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N-Alkyl-2-substituované adenosintrifosfitové derivity, zpisob jejich pripravy a
farmaceutické kompozice tyto derivaty obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych farmaceuticky pouZitelnych sloucenin, zplsobu jejich pfipravy,
farmaceutickych kompozic, které tyto nové slou¢eniny obsahuji jako U¢innou latku, a zpisobu
1é&eni, zahrnujiciho pouZiti uvedenych sloucenin.

Dosavadni stav techniky

Adenosintrifosfat (ATP) ma potentni farmakologické uCinky na rGzné tkané. Ucginnost
adenosintrifosfatu a dal$ich dvou extracelularnich adeninovych nukleotidd, tj. adenosindifosfatu
(ADP) a adenosinmonofosfatu (AMP), je mediovdna P,-purinoreceptory. Nicméné potence
adenosintrifosfatu mize byt v nékterych tkanich, napiiklad v mo¢ovém méchyfti, snizena rychlou
defosforylaci za vzniku adenosinmonofosfitu a adenosinu, pfi¢emz tato defosforylace je
zplisobena pritomnosti ektonukleotidaz v uvedenych tkénich.

V nedavno provedenych studiich byly za Celem zkoumani P,—purinoreceptoril, pfitomnych
v riznych tkanich, pouzity jako biologické sondy adenosintrifosfatové derivaty, které jsou
rezistentni vii¢i defosforylaci:

Cusack a kol., Br. J. Pharmacol. 1987, 90, 791-792 popisuji G¢innost kyseliny 2—methylthio—-5"—
adenylové ve form& monoanhydridu s kyselinou methylenbisfosfonovou, kyseliny 2-methylthio—
5'—adenylové ve formé& monoanhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou a kyseliny 2—
methylthio—5'-adenylové ve formé monoanhydridu s kyselinou difluormethylenbisfosfonovou na
tkan& podélnych pruhd tradniku (taenia coli) a mofového méchyfe u morcete; Stone a Cusack,
Br. J. Pharmacol., 1989, 97, 631-635 popisuji mezi jinymi pouZiti kyseliny 2—methylthio-5"-
adenylové ve formé& monoanhydridu s kyselinou difluormethylenbisfosfonovou pfi vyzkumu Pp—
purinoreceptort v krysim hippocampu (prouzek tkdn& v mozkové kire); Maguire a Satchell
popisuji v ,,Physiological a Regulatory Functions of Adenosine and Adenine Nucleotides*, nakl.
H. P. Baer a G. I. Drummond, Raven Press, New York (1979), str. 33—43 inhibici tkdné
podéinych pruhi tradniku mordete indukovanou kyselinou 2—chlor-5'-adenylovou ve formé
monoanhydridu s kyselinou methylenbisfosfonovou.

Cusack a Hourani v Nucleosides and Nucleotides, 1991, 10(5), 1019-1028 rovnéz uvadi, ze
kyselina 2-methylthio—5'~adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou methylenbis-
fosfonovou inhibuje agregaci krevnich desti¢ek, indukovanou €inidlem ADP-alfa-S.

V mezinarodni patentové ptihlasce WO 92/17488 (Fisons plc) jsou popsany nékteré 2-

substituované adenosintrifosfatové derivaty a jejich inhibi¢ni G¢innost pii agregaci krevnich
desticek.

Podstata vynalezu

Nyni byla nové zjidténa skupina N-alkyl-2-substituovanych adenosintrifosfatovych derivatd,
které vykazuji farmakologickou u¢innost.

Predmétem vynalezu tedy predevsim je slou¢enina obecného vzorce |
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ve kterém

R' a R nezavisle jeden na druhém znamenaji atom vodiku nebo atom halogenu,

R® a R* nezavisle jeden na druhém znamenaji fenylovou skupinu nebo alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomu, piipadné substituovanou jednim nebo n&kolika
substituenty zmnoziny, zahrnujici skupinu OR’, alkylthioskupinu, obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomd, skupinu NR°R’, fenylovou skupinu, skupinu COOR® a atom halogenu,

pfi¢emz

R’, R%, R’ a R® kazdy nezavisle znamen4 atom vodiku nebo alkylovou skupinu, obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomu, a

X znamena kyselinovy zbytek —P(O)(OH),, —SO;H nebo —-CO,H,
a jeji farmaceuticky pfijatelné soli.

Sloudeniny obecného vzorce I mohou existovat v tautomerni, enantiomerni a diastereomerni
formé, pfiCemz v3echny tyto formy slou¢eniny obecného vzorce I spadaji do rozsahu vynélezu.

DalSim pfedmétem vynalezu je zplsob pfipravy slou¢enin obecného vzorce I a jejich soli, jehoz
podstata spociva v tom, Ze se

a) sloucenina obecného vzorce Il nebo jeji stil

3
NHR
N XN
3\
’/5: (),
R4S)\N/ N>

Li~P(O) (YV)-O
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ve kterém R* a R* maji vy$e uvedené vyznamy, L, znamena odlugitelnou aminovou skupinu nebo
atom halogenu a Y znamena (i) skupinu OH, nebo (ii) odlu¢itelnou skupinu L,, tvofenou atomem
halogenu, jejiz funkéni skupiny jsou ptipadné chranény ochrannymi skupinami, uvede v reakci
se slou¢eninou obecného vzorce II1

0
I
X-CR'R%-P-OH
|
OH

(1),

ve kterém R', R* a X maji vy3e uvedené vyznamy, jejiz funkéni skupiny jsou ptipadné chranény
ochrannymi skupinami, nebo s jeji soli, naez se v pfipad€, ze Y v ziskané slou¢eniné znamena
atom halogenu, provede hydrolyza této slou¢eniny, a

b) ptipadné se odstrani ochranné skupiny ze ziskané slou¢eniny obecného vzorce I v pfipadé,
Ze jedna nebo nékolik funk&nich skupin této slouCeniny je resp. jsou chranény ochrannymi
skupinami, a

v ptipadg, Ze je to Zzadouci nebo nezbytné, potom se rezultujici slouenina obecného vzorce 1
nebo jeji jina stl pfevede na jeji farmaceuticky pfijateinou sil nebo naopak.

V ramci reakéniho stupné a) (i) v pripadé, ze Y znamena skupinu OH, mohou odstépitelné
skupiny L; zahrnovat skupiny odvozené od amint, napfiklad dialkylamint, nebo od nasycenych
nebo nenasycenych cyklickych amind, pfi¢emz zde lze zejména uvést morfolinylovou skupinu,
imidazolylovou skupinu a triazolylovou skupinu. Uvedena reakce se vyhodné& provadi
v rozpoustédle, vyhodné v dipolarnim aprotickém rozpoustédle, naptiklad v pyridinu, dimethyl-
formamidu, acetonitrilu, triamidu kyseliny hexamethylfosfore¢né, N,N’-dimethylpropylen-
modoving nebo 1-methyl-2—pyrrolidinonu. Tato reakce miize byt provedena pfi teploté —~20 az
100 °C, napriklad pfi teploté 10 az 30 °C.

SlouCenina obecného vzorce II, ve kterém Y znamend skupinu OH, jsou bud’ znamymi
slougeninami, nebo mohou byt pfipraveny o sob&é znamymi zpisoby, napiiklad zpisoby, které
jsou analogické se zpisoby, popsanymi v mezinarodni patentové prihlasce WO 92/17488 (Fisons
plc). Tak naptiklad slougeniny obecného vzorce II, ve kterém L, znamena morfolinylovou
skupinu, mohou byt ptipraveny zodpovidajicich 5'-monofosfatd plisobenim morfolinu
v ptitomnosti kondenza¢niho &inidla, jakym je dicyklohexylkarbodiimid, vyhodné v pfitomnosti
protického rozpoustédla nebo smési rozpoustédel, jakou je smés terc.butanolu a vody.

V ramci reakéniho stupné a) (ii) v pfipadé, ze Y znamena odlucitelnou skupinu L,, mohou byt
oditepitelnymi skupinami L; a L, atomy halogenu, napiiklad atomy chloru. Od3tépitelné skupiny
L; a L, mohou byt odli$né, aviak vyhodné jsou tyto odstépitelné skupiny stejné. Slouceniny
obecného vzorce 11, ve kterém Y znamena L,, mohou byt pfipraveny z odpovidajiciho nukleosidu
reakci s fosforylaénim &inidlem, nesoucim tfi odlucitelné skupiny, tj. s ¢inidlem POL,L,L;. Jako
konkrétni takové fosforylaéni ¢inidlo je moZné uvést POCI;. Ziskana sloucenina obecného
vzorce Il nemusi byt zreakéni smési izolovana, nybrz miZe byt in situ uvedena v reakci se
sloueninou obecného vzorce III, naCez nasleduje hydrolyza produktu, napiiklad bazi
katalyzovana hydrolyza za pouziti uhli¢itanu sodného.

Nukleosidy a nukleosid—5'—~monofosfaty, pouzité pri pfipravé slou¢enin obecného vzorce II, jsou
bud’ znamymi sloudeninami, nebo mohou byt pfipraveny ze znadmych slouenin za pouziti
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Slou€eniny obecného vzorce Il jsou bud’ zndmymi slougeninami, nebo mohou byt pripraveny ze
znamych sloucenin za pouZiti zndmych postupi, popsanych napfiklad v mezinarodni patentové
ptihlasce WO 92/17488 (Fisons plc).

Pfi vy3e uvedeném zplsobu miZe byt nezbytné chranit nékteré funkéni skupiny, napiiklad
hydroxy- nebo amino—skupiny. V tomto pfipadé reakeni stupeti b) miize zahrnovat odstranéni
Jjedné nebo nékolika ochrannych skupin.

Vhodné ochranné skupiny a zpisoby jejich odstranéni jsou naptiklad popsané v ,.Protective
Groups in Organic Synthesis“, T. Greene a P. G. M. Wautts, John Wiley and Sons Inc., 1991.
Hydroxy~—skupiny mohou byt naptiklad chranény arylmethylovymi skupinami, jakymi jsou
fenylmethylova skupina, difenylmethylovéa skupina nebo trifenylmethylova skupina, acylovymi
skupinami, jakymi jsou acetylova skupina, trichloracetylova skupina nebo trifluoracetylova
skupina, nebo jako tetrahydropyranylové derivaty. Vhodné ochranné skupiny aminové funkce
zahmuji arylmethylové skupiny, jakymi jsou benzylova skupina, (R,S)-alfa—fenylethylova
skupina, difenylmethylova skupina nebo trifenylmethylova skupina, a acylové skupiny, jakymi
Jsou acetylovd skupina, trichloracetylovd skupina nebo trifluoracetylova skupina. PEi
odstrafiovani ochrannych skupin (deprotekci) mohou byt pouzity konvenéni postupy, jakymi jsou
zejména hydrogenolyza, kysela nebo bazickd hydrolyza nebo fotolyza. Arylmethylové skupiny
mohou byt napftiklad odstranény hydrogenolyzou v ptitomnosti kovového katalyzatoru, jakym je
napiiklad palladium na aktivnim uhli. Tetrahydropyranylové skupiny mohou byt odst&peny
hydrolyzou za kyselych podminek. Acylové skupiny mohou byt odstranény hydrolyzou za
pouZiti baze, jakou je hydroxid sodny nebo uhlititan draselny. Skupina, jakou je
trichloracetylovd skupina, mize byt odstranéna redukci, napfiklad za pouziti systému
zinek/kyselina octova.

Slouceniny obecného vzorce I a jejich soli mohou byt zjejich reak&nich smési izolovany za
pouziti konvenénich postupil.

Soli slou¢enin obecného vzorce I mohou byt pfipraveny reakci volné kyseliny nebo jeji soli,
nebo volné béaze nebo jeji soli nebo jejiho derivatu, s jednim nebo nékolika ekvivalenty pfisluiné
béaze nebo kyseliny. Tato reakce mize byt provedena v rozpoustédle nebo v prostiedi, ve kterém
je stl nerozpustna, nebo vrozpoustédle, ve kterém je sil rozpustna, naptiklad v ethanolu,
tetrahydrofuranu nebo diethyletheru. Toto rozpoustédlo miZe byt odstranéno za vakua nebo
lyofilizaci. Uvedenou reakci muZe byt také vyménna reakce, nebo mize byt provedena na
iontoménicové pryskyfici.

Farmaceuticky pfijatelné soli slou¢enin obecného vzorce 1 zahrnuji soli alkalickych kovi,
napfiklad sodné a draselné soli, soli kovil alkalickych zemin, napfiklad vapenaté a hote&naté soli,
soli prvkil III. skupiny periodického systému prvku, naptiklad hlinité soli, a amonné soli. Soli
s vhodnymi organickymi bazemi zahrnuji napfiklad soli shydroxylaminem, s niz§imi
alkylaminy, napfiklad methylaminem nebo ethylaminem, se substituovanymi niz§imi alkylaminy,
napfiklad s hydroxy—substituovanymi alkylaminy, nebo s monocyklickymi dusikatymi
heterocyklickymi slou¢eninami, napfiklad s piperidinem nebo morfolinem, s aminokyselinami,
napfiklad s argininem nebo lysinem, nebo s jejich N-alkyl-derivaty nebo s aminocukrem,
napfiklad s N-methyl-D—glukaminem nebo glukosaminem. Vyhodnymi solemi jsou netoxické
farmaceuticky pfijatelné soli, i kdyz vhodné jsou i dal3i soli, které mohou byt napiiklad pouzity
pfi izolaci nebo ¢isténi produktu.

Slouceniny obecného vzorce I mohou vykazovat tautometrii, naptiklad imin—enaminovou
tautomerii v poloze 6 adeninu. Tyto slouCeniny rovnéz obsahuji jeden nebo n&kolik
asymetrickych uhlikd a vykazuji tudiz i optickou nebo/a diastereomerni izomerii. Jednotlivé
diastereomery mohou byt rozdéleny za pouziti konvencnich postuptl, naptiklad chromatografii
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nebo frakéni krystalizaci. Jednotlivé optické izomery mohou byt izolovany rozdélenim racemické
nebo jiné smési za pouziti konvenénich postupti, napiiklad za pouziti frakeni krystalizace nebo
velmi rychlé kapalinové chromatografie. Alternativné mohou byt pozadované optické izomery
piipraveny reakci prislusného opticky aktivniho vychoziho produktu za podminek, pfi kterych
nedochazi k racemizaci.

Alkylové skupiny ve vyznamu obecnych substituenti R’ az R® zahrnuji pfimé nebo rozvétvené
nebo cyklické nasycené nebo nenasycené alkylové skupiny.

Atomy halogenti ve vyznamu obecnych substituenti R' a R? zahrnuji fluor, chlor, brom a jod.
: y g vy Yy J

Vyhodnymi sloueninami jsou slouceniny, ve kterych R' a R? jsou stejné. Obzvlasts vyhodnymi
slouteninami jsou slou&eniny, ve kterych R' a R? znamenaji chlor.

Vyhodnymi slou¢eninami jsou sloueniny, ve kterych R* a R* znamenaji alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomil a piipadné substituovanou jednim nebo nékolika
substituenty, zvolenymi z mnoZiny, zahrnujici skupinu OR’, alkylthioskupinu, obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomi, skupinu NR®R’, fenylovou skupinu, skupinu COOR® a atom halogenu.

Atomy halogenii, kterymi mohou byt substituovany R® a R*, zahrnuji atom chloru, atom bromu a
atom jodu a zejména atom fluoru.

Vyhodnymi slou¢eninami jsou slougeniny, ve kterych R? znamena alkylovou skupinu, obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomt a ptipadné substituovanou alkylthio—skupinou, obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomu. Specifické alkylové skupiny ve vyznamu obecného substituentu R* zahrnuji
propylovou a butylovou skupinu a zejména ethylovou skupinu. Specifické substituované
alkylové skupiny ve vyznamu obecného substituentu R’ zahrnuji zejména 2—(methylthio)-
ethylovou skupinu.

Vyhodnymi slougeninami jsou slougeniny, ve kterych R* znamena alkylovou skupinu, obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomi a piipadné substituovanou jednim nebo nékolika, naptiklad tfemi,
atomy halogenti. Specifické skupiny ve vyznamu obecného substituentu R* zahrnuji propylovou
skupinu a 3,3,3—trifluorpropylovou skupinu.

Kyselinové zbytky ve vyznamu obecného substituentu X zahrnuji zbytky Bronsted—Lowryho
kyselin, tj. zbytky, které pisobi jako protonové donory. Tyto kyselinové zbytky mohou byt
zbytky mono— nebo polykyselin. Specifickymi takovymi kyselinovymi zbytky mohou byt
-P(O)(OH),, -SO;H a —-CO,H.

Vyhodnymi slou¢eninami jsou slouceniny obecného vzorce I, ve kterém Z znamena —P(O)(OH),.

Sloudeniny obecného vzorce I jsou vyuzitelné vzhledem k jejich farmakologické G&innosti u
savcu. Tyto slou¢eniny se uplatiiuji zejména v ramci inhibice agregace krevnich desticek.

Potence slouCenin obecného vzorce I jakozto inhibitorll agregace krevnich desti¢ek miize byt
stanovena na zakladé jejich schopnosti plsobit jako antagonizujici €inidla receptorii Py, coz je
patmé z dale zafazeného prikladu X.

Slouceniny podle vynalezu mohou byt vyuzity v ramci jakéhokoliv stavu, u kterého dochazi
k agregaci krevnich destiéek. Tyto slouceniny mohou takto piisobit jako antitromboticka ¢inidla
a jsou indikovana pro léceni nebo profylaxi nestabilni anginy, tromboembolické pfihody a
periferniho vaskularniho onemocnéni. Tyto slou¢eniny mohou byt také indikovany pro lé¢eni a
profylaxi nasledkd trombotickych komplikaci, spojenych s angioplastikou, trombolyzou,
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endarterktomii, koronarni a vaskuldrni implantatovou chirurgii, renélni dialyzou a kardio—
pulmonérnimi odklony (bypass).

Dalsi indikace sloudenin podle vynilezu zahrnuji 1é&eni nebo profylaxi roztrousené
intravaskularni koagulace, hloubkové Zilni trombézy, preeklampsie a eklampsie, regeneraci tkani
po chirurgickych nebo urazovych traumatech a lé¢eni a profylaxi vaskulitidy, artritidy,
trombocytemie, ischemie a migrény.

Dalsim pfedmétem vynalezu jsou proto vy3e definované sloudeniny obecného vzorce I jako
léciva.

Dal$im pfedmétem vynalezu je pouziti slougeniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky
pfijatelné soli pfi vyrobé farmaceutické kompozice pro Iéeni stavu, u kterého dochazi k agregaci
krevnich destigek.

PouZitelné davky slouéenin podle vynalezu se budou v $iroké mife ménit v zavislosti mezi Jinymi
na konkrétni pouZité G¢inné slougening obecného vzorce I, na zpiisobu podani, na 1é¢eném stavu
a na stupni jeho vaZnosti. Nicméné pro ¢lovéka miize byt obecné vhodna celkova denni davka,
pohybujici se od 0,1 mg do 1000 mg, pfi¢emz tato denni davka mize byt podavana v dilgich
davkach, naptiklad az 3estkrat denné. V pripadé, Ze ma byt sloucenina podle vynélezu podavana
infuzi, potom se typicky &lovéku zavadi napriklad 0,5 pg G&inné latky na kilogram t&lesné
hmotnosti za minutu.

Slouceniny podle vynalezu se obecné podavaji ve formé farmaceutické kompozice.

DalSim pfedmétem vynélezu je tato farmaceutick4 kompozice, ktera obsahuje vyhodn& méné nez
80 % hmotnosti, vyhodn&ji méné nez 50 % hmotnosti a napfiklad 0,1 az 20 % hmotnosti
slouCeniny obecného vzorce 1 nebo jeji farmaceuticky pfijatelné soli v kombinaci
s farmaceuticky pfijatelnym fedidlem nebo nosi¢em.

Vynalez se rovn&z tykd zpiisobu piipravy takové farmaceutické kompozice, jehoz podstata
spo¢iva ve smiSeni jednotlivych slozek.

Dile jsou uvedeny priklady pouzitelnych farmaceutickych formulaci a vhodnych fedidel nebo
nosici:
pro intravendzni injekci nebo infuzi: purifikovana voda nebo fyziologicky roztok,

pro inhalaéni kompozice: hrubozrnna laktdza,

pro tablety, kapsle a drazé: mikrokrystalicka celul6za, fosfore&nan vapenaty, rozsivkova zemina,
cukr, jako naptiklad laktdza, dextr6za nebo manitol, talek, kyselina stearova, 3krob,
hydrogenuhli¢itan sodny nebo/a Zelatina,

pro Cipky: pfirodni nebo ztuZené oleje nebo vosky.

V piipadg, Ze ma byt slou¢enina podle vynalezu pouzita ve formé vodného roztoku, napiiklad za
ucelem infuze, potom miize byt nezbytné i pfidani dalsich pomocnych litek. V tomto smyslu zde
lze zejména zminit chelatizaéni nebo sekvestraéni &inidla, antioxidadni piisady, ¢&inidla
nastavujici tonicitu, ¢inidla upravujici hodnotu pH a pufry.
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Roztoky, obsahujici slou¢eninu obecného vzorce I, mohou byt pfipadné zbaveny rozpoustédla,
naptiklad lyofilizaci nebo rozpraSovacim suSenim, pfiCemz se ziskd pevna kompozice, ktera
miiZze byt pred vlastnim pouzitim opét rekonstituovana pfidanim pfislusného kapalného podilu.

V ptipadg, ze slouCenina obecného vzorce I neni pouzita ve formé roztoku, potom ma pevna
forma této slouceniny vyhodné hmotnostni stfedni primér &astic v rozmezi od 0,01 do 10 pm.
Tyto kompozice mohou rovnéz obsahovat vhodna konzervacni, stabilizaini a smageci &inidla,
solubiliza¢ni Cinidla, napfiklad ve vodé rozpustny celulézovy polymer, jakym je hydroxypropyl-
methylceluléza, nebo ve vodé rozpustny glykol, jakym je propylenglykol, sladidla, barviva a
ochucovadla. V pfipadg, Ze je to zadouci, mize byt farmaceutickd kompozice podle vynalezu
formulovéana jako kompozice s prolongovanym uvoliiovanim G¢inné latky.

Vyndlez se také tyka zpisobu léCeni stavu, pri kterém dochazi k agregaci krevnich destidek,
JehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze se pacientovi, trpicimu uvedenym stavem, poda terapeuticky
ucinné mnozstvi slou¢eniny obecného vzorce I.

Vyhoda slouCenin podle vynalezu spoCivd vtom, Ze maji omezené vedlejsi uginky. Tyto
slou€eniny napfiiklad v mensi mife zplisobuji hypotermii, jak je to demonstrovano v dale
zafazeném prikladu Y, maji delsi dobu ¢inku, jsou méné toxické, jsou uginng&jsi, potentn&jsi,
stabiln€jsi a snadnéji absorbovatelné, snadnéji se z téla vylucuji, maji $irsi spektrum G&inku nebo
maji dalsi uzite¢né farmakologickeé vlastnosti, a to ve srovnani s dosud zndmymi slouéeninami.

V nasledujici ¢asti bude vynalez blize vysvétlen pomoci konkrétnich ptikladd jeho provedeni,
pfi¢emzZ tyto piiklady maji pouze ilustraéni charakter a nikterak neomezuji rozsah vynalezu,
ktery je jednoznaéné vymezen definici patentovych naroki. Pfi pojmenovani sloucenin bylo
pouzito nomenklatury, b&zné v Chemical Abstracts.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Kyselina N—ethyl-2—(propylthio)-5'—adenylova ve form& monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou, tetrasodna siil

a) N-Ethyl-2—(propylthio)adenosin

9—2,3,5-Tris—O—acetyl-beta~D-ribofuranosyl}-6—chlor—2—(propylthio)purin (1,3 g) a ethyl-
amin (1,6 ml) v dioxanu (30 ml) a vodé (30 ml) se zahfiva v uzavieném autoklavu na teplotu
110 °C po dobu 20 hodin. Po ochlazeni na okolni teplotu a odpafeni se ziska zbytek, ktery se
rekrystalizuje z ethylacetatu. Dal$im CiSténim, provedenim chromatograficky na silikagelu za
pouziti eluéni soustavy, tvotené smési methanolu a ethylacetatu v objemovém poméru 1:15, se
ziska pozadovana sloucenina.

Vytézek: 0,46 g,

hmotové spektrum (FAB, Fast Atom Bombardment = ionizace rychlymi atomy): 370 (M+H,
100%), 238 (30%).

b) Monoamonna sl kyseliny N—ethyl-2—(propylthio)-5'—adenylové
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K michanému roztoku produktu ze stupné a) (0,4 g) v triethylfosfatu (12 ml) o teploté 0 °C se
pfida oxychlorid fosfore¢ny (0,66 g). Po 4 hodinach a 30 minutich se reakeni smés nalije do
smési ledu a vody (100 g), obsahujici hydrogenuhli¢itan sodny (1,45 g). Po 45 minutach se
roztok promyje etherem (2 x 100 ml) a nanese na sloupec pryskyfice Dowex 50W X 8 v
H'—cyklu. Sloupec se potom promyva vodu az do okamziku, kdy eluat ma hodnotu pH rovnou 6,
nacez se sloupec eluuje 2M roztokem hydroxidu amonného. Po lyofilizaci pfislusné frakce eluatu
se ziska pozadovana sloucenina.

Vytézek: 0,32 g.

*'P—nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D,0): 2,03 (s).

¢) N-Ethyl-2—(propylthio)-5'—adenylova kyselina ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylbisfosfonovou, tetrasodna sil.

Produkt ze stupné b) (0,38 g) a tributylamin (0,15 g) se slouci v malém objemu pyridinu a roztok
se odpaii k suchu. Po azeotropnim vysu3eni za pouziti pyridinu (3 x 15 ml) a bezvodého N,N—
dimethylformamidu (2x 15ml) se =zisk& zbytek, ktery se vyjme bezvodym N,N-
dimethylformamidem (10 ml). Ptida se karbonyldiimidazol (0,66 g), nalez se po 4 hodinach pfi
okolni teploté pfida methanol (0,209 g). Po 30 minutich se pfida mono(tributylamoniova) sil
kyseliny dichlormethylenbisfosfonové (2,09 g) v bezvodém N,N—dimethylformamidu (30 ml) a
ziskana smés se micha pfi okolni teploté po dobu 18 hodin. Po filtraci a odpateni se ziska zbytek,
ktery se chromatograficky predisti na sloupci DEAE-Sephadexu za pouZiti eluéniho ¢inidla,
tvofen¢ho 0 az 0,6M triethylamoniumhydrogenuhli¢itanem. Po lyofilizaci se ziska triethyl-
amoniova stl, ktera se prevede na sodnou sil rozpusténim v methanolu (2 ml) a pfidanim
roztoku jodidu sodného (1M v acetonu, 30 ml). SraZenina se izoluje odstfedénim, promyje
opakovanym suspendovanim v acetonu (4 x 40 ml) a znovu odstfedi. Nakonec se pevny podil
rozpusti ve vodé a lyofilizuje, pticemz se ziska pozadovana slou¢enina ve formé bezbarvého
praskového produktu.

Vytézek: 0,25 g,

*'P_nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

delta (D,0): 9,00 (d, J=18,6Hz), 1,18 (dd, J=18,6Hz, J=30,4Hz), -9,35 (d, J=30,4Hz).
Piiklad 2

Kyselina N-Butyl-2—(propylthio)-5'—adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou, tetrasodna sil

a) N-Butyl-2—(propylthio)adenosin
PoZadovani slougenina se pfipravi postupem podle ptikladu 1a).
Hmotové spektrum (FAB) 398 (M+H, 100%).

b) Kyselina N-butyl-2—(propylthio)-5'~adenylovd ve form& monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna siil
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K roztoku produktu ze stupné a) (1,8 g) v triethylfosfatu (50 ml) se za chlazeni ptida oxychlorid
fosfore¢ny (1,39 g), pfiCemz tento pridavek se provadi po kapkéch. Ziskany roztok se micha pri
okolni teploté po dobu 4 hodin.

K michané suspenzi mono(tributylamoniové) soli (5,76 g) v triethylfosfatu (60 ml) se piida
tributylamin (2,16 ml). Po jednohodinovém michéni pfi okolni teploté se ziskany roztok nalije
v prubéhu 15 minut do vy$e popsaného roztoku. Po &tyrhodinovém michani se reakéni smés
nalije do 5% vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (113 ml) a ziskana smés se miché po
dobu 18 hodin. Ziskany roztok se promyje etherem (4 x 50 ml) a potom lyofilizuje. Po pregisténi
na silikagelu s reverzni fazi Cis za pouziti elu¢niho €inidla, tvofeného 4% solankou a potom
vodou, se ziska poZadovana stil ve formé bezbarvého pevného produktu.

Vytézek: 0,69 g,

*'P_nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

delta (D,0O): 9,70 (d, J=18,4Hz), 3,4 (dd, J=18,4Hz, J=30,5Hz), 9,19 (d, J=30,5Hz).
Priklad 3

Za pouziti postupu podle prikladu 2 se ptipravi nasledujici slougeniny:

a) Kyselina N-propyl-2—(propylthio)-5"—adenylovd ve form&¢ monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sil.

i.  N-Propyl-2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 384 (M+H", 100%).

ii. Kyselina N-propyl-2—(propylthio)}-5'—adenylovd ve form& monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodné sal.

*'P_nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D,0): 8,92 (d, J=18,5Hz), 1,07 (dd, J=18,7Hz, J=29,0Hz), -9,4 (d, J=29,4Hz).

b) Kyselina N—(1-methylethyl)}-2—(propylthio)-5'—adenylovd ve formé monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, diamonn4 sil.

i.  N—(1-Methylethyl}-2—(propylthio)adenosin,
hmotové spektrum (FAB): 384 (M+H", 100%), 252.

ii. Kyselina N-(l-methylethyl)-2—(propylthio)-5"—adenylovd ve formé& monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, diamonna sul.

Dal3i precisténi surového produktu chromatografii na DEAE-Sephadexu za pouziti elu¢niho
¢inidla, tvofeného 0 az 0,6M roztokem hydrogenuhli¢itanu amonného, poskytne pozadovanou
sul.

*'P_Nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D,0): 8,71 (d, J=18,6Hz), 0,38 (dd, J=19,1Hz, J=28,7Hz), —9,49 (d, J=29,0Hz).
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¢) Kyselina N—(2-methoxyethyl}-2—(propylthio}-5'-adenylovd ve formé monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sil.

i.  N—(2-Methoxyethyl)-2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 400 (M+H", 100%), 268.

ii. Kyselina N—(2—methoxyethyl)—2—(propylthio)—5’—adeny]ové ve formé& monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodn4 sil.

*'P—_Nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D;0): 9,05 (d, J=18,7Hz), 1,44 (dd, J=18,8Hz, J=29,3Hz), -9,40 (d=29,5Hz).

d) Kyselina N—cyklopentyl-2—(propylthio)-5'~adenylové ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna siil.

i.  N-Cyklopentyl-2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 410 (M+H"), 278 (100%).

ii. tKyselina N-cyklopentyl-2—(propylthio)-5'~adenylové ve formé monoanhydridu s kyseli-
nou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna stil.

Elementarni analyza:
C1oH26C1LNsNa,04,P;S

C(%) H(%) N(%) S(%)
vypocteno: 2456 430 7,53 3,44
nalezeno: 24,43 443 7,52 3,76

e) Kyselina N—fenyl-2—(propylthio)}-5'—adenylovd ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna siil.

i.  N-Fenyl-2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 418 (M+H", 100%), 278.

ii. Kyselina N-fenyl-2—(propylthio)}-5'—adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sl.

*'P-nukledrni magnetickorezonan&ni spektrum:
delta (D,0): 8,98 (d, J=18,3 Hz), 2,70 (dd, J=18,3Hz, J=30,6Hz), -9,89 (d, J=30,6 Hz).

) Kyselina N—(2,2,2-trifluorethyl}-2—(propylthio}-5'~adenylovd ve formé monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sil.

i.  N—(2,2,2-Trifluorethyl)-2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 424 (M+H"), 292 (100%).

ii. Kyselina N—(2,2,2—trifluorethyl}-2—propylthio)-5'-adenylovd ve formé monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna siil.

Hmotové spektrum (FAB): 822, 820, 818 (M+H"), 115 (100%).

-10-
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g) Kyselina N-(methoxykarbonylmethyl)-2—(propylthio}-5'~adenylovd ve formé& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, trisodna stl.

i. N—(Methoxykarbonylmethyl}-2—(propylthio)adenosin
Elementarni analyza:
C16H23N506S

C(%) H(%) N(%) S(%)
vypocteno: 46,48 5,61 1694 7,76
nalezeno: 46,44 5,43 16,80 7,67

ii. Kyselina N-(methoxykarbonylmethyl}-2—(propylthio)-5'-adenylovd ve formé mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna sil.

Dal3im pre€iSténim surového produktu chromatografii na DEAE-Sephadexu za pouziti elu¢niho
Cinidla, tvofeného 0 az 0,6M roztokem hydrogenuhli¢itanu amonného, se ziskd pozadovana sil.

*'P—nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D;O): 9,05 (d, J=18,7Hz), 1,44 (dd, J=18,8Hz, J=29,3Hz), -9,40 (d, J=29,5Hz).

h) Kyselina N-/2—(methylthio)ethyl/~2—(propylthio)-5'-adenylovda ve form& monohydratu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna sal.

i.  N—/2—(Methylthio)ethyl/~2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 416 (M+H", 100%).

ii. Kyselina N-/2-methylthio)ethyl/~2—(propylthio)-5'—adenylova ve form& monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna sal.

Dalsim pfecisténim surového produktu chromatografii na DEAE-Sephadexu za pouziti elu¢niho
Cinidla, tvofeného 0 az 0,6M hydrogenuhli¢itanem amonnym, se ziska pozadovana siil.

*'P—nuklearni magnetickorezonan&ni spektrum:
delta (D;0): 8,68 (d, J=18,6Hz), 0,33 (dd, J=18,9Hz, J=29,0Hz), 9,53 (d, J=29,0Hz).

J)  Kyselina N-/2—(N,N-dimethylamino)ethyl/~2—propylthio}-5'-adenylova ve form& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, trisodna stl.

i. N-/2-(N,N—dimethylamino)ethyl/~2—(propylthio)adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 413 (M+H', 100%).

ii. Kyselina N—-/2—(N,N—dimethylamino)ethyl/~2—(propylthio)}-5-adenylova ve formé& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, trisodna sul.

Hmotové spektrum (FAB): 789, 787, 785 (M+H"), 93 (100%).

-11-
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Priklad 4

Kyselina 2—(cyklohexylthio)}-N-ethyl-5'-adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna stil

a) 9—(2,3,S—Tri—O—acetyl—beta—D—ribofuranosyI)—6—chlor—2—(cyklohexylthio)purin.

K roztoku 2—amino—9—(2,3,5—tri—0—acetyl—beta—D—ribofuranosyl}6—chlorpurinu (10,0 g)
v acetonitrilu (200 ml) se ptida dicyklohexyldisulfid (51,5 g) a izoamylnitrit (16,96). Ziskany
roztok se odplyni dusikem a potom zahtiva na teplotu 60 °C po dobu 16 hodin. Roztok se zahusti
a zbytek se precisti chromatograficky na sloupci silikagelu za pouziti eluéni soustavy, tvofené
smési ethylacetdtu a petroletheru v objemovém poméru 1:1, pticem se ziska pozadovana
slougenina ve formé oranZového gumovitého produktu.

Vytézek: 3,88 g,

hmotové spektrum (EI): 528, 526 (M"), 43 (100%).

b) 2—(Cyklohexylthio)}-N—ethyladenosin.

Pozadovana sloucenina se pfipravi postupem podle pikladu 1a) za pouziti produktu ze stupné a).
Hmotové spektrum (FAB): 410 (M+H", 100%).

¢) Kyselina 2—(cyklohexylthio}-N-ethyl-5'~adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna stil.

PoZadovana slou¢enina se pfipravi postupem podle piikladu 2b za pouziti produktu ze stupné b).
*'P-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

delta (D;0): 9,85 (d, J=18,5Hz), 3,85 (dd, J=18,5Hz, J=30,4Hz), -9,07 (d, J=30,4Hz).
Priklad 5

Kyselina N-ethyl-2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/~5'-adenylova ve formé monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenfosfonovou, trisodna siil

a) 2-/(3,3,3-Trifluorpropyl)thio/adenosin.

Suspenze hydridu sodného (60%, 1,453 g) a adenosin—2-thio-monohydrat (5,35g) vN,N-
dimethylformamidu (80 ml) se micha pfi okolni teplot& po dobu jedné hodiny, nacez se k ni prida
3—chlor-1,1,1-trifluorpropan (6,6 ml). Po 5 dennim michani se roztok zahusti a zbytek se rozdéli
mezi ethylacetat (250 ml) a vodu (150 ml). Organicka faze se vysudi a zahusti. Po chromato-
grafickém precisténi na silikagelu za pouZiti eluéni soustavy, tvotené smési dichlormethanu a

methanolu v objemovém poméru 9:1, se ziskd pozadovana slouGenina ve formé bezbarvého
pevného produktu.

Vytézek: 5.55 g,
hmotové spektrum (FAB): 396 (M+H", 100%).

b) N-Acetyl-2-/(3,3,3trifluorpropyl)thio/adenosin—2’,3’,5'~triacetat.

-12-
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Produkt ze stupné a) (5,28 g) a bezvody octan sodny (0,723 g) v anhydridu kyseliny octové
(42 ml) se micha pfi teploté 80 °C po dobu 6 hodin a 30 minut. Roztok se zfedi vodou (100 ml),
micha pfi okolni teploté¢ po dobu 18 hodin a potom extrahuje dichlormethanem (4 x 200 ml).
Sloucené organické extrakty se promyji nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(200 ml) a potom odpati, naez se zbytek chromatografuje na silikagelu za pouziti eluéni
soustavy, tvofené smeési diethyletheru a methanolu v objemovém poméru 97:3. Ziski se
pozadovana slou¢enina ve formé bezbarvého pénovitého produktu.

Vytézek: 5,35 g,

hmotové spektrum (FAB): 564 (M+H"), 139 (100%).

¢) N-Acetyl-N—ethyl-2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/adenosin-2’,3’,5'triacetat.

Produkt z reak¢niho stupné b) (5,12 g) v N,N—dimethylformamidu (100 ml) se v priib&hu 3 hodin
pfidd ksuspenzi hydridu sodného (60%, 0,443 g) v N,N—dimethylformamidu (100 ml),
obsahujici ethyljodid (2,2 ml). Po 2 dennim michéani se roztok odpaii a zbytek se vyjme
ethylacetatem (300 ml) a potom promyje vodou (3 x 100 ml). Organicka faze se zahusti a zbytek
se preCisti chromatograficky na silikagelu za pouZiti chromatografické soustavy, tvofené smési
ethylacetatu a cyklohexanu v objemovém poméru 1:1. PoZzadovana sloudenina se ziska ve formé
Zlutého gumovitého produktu.

Vytézek: 4,54 g,

hmotové spektrum (FAB): 592 (M+H"), 139 (100%).

d) N-Ethyl-2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/adenosin.

Produkt ze stupné c) (4,54 g) vroztoku hydroxidu sodného (0,IM v methanolu, 155 ml) se
zahtiva na teplotu varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut. Po ochlazeni na okolni teplotu
se prida ledova kyselina octova (0,89 ml) a roztok se zahusti. Po chromatografickém piecisténi
na silikagelu za pouziti elu¢ni soustavy, tvofené smeési dichlormethanu a methanolu
v objemovém poméru 95:5, se ziskd poZadovana slouCenina ve formé& bezbarvého pevného
produktu.

Vytézek: 2,73 g,

hmotové spektrum (FAB): 424 (M+H', 100%).

e) Kyselina N—ethyl-2-/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/~5'~adenylovd ve form& monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfonovou, trisodna sil.

Pozadovana siil se pfipravi postupem podle piikladu 2b) za pouziti produktu ze stupné d).

*'P—nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D,0): 8,89 (d, J=18,0Hz), 2,34 (dd, J=18,0Hz, J=30,0Hz), -9,90 (d, J=30,0Hz).

Priklad 6

Zptsobem, popsanym v piikladu 2, se pfipravi nasledujici slouc¢eniny.
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a) Kyselina N—(2,2,2—triﬂuorethyl)—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/—- ‘—adenylovd ve formé
monohydratu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna suil.

i. N—Acetyl—N—(2,2,2—triﬂuorethyl)—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/adenosin—2',3’,5'—triacetét.
il N—(2,2,2-—Trifluorethyl)—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/adenosin.
Hmotové spektrum (FAB): 478 (M+H"), 346 (100%).

iii. Kyselina N—(2,2,2—triﬂuorethyl}—2—/(3,3,3—~triﬂuorpropyl)thio/—5’—adenylové ve formé
monoanhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonni siil.

*'P-nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
delta (D,0): 8,82 (d, J=18,6Hz), 0,63 (dd, J=18,9Hz, J=28,9Hz), -9,43 (d, J=29,0Hz).

b) Kyselina N—/2—(methylthio)ethyl/—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/—5’—adenylové ve forme
monoanhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna sil.

i N—Acetyl—N—/Z—(methylthio)ethyl/—Z—/(3,3,3—triﬂuorpropy])thio/adenosin—2',3’,5'—
triacetat.

Hmotové spektrum (FAB): 638 (M+H"), 139 (100%).
il. N-/2—(Methylthio)ethyl/~2—/(3,3,3-trifluorpropyl)thio/adenosin.
Elementarni analyza:
C16H,,F3N50,S,
C(%) H(%) N(%) S(%)

vypoéteno: 40,90 4,72 14,92 13,70
nalezeno: 40,70 4,82 14,79 13,60

iii. Kyselina N—/2—(methylthio)ethyl/—Z—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/—5’—-adenylové ve formé
monoanhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, triamonna sil.

Dalsim ¢iSténim surového produktu chromatografii na DEAE-Sephadexu za pouziti elu&niho
¢inidla, tvofeného 0 az 0,6M roztokem hydrogenuhliitanu amonn¢ho, se ziskd pozadovana siil.

*'P—nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

delta (D,0): 8,77 (d, J=18,7Hz), 0,38 (dd, J=18,9Hz, J=27,4Hz), -9,43 (d, J=28,8Hz).

Priklad 7

Kyselina N—(2—methoxyethyl)—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/—5’—adenylové ve formé& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sil.

a) N—(2-Methoxyethyl)-2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/~adenosin.
Roztok slougeniny z ptikladu 5b) (4,8 g), 2-bromethylmethylether (1,2 ml) a uhli¢itan draselny
(1,77 g) v bezvodém N,N-dimethylformamidu (190 ml) se micha pfi okolni teploté¢ po dobu

3 dni. Pridaji se dal3i podily 2-bromethylmethyletheru (1,2 ml) a uhliitanu draselného 1,77 g)
a smes se micha pfi teplot& 40 °C po dobu 24 hodin. Reaké&ni smés se zfiltruje a filtrat se zahusti,

-14-



20

25

30

35

40

45

50

CZ 286050 B6

pfi€emz se ziska olej, ktery se rozdéli mezi ethylacetat (200 ml) a vodu (200 ml). Organicka faze
se vysusi a potom zahusti. Ziskany gumovity produkt se rozpusti v 0,1M roztoku methoxidu
sodného v methanolu (180 ml) a potom zahfiva na teplotu varu pod zp&tnym chladi¢em po dobu
45 minut. Po neutralizaci kyselinou octovou se roztok zahusti a zbytek se pregisti
chromatograficky na silikagelu za pouziti eluéni soustavy, tvofené smési dichlormethanu a
methanolu v objemovém poméru 92:8. Pozadovana slouenina se ziska ve formé& bezbarvého
pevného produktu.

Vytézek: 3,41 g,
hmotové spektrum (FAB): 454 (M+H", 100%).

b) Kyselina N—2-methoxyethyl)}-2—/(3,3,3-trifluorpropyl)thio/~5'-adenylova ve formé
monoanhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou, tetrasodna sul.

PoZadovana sul se pripravi za pouziti postupu podle ptikladu 2b) za pouziti sloudeniny ze
stupné a).

*'P_nuklearni magnetickorezonan¢ni spektrum:
delta (D,0): 9,88 (d, J=19,0Hz), 3,80 (dd, J=19,0Hz, J=31,0Hz), -9,12 (d, J=31,0Hz).

Priklad X

Kvantitativni vyhodnoceni agonizujici a antagonizujici w€innosti vi&i P,r—receptorim
v promytych lidskych krevnich desti¢kach

Ptiprava preparitu

Lidskd venalni krev (100 ml) se stejnomémné rozd€li do tfi kyvet, které obsahuji po 4 ml
antikoagulagniho €inidla, tvofeného 3,2% citranem trojsodnym. Kyvety se potom odstfed’uji po
dobu 15 minut pii 240 G, pfitemz se ziskd plazma, obohacena krevnimi destitkami, ke které se
za UCelem stabilizace krevnich desti¢ek v prib&hu promyvaciho postupu ptida 300 ng.ml™
prostacyklinu (PGI,, 3 pl.ml™ plazmy obohacené krevnimi destitkami ve zfed&ni 1:10 ve
fyziologickém roztoku ze zasobniho roztoku 1 mg.ml™ v ethanolu). Plazma obohacena krevnimi
desti¢kami prosta ¢ervenych krvinek se ziska 10 minutovym odstfedénim pti 125 G a naslednym
15 minutovym odstiedénim pti 640 G. Supernatant se odlije a peleta krevnich destiek se
resuspenduje v modifikovaném, vapniku prostém Tyrodové roztoku /(10 ml) CTF, sloZeni: NaCl:
137mM (8 g.I""), NaHCO;: 11,9 mM (1 g.I™"), NaH,P0,:0,38 nM (0,06 g—17"), KCI: 2,86 mM
(1 ml 20% roztoku na litr), MgCl,: 1,05 mM (1 ml 10% roztoku na litr), dextréza: 5,55 mM
(1 g.I'")/, ktery je udrzovan na teploté 37 °C a probublavan plynnou smési, obsahujici 95 % O, a
5% CO,. Po pfidani dalsiho podilu 300 ng.ml™" PGI, se ziskana suspenze je$té jednou
odstfed’uje po dobu 15 minut pfi 640 G. Supernatant se odlije a krevni desti¢ky se opétovné
suspenduji v 10 ml CFT, naleZ se pfida dal3i podil CFT k nastaveni celkového finalniho poctu
krevnich desti¢ek na 2 x 10° . pl™'. Tato finalni suspenze se pfechovava v 60 ml injekéni
stiikaCce pii teploté 3 °C a za nepfitomnosti vzduchu.

Za UCelem dosazeni normdlni funkce prosté inhibice PGI, se krevni desti¢ky pouziji pfi
agregalni studii teprve az 2 hodiny po findlnim resuspendovani. Pfi viech studiich se 430 pl
alikvoty suspenze krevnich destiCek zavedou do silikonizovanych agrega¢nich kyvet,
obsahujicich roztok chloridu vapenatého (10 ul 45mM roztoku, finilni koncentrace 1 mM) a
michaji pfi 900 otaCkach za minutu v agregometru PAP4 (Biodata). P¥ida se lidsky fibrinogen
(Sigma, F 4883) a 8—sulfofenyltheofillin (8-SPT, k blokovani jakékoliv P;—agonizujici t&innosti
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slougenin) k dosaZeni finalnich koncentraci 0,2 mg/ml (10 ul 10 mg.ml™ roztoku srazitelného
proteinu ve fyziologickém roztoku) a 3 x 10 M (10 pul 5,6 mg.ml™ roztoku v 6% glukéze).
Potom se zapo¢ne sledovani agregace.

Protokol
a) Selekce submaximalni koncentrace ADP

Koncentrace ADP, produkujici pravé submaximalni odezvu, se ziska vynesenim kfivky
koncentrace/odezva v rozmezi 10 az 300 pM. PrisluSny roztok ADP se ptida do agregacni kyvety
v objemu 10 pl 20 minut po zapogeti sledovani agregace. Agrega¢ni odezvy se méii za pouziti
maximalni miry zmény svételné transmise (index dany ukazatelem smérnice PAP4).
Submaximalni koncentrace ADP, ziskan4 v tomto stupni protokolu, se pouzije pti nasledujicim
vyhodnoceni antagonizujici G&innosti sloudenin. Viechna méfeni se provadi se dvéma vzorky
krevnich desti¢ek od kazdého darce.

b) Vyhodnoceni agonizujici a antagonizujici u&innosti

5 minut po zapoceti sledovani agregace se do agregalni kyvety ptida fyziologicky roztok nebo
pfislusny roztok testované sloueniny v objemu 30 pl k dosaZeni finalni koncentrace 0, 10, 100
nebo 1000 uM. Agregace v tomto stadiu je ukazatelem agonizujici G¢innosti a v pfipadg, Ze k ni
dojde, vyhodnoti se agonizujici potence srovnanim s kontrolnimi ADP-odezvami, ziskanymi
¢asti a) protokolu.

V piipadé, Ze kagregaci nedojde, pfida se 15 minut po testované slou¢ening ptredbézné
stanovena submaximalni koncentrace ADP v objemu 10 pl. Antagonizujici potence se vyhodnoti
Jako procenticka inhibice kontrolni ADP-odezvy k dosazeni aproximativni ICso. Slouceniny,
které zcela inhibuji ADP—odezvu pfi vychozich koncentracich, se znovu testuji v niz$im
koncentratnim rozmezi. Slougeniny sICsy nizsi nez 10° M se také opétovné testuji
v nepfitomnosti 8-SPT za ac¢elem potvrzeni neptitomnosti jakékoliv P\-agonizujici G¢innosti a
za pouziti 2 minutové a nikoliv 15 minutové inkubace za ugelem zjisténi, zda je inhibice ¢asové
zavisla.

Vysledky

Reprezentativni udaje, ziskané pro slouGeniny obecného vzorce 1, jsou uvedeny jako zaporny
logaritmus antagonizujici potence (pICsp) v nasledujici tabulce.

Tabulka
Piiklad pICso
1 9,04 £ 0,15
8,68 + 0,33
6a 9,14 £ 0,11
Piiklad Y

Méfeni hypotermni u¢innosti u mysi pfi védomi
V tomto testu se pouzije my3i CR/CD-1 s télesnou hmotnosti 25 a7 45 g. Mysi se zvazi a jejich

vychozi rektalni teplota se zmé&Fi za pouZiti termistorové sondy. Kazdé pokusné zvife se umisti
pod blokujici zvon a ocasni Zila zvifete se kanyluje za pouziti hypodermni Jjehly 27G, pfipojené
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k polythenové kanyle a fixované v této poloze fixatni paskou. Pokusnému zviteti se potom poda
testovana slou¢enina ve form& 10 minutové intravendzni infuze rychlosti 0,5 ml.kg™”.min™". 30
minut, 1 hodinu, 1 hodinu a 30 minut, 2 hodiny, 3 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin a 24 hodin po
ukonceni infuze se méfi rektalni teplota pokusnych zvitat.

Stfedni maximalni sniZeni rektalni teploty se vynese proti davce sloudeniny a ze ziskané kfivky
se stanovi davka, potfebna ke snizZeni télesné teploty o 5 °C.

PATENTOVE NAROKY

3
NHR
N
X
”é[ >
R4S*N/ N (h

%-CR'R’~P(O) (OH)-0-P(O) (OH)-O

1. Sloudenina obecného vzorce 1

HO OH

ve kterém

R' a R? nezavisle jeden na druhém znamenaji atom vodiku nebo atom halogenu,

R’ a R* nezavisle jeden na druhém znamenaji fenylovou skupinu nebo alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomu, pfipadné substituovanou jednim nebo nékolika
substituenty, zvolenymi z mnoziny, zahrnujici skupinu OR?, alkylthio—skupinu, obsahujici 1
az 6 uhlikovych atomi, skupinu NR°R’, fenylovou skupinu, skupinu COOR® a atom

halogenu,

R’, R®, R” a R® nezavisle jeden na druhém znamenaji atom vodiku nebo alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomu, a

X  znamena kyselinovy zbytek —P(O)(OH),, —SO;H nebo -CO,H,

a jeji farmaceuticky pfijatelné soli.

2. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, ve kterém X znamena skupinu —P(O)(OH),,
nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil.
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3. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, ve kterém R* znamena alkylovou skupinu,
obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi a pfipadné substituovanou atomem halogenu, nebo jeji
farmaceuticky prijatelna sal.

4. Slougenina podle n&kterého z narokt 1 az 3 obecného vzorce I, ve kterém R' a R2 zZnamenaji
atom chloru, nebo jeji farmaceuticky prijatelna sil.

S.  Slougenina podle nékterého z niroki 1 as 4 obecného vzorce I, ve kterém R3 znamena
alkylovou skupinu, obsahujici 1 a2 6 uhlikovych atomd, pripadné substituovanou
alkylthioskupinou, obsahujici 1 az 6 uhlikovych atom, nebo jeji farmaceuticky prijatelna sl.

6. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, kterou je

kyselina N-ethyl-2—(propylthio)-5'~adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou,

kyselina N—ethyl—2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/—5'—adenylové ve formé monoanhydridu s kyse-
linou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—/2—(methylthio)ethyl/—2—/(3,3,3—triﬂuorpropyl)thio/—5’—adenylové ve formé mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou,

nebo jejich farmaceuticky prijatelné soli.
7. Sloucenina podle néroku 1 obecného vzorce I, kterou je

kyselina N-butyl-2—(propylthio)-5'—adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou,

kyselina N-propyl-2—(propylthio)-5"—adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou,

kyselina N—(1-methylethyl)-2—(propylthio)-5'-adenylova ve forms monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—(2—methoxyethy])—2—(propylthio)—5’—adenylové ve form& monoanhydridu s kyse-
linou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N-cyklopentyl-2—(propylthio)-5'-adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—fenyl-2—(propylthio)-5'~adenylova ve formé monoanhydridu s kyselinou dichlor-
methylenbisfosfonovou,

kyselina N—(2,2,2—triﬂuorethyl)—2—(propylthio)—5'—adenylové ve form& monoanhydridu s kyse-
linou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—(methoxykarbonylmethyl)-—2—{propylthio}—5’—adenylové ve formé& monoanhydridu
s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—(2—methylthioethyl)—Z—(propylthio)—S'—adenylové ve form& monoanhydridu s kyse-
linou dichlomethylenbisfosfonovou,
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kyselina N—/2—(N,N-dimethylamino)ethyl/~2—(propylthio)-5'~adenylovd ve form& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina 2—(cyklohexylthio)}-N—ethyl-5'~adenylovd ve form& monoanhydridu s kyselinou
dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N—2,2,2-trifluorethyl)}-2—/(3,3,3—trifluorpropyl)thio/~5'-adenylovd ve formé mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou,

kyselina N-(2—methoxyethyl)-2-/(3,3,3~trifluorpropyl)thio/~5'-adenylova ve form& mono-
anhydridu s kyselinou dichlormethylenbisfosfonovou,

nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

8. Farmaceutickd kompozice, vyznacena tim, Ze obsahuje sloudeninu obecného
vzorce 1 podle nékterého z narokii 1 az 7 nebo jeji farmaceuticky piijatelnou stil v kombinaci
s farmaceuticky prijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

9. Pouziti slouceniny obecného vzorce I podle nékterého znaroki 1 aZz 7 nebo jeji
farmaceuticky ptijatelné soli pfi vyrob& farmaceutické kompozice pro lé¢eni stavu, u kterého

dochézi k agregaci krevnich desti¢ek.

10. Zpusob pfipravy slouceniny obecného vzorce I podle nékterého z narokt 1 az 7 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelné soli,vyznaéeny tim, Zese

3
NHR
N XN
s
R's” >N N

Li~P(O) (Y)-O

a) sloucenina obecného vzorce II

ve kterém R® a R* maji vy3e uvedené vyznamy, L; znamena odlugitelnou aminovou skupinu nebo
atom halogenu a Y znamena (i) skupinu OH nebo (ii) odlugitelnou skupinu L,, tvofenou atomem
halogenu, jejiz funkéni skupiny jsou pfipadné chranény ochrannymi skupinami, uvede v reakci
se slouceninou obecného vzorce III

0)

I
X-CR'R%-P-OH

I

OH

(1),
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ve kterém R', R? a X maji vySe uvedené vyznamy, jejiz funkéni skupiny jsou ptipadné chranény
ochrannymi skupinami, nebo s jeji soli, natez se v pfipadé, ze Y v ziskané slougening znamena
atom halogenu, provede hydrolyza této slougeniny, a

b) pfipadné se odstrani ochranné skupiny ze ziskané slou¢eniny obecného vzorce I v pfipade,
Ze jedna nebo n&kolik funk&nich skupin této slouCeniny je resp. jsou chranény ochrannymi
skupinami, a v pfipadg, Ze je to Zadouci nebo nezbytné, pfevede se ziskana slou¢enina obecného
vzorce I nebo jeji jind siil na jeji farmaceuticky pfijatelnou sél nebo naopak.

Konec dokumentu
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