warwick, RI) og levert gjennom en Stimuli Isolation Unit (Model
SIUS, Astro-Med, Inc., NY) som kvadratbglgepulser av 3-msek. i varighet og amplityde
pé minst to ganger terskelintensiteten.

Koronart perfusjonstrykk (CPP) ble mélt ved anvendelse av en trykkomformer koblet til
aorta kanylen via en T-sammenkobler posisjonert ca. 3 cm over hjertet. Koronart
perfusjonstrykk ble overviket gjennom eksperimentet og avlest enten pi en diagram-
avleser (Gould Recorder 2200S) eller et dataavlesningssystem (PowerLab/4S,
ADInstruments Pty Ltd, Australia). Kun hjerter med CPP varierende fra 60 til 85
mmHg (i fraveer av legemidler) ble anvendt i denne studien. Koronar ledningsevne (i
mVmin/mmHg) ble beregnet som forholdet mellom koronar perfusjonshastighet (10
ml/min) og koronar perfusjonstrykk.
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A; adenosin reseptor-formidlet depl;esjon av A-V nodal ledningstid (negativ
dromotropisk effekt) ble milt. Atriale og ventrikulare overflate elektrogrammer hos
rotter og His-bunt elektrogram hos hamstere ble avlest i lgpet av konstant atrial pasing.
Effektene av forbindelse 18 pé atrioventrikuler ledningstid og stimulus-overfor-His-
bunt (S-H-intervall) ble bestemt som beskrevet tidligere av Jenkins og Belardinelli
(1988).

Effektene av forbindelse 18 pa koronar ledningsevne (A; effekt) og atrioventrikuler
ledningstid eller stimulus overfor His-bunt (S-H) intervall (A; effekt) ble deretter
bestemt. Hjertene ble instrumentert for kontinuerlig avlesning av koronar perfusjons-
trykk (Aza respons) og atrioventrikular (A-V) ledningstid eller S-H intervall (A,
respons). I hvert eksperiment ble konsentrasjonsresponsforholdet til forbindelse 18 (n =
5 rotter, 5 hamstere) for & eke koronar ledningsevne og & forlenge A-V ledningstid eller
S-H intervall ble bestemt. Etter kontrollmalinger av CPP og A-V ledningstid eller S-H
intervall ble gjort ble progressiv heyere konsentrasjoner av forbindelse 18 administrert
til maksimal koronar vasodilatasjon og A-V nodal ledningstid eller S-H intervall
forlengelse oppniddd. 1 separate rottehjerter (n=4) ble effekten av forskjellige
konsentrasjoner (100 — 400 nM) av CVT510 (innsatt kjemisk navn), en A; adenosin
agonist (Snowdy et al., 1999) p4 A-V nodal ledningstid bestemt og sammenlignet med
den for forbindelse 18 (0,1 — 30 uM).

Konsentrasjonsresponskurvene for forbindelse 18 for & ke koronar arterie ledningsevne
og & forlenge A-V nodal ledningstid eller S-H intervall er vist i figurene 1 og 2. Bade
hos rotte og hamster gkte forbindelse 18 koronar ledningsevne pa en konsentrasjons-
avhengig méte. Potensialene (ECsy verdiene) for forbindelse 18 for & gke koronar
ledningsevne i rottehjerter var 68,9 + 9,6 nM, og i hamsterhjerter 203 + 22 nM. Til
forskjell fra dette var effekten av denne égonisten'pé S-H intervall noe variabel mellom
rotte- og hamsterhjerter. I rottehjerter forlenget ikke forbindelse 18 A-V nodal
ledningstid (figur 1), mens A; AdoR agonist CVT510 forlenget signifikant A-V nodal
ledningstid (figur 3). Forbindelse 18 ved konsentrasjoner s& heye som 50 pyM
forarsaket ingen forlengelse av S-H intervall i hamsterhjerter (figur 2).
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Resultatene indikerer at forbindelse 18 er en koronar vasodilator (A4 AdoR-formidlet

effekt) uten negativ dromotropisk effekt (A; AdoR-formidlet effekt) i rottehjerter. I
hamsterhjerter fordrsaket forbindelse 18 ingen negativ dromotropisk effekt. I begge
artene (rotte og hamster) forérsaket forbindelse 18 maksimal koronar vasodilatasjon ved
konsentrasjoner som ikke fordrsaket forlengelse av A-V nodal ledningstid, dvs. uten
negativ dromotropisk effekt. Det ble ogs& observert at forbindelse 18 har en storre
affinitet (dvs. > 2-/>-13 ganger) for A4 enn A; AdoR og at det er en markert sterre
responsreserve for Ay AdoR-formidlet koronar vasodilatasjon enn for A;AdoR-

formidlet negativ dromotropisk effekt.
EKSEMPEL 8

Foreliggende studie ble designet for teste hypotesen om at det er et omvendt forhold
mellom affinitet (K; eller pK,;) og virkningsvarighet til A,4 adenosin reseptorer (AdoR).
Spesifikt var malet ved studien & bestemme forholdet mellom varigheten til koronar
vasodilatasjon forarsaket av en utvalgt serie av hay og lav affinitet A;aAdoR agonister i
rotteisolert hjerte og anestesibehandlede griser: og affiniteten til disse agonistene for

Asa AdoR i grisestriatum.

Materialer:

Rotter (Sprague Dawley) ble levert fra Simonsen. Bondegird griser ble levert fra
“Division of Laboratory Animal Resources”, University of Kentucky. Forbindelse 12,
forbindelse 18, forbindelse 21 og forbindelse 13 ifolge oppfinnelsen ble fremstilt som
beskrevet i fremgangsmiten ovenfor. YT-0146 ble fremstilt som beskrevet i US
patentnr. 4,956,345, hvor beskrivelsen av denne innbefattes heri med referanse. WRC-
0470 ble fremstilt som beskrevet i litteraturen (K. Niiya et al., J. Med. Chem. 35: 4557-
4561 (1992). CGS21680 ble levert fra Research Biochemicals, Inc. and Sigma and R-
PIA (Lot No. WY-V-23) ble levert fra Research Biochemicals, Inc. HENECA var en

gave fra professor Gloria Cristalli fra Camerino universitetet i Italy.
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Anestesimidler:

Ketamin ble levert fra Fort Dodge Animal Health. Xylazine ble levert fra Bayer.
Natrium pentobarbital ble levert fra The Butler Co. Fenylefrin ble levert fra Sigma.
DMSO ble levert fra Sigma og American Tissue Type Collections. Krebs-Henseleit
lesning ble fremstilt ifelge standard fremgangsméter, 0,9% saltvann ble levert fra
McGraw, Inc,

Rotteisolert perfusjonshjertepreparat

Voksne Sprague Dawley rdtter av begge kjenn som veier fra 230 til 260 gram ble
anvendt i denne studien. Dyrene ble anestesibehandlet ved peritoneal injeksjon av en
cocktail som inneholdt ketamin and xylazin (ketamin 100 mg, xylazin 20 mg/ml).
Brystet ble dpnet og hjertet ble fiernet raskt. Hjertet ble forsiktig renset i iskald Krebs-
Henseleit (K-H) losning (se nedenfor) og aorta kanylert. Hjertet ble deretter perfusert
ved en stromningshastighet pd 10 ml/min. med modifisert Krebs-Henseleit (K-H)
lesning som inneholdt NaCl 117.9, KCI 4.5, CaCl. 2.5, MgSO, 1.18, KH,PO, 1.18,
pyruvat 2.0 mmo/L. K-H lesningen (pH 7.4) ble gasset kontinuerlig med 95% O; og
5% CO; og varmet til 35+£0.50°C. Hjertet ble gjort gjenstand for elektrisk pacing ved en
fiksert sykellengde p4 340 ms (250 slag/minutt) ved anvendelse av en bipolar elektrode
plassert pd venstre afrium. Den elektriske stimulien ble generert med en Grass
stimulator (Model S48, W. Warwick, RI) og levert gijennom en Stimuli Isolation Unit

. (Model SIUS, Astro-Med, Inc., NY) som kvadratbeige pulser pi 3 msek i varighet og

amplitude pa minst to ganger terskelintensiteten.

Koronar perfusjonstrykk (CPP) ble milt ved anvendelse av en trykkomformer forbundet
med den aortiske kanylen via en T-sammenkoblet posisjonert ca. 3 cm over hjertet.
Koronart perfusjonstrykk ble malt gjennom eksperimentet og avlest enten p& en
diagramavleser (Gould Recorder 22008S) eller et dataavlesningssystem (PowerLab/4S,
ADInstruments Pty Ltd, Australia). Kun hjerter med CPP varierende fra 60 til 85
mmHg (i fraver av legemidler) ble anvendt i denne studien. Koronar ledningsevne (i
ml/min/mmHg) ble beregnet som forholdet mellom koronar perfusjonshastighet (10
ml/min) og koronar perfusjonstrykk.



10

15

20

25

30

35

Anestesibehandlede grisepreparat med dpent bryst

Bondegérdgriser som veier 22-27 kg ble anvendt i denne studien. Alle dyrene fikk
human pleie ifelge retningslinjene fremsatt i 'The Principles of Laboratory Animal
Care" formulert av “the National Society for Medical research” og the "Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals" utarbeidet av “the Institute of Laboratory Animal
Resources” og publisert av “the National Institutes of Health” (NIH Publikasjonsnr. 86-
23, revidert 1996). I tillegg ble dyrene anvendt ifelge retningslinjene til “the University
of Kentucky Institutional Animal Care and Use Protocol”.

Anestesibehandlingen ble gjort med ketamin (20 mg/kg, i.m.) og natrium pentobarbital
(15-18 mg/kg, i.v.). Anestesien ble holdt ved ytterligere natrium pentobarbital (1.5-2
mg/kg, i.v.) hvert 15-20 minutter. Ventilasjon ble opprettholdt via et trakeotomi ved
anvendelse av en blanding av romluft og 100% O,. Tidalvolum, respirasjonshastighet
og fraksjon O, i indndet luft ble justert for & opprettholde normal arterieblodgass (ABG)
og pH-verdier. Kjemekroppstemperatur ble overviket med en esofageal
temperaturprobe og holdt med en oppvarmingspad mellom 37,0 og 37,5°C. Lactate
Ringers losning ble administrert via et ere eller larvene ved 5-7 ml/kg/min. etter en
begynnende bolus p4 300-400 ml. Et kateter ble innsatt i lararterien for 4 overvike
arterieblodtrykket og for 4 oppnd ABG-praver.

Hjertet ble eksponert gjennom en median sternotomi og suspendert i en perikardial grav.
Venstre hjertekammertrykk (LVP) ble mélt med en SF heyneyaktighets trykksensitiv
tipomformer (Millar Instruments, Houston, TX) plassert i venstre hjertekammer hulrom
via apeksen og sikret med en snurpestreng sutur. Et segment av venstre bakgre
nedadstigende koronare arterie (LAD), proksimal til begynnelsen av den ferste
diagonale grenen ble dissekert fri for omgivende vev. En tramsittid perivaskuler
stromningsprobe (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) ble plassert rundt dette
segmentet for 4 méle koronar blodstrem (CBF). Proksimal til stremningsproben ble et
24 g modifisert angiokateter innsatt for intrakoronare infusjoner. Alle hemodyniske
data ble kontinuerlig vist pd en dataskjerm og matet gjennom en 32 bit analog-digital

omformer til en online data acquisitions computer med passende software (Augury,
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Coyote Bay Instruments, Manchester, NH). A;a Ador agonister ble lgst i DMSO for &

gi forhindskonstrasjoner p& 1-5 mM som ble fortynnet i 0,9% saltvann og infusert i
hastigheter p& 1-1,5 ml/min. Ajs Ador agonistene ble administrert intrakoronart. For &
opprettholde konstant blodtrykk ble fenyleferin administrert intravenest. Fenylefrin
forrddslasninger (30 mM) ble fremstilt i destillert vann.

Isolerte perfuserte hjerter

For & bestemme varigheten av Ajsadenosin reseptor-formidlet koronar vasodilatasjon
fordrsaket av adenosin og adenosinreseptor agonister ble agonistene administrert
intravenest ved bolusinjeksjon. Protokoll: Bolus injeksjoner. I hvert hjerte i denne
serien (3 til 11 hjerter for hver agonist) ble boluser av adenosin (20 pl, 2x 10M),
forbindelser ifolge oppfinnelsen (20 to 40 pl, 2x 10 M), og andre adenosin reseptor
agonister injisert til perfusjonslinjen. Tid til 50% ¢ 0.5) og 90% (7 0.9) reversering til
reduksjon i CPP ble mélt. Hvert hjerte ble eksponert for maksimalt tre vasodilatorer.

Forhold mellom affinitet til forskjellige agonister for A;, adenosin reseptor og
reverseringstid pi deres effekt til 4 ske koronar ledningsevne:

Disse eksperimentene ble utfort for & konstruere forholdet mellom affinitetene til
forskjellige agonister for A4 adenosinreseptor og varigheten pa deres respektive effekt
pé koronar ledningsevne. Boluser av forskjellige agonister ble injisert i perfusjonslinjen
til rotteisolerte perfuserte hjerter (n = 4 til 6 for hver agonist) og tiden til 90% (t 0,9)
reversering av reduksjon i CPP ble milt. Affinitetene til de forskjellige agonistene for
Az adenosin reseptor ble bestemt i grisestriatum membraner ved anvendelse av radio-
ligandbindingsundersekelse, som beskrevet ovenfor. Reverseringstiden (t 0,9) til
reduksjon i CPP ble plottet mot deres affinitet (pK,) for A, adenosin reseptor.

Gris med dpent bryst

For starten pd cksperimentet ble alle instrumentene stabilisert i 30 minutter. Etter
oppnéelse av grunnlinje hemodynamiske data ble den ferste intrakoronare infusjon av
en Ap ADOR agonist injitiert. Infusjoner ble opprettholdt i 4-5 minutter for &
muliggjere LAD CBF og nd en likevektsinnstilling, hvoretter infusjonen ble stoppet.
Tiden for gienvinning av 50% (t 0,5) og 90% (t 0,9) grunnlinje CBF ble avlest. 10til 15
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minutter etter CBF returnerte til forlegemiddelverdier ble en andre infusjon med en

forskjellig agonist startet. I innledende studier ble det funnet at den intrakoronare
infusjonen av adenosin agonister ga forskjellig grad av systemisk hypotensjon, og
sdledes ble i alle etterfolgende eksperimenter fenylefrin administrert intravenest.
Hemodynamiske mélinger ble gjort for og etterfolgende den ferste fenylefrin-infusjonen
ved dose p&d 1 pg/kg/min. Fenylefrin-infusjonshastigheten ble justert i lopet av og
etterfolgende infusjonene av adenosin agonister for 4 opprettholde arterieblodtrykk
innenfor 5 mmHg av perinfusjonsverdiene. Effekten av maksimalt tre forskjellige

agonister ble bestemt i hvert eksperiment.

Resultater

Adenosin, forbindelsene ifalge oppfinnelsen og andre adenosinderivater, ble gitt som
boluser til perfusjonslinjen ved konsentrasjoner som forérsaket lik eller nesten lik
okning i koronar ledningsevne. Selv om adenosin og agonistene forirsaket tilsvarende
maksimale ekninger i koronar konduktans var varigheten pad effekten markert
forskjellig. Varigheten pa effekten av adenosin var den korteste fulgt av forbindelse 18,
forbindelse 12 og forbindelse 21, mens den for CGS21680, YT-146, HENECA og
WRC0470 var den lengste. Varighetene pa den koronare vasodilatasjonen forarsaket av
adenosin, forbindelsene ifelge oppfinnelsen og andre agonister malt som tiden til 50%
og 90% (¢t 0.5 og t 0.9, respektivt) reversering i okning i koronar ledningsevne er

summert i tabell 4.
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Tabell 4 — Reverseringstid av Koronar vasodilatasjon med adenosin reseptor
agonister i rotteisolerte perfuserte hjerter

Agonist £0.5 (min) | 70.9 (min) n
Adenosin 1.0610.1 5.630.8 11
HENECA 28.611.1 32.8+3.1 3
R-PIA 7.940.1 12.630.8 3
CGS21680 14.5+£0.9 19.5£0.9 3
YT-146 17.741.0 | 28.5+40 |3
Forbindelse 12 _ 4.1+0.3 9.8+1.4 4
Forbindelse 18 3.4+0.5 8.4+2.2 4
WRC-0470 21.9+0.9 27.9+1.4 6
Forbindelse 21 8.3+0.4 12.6:0.4 4

Tid (i minutter) til 50% og 90% (t 0,5 og t 0,9, respektivt) reversering av gkning i
koronar ledningsevne forirsaket av adenosin og adenosin reseptor agonister. Verdiene

er middelverdi + SEM av enkeltbestemmelser i hvert av preparatene (n).

Reverseringstid av koronar vasodilatasjon er avhengig av affiniteten til adenosin-
derivatene for hjernestriatum A, reseptorer. Det var et signifikant (P < 0,05) omvendt
forhold (r = 0,87) mellom affiniteten (PK;) til agonistene for A;sAdoR og reveringstid (t

0,9) av den koronare vasodilatasjonen forirsaket av samme agonister.

-'Korm'nar' vasodilatasjon i et grise-dpent brystpreparat

I in situ hjerter av et anestesibehandlet grise-&pent brystpreparat fordrsaket forbindelse
12 og 18 ifelge oppfinnelsen si vel som CGS21680 og andre A;sAdor agonister (dvs.,
WRC-0470 og YT-146) signifikante ekninger i koronar blodstrem (CBF). Utvalgte
doser av disse forbindelsene gitt som kontinuerlige (4 til 5 min.) intrakoronare
infusjoner forsaket 3.1 til 3.8 ganger gkning i CBF som fremsatt i tabell 3 nedenfor.
Idet det ble etablert at alle agonister forarsaket nzr samme starrelse pé ekning i CBF,
(dvs. ganger okning”) og fordrsaket tilsvarende forandringer i hjertehastighet og
midlere arterieblodtrykk ble reverseringstiden til deres respektive koronare

vasodilatasjonseffekter bestemt.
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Tabell 4. Starrelse pi skning i koronar blodstrem foréirsaket av forskjellige
adenosinreseptor agonister i anestesibehandlede grise-ipnede bryst

Agonist CBF ("ganger gkning") n
Forbindelse 12 (30ug/kg/min) 3.78+0.70 3
Forbindelse 18 (50pug/kg/min) 3.3310.58 3
WRC-470 (1pg/kg/min) 3.14+0.24 6
GSC21680 (2pg/kg/min) 3.54+0.093 3
YT-146 (1pg/kg/min) ] 3.4410.47 3

Maksimal "ganger ekning” i koronar blodstrem (CBF) over grunnlinjen forarsaket av
forskjellige adenosinreseptor agonister. Data representerer middelverdi £ SEM til en
eller to milinger i hver gris (n).

Som summert i tabell § var ty 5 og to til koronar vasodilatasjon forarsaket av
forskjellige A;a AdoR agonister og "CVT-forbindelser” variable. Reverseringstiden til
gkning i CBF fordrsaket av forbindelse 12 og 18 ifelge oppfinnelsen var kortere enn den
for CGS21680, WRC-0470 eller YT-146. Mer viktig, som i rotteisolerte perfuserte
hjerter, var det et signifikant (P < 0,05) inverst forhold (r = 0,93) mellom affiniteten
(PKi) til A;sAdoR agonister for grisehjerne striatum A3, reseptorer og reverseringstid (t
0,9) til koronar vasodilatasjon. Det var en svzrt god overensstemmelse mellom
reverseringstid til koronar vasodilatasjon forarsaket av et utvalgt antall agonister i rotte-
isolerte perfuserte hjerter og i anestesibehandlede grise-pen brystpreparater.

Tabell 5. Reverseringstid av koronar vasodilatasjon fordrsaket av forskjellige
adenosinreseptor agonister i anestesibehandlede grise-dpen bryst

Agonist t .5 (min) t o.0 (min) n
Forbindelse 12 (30pg/kg/min) 2.3+0.6 9.611.0 3
Forbindelse 18 (50pg/kg/min) | 3.1+0.9 12.0+1.0 3
WRC-470 (1pg/kg/min}) 9.5+0.8 22.5+1.6 6
GSC21680 (2pg/kg/min) 9.7+0.8 21.4+0.8 3
YT-146 (1pg/kg/min) 17.8. 3.4 32.9+5.6 3




40
Tid (i minutter) til 50% og 90% (to 5 og to,0, resepektivt) reversering av gkning i koronar
blodstrem fordrsaket av adenosin reseptor agonister. Verdier er middelverdi + SEM av
en eller to bestemmelser i hvert dyr (n).

Forbindelse 18 er en lav affinitet A;4 AdoR agonister og mindre potent (- ti ganger) enn
prototypisk agonist CGS21680. Uansett er forbindelse 18 en full agonist til & forirsake
koronar vasodilatasjon. Men, som vist i denne studien er varigheten pa dens effekt flere
ganger kortere enn den for heyaffinitetsagonistene CGS21680 og WRC-0470. Siledes
er forbindelse 18 en kortvirkende A;4 AdoR agonist koronar vasodilator. P4 grunn av
deres kortere virkningsvarighet sammenlignet med heyaffinitets A4 AdoR agonister
(for eksempel WRC-0470, CGS21680) kan denne lave affiniteten, men fremdeles full
agonist koronar vasodilator vise seg & vare ideell farmakologisk

“stressvirkningsmiddel” i lepet av radionukleotid-avbildning av myokardium.
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1.

Fotbindelse, k arak terisert ved formelen

EOD

R

.“‘\\\OI-I

l. q
Y,
“oH

hvor R! er -CH,0H;

R? er utvlagt fra gruppen som bestir av hydrogen, Cy.i5 alkyl, Cy.is alkenyl, Cs-C;
cykloalkyl, C3-C7 cykloalkyl-Cs-C, alkyl eller fenyl-C-Cs, 0g

R}, R* er hydrogen.

2,

Forbindelseifelgekravl, k a r a k t erisert ved at
bindingspunktet til pyrazolringen er C-4.

3. )
Forbindelseifolgekravl, k ar a k terisert ved at
bindingspunktet til pyrazolringen er C-5.

4.
Forbindelse ifelgekrav2, k ara k terisert ved at
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R? er valgt fra gruppen som bestir av —h'ydrogen og C;.s alkyl.

S.
Forbindelse ifelge krav ¢, Kk arakterisert ved at

forbindelsen er valgt fra

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[ 1-benzylpyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-pentylpyrazol-4-yl)purin-9yl]-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol, .
(4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-metylpyrazol-4-yl)purin-9-yl]-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-(metyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-(3-phenylpropyl)pyrazol-4-yljpurin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[1-(4-t-butylbenzyl)pyrazol-4-yl]purin-9-y1}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,
(4S,2R,3R,5R)-2-(6-amino-2-pyrazol-4-ylpurin-9-yl)-5-(hydroksymetyl)oksolan-3,4-
diol,

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-pent-4-enylpyrazol-4-yljpurin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4$,2R 3R 5R)-2- {6-amino-2-[ 1-decylpyrazol-4-yl]purin-9-y1}5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[ 1-(cykloheksylmetyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-(2-phenyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol,

(4S,2R,3R,5R)-2-{6-amino-2-[ 1-(3-cykloheksylpropyl)pyrazol-4-yl|purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol og

(4S,2R,3R,5R)-2- {6-amino-2-[ 1-(2-cykloheksyletyl)pyrazol-4-yl]purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol.
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6.

Forbindelseifolgekravs, k ar a k terisert ved at
forbindelsen er  (4S,2R,3R,5R)-2-[6-amino-2-(1-pentylpyrazol-4-yl)purin-9-yl}-5-
(hydroksymetyl)oksolan-3,4-diol.

7.

Anvendelse av en forbindelse ifelge krav 1 for fremstilling av en farmasoytisk
sammensetning for & stimulere koronar vasodilatasjon hos et pattedyr, som innbefatter
administrering til pattedyret av en terapeutisk effektiv mengde av en forbindelse ifolge
krav 1 som er tilstrekkelig til & stresse hjertet og indusere en koronar “stjele situasjon™
for formélet ved & avbilde hjertet.

8.
Anvendelse ifalge krav 7, hvori den terapeutiske effektive mengden varierer fra 0,01 til
100 mg/kg vekt av pattedyret.
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