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ATP-analogit. ~ ATP-analoger.

Tdmdn keksinnon kohteena ovat farmaseuttisesti hyddylliset
yhdisteet, ja menetelmdt niiden valmistamiseksi.

Adenosiinitrifosfaatilla (ATP) on tehokkaita farmakologisia
vaikutuksia moniin kudoksiin, ATP:n aktiivisuus ja muut solun-
ulkoiset adenosiininukleotidit, adenosiinidifosfaatti (ADP) ja
adenosiinimonofosfaatti (AMP) vdlittyvdt P.-purinoseptoreilla.
Kuitenkin ATP:n tehokkuus joissakin kudoksissa, esim. rakossa,
voi pelkistyd nopean defosforylaatin vuoksi, AMP:ksi ja adeno-
siiniksi, kudoksissa olevien ektonukleotidaasien vaikutuksesta.

Viimeaikaisissa tutkimuksissa ATP-analogeija, jotka ovat vastus-
tuskykyisid defosforylaatiota kohtaan, on kdytetty biologisina
koettimina tutkittaessa monissa kudoksissa l&sndolevia P»-puri-

noseptoreita.

Cusack et al, Br., J. Pharmacol,, 1987, 90, 791-795, kuvaavat
seuraavien aktiivisuutta: 2-metyylitio-5'-adenyylihapon monoan-
hydridi metyleenibisfosfonihapon kanssa, 2-metyylitio-5'-ade-
nyylihapon monoanhydridi dikloorimetyleenibisfosfonihapon kans-
sa ja 2-metyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi difluorimety-
leenibisfosfonihapon kanssa, marsun taenia coliin ja virtsarak-
koon, Stone ja Cusack, Br. J. Pharmacol., 1989, 97, 631-635,
kuvaavat muun muassa 2-metyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydri-
din difluorimetyleenibisfosfonihapon kanssa, kdyttdd P2-purino-
septorien tutkimuksessa rotan hippokampuksessa. Maguire ja
Satchell, julkaisussa "Physiological and Regulatory Functions
of Adenosine and Adenine Nucleotides", toim. H.P Baer ja G.I.
Drummond, Raven Press, New York, 1979, ss.33-43, tuovat esiin
marsun taenia colin estdmisen yhdisteelld 2-kloori-5'-adenyyli-
hapon monoanhydridi metyleenibisfosfonihapon kanssa.




Cusack ja Hourani, Nucleosides & Nucleotides, 1991, 10(5),
1019-1028, ovat myds raportoineet, ettd 2-metyylitio-5'-adenyy-
lihapon monoanhydridi metyleenibisfosfonihapon kanssa estdd
ADP-a-S:n aiheuttamaa verihiutaleiden aggregaatiota.

Olemme nyt Keksineet ryhmédn uusia 2-substituoituja ATP-johdan-
naisia, jotka ovat farmakologisesti aktiivisia.

Kyseisen keksinndn ensimmdisen ndkékohdan mukaisesti, on ky-
seessd kaavan I yhdiste,
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jossa Q on CR*R?Z2,

R on O tai CR3R<%,

W on O tai CH:,

R*, R2, R® ja R% ovat riippumattomasti vety tai halogeeni,

X on 8(0)nR%, alkyyli Ci-«, alkoksi Ci-e, asyyliamino Ci-s,
CONRSR7, NR®R®, halogeeni, 5- tail 6-osainen S, jossa on hetero-
syklinen rengas, tai fenyyli, joka on valinnaisesti substituoi-
tu alkyylilld C,-_e,

nonoO, 1 tai 2,

R® on aryyli tai alkyyli C.-s, joka on valinnaisesti substitu-
oitu yhdelld tai useammalla seuraavalla substituentilla: hyd-
roksi, alkoksi C.-s, halogeeni ja aryyli;

R®, R7, R® ja R® ovat riippumattomasti vety tai alkyyli Ci-s,

Y on NH: tai alkoksi Ci.s, ja

Z on happo-osa,



lisdksi, kun R on CR®R%, niin -0-Z voi olla mybs hydroksi tai
-OP(0) (OH) 2,

edellyttden etta:

i) kun R on O, Won O, X on Cl, Y on NH: ja 2 on -P(0)(OH)=,
niin CR*R2? el ole CHz;

ii) kun R on O, W on O, X on SCHs, Y on NH> ja Z on
-P(0)(OH) 2, niin CR*R2 ei ole (a) CHz, (b) CF. tai (c) CCla;
iii) kun R on CH., Won O, X on Cl1 ja Y on NH>, niin -Q-2 el
ole hydroksi; ja

iv) kun R on O, Won O, X on Cl1 ja X ja Y ovat molemmat NH. ja
Z on ~P(0O)(OH)>, niin CR*R2 el ole CH., CHF, CF., CHCl tai
CClz:

ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttavédt suolat.

Kaavan I yhdisteet voivat olla tautomeerisissd, enatiomeeri-
sissd tai diastereomeerisissd muodoissa, jotka kaikki sisdlty-

vdt keksintdon.

Keksinnon mukaisesti on lisdksi kyseessd menetelmd kaavan I
yhdisteiden ja niiden suolojen valmistamiseksi, joka k&sittda:

a) kaavan I yhdisteen, jossa R on 0, tai sen suolan, valmista-
misen saattamalla kaavan II, tai sen suola,
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jossa W, X ja Y ovat edelld mddritellyt ja L. on ldhtevd ryhmd,
reagoimaan kaavan III, tai sen suolan, kanssa



Z2-Q-P-OH III

jossa Z ja Q ovat edelld mddritellyt,
b) kaavan I yhdisteen, jossa R on CR®R4, tai sen suolan, val-
mistamisen saattamalla kaavan IV yhdiste, tai sen suolga,
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jossa W, X ja Y ovat edelld md&dritellyt ja L= on ldhtevd ryhmd,
reagoimaan kaavan V yhdisteen, taili sen suolan, kanssa
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jossa Z, Q, R® ja R* ovat edelld mddritellyt,

c) kaavan I yhdisteen,.jossa R on CR®R* ja -Q-Z on
-OP(0)(0OH)=, tal sen suolan, valmistamisen saattamalla vastaava
kaavan I yhdiste, jossa -Q-2 on hydroksi, reagoimaan kaavan VI

yhdisteen, tai sen suolan, kanssa
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jossa Ls on ld&htevda ryhmd,

d) suojaava ryhmdn poistamisen vastaavasta kaavan I suojatusta
yhdisteestd, jossa yksi tai useampi funktionaalinen ryhmd on
sucojattu,

ja haluttaessa tai tarvittaessa saadun kaavan I yhdisteen, tai
sen toisen suolan, muuttamisen sen farmaseuttisesti hyviksyt-
tdvéksi suolaksi tai pdin vastoin.

Menetelmissd a) ja c) ldhtevdt ryhmdt, joita L, ja La voivat
olla, ovat amineja, esimerkiksi dialkyyliamineja tai tyydytty-
neitd tai tyydyttymdttomid syklisid amineja; erityisid ldhtevid
ryhmid, jotka voidaan mainita, ovat morfolinyyli, imidatsolyyli

ja triatsolyyli.

Menetelmdssd b) ldhtevdt ryhmdt, joita L> voi olla, ovat
alkyyli~ tai aryylisulfonyylioksiryhmid kuten metaanisulfonyy-
lioksi, trifluorimetaanisulfonoksi tai p-tolueenisulfonyyli-
oksi; tai trifluoriasetoksi.

Menetelmissd a), b) ja c¢) kdytetty liuotin on edullisesti dipo-
laarinen aproottinen liuotin, esimerkiksi, pyridiini, dimetyy-
liformamidi, asetonitriili, heksametyylifosforitriamidi, N,N'-
dimetyylipropyleeniurea tai l-metyyli-2-pyrrolidinoni. Reaktio
voidaan toteuttaa lémpdtilassa -20 - 100 °C, esim., 10 - 30 °C.

Kaavojen II - V yhdisteet ovat joko tunnettuja tai valmistetta-
vissa kdyttden menetelmid, jotka ovat alan ammattitaitoisten
tuntemia, tai menetelmilld, jotka ovat analogisia esimerkeissd
kuvattujen kanssa., Esimerkiksi, kaavan II yhdisteet, joissa Ll
on morfolinyyli, voidaan valmistaa vastaavista 5'-monofosfaa-
teista k&sittelemdlld morfoliinilla kondensoivan aineen kuten
disykloheksyylikarbodi-imidin l&snidollessa, edullisesti proot-
tisen liuottimen tai liuottimien seoksen kuten *butanolin ja
veden ldsndollessa.



Yhdisteille, joissa W on O, nukleosidi-5'-monofosfaatit ja nuk-
leosidit, joita kdytetddn kaavojen II ja IV yhdisteiden valmis-
tamisessa, ovat joko tunnettuja tai valmistettavissa tunnetuis-
ta yhdisteistd tunnettuja menetelmid k&dyttden, katso, esimer-
kiksi "Chemistry of Nucleosides and Nucleotides™ Vol.2 , toin.
Leroy B. Townsend, Plenum Press 1991.

Edelld kuvatuissa menetelmissd voi olla tarpeellista suojata
l1dhtbaineessa olevia funktionaalisia ryhmid, esim. hydroksi-
tali aminoryhmid, 'siten menetelmd d) voi sisdltdd yhden tai
useamman suojaavan ryhmén poistamisen.

Sopivia suojaavia ryhmid ja menetelmid niiden poistamiseksi
ovat, esimerkiksi, julkaisussa "Protective Groups in Organic
Chemistry", Theodora Greene, John Wiley and Sons Inc., 1981,
Hydroksiryhmdt voidaan esimerkiksi suojata aryylimetyyliryh-
milld kuten fenyylimetyylilld, difenyylimetyylilld tai trife-
nyylimetyylilld, tai teterahydropyranyylijohdannaisilla. Sopi-
via aminoa suojaavia ryhmid ovat aryylimetyyliryhmdt kuten
bentsyyli, (R,S)-o-fenyylietyyli, difenyylimetyyli tai trife-
nyylimetyyli, ja asyyliryhmdt kuten asetyyli, triklooriasetyyli
tali trifluoriasetyyli. Suojauksen poistamiseksi voidaan kdyttdd
tavallisia menetelmid kuten hydrogenolyysid, happo- tai emds-
hydrolyysid, tai fotolyysid. Aryylimetyyliryhmdt voidaan esi-
merkiksi poistaa hydrogenolyysilld metallikatalyytin esim. pal-
ladiumin tai hiilen l#sndollessa. Tetrahydropyranyyliryhmét
voidaan poistaa hydrolyysilld happamissa olosuhteissa. Asyyli-
ryhmdt voidaan poistaa hydrolyysilld emdksen kuten natriumhyd-
roksidin tai kaliumkarbonaatin kanssa, tai ryhmd kuten trikloo-
riasetyyli voidaan poistaa pelkist&m&élld esimerkiksi sinkill&
ja etikkahapolla.

Kaavan I yhdisteen suolat voidaan muodostaa saattamalla vapaa
happo, tai sen suola, tai vapaa emds, tai sen suola tai johdan-
nainen, reagoimaan yhden tai useamman sopivan emdksen tai hapon



ekvivalentin kanssa. Reaktio voidaan toteuttaa liuottimessa tai
aineessa, johon suola ei liukene tai liuottimessa, johon suola
liukenee, esim. etanolissa, tetrahydrofuraanissa tai dietyyli-
eetterissd, joka voidaan poistaan vakuumissa tai pakastekui-
vauksella. Reaktio voi olla mybds metateettinen (metathetical)
menetelmd tai se voidaan toteuttaa ioninvaihtohartsilla.

Kaavan I yhdisteiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvid suoloja
ovat alkalimetallisuolat, esim. natrium- ja kaliumsuolat; maa-
alkalimetallisuolat, esim. kalsium- ja magnesiumsuolat; ryhmdn
ITI alkuaineiden suolat, esim. alumiinisuolat; ja ammoniumsuo-
lat. Suolat sopivien orgaanisten happojen kanssa, esim. suolat
hydroksyyliamiinin kanssa; alhaisten alkyyliamiinien, esim.
metyyliamiinien tai etyyliamiinien kanssa; substituoitujen
alhaisten alkyyliamiinien, esim. hydroksisubstituoitujen alkyy-
liamiinien kanssa; tai monosyklisen typen heterosyklisid yhdis-
teitd, esim, piperidiini tai morfoliini; ja suolat aminohappo-
jen, esim. arginiinin, lysiinin jne. kanssa, tai niiden N-al-
kyylijohdannaisen kanssa; tali aminosokerin, esim. N-metyyli-D-
glukamiinin tai glukosamiinin kanssa. Myrkyttémdt fysiologi-
sesti hyvdksyttdvdt suolat ovat edullisia, vaikka mySds muut
suolat ovat hybdyllisid, esim. eristettdessd tai puhdistet-
taessa tuotetta. '

Alkyyliryhmid ovat suorat, haaroittuneet tai sykliset, tyydyt-
tyneet tai tyydyttymdttomdt alkyyliryhmét.

Aryyliryhmid ovat sekd karbosykliset ettd heterosykliset ryh-
mdt. Ryhmiss& voi olla eri mddrid C-atomeja sisltdvid renkaita
ja ryhmdt voivat olla yhdistettyjd rengasrakenteita. Tiettyjé
karbosyklisid aryyliryhmid, jotka voidaan mainita, ovat fenyyli
ja naftyyli. Heteroaryyliryhmid ovat typen, hapen tai rikin
sykliset renkaat ja niissd voi olla yksi tai useampi hetero-
atomi. Esimerkkejd heterosyklisistd renkaista, joissa on vain
yksi heteroatomi, ovat pyrroli, furaani, tiofeeni ja pyridiini.



Ryhmid, joissa on enemmdn kuin yksi heteroatomi, ovat pyrat-
soli, oksatsoli, tiatsoli, triatsoli, oksadiatsoli, tiadiatsoli

jne.

Halogeeneja, joita X, R*, R2, R® tai R<¢ voivat olla, ovat F,
Cl, Br ja I.

Kun Q on CR*R2, R®* ja R2 ovat edullisesti samoja, erityisen
edullisia ovat yhdisteet, joissa R* ja R2 ovat molemmat Cl.

Kun R on CR2R+, R® ja R* ovat edullisesti samoja, erityisen
edullisia ovat yhdisteet, joissa R® ja R% ovat molemmat vety
tai Cl. '

Yhdisteet, joissa Q on CR*R2, ovat edullisia. Yhdisteet, joissa
R on 0, ovat edullisia. Kaavan I yhdisteet, joissa Q on CR*R2
ja R on O, ovat erityisen edullisia. Yhdisteet, joissa W on O,
ovat edullisia.

S:8 sisdltdvid heterosyklisid renkaita, joita X voi merkitd,
ovat sekd tyydyttyneet ettd tyydyttymdttdmédt heterosykliset
renkaat, joissa on 1 tai 2 S-atomia. Tietty heterosyklinen ryh-
md, joka voidaan mainita, on tienyyli, erityisesti 2-tienyyli.
Kaavan I yhdisteet, joissa X on S$(0)nR®, erityisesti ne yhdis-
teet, joissa n on 0, ovat edullisia. Kaavan I yhdisteet, joissa
RS on alkyyli Ci-e, ovat edullisia, tiettyjd alkyyliryhmid,
jotka voidaan mainita ovat etyyli, butyyli ja propyyli, erityi-
sesti n-propyyli.

Yhdisteet, joissa Y on NH., ovat edullisia.

Happo-osia, joita Z voi merkitd, ovat Bronsted-Lowry-hapot, eli
osat, jotka toimivat protonin donoreina. Happo-osa voi olla
mono- tai polyhappo. Erityisid happo-osia, jotka voidaan maini-
ta, ovat -P(0O)(OH)-, -S0sH ja -CO:H.



Kaavan I yhdisteet, joissa 2 on ~P(0)(OH):, ovat edullisia.

Kaavan I yhdisteet ovat hyddyllisid, koska ne ovat farmakologi-
sesti aktiivisia nisdkkdissd. Erityisesti, ne osoittavat aktii-
visuutta verihiutaleiden aggregaation estd@misesséd.

Kaavan I yhdisteiden tehokkuus verihiutaleiden aggregaation
inhibiittoreina voidaan mddrittd3d niiden kyvystd toimia P2T-
reseptoriantagonistina, katso esimerkki X.

Yhdisteitd voidaan kdyttdd missd tahansa tilassa, johon liittyy
verihiutaleiden aggregaatio tai disaggregaatio. Yhdisteet voi-
vat siten toimia antitromboottisina aineina ja niit#d tarvitaan
epdvakaan anginan, tromboembolisen kohtauksen ja perifeerisen
vaskulaarisen sairauden hoidossa tai ennaltaehkdisyssd. Niitd
tarvitaan myds angioplastiasta, trombolyysistd, endarterektomi-
asta, koronaarisesta ja vaskulaarisesta kudoksensiirrosta,
munuaisdialyysistd ja kardiopulmonaalisesta ohituksesta johtu-
vien tromboottisten komplikaatioiden jdlkitilan hoidossa ja
ennaltaehkdisyssd. Lisdksi niitd tarvitaan disseminoituneen
intravaskulaarisen koagulaation, syvdn laskimotromboosin, pre-
eklampsian/eklampsian, kirurgista tai satunnaista vauriota seu-
raavan kudoksenoton (tissue salvage), vaskuliitin, arteriitin,
trombosytemian, iskemian ja migreenin hoidossa ja ennaltaehk&di-
syssd.

Keksinnén erdin ndkdkohdan mukaisesti, esitdmme kaavan I yhdis-
teitd, jotka ovat kuten edelld mddritelty, mutta ilman ehtoa
iv), lddkkeiksi.

Annettava annos vaihtelee laajasti, riippuen, muiden teki&iden
ohella, kdytetystd tietystd kaavan I yhdisteestd, tietystd ti-
lasta, jota hoidetaan, ja sen vakavuudesta. Kuitenkin, yleensd
pdivittdinen kokonaisannos 1 g voi olla sopiva, joka voidaan
antaa jaettuina annoksina aina 6 kertaan pdivdssd saakka.
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Yhdisteet annetaan yleensd farmaseuttisen seoksen muodossa.

Siten, keksinndn erddn ndkdkohdan mukaisesti esitetddn farma-
seuttista seosta, jossa on edullisesti alle 80 p-%, edullisem-
min alle 50 p-%, esim. 0,1 - 20 %, kaavan I yhdistettd, tai sen
farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd suolaa, joka on kuten edelléd
mddritelty, muttta ilman ehtoa iv), sekoitettuna farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvdn lisdaineen, laimennusaineen tai kantaja-

aineen kanssa.

Seuraavana on esimerkkejd farmaseuttisista tuotteista, joita
voidaan kdyttdd, ja sopivista lisdaineista, laimennusaineista

tal kantaja-aineista:

intravenoosiseen injektioon tai infuusioon - puhdistettua vettd
tai suolaliuosta;

inhalaatioseoksiin - karkeaa laktoosia;

tabletteihin, kapseleihin ja rakeisiin - mikrokiteistd sellu-
loosaa, kalsiumfosfaattia, piimaata, sokeria kuten laktoosia,
dekstroosia tai mannitolia, talkkia, steariinihappoa, tdrkke-
lystd, natriumbikarbonaattia ja/tai gelatiinia;

perdpuikkoihin - luonnollisia tai kovetettuja 61jyjd tai
vahoja. '

Kun yhdistettd kdytetddn vesiliuoksina, esim. infuusiota var-
ten, voi olla tarpeellista sekoittaa siihen muita tdyteaineita.
Erityisesti tdssa voidaén mainita kelatoivia tal eristdvid
alneita, antioksidantteja, toonisuutta sd&tdviad aineita ja

puskuriaineita.

Liuokset, jotka sisdltdvdt kaavan I yhdistettd voidaan halutta-
essa kuivata, esim. pakastekuivauksella tai spray-kuivauksella,
jolloin saadaan kiinted tuote, joka voidaan sekoittaa veteen

ennen kayttod.
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Kun kaavan I yhdiste ei ole liuoksena, se on edullisesti muo-
dossa, jonka keskihalkaisija on 0,01 - 10 um. Yhdiste voi
sisdltdd myds sopivia sdilovid, stabiloivia ja kosteuttavia
aineita, liuottavia aineita (solubiliser), esim. vesiliukoista
selluloosapolymeerid kuten hydroksipropyylimetyyliselluloosa,
tai vesiliukoista glykolia kuten propyleeniglykolia, makeutus-
ja vdriaineita ja makuaineita. Tarkoituksenmukaisesti seokset
voidaan valmistaa hitaasti vaikuttavaan muotoon.

Keksinndn erddn ndkdkohdan mukaisesti esitdmme siksi kaavan I
vhdisteen, tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn suolan, mutta
ilman ehtoja i), ii)(b), ii)(ec), iii) ja iv), kdyttdd valmis-
tettaessa farmaseuttista seosta tilan, johon liittyy verihiuta-
leiden aggregaatiota tai disaggregaatiota, hoitoon.

Keksinndn erdan toisen ndkdkohdan mukaisesti esitdmme siksi
tilan, johon liittyy verihiutaleiden aggregaatiota tai dis-
aggregaatiota, hoitoon menetelmdd, joka kdsittdd terapeutti-
sesti vaikuttavan mddrdn antamisen kaavan I yhdistettd, joka on
kuten edelld md&dritelty, mutta ilman ehtoja i), ii)(b), ii)(e¢),
iii) ja iv), potilaalle, joka kdrsii tdllaisesta tilasta.

Keksinndén yhdisteet ovat edullisia:siind, ettd edelld maini-
tuilla terapeuttisilla alueilla aiemmin kdytettyihin yhdistei-
siin verrattuna ne ovat myrkyttémdmpid, tehokkaampia, pidempdédn
vaikuttavia, niilld on laajempi vaikutusalue, ne ovat tehok-
kaampia, stabiilimpia, ne aiheuttavat vdhemmdn sivuvaikutuksia,
ne imeytyvédt helpommin, ne poistuvat helpommin kehosta tai
niilléd on muita hyodyllisid farmakologisia ominaisuuksia.

Keksintdd selvitetddn, mutta ei miss&dn tapauksessa rajoiteta,
seuraavilla esimerkeilld, joissa ldmpétilat ilmoitetaan Cel-
sius-asteina. Esimerkit on nimetty kdyttden Chemical

Abstractsin nimistoi.
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Esimerkki 1

2-Propyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Propyylitioadenosiini

Adenosiini-2-tionia (2,5 g) vedessd (15 ml), metanolia (45 ml)
ja 1N natriumhydroksidiliuosta (8,36 ml) jadhdytettiin jddhau-
teessa ja jodipropaania (5 ml) lisdttiin. Neljdn pdivdn kulut-
tua reaktioseos haihdutettiin ja jd&nndés kromatografoitiin
(8102, etyyliasetaatti:metanoli, 9:1), jolloin saatiin ala-
otsikon yhdistettd kvantitatiivisella saannolla.

NMR &6>H (dsDMSO) 8,22 (s, 1H), 7,36 (brs, 2H), 5,80 (d, 1H,
J=5,9Hz), 5,61 (t, 1H, J=5,5Hz), 5,13 (m, 1H), 3,90 (dd, 1H,
J=4,0 ja 11,8Hz), 3,64 (dd, 1H, J=4,2 ja 11,8Hz), 3,52 (dd, 1H,
J=4,4 ja 11,8Hz), 3,0-3,2 (m, 2H), 1,67 (hextet, 2H, J=7,3Hz),
0,99 (t, 3H, J=7,3Hz)

1i) 2-Propyylitio-5'-adenyvlihappo

Vailheen i) tuotetta (1,0 g) lisdttiin sekoitettuun seokseen,
jossa o0li fosforioksikloridia (1,06 ml) ja trietyylifosfaattia
(25 ml) -10=C:ssa, 3 tunnin kuluttua reaktioseos kaadettiin
jdihin ja pH sdddettiin arvoon 7 kiinted1ll3d natriumbikarbonaa-
tilla. Liuos pestiin eetterilld (3x150 ml) ja sitten lyofili-
soitiin., Saatu kiintei aine liuotettiin deionisoituun veteen ja
saatettiin Dowex 50Wx8-pylvddseen (H+-muoto), joka pestiin
vedelld kunnes eluaatin pH saavutti arvon 6, sitten eluoitiin
1M ammoniumhydroksidilla. Lyofilisoimalla saatiin alaotsikon
yhdistettd (0,4 g).

NMR 631P (D20) 1,32 (s)

111) 2-Propyylitio-5'~adenyylihappo, monoanhydridi dibromi-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola
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Vaiheen ii) tuote (0,4 g) ja tri-n-butyyliamiini (0,175 g)
yvhdistettiin pieneen tilavuuteen vettd ja liuos haihdutettiin
kuiviin. Kuivattiin atseotrooppisesti pyridiinilld (3x15 ml),
minkd jédlkeen vedettomdlld dimetyyliformamidilla (2x15 ml),
jolloin saatiin jddnnés, joka liuotettiin vedettdmddn dimetyy-
liformamidiin (10 ml). Lisdttiin karbonyylidi-imidatsolia

(0,77 g), ja reaktio jdtettiin huoneenlédmpétilaan neljdksi
tunniksi ennen metanolin lisd&mistd (0,24 g). 30 minuutin
kuluttua lisdttiin dibromimetyleenidifosfonihapon monotri-n-
butyyliammoniumsuolaa (6,5 mmol) vedetttmdssd dimetyyli-
formamidissa (30 ml), ja seosta sekoitettiin 18 tuntia. Suo-
dattamalla ja haihduttamalla saatiin jd&nnés, joka puhdistet-
tiin kromatografisesti (DEAE-Sepharose, eluenttina vesipitoinen
ammoniumbikarbonaatti 0-0,4M). Lyofilisoimalla saatiin ammo-
niumsuolaa, joka liuotettiin uudelleen veteen (200 ml) ja
kdsiteltiin trietyyliamiinilla (10 ml). Haihduttamalla tyhjdssa
valmistettiin tetrakistrietyyliammoniumsuolaa, joka muunnettiin
tetranatriummuodoksi liuottamalla metanoliin (2 ml) ja lisd&-
mdlld natriumjodidiliuosta (1M asetonissa, 30 ml). Sakka otet-
tiin talteen sentrifugoimalla, pestiin toistuvasti suspensiolla
asetonissa (4x40 ml) ja sentrifugoitiin uudelleen. Lopuksi
kiinted aine liuotettiin veteen ja lyofilisoitiin, jolloin
saatiin otsikkosuolaa valkoisena jauheena (0,42 g).

NMR &3P (D.0) 8,95 (d, J=36Hz), 1,35 (dd, J=36 ja 69Hz), -9,15
(d, J=69Hz)

Esimerkki 2

Seuraavat yhdisteet valmistettiin esimerkin 1 mukaisella
menetelmdlld:

a) 2-Propyvlitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi

difluorimetyleenibisfosfonihapon kanssa, tetrapnatriumsuola
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NMR &3P (D20) 3,94 (dt, J=145,8 ja 196Hz), 3,11 - -4,92 (m),
-10,15 (d, J=75Hz)

b) 2-Propyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhdyridi dikloori-

metyleenibisfosfonihappo, tetranatriumsuola

NMR 631P (D20) 9,4 (d, J=46Hz), 2,3 (dd, J=46 ja 73,1Hz), ~9,15
(d, J=73,1Hz2)

c) 2-Pentyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloori-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Pentyylitioadenosiini

NMR 6'H (dsDMSO) 8,22 (s, 1H), 7,35 (brs, 1H), 5,80 (d,
1H, J=5,9Hz), 5,42 (d, 1H, J=6,16Hz), 5,16 (d, 1H,
J=4,86Hz), 5,02 (t, 1H, J=5,6Hz), 4,61 (q, 1H, J=5,76Hz),
4,07-4,15 (m, 1H), 3,85-3,95 (m, 1H), 3,6-3,7 (m, 1H),
3,48-3,6 (m, 1H), 3,0-3,15 (m, 2H), 1,6-1,7 (m, 2H), 1,3-
1,45 (m, 4H), 0,88 (t, 3H, J=7,02Hz)

ii) 2-Pentyylitio-5'-adenyylihappo

1

NMR 631P (Dz0) 1,2 (8)

iii) 2—Pentyvliti075'~adenvvlihaDDQL,monoanhvdridi dikloo-

rimetyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR &3P (D,0) 8,55 (d, J=46,2Hz), 2,5-3,5 (m), -9,12 (d,
J=70,34Hz)

d) 2~Pentyvlitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromi-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, monoammoniumsuola
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Puhdistamalla raakatuote kromatografisesti (DEAE-Sepharose,
eluenttina ammoniumbikarbonaatti 0-0,4M) saatiin otsikkosuolaa.

NMR 632P (D.0) 7-8 (brs), 2,5-3,5 (m), -9,07 (d, J=83,5Hz)

e) 2-Etyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloorimetylee-

nibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Etyylitio-5'-adenyylihappo, dinatriumsuola

NMR 63**P (D20) 5,01 (s).

ii) 2-Etyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloori-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR 63*P (D:20) 8,25 (d, J=17,04Hz), 3,28 (dd, J=18,9 ja
28,22), -9,22 (d, J=28,22Hz)

f) 2-Etyylitio-5'-adenyylihappo, moncanhydridi dibromimetylee-
nibisfosfonihappo, tetranatriumsuola

NMR 82:P (D;0) 6,5-7,5 (m), 2,88 (dd, J=14,75 ja 27,33Hz),
-10,9 (d, J=28,22Hz)

\

g) 2-Butyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloori-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, monoammoniumsuola

i) 2-Butyy1itio—5';adenyylihaggo

NMR 62*P (Dz0) 1,84 (s).

11) 2-Butyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloori-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, monoammoniumsucla

NMR 63*p (D.0) 8,05-8,25 (m), 3,66 (dd, J=18,48 ja
27,8Hz), -9,02 (d, J=27,8Hz).
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h) 2-Propyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi metyleenibis-
fosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR 6*P (D.0) 15,8 (d, J=8,3Hz), 10,7 (dd, J=8,4 ja 27Hz),
-9,44 (d, J=25,8Hz)

i) 2-Asetamido-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetylee-
nibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Asetamido-5'-adenyylihappo
NMR 631P (D=20) 4,16 (s).

ii) 2-Asetamido-5%'-adenvyylihappo, monoanhydridi dibromi-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR &63*P (D20) 8,99 (d, J=14,7Hz), 1,42 (dd, J=14,8 ja
28,3Hz), -9,16 (d, 28,3Hz)

j) 2-Kloori-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

UVAmax (H20) 210nm (e20,900), 265nm (¢l2,700).

k) 2-Jdodi-5'-adenyylihappo, monoanhydridi difluorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,;tetranatriumsuola

NMR &33P (D.O) 4,72 (dt, J=57 ja 73Hz), -1,89 (ddt, J=64, 88 ja
31Hz), ~9,86 (d, J=32HZ)

1) L-2-Metyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimety-
leenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR 632P (D.0) 8,12 (d, J=15Hz), -0,03 (dd, J=15 ja 26HzZ),
-9,88 (d, J=28Hz)
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m) 2-Propyyliamino-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dikloori-

metyleenibisfosfonihapon kanssa, tripatriumsuola

NMR 6P (D:0) 8,87 (d), 0,99 (dd), -9,3 (d).

n) 2-Propyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi sulfonidifluo-

rimetyleenifosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

NMR &63*P (D20) -8,8 (dt), -10,0 (d).

0) 2-Propyylitio-5'-adenyylihappo, monoanhydridi fosfonoetikka-

hapon _kanssa, trinatriumsuola

NMR 622P (D20) 11,4 (d), -9,57 (d).

p) 2-(2-Tienyyli)-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromi-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

1) 2-(2-Tienyyli)-5'-adenyylihappo

NMR 63*P (D20) 2,14 (s).

ii) 2~(2-Tienyyli)-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibro-
mimetyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR &P (D20) 9,53 (d, J=14Hz), 3,91 (dd, J=14 ja 30Hz),
-8,96 (d, J=30Hz)

q) 2-Fenyyli-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetyleeni-

bisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Fenyyli-5'-adenyylihappo

NMR &3P (D.0) 0,22 (s).
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ii) 2-Fenyyli-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimety-
leenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR 62*P (D,0) 8,55 (d, J=14,1Hz), 2,92 (dd, J=14,2 ja
29,6Hz), -9,87 (d, J=29,8Hz).

Esimerkki 3

2-Butyyli-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetyleenibis-
fosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

i) 2-Butyyli-5'-adenyylihappo

Esimerkin 2p)i) tuotetta (1,4 g) kuumennettiin aktivoidun
Raney-nikkelin (1,5 g) kanssa vedessd (50 ml) 70°C:ssa kaksi
tuntia. Kiinted aine suodatettiin ja pestiin vedelld, minkd
jdlkeen haihduttamalla suodos saatiin alaotsikon yhdistettd
vdrittdmdnd kiintednd aineena (0,56 g).

MS (FAB) 404 (M*+1), 426 (M*+Na), 192 (100%).

i1) 2-Butyyli-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

1

NMR 632P (D20) 8,8 (d), 1,0 (dd), -9,4 (d).

Esimerkki 4

2-Propoksi-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromimetyleenibis-
fosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

i) 2-Propoksiadenosiini

2-Klooriadenosiinia (3,5 g) lis&ttiin kuumaan liuokseen, jossa
0li NaOH:a (3,2 g) n-propanolissa (80 ml), seosta kuumennettiin
refluksoilden 3 tuntia. Haihtuvat aineet poistettiin tyhjossé,
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jadnnds liuotettiin veteen (40 ml), jd&dhdytettiin ja tehtiin
happameksi 1M suolahapolla pH:n arvoon 7. 15 minuutin kuluttua
suspensio suodatettiin ja suodos haihdutettiin. Jd&nnds liuo-
tettiin etanoliin ja adsorboitiin silikaan, joka asetettiin
kromatografiapylvéédseen, Eluoimalla 9:1 ja sitten 4:1 CHCls:1lla
saatiin alaotsikon yhdistettd (0,65 g).

MS (FAB) 326 (M*+H)

ii) 2-Propoksi-5'-adenyylihappo, monoammoniumsuola

Valmistettu esimerkin 1 menetelmdlli.
NMR 63*P (D.0+NaOD) 3,17 (s8).

iii) 2-Propoksi-5'-adenyylihappo, monoanhydridi dibromi-
metyleenibisfosfonihapon kanssa, tetranatriumsuola

NMR 6P (D.0) 9,4 (d, J=14,5Hz), 3,77 (dd, J=14,3 ja 29,2Hz),
-9,0 (d, J=29,7Hz).

Esimerkki 5

2-(1-Metyylietyyli)tio-5'-adenyylihappo, monoanhyvdridi dikloo-

rimetyleenibisfosfonihapon kanssa, :trinatriumsuola

i) 2',3',5'-Tri-0-asetyyli-6-kloori-2-(l-metyylietyyli)tio-
adenosiini

9-(2',3',5'-Tri-0-asetyyli-B-D-ribofuranosyyli)-2-amino-6-
klooripuriinia (6,6 g) liuotettiin kuivaan asetnonitriiliin
(65 ml). Isopropyylidisulfidia (21 ml) ja isoamyylinitriittid
(12,1 ml) lisdttiin ja saatu liuos puhdistettiin typelli

45 minuutin ajan, sitten kuumennettiin typen alla 60<C:ssa

16 tuntia. Haihtuvat aineet poistettiin tyhjossd ja jd&nnés
kromatograoitiin, jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd kel-
taisena 6ljynda (3,69 g).
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NMR 6*H (d=-DMSO) 8,70 (s, 1H), 6,29 (d, 1H), 6,02 (m, 1H),
5,61 (t, 1H), 4,39 (m, 2H), 4,20 (m, 1H), 4,00 (septet, 1H),

2,12, 2,07, 1,98 (3xs, 3x1), 1,41 (d, 6H).

1i) 2-(1-Metvyylietvyli)tioadenosiini

Vaiheen i) tuote (3,6 g) etanolissa (400 ml) jddhdytettiin
0=C:een ja kyllastettiin ammoniakilla. Liuoksen annettiin
ldmmetd noin 15<C:een, sitten kuumennettiin 70=C:een autoklaa-
vissa 24 tuntia, haihtuvat aineet poistettiin tyhj&ss3d ja jdan-
nés kromatografoitiin, jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd
(1,95 g).

MS (FAB) 342 (M*+H) (100 %)

iii) 2-(1-Metyylietyyli)tio-5'~adenyvlihappo

Alaotsikon yhdistettd valmistettiin esimerkin 1 menetelmén
mukaisesti.
NMR &22P (D20) 1,1 (s).

iv) 2-(1-Metyylietyyli)tio-5'-adenyylihappo, monoanhvydridi
dikloorimetyleenibisfosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

\
Otsikkoyhdiste valmistettiin esimerkin 1 menetelmdn mukaisesti.
NMR &2*P (Do0) 9,21 (d, J=21Hz), 2,0 (dd, J=19 ja 30Hz), -9,33
(d, J=32Hz).

Esimerkki 6

2-Propyvlitioadenosiini, 5'-P*-monoesteri bis[ (dihvdroksi-

fosfinyyli)metyylilfsofiinihapon kanssa, dinatriumsuola

i) 2',3'-0,0-(1-Metyylietylideeni)-2-propyylitioadenosiini
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Suspensioon, jossa oli 2-propyylitioadeonisiinia (2,6 g) AR-
asetonissa (97 ml) 2,2-dimetoksipropaanissa (11,3 ml) lisdttiin
p-tolueenisulfonihappomonohydraattia (1,46 g) pienind annoksina
yli yhden tunnin ajan. Saatua liuosta sekoitettiin ympdristén
ldmpdtilassa 18 tuntia, laimennettiin vedelld (300 ml) ja kdsi-
teltiin trietyyliamiinilla kunnes pH oli 7. Tilavuus laskettiin
puoleen tyhijéssd, ja jdljelle jddnyt liuos uutettiin klorofor-
milla (3x100 ml). Uute kuivattiin (MgSO.), suodatettiin ja
haihdutettiin., Jddnndés puhdistettiin kromatografisesti (S$i0-:,
etyyliasetaatti), jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd

(1,8 g).

MS (FAB) 382 (M*+H) BP 210.

Jd1118 j&&hdytettyyn liuokseen, jossa oli vaiheen i) tuotetta
(1,6 g) kuivassa dikloorimetaanissa (100 ml) lisdttiin 4-dime-
tyyliaminopyridiinid (1,33 g) ja sitten liuos, jossa oli p-
tolueenisulfonyylikloridia (0,88 g) kuivassa dikloorimetaanissa
(20 ml) yli 15 minuutin ajan. 18 tunnin kuluttua 0-4°C:ssa
haihtuvat aineet poistettiin tyhjdssd ja jddnnds puhdistettiin
kromatografisesti (Si0., etyyliasetaatti), jolloin saatiin ala-
otsikon yhdistettd (1,9 g).

NMR 63*P (CDCls) 7,7 (s, 1H), 7,6 (4, 2H), 7,1 (d, 2H), 6,0 (d,
14), 5,7 (s, 2H), 5,4 (d, 1H), 5,0 (m, 1H), 4,4 (m, 1H), 4,2
(m, 2H), 3,0 (m, 2H), 2,4 (s, 3H), 1,7 (g, 2H), 1,6 (s, 3H),
1,4 (s, 3H), 1,1 (t, 3H)

iii) 2-Propyvylitioadenosiini, 5'-P*-monoesteri bis{(dihydroksi-
fosfinyyli)metyylijfosfiinihapon kanssa, dinatriumsuola

Liuoksen, jossa oli bis{(dihydroksifosfinyyli)metyylijfosfiini-
happoa (0,66 g) vedessd (10 ml) pH sdddettiin arvoon 8,7 lisda-
mdlla 40 % w/v tetrabutyyliammoniumhydroksidiliuosta, sitten
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lyofilisoitiin, jolloin saatiin kumia, joka edelleen kuivattiin
liuottamalla toistuvasti asetonitriiliin ja haihduttamalla
livotin (3x50 ml). J&&nn6és liuotettiin kuivaan asetonitriiliin
(10 ml) ja kdsiteltiin vaiheen ii) tuotteella (0,81 g) ja seos
vikevditiin tyhjossd paksuksi siirapiksi. Sekoitetiin ydn yli
ympdristdn lé&mpdtilassa, minkd jdlkeen seos laimennettiin
vedelld ja saatettiin DEAE-Sepharose-pylvddseen (nopea vir-
taus). Eluoimalla 0-0,6M trietyyliammoniumbikarbonaatilla
saatiin lyofilisoimisen jdlkeen jddnnds, joka liuotettiin 80%
v/v etikkahappoon ja kuumennettiin 80°C:ssa neljé& tuntia. Haih-
dutettiin kuiviin, minkd jdlkeen jddnnds atseotropotiin vedelld
(2%x20 ml), liuotettiin metanoliin (5 ml) ja kdsiteltiin muuta-
malla tipalla trietyyliamiinia. T&hdn liuokseen lisdttiin 1M
natriumjodidia asetonissa, jolloin natriumsuola saostui, joka
otettiin talteen sentrifugoimalla ja pestiin useita kertoja
asetonilla. Kiinted aine liuotettiin veteen ja pakastekuivat-
tiin, jolloin saatiin otsikkosuolaa vdrittéménd kiintednd
aineena (96 mg).

NMR 632P (D.0) 28,17 (d), 18,86 (dd), 16,39 (d).

Esimerkki 7

2-Pro litioadenosiini diklooridihyd-

roksifosfinyyli)metyyli]fosfiinihapon kanssa, tetranatriumsuola
i) Bis[(diklooridihydroksifosfinyyli)metyyli]fosfiinihappo,

pentaetyyliesteri

Liuosta, jossa o0ll bis[(dihydroksifosfinyyli)metyyli])fosfiini-
happopentaetyyliesterid (3,94 g) kloroformissa (100 ml) sekoi-
tettiin voimakkaasti kaupallisella natriumhypokloriittiliuok-
sella (5,25% saatavilla olevaa klooria, 400 ml) ympdriston
lampdtilassa 24 tuntia. Orgaaninen faasi erotettiin ja haih-
dutettiin, jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd (4,7 g).

MS (FAB) 531/533/535/537 (M*+H), BP 533.
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ii) Bis[(diklooridihydroksifosfinyyli)metyylilfosfiinihappo

Vaiheen i) tuotetta (0,532 g) kuivassa metyleenikloridissa

(10 ml1) k&siteltiin trimetyylisilyylibromidilla (0,912 g) ympé-
ristdn ldmpdtilassa 18 tuntia. Haihtuvat aineet poistettiin
tyhjossd, ja jaddnnds liuotettiin metanoliin (5 ml), joka haih-
dutettiin kahden tunnin kuluttua, saatu 61jy liuotettiin deio-
nisoituun veteen (10 ml) ja uutettiin hyvin eetterilld. Syklo-
heksyyliamiinia lis&ttiin kunnes pH oli noin 10, sitten lis&t-
tiin metanolia kunnes sameus jdi pysyvdksi. Jd&hdyttdessd saos-
tunut kiinted aine otettiin talteen ja kuivattiin, sitten liuo-
tettiin veteen (10 ml) ja saatettiin Dowex S0Wx8-pylvdédseen

- (H*). Eluoimalla tislatulla vedelld ja lyofilisoimalla saatiin
alaotsikon yhdistettd (0,15 g)

NMR &3P (D20) 9,2 (d, J=20,4Hz), 17,9 (t, J=18,7Hz)

iii) 2-Propyylitioadenosiini, S'-P*-monoesteri bis[ (diklooridi-
hydroksifosfinyyli)metyylijfosfiinihapon kanssa, tetranatrium-

suola

Otsikkoyhdistettd valmistettiin vaiheen ii) tuotteesta esimer-
kin 6 menetelmdn mukaisesti (0,35 g).

NMR &62*P (D20) 20,81 (t, J=14,1Hz),, 11,18 (d, J=12,1Hz), 9,9
(d, J=12,3Hz)

Esimerkki 8

2-Propyylitioadenosiini, 5'-~P*~monoesteri metvleenibisfosfoni-

hapon kanssa, PZ-monoanhydridi fosforihapon kanssa, tetranat-

riumsuola

1) 2-Propyylitioadenosiini, 5'-P*-monoesteri metyleenibisfosfo-

nihapon kanssa, dinatriumsuola
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Alaotsikon yhdistettd valmistettiin esimerkin 6iii) menetel-

mdlla,
NMR 63*P (D20) 20,97 (d, J=8,56Hz), 15,3 (d, J=8,57Hz)

ii) 2-Propyylitiocadenosiini, 5'-P:-monoesteri metyleenibisfos-
fonihapon kanssa, P2-monoanhdydridi 1-(2-nitrofenyyli)etyyli-
fosfaatin kanssa, monotrietyyliammoniumsuola

Vaiheen i) tuote eluoitiin Dowex 50Wx8-pylvd&dn (n-Bu.N*-muoto)
18pi deionisoidulla vedelld ja effluentti lyofilisoitiin, jol-
loin saatiin bisfosfonaattiaineksen tetra-n-butyyliammoniumsuo-
laa. T&td suolaa (0,73 mmol) ja 1-(2-nitrofenyyli)etyylifosfo-
romorfolidaattia, N,N'—disykloheksyylimorfoliini-1—karbok$ami—
diniumsuolaa (1,09 mmol) sekoitettiin kuivassa pyridiinissd

(5 ml) 48 tuntia ympdristén ldmpdtilassa. Liuotin haihdutettiin
ja jad&nnds liuotettiin veteen (100 ml) ja pestiin kloroformilla
(2x50 ml). Vesifaasin tilavuus laskettiin 10 ml:aan 30°C:ssa ja
saatettiin DEAE-Sepharose-pylvddseen, joka eluoitiin 0-0,4M
trietyyliammoniumbikarbonaattiliuoksella. Sopivat jakeet yhdis-
tettiin ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin alaotsikon yhdis-
tettd (0,3 qg).

NMR 6P (D,0) 18,43 (d, J=11,31Hz), 7,8 (dd), -10,96 (d,
J=26,3Hz) :

iii) 2-Propyylitioadenosiini, 5'-P-monoesteri metvleenibisfos-

fonihapon kanssa, P2-monoanhydridi fosforihapon kanssa, tetra-
natriumsuola E

Vaiheen ii) tuotetta (0,3 g) 0,4M trietyyliammoniumbikarbonaat-
tiliuoksessa (100 ml), joka sisdlsi semikarbatsidihydrokloridia
(0,3 g) 10°C:ssa sdteilytettiin suurpaine-UV-lampulla kaksi
tuntia. Liuotin poistettiin tyhj®ssd 30°C:ssa ja jd&nnds puh-
distettiin kromatografisesti DEAE-Sepharosella eluoiden 0-0,6M
trietyyliammoniumbikarbonaattipuskurilla. Relevantit jakeet
yhdistettiin ja lyofilisoitiin ja j&&nn&s muunnettiin tetra-
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natriumsuolaksi esimerkin 6iii) menetelmdlld (1,13 g).
NMR 632P (D.0) 19,34 (d, J=8,56Hz), 6,7 (dd), -6,6 (d,

J=20,96Hz)

Esimerkki 9

3~ (6-Amino-2-propyylitio-9H-purin-9-vyli)-5-(hydroksimetyyli)-
1,2-syklopentaanidioli-5-vetyfosfaatti, monoanhydridi dikloori-

metyleenibisfosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

i) 2-Propyylitiopyrimidiini-4,6-dioli

Liuokseen, jossa oli 4,6-dihydroksi—2—merkaptopyrimidiinié

(100 g) kaliumhydroksidissa (2,5N, 571 ml) lisdttiin propyyli-
jodidia (76,8 ml) ja tdtd sekoitettiin neljd pdivd&. Liuos teh-
tiin happameksi pH:n arvoon 2-3 ja suodatettiin, jolloin saa-
tiin alaotsikon yhdistettd (15 g).

MS 330 M* (di-TMS), BP 315

1i) 5-Nitro-2-propyylitiopyrimidiini-4,6-dioli

Vaiheen i) tuotetta (2 g) lis&ttiin jdilld jddhdytettyyn savua-
vaan typpihappoon (10 ml) yli yhden tunnin ja sekoitettiin
0=C:ssa edelleen yksi tunti. Kaatamalla jdihin, minkd jdlkeen
kuivaamalla saatiin alaotsikon yhdistettd beigend kiintednd
aineena (1,7 g). .

MS 375 M*+ (di-TMS), BP 360.

iii) 4,6-Dikloori-5-nitro-2-propyylitiopyrimidiini

Vaiheen 1i) tuotetta (1,7 g), fosforyylikloridia (10 ml) ja
N,N-dietyylianiliinia (3 ml) kuumennettiin refluksoiden yksi
tunti, sitten vékevditiin puoleen tilavuuteen ja kaadettiin
jdihin, jolloin saatiin mustaa tervaa. Uuttamalla terva eette-
rilld saatiin liuos, joka kuivattiin (MgSO.) ja sitten haihdu-
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tettiin., Jd8nnds kromatografoitiin (Si0., kevyt petroli),
jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd (0,8 g).

MS 267/269/271 M*, BP 4l.

iv) 4,6-Dikloori-2-propyylitiopyrimidiini-5-amiini

Liuokseen, jossa oli vaiheen iii) tuotetta (1 g) jddetikassa
(10 ml) lisdttiin pelkistettyd rautajauhetta (1,1 g). Lampdtila
laskettiin 60°C:een jddhdyttdm&dlld ja sitten kuumennettiin
60°C:ssa 15 minuuttia. Reaktio haihdutettiin kuiviin ja j&&nnds
uuttettiin eetteriin (100 ml), pestiin laimealla natriumhydrok-
sidiliuoksella ja kuivattiin. Haihduttamalla saatiin alaotsikon
yhdistettd tummana 61jynd (0,8 g).

NMR &6*H (CDCls) 4,2 (brs, 2H), 3,1 (t, 2H), 1,71 (g, 2H), 1,05
(t, 3H).

v) 3-(5-Amino-6-kloori-2-pro
(hydroksimetyyli)-syklopentaani-1,2-dioli

Vaiheen iv) tuotetta (4,6 g) lisdttiin liuokseen, jossa oli 3-
amino-5-(hydroksimetyyli)syklopentaani-1,2-diolia (1,41 g)
butan-l1-olissa (200 ml), joka sisdlsi trietyyliamiinia (10 ml)
ja tdtd kuumennettiin refluksoiden 48 tuntia. Haihduttamalla
saatiin tumma jd&&nnds, joka kromatografoitiin (S8i0., 10 % eta-
noli/dikloorimetaani), jolloin saatiin alaotsikon yhdistettd
(2,8 q).

MS 349/350 (M*+H), BP 349.

vi) 3-(6-Amino-2~propyylitio-9H-purin-9-yyli)-5-(hydroksi-
metyyli)-1,2~-syklopentaanidioli-5-divetyfosfaatti

Vaiheen v) tuotetta (0,2 g) ja dietoksimetyyliasetaattia

(10 ml) sekoitettiin ympdristdn ldmpdtilassa typen alla yksi
tunti, sitten 80°C:ssa 24 tuntia. Haihduttamalla saatiin j&&n-
nds, jota kdsiteltiin nesteytetylld ammoniakilla (15 ml) auto-
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klaavissa 60=C:ssa 16 tuntia. Ammoniakin annettiin haihtua ja
jddnnds liuotettiin 0,5M suolahappoon (10 ml) 60<C:ssa

45 minuuttia. Haihtuvat aineet poistettiin tyhjossd ja jdljelle
jddnyt aines liuotettiin veteen (10" ml). Neutraloimalla v&ke-
v6idylld ammoniakilla alaotsikon yhdiste kiteytyi, se otettiin
talteen ja kuivattiin (0,15 q).

MS (FAB) 340 (M*+H), BP 340.

metyyli)-1,2~syklopentaanidioli-5-divetyfosfaatti

Vaiheen vi) tuote muunnettiin alaotsikon yhdisteeksi esimerkin
1 menetelmdlld. '
NMR &32P (D.0) 2,85 (s).

viii) 3-(6-Amino-2-propyylitio-9H-purin-9-yyli)-5S-hydroksi-

metyyli)-1,2-syklopentaanidioli-5-divetyfosfaatti, monoanhyd-

ridi dikloorimetyleenibisfosfonihapon kanssa, trinatriumsuola

Vaiheen vii) tuote muunnettiin otsikkosuolaksi esimerkin 1

menetelmdlls.
NMR &§3*P (D:0) 8,54 (d, J=18,73Hz), 0,84 (dd), -9,5 (d,
J=19,61Hz). Y ’

Esimerkki 10

6-Metoksi-2-pro 1li)ribofuranos-5"'-

fosfaatti, monoanhydridi dikloorimetyleenibisfosfonihapon

kanssa, trinatriumsuola

i) 2',3',5'-Tri-0-asetyyli-6-kloori-2-propyvlitioadenosiini

Alaotsikon yhdiste valmistettiin esimerkin 5i) menetelmidn
mukaisesti kdyttden di-n-propyylidisulfidia.
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(t, 1H), 4,3-4,5 (m, 3H), 3,21 (t, 2H), 2,15, 2,13, 2,11 (3xs,

3x3H), 1,8 (m, 2H), 1,07 (t, 3H).

ii) 6-Metoksi-2-propyvlitio-9-ribofuranosyylipuriini

Vaiheen i) yhdiste (5,2 g) liuotettiin 1M natriummetoksidiin
metanoliliuoksessa (53 ml) ja kuumennettiin refluksoiden yksi
tunti typen alla. Laimentamalla vedelld (100 ml), neutraloi-
malla laimealla suolahapolla ja haihduttamalla metanoli saatiin
6ljyd. Hiert&mdlld vedelld ja sitten dikloorimetaanilla saatiin
alaotsikon yhdistettd v8rittomdnd kiintednd aineena (1,35 g).
MS (FAB) 357 (M*+H), BP 225.

1ii) 1-(6-Metoksi-2-propyylitiopurin-9-yyli)ribofuranos-5'-

yylifosfaatti

Alaotsikon yhdiste valmistettiin esimerkin 1 menetelmén
mukaisesti.
NMR 621P (D.0) 1,69 (s).

iv) 1-(6-Metoksi~2-propyvlitiopurin-9-vyli)ribofuranos-5"'-
yvlifosfaatti, monoanhydridi dikloo;imetyleenibisfosfonihapon
kanssa, trinatriumsuola

Otsikkosuola valmistettiin esimerkin 1 menetelmidn mukaisesti.
NMR 62:P (D.0O) 8,59 (d, J=18Hz), 1,73 (dd, J=18 ja 29Hz), -9,94
(d, J=29Hz).

Esimerkki X:

P.x-reseptori-agonisti/antagonisti-aktiivisuuden mi#&rittdminen
pestyissd ihmisen verisoluissa:
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Valmistaminen:

Ihmisen laskimoveri (100 ml) jaettiin tasan kolmeen putkeen,
joista jokainen sisdlsi 3,2 % trinatriumsitraattia (4 ml)
antikoagulanttina. Putkia sentrifugoitiin 15 min 240G:ssa,
jotta saataisiin plasma, jossa on runsaasti verihiutaleita
(PRP), johon lisd&ttiin 300 ng/ml prostasykliinid (PGI>, 3 ul/ml
PRP of 1/10 diln. in saline from stock 1 mg/ml in ethanol) sta-
biloimaan verihiutaleita pesun aikana. Punasoluton PRP saatiin
sentrifugoimalla ensin 10 min 125G:ssa, ja sitten 15 min
640G:ssa. Sakan yldpuolinen neste poistettiin ja verihiutale-
pallo uudestaan suspendoitiin modifioituun kalsiumittomaan,
Tyrode-liuokseen ((10 ml) CFT, koostumus: NaCl 137 mM (8 g/1),
NaHCOs 11,9 mM (1 g/l1), NaH.PO. 0,38 mM 06 g/1), KC1l 2,86 mM (1
ml of 20 % soln./1), MgCl> 1,05 mM (1 ml of soln./1), dekstroo-
sia 5,55 mM (1 g/1), kaasutettu 95 % 0./5 % CO.:1lla ja pidetty
37 °:ssa, Sen jdlkeen kun oli lisdtty vield 300 ng/ml PGI.,
pakkaantunut suspensio sentrifugoitiin vield kerran 15 min
640G:ssa., Sakan yldpuolinen neste poistettiin ja verihiutaleet
uudestaan suspendoitiin ensin 10 ml:aan CFT:a, ja sitten lisdd-
mélld CFT:a sdddettiin lopullinen verihiutaleiden md&drd
2x10%/ul:ksi. Té&md lopullinen suspensio varastoitiin 60 ml:n

ruiskuun 3°:ssa ilman ilmaa. v

Jotta sallittaisiin palautuminen normaalin toiminnan PGI.-
inhibiitiosta, verihiutaleita ei kdytetty aggregaatiotutki-
muksissa ennen kuin 2 tuntia viimeisen uudestaansuspendoimisen
jélkeen. Kaikissa tutkimuksissa 430 ul verihiutalesuspensiota
lisdttiin silikonoituihin aggregaatiokuvetteihin, joissa oli
CaClz-liuosta (10 ul of 45 mM soln., lopullinen konsentraatio

1 mM), ja sekoitettiin 900 rpm PAP4-aggregometrissd (Biodata).
Lisdttiin ihmisen fibrinogeenii (Sigma, F 4883) ja 8-sulfofe-
nyyliteofylliini& (8-SPT, estd@mi#in yhdisteiden P.-agonisti-
aktiivisuus) kunnes saatiin lopulliset konsentraatiot 0,2 mg/ml
(10 w1 hyytyvdn proteiinin 10 mg/ml-liuosta suolaliuoksessa) ja
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3x10-4 M (10 ul 5,6 mg/ml-liuosta 6 % glukoosissa), vastaa-
vasti., Sitten aloitettiin aggregaation rekisterdiminen.

a) Submaksimaalisen ADP:n konsentraation valinta

ADP:n konsentraatio, joka saa aikaan juuri submaksimaalisen
vaikutuksen, valittiin muodostamalla konsentraatio/vaikutus-
kdyrd alueella 10-300 uM, Sopivaa ADP-liuosta lisdttiin aggre-
gaatiokuvettiin 10 ul, 20 min aggregaation tutkimisen aloitta-
misen jdlkeen. Aggregaatiovaikutukset mitattiin kdyttden maksi-
maalista vaihtumisnopeutta valon ldpdisyssd, indeksi, joka saa-
daan PAP4 slope-readeristd. ADP:n submaksimaalista konsentraa-
tiota, joka valittiin t#ssi vaiheessa tutkimusta, kdytettiin
seuraavissa arvioinneissa yhdisteiden antagonisti-tehokkuudes-
ta. Kaikki mittaukset tehtiin kahtena jokaisen donorin verihiu-

taleissa.
b) Agonisti/antagonisti-tehokkuuden arviointi

5 min aggregaation tutkimisen aloittamisen jdlkeen, suola-
liuvosta tai sopivaa koeyhdisteen liuosta lisdttiin aggregaatio-
kuvettiin 30 ul, niin ettd saatiin lopulliset konsentraatiot

0, 10, 100 tai 1000 uM, Tdssd vaiheessa aggregaatio viittasi
agonisti-aktiivisuuteen ja, jos sitd ilmeni, agonisti-tehokkuus
arvioitiin vertaamalla vertailu-ADP:n vaikutuksiin, jotka saa-
tiin a):ssa. Jos aggregaatiota ei ilmennyt, lisdttiin 10 nl
edelld valitun submaksimaalisen konsentraation ADP:a, 15 min
koeyhdisteen j&lkeen. Antagonistinen tehokkuus arvioitiin ver-
tailu-ADP:n vaikutuksen %$-inhibiitiona, jotta saatiin arvioitu
IC=o. Yhdisteet, jotka estivdt kokonaan ADP:n vaikutuksen alku-
konsentraatioilla testattiin uudestaan matalammalla konsentraa-
ticalueella. Yhdisteet, joilla oli ICse < 10-° M testattiin
myds uudestaan 8-SPT:n poissaollessa, jotta varmistettaisiin
Pi-agonisti-aktiivisuuden puuttuminen, ja 2 min:n inkubaatiolla
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15 min:n sijasta, jotta tarkistettaisiin, onko inhibiitio

ajasta riippuvainen.

Tulokset:

Tulokset ilmoitetaan antagonistitehokkuuden (pICso) negatiivi-
sena logaritmina, joka saadaan kaksinkertaisessa muodossa
jokaisesta 4 donorista. Yhdisteille, joilla pICso > 8, annetaan
kommentti “puhdas", jos niissd ei ole mitddn todisteita Pi-
agonisti-aktiivisuudesta. ICso < 3 mddritetddn "epdaktiivi-

seksi".
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Patenttivaatimukset

1. Kaavan I yhdisteet,

Y

N=~ N
0 0 NS ‘ N§>
I X7 N

Z*Q—F—R—&-O W I

OH OH

H o H

OH OH

tunnettu siitid, ettd Q on CR1RZ2,

R on O tai CR3R4,

W on O tai CHz,

R1l, R2, R3 ja R4 ovat riippumattomasti vety tai halogeeni,

¥ on S(0O)nRS, alkyyli Ci-¢, alkoksi Ci-¢, asyyliamine Ci-s,
CONR®R7, NR8R?, halogeeni, 5- tai 6-osainen 8, jossa on hete-
rosyklinen rengas, tai fenyyli, joka on valinnaisesti substi-
tuoitu alkyylilla Cci1-6,

non 0, 1 tai 2,

R® on aryyli tai alkyyli Cci1-6, joka on valinnaisesti substitu-
oitu yhdellad tai useammalla seuraavalla substituentilla: hyd-
roksi, alkoksi Cl-6, halogeeni ja aryyli;

Ré, R7, R® ja Re ovat riippumattomasti vety tai alkyyli Ci-se,
Y on NH2 tai alkoksi Ci-e, ja

Z on happo-osa,

lisdksi, kun R on CR3R4, niin -Q-Z voi olla myés hydroksi tai
~OP(0) (OH) 2,

edellyttden etta:

i) kun R on O, W on O, X on Cl, Y on NH2 ja 2 on ~-P(O)(OH)2,
niin CR1R2 ei ole CHa;

ii) kun R on O, W on O, X on SCHs, Y on NH2 ja Z on
-P(0)(OH)z2, niin CR1R2 ei ole (a) CHz, (b) CF2 tai (c) CClz;
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iii) kun R on CH2, W on O, X on Cl ja Y on NHz, niin -Q-Z ei
ole hydroksi; ja

iv) kun R on O, W on 0, X on Cl ja X ja Y ovat molemmat NHz ja
Z on -P(O)(OH)2, niin CR1R2 ei ole CH2, CHF, CF2, CHCl tai
CClz;

ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvat suolat.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kaavan I vhdiste tai sen
farmaseuttisesti hyvaksyttdva suola, tunnet tu siita,

ettd Z on -P(O)(OH)=2.
3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen kaavan I yhdiste tai
sen farmaseuttisesti hyvaksyttdvd suola, tunnettu

siitid, ettd Q on CR1R2 ja R on O.

4. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen kaavan I

yhdiste tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdva suola, t un

nettu siitid, ettd W on 0.

5. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen kaavan I

)

vyhdiste tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttidvid suola, t un

nettu siita, etta X on S(O0)n-alkyyli.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen kaavan ! yhdiste tai sen
farmaseuttisesti hyvaksyttavi suola, tunnettu siita,

ettd n on O.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kaavan I yhdiste tai sen
farmaseuttisesti hyviksyttiva suola, t unnet t u siiti,
etta se on 2-propyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi
dikloorimetyleenibisfosfonihapon kanssa,

tai sen farmaseuttisesti hyviaksyttava suola.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kaavan 1 yhdiste, t u n -

nettu siitd, ettd se on 2-propyylitio-5'-adenyylihapon
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monoanhydridi dibromimetyleenibisfosfonihapon kanssa,
2-propyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi difluorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-pentyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-pentyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-etyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-etyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-butyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloorimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-propyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi metyleenibisfosfo-
nihapon kanssa,

2-asetamido-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleenibis-
fosfonihapon kanssa,

2-kloori-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloorimetyleenibis-
fosfonihapon kanssa,

2-jodi-5'-adenyylihapon monoanhydridi difluorimetyleenibisfos-
fonihapon kanssa, |
L-2-metyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-propyyliamino-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloorimetylee-
nibisfosfonihapon kanssa, '
2-propyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi sulfodifluorime-
tyylifosfonihapon kanssa,

2-propyylitio-5'-adenyylihapon monoanhydridi fosfonoetikkahapon
kanssa, |
2-(2-tienyyli)-5'-adenyylihapon monocanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,

2-fenyyli-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleenibis-
fosfonihapon kanssa,

2-butyyli-5'-adenyylihapon moncanhydridi dibromimetyleenibis-

fosfonihapon kanssa,
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2-propoksi-5'-adenyylihapon monoanhydridi dibromimetyleeni-
bisfosfonihapon kanssa,
2-(1l-metyylietyyli)tio-5'-adenyylihapon monoanhydridi dikloori-
metyleenibisfosfonihapon kanssa,

2-propyylitioadenosiinin 5'-Pl-monoesteri bis[(dihydroksifos-
finyyli)metyylilfosfiinihapon karssa,

2-propyylitiocadenosiinin 5'-Pl-monoesteri bis[(diklooridihyd-
roksifosfinyyli)metyyli]Jfosfiinihapon kanssa,
2-propyyliticadenosiinin 5'-Pl-moncesteri metyleenibisfosfoni-
hapon kanssa, P2-monoanhydridi fosforihapon kanssa,
2-propyylitioadenosiinin 5'-Pl-monoesteri metyleenibisfosfoni-
hapon kanssa,
3-(6-amino-2-propyylitio-9H-purin-9-yyli)~-5-(hydroksimetyyli)-
1,2-syklopentaanidioli-5-divetyfosfaatin monoanhydridi dikloo-
rimetyleenibisfosfonihapon kanssa,
l-(6~metoksi—2—propyylitio¥purin—9—Yy1i)—ribofuranos—s'-yyli—
fosfaatin moncanhydridi dikloorimetyleenibisfosfonihapon

kanssa,
tai jonkin nidistid farmaseuttisesti hyviksyttivd suola.

9. Farmaseuttinen seos, t unnet t u siitd, etta se
sisdltdi jonkin edellid olevan patenttivaatimuksen mukaisen
kaavan I yhdisteen, mutta ilman ehtoa iv), tai sen farma-
seuttisesti hyvaksyttdvidn suolan, sekoitettuna farmaseuttisesti
hyvaksyttédvan kantaja-aineen, laimennusaineen tai lisdaineen

kanssa.

10. Menetelmd jonkin patenttivaatimuksen 1 - 8 mukaisen kaavan
I yhdisteen tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttivin suolan val-

mistamiseksi, t unnet t u siita, etti

a) kaavan I yhdisteen, jossa R on O, tai sen suola valmiste-

taan saattamalla kaavan 11, tai sen suola,
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Y
N7 SN
l \
h X/'%N N>
L'I "?“O W ” IT
OH
5! H
OH  OH

jossa W, X ja Y ovat patenttivaatimuksessa 1 madritellyt ja Li

on ldhtevd ryhmd, reagoimaan kaavan III, tai sen suolan, kanssa

0

3

14

Z-Q~P-OH IT1
OH

jossa Z ja Q ovat patenttivaatimuksessa 1 midritellyt,

b) kaavan I yhdiste, jossa R on CR3R4, tai sen suola, val-

mistetaan saattamalla kaavan IV yhdiste, tai sen suola,

IV

OH OH

Jossa W, X ja Y ovat patenttivaatimuksessa 1 madritellyt ja Lo

on lahteva ryhm3a, reagoimaan kaavan V yhdisteen, tai sen
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suolan, kanssa

9 9
Y i

Z—Q-P—CR3R4~f—OH v
T

OH OH
jossa Z, Q, R? ja R4 ovat patenttivaatimuksessa 1 madritellyt,

c) kaavan I yhdiste, jossa R on CR3R4 ja -Q-Z on
-OP(0)(OH)2, tai sen suolan, valmistetaan saattamalla vastaava
kaavan I yhdiste, jossa -Q-Z on hydroksi, reagoimaan kaavan VI

yhdisteen, tai sen suolan, kanssa

9 _
La-?—OH Vi
OH

jossa Ls on lahtevd ryhmi,

d) suojaava ryhmid poistetaan vastaavasta kaavan I suojatusta
yhdisteesta, jossa yksi tai useampi funktionaalinen ryhmd on
suojattu, ‘

ja haluttaessa tai tarvittaessa saadun kaavan I yhdisteen, tai
sen toisen suolan, muuttamisen sen farmaseuttisesti hyvaksytta-

vaksi suolaksi tai pain vastoird.
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