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7V 2000~ 22 7%

Cytostatické latky

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka terapeuticky ucinnych esterovych
a thioesterovych derivatl, zpusobd jejich vyroby, farmaceutickych
prostfedkd s jejich obsahem a pouziti té&chto latek v lékafstvi. Tyto
slougeniny jsou konkrétné inhibitory proliferace celé fady rychle se
délicich tumorovych bunék, napfikiad melanomovych a/nebo

lymfomovych bunék.

Dosavadni stav techniky

Mezinarodni patentova pfinlaska piihlagovatell
PCT/GB97/02389 popisuje a narokuje zplUsob inhibice proliferace
nadorovych bunék u savcl, ktery zahrnuje podavani savci trpicimu
touto proliferaci mnoZstvi slouceniny obecneho vzorce (I) nebo
farmaceuticky pfijatelného hydratu soli nebo solvatu dostate¢ného pro

inhibici takové proliferace:

CONHOH

2
Iin

kde
R je atom vodiku nebo (C1-Ce)alkyl;

R je atom vodiku;




(C4-Ce)alkyl,

(C,-Ce)alkenyl;

fenyl nebo substituovany fenyl;

fenyl (C1-Ce)alkyl nebo substituovany fenyl(C4-Ce)alkyl;

fenyl (C,-Ce)alkenyl nebo substituovany fenyl(C»-
Ce)alkenyl;

heterocyklyl nebo substituovany heterocyklyl;

heterocyklyl(C4-Cg)alkyl nebo substituovany
heterocyklyl(C1-Cg)alkyl,

skupina BSO,A-, kde n je 0, 1 nebo 2 a B je atom vodiku
nebo skupina (Ci-Ce)alkyl, fenyl, substituovany fenyl,
heterocyklylem substituovany heterocyklyl, (Ci-Ce)acyl,
fenacyl nebo substituovana fenacylova skupina, a A

znamena (C4-Ceg)alkylen;
hydroxy nebo (C4-Cg)alkoxy;

amino, chrané&ny amino, acylamino, (C1-Ce)alkylamino

nebo di-(C4-Ceg)alkylamino;
merkapto nebo (C4-Ceg)alkylthio;

amino(C4-Cg)alkyl, (Ci-Cg)alkylamino(C1-Ce)alkyl, di(Ci-
Ce)alkylamino(C1-Ce)alkyl, hydroxy(C+-Ce)alkyl,
merkapto(C-Cs)alkyl nebo karboxy(C1-Cs) alkyl, kde
skupina amino, hydroxy, merkapto nebo karboxyl jsou
popfipadé chranéné nebo je karboxylova skupina
amidovana,;

nizéi alkyl substituovany skupinou karbamoyl, mono(nizsi
alkyl)karbamoyl, di(nizsi alkyl)karbamoyl, di(nizsi

alkyl)amino, nebo karboxy-niz§i alkanoylamino; nebo




cykloalkylovy, cykloalkenylovy  nebo nearomaticky
heterocyklicky kruh obsahujici az tfi heteroatomy, z nichz
kterykoli mUze byt (i) substituovany jednim nebo vice
substituenty zvolenymi ze skupiny C4-Cs alkyl, C2-Cs
alkenyl, halo, kyano (-CN), -CO.H, -CO:2R, -CONHz, -
CONHR, -CON(R)2, -OH, -OR, oxo-, -SH, -SR, -NHCOR,
a -NHCO;R, kde R je C4-Cs alkyl nebo benzy! a/nebo (ii)
fuzovany s cykloalkylovym nebo heterocyklickym kruhem:;

R,  je C4-Cqz alkyl,
C2-Cq2 alkenyl,
C,-C1 alkinyl,
fenyl(C4-Cs alkyl)-,
heteroaryl(C-Ceg alkyl)-,
fenyl(C,-Ce alkenyl)-,
heteroaryl(C,-Ce alkenyl)-,
fenyl(C2-Cs alkinyl)-,
heteroaryl(C,-Cs alkinyl)-,
cykloalkyl(C4-Cs alkyl)-,
cykloalkyl(C,-Cs alkenyl)-,
cykloalkyl(C2-Cg alkinyl)-,
cykloalkenyl(C1-Cs alkyl)-,
cykloalkenyl(C,-Cs alkenyl)-,
cykloalkenyl(C,-Cs alkinyl)-,
fenyl(C4-Cg alkyl)O(C4-Cs alkyl)-, nebo
heteroaryl(C4-Cg alkyl)O(C+-Ce alkyl)-,
pfiéemz jakakoli z vyse uvedenych skupin muze byt

popiipadé substituovana skupinou




C+-Cs alkyl,
C-Cg alkoxy,
halo,
kyano (-CN),
fenyl, nebo
fenyl substituovany skupinou
C4-Cs alkyl,
C4-Cg alkoxy,
halo, nebo
kyano (-CN);

Rs je charakterizujici skupina pfirodni nebo nepfirodni o-
aminokyseliny, ve které mohou byt jakékoli funkéni

skupiny chranéné; a
R4 je esterova nebo thioesterova skupina;

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sdl, hydrat nebo solvat.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka urditych konkrétnich sloucenin,
které jsou inhibitory proliferace tumorovych bunék u savcl. Tyto
sloudeniny se specificky neuvadéji v dokumentu PCT/GB77/02398, a
maji cenné  farmakologické a farmakokinetické vlastnosti jako

inhibitory tumorovych bunek.

Podrobny popis vynalezu

Podle predkiadaného vynalezu se poskytuje sloucenina zvolena

ze skupiny:




cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-[2R-(S-hydroxyhydroxy-

-karbamoylmethyl)-4-methylpentanoylamin]-2-fenylethanoveé,

isopropylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-

-isobutylhex-5-enoylamino)-2-fenylethanove,

cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-[2R-(S-hydroxykarbamoyl-

-methoxymethyl)-4-methylpentanoylamino]-3-fenylethanove,

cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-

-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(4-methoxyfenyl)ethanové,

cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-
-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(thien-2-yl)ethanove,

cykiopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-

-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(thien-3-yl)ethanove,

a jeji farmaceuticky nebo veterinarné pfijatelné soli, hydraty

nebo solvaty.
Vyhodné jsou 2-S diastereomery vy$e uvedenych sloucenin.

Soli slougenin podle predkladaného vynalezu zahrnuji
fyziologicky pfijatelné adi¢ni soli s kyselinami, napfiklad hydrochloridy,
hydrobromidy, sulfaty, methansuifonaty, p-toluensulfonaty, fosfaty,
acetaty, citraty, sukcinaty, laktaty, tartraty, fumaraty a maleaty. Soli se
také mohou tvofit s bazemi, napfiklad jako soli se sodikem, draslikem,

hoi¢ikem a vapnikem.

V daldim provedeni zahrnuje vynalez zplsob inhibice proliferace
tumorovych bunék u savcl, pfi kterém se savci trpicimu takovou
proliferaci podava mnozstvi slou¢eniny uvedené vyse nebo jeji
farmaceuticky nebo veterinarné pfijatelné soli, hydratu nebo solvatu,

dostateéné pro inhibici takové proliferace.

V dal§im provedeni zahrnuje vynalez pouziti slouc¢eniny uvedené

vy$e nebo jeji farmaceuticky nebo veterinarné pfijatelné soli, hydratu
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nebo solvatu pfi vyrobé farmaceutického prostfedku pro inhibici

proliferace tumorovych bunék u savci.

Sioudeniny podle predkladaného vynalezu jsou pouzitelné
v humannim nebo veterinarnim |ékafstvi, protoze pusobi jako
inhibitory proliferace rakovinnych bunék. Pouziti vynalezu tedy spociva
v lédeni onemocnéni rakovinou, jako jsou napfiklad onemocnéni
zpGsobena nadmérnou proliferaci lymfomu, leukemie, myelomu,
adenokarcinomu, karcinomu, mezotheliomu, teratokarcinomu,
choriokarcinomu, karcinomu z malych bunék, karcinomu z velkych
bunék, melanomu, retinoblastomu, fibrosarkomu, leiomyosarkomu,
glioblastomu nebo endotheliomu. Je tfeba rozumét, ze rlzne
sloudeniny podle tohoto vynalezu budou mit rdzné acinnosti jako
inhibitory proliferace v zavislosti na typu lé€ené rakoviny. Aktivita
jakékoli konkrétni slou€eniny podle vynalezu pfi inhibici proliferace
jakéhokoli konkrétniho typu bunék miZe byt rutinné stanovena
standardnimi zptsoby, napfiklad zplsoby analogickymi s témi, které

se popisuji v biologickych pfikladech této pfihlasky.

V dalsim provedeni predkladaného vynalezu se poskytuje
farmaceuticky prostfedek pro humanni nebo veterinarni pouziti
obsahujici slou¢eninu podle vynalezu spolu s farmaceuticky nebo
veterinarné pfijatelnou pomocnou latkou nebo nosiéem. Ve
farmaceutickém prostiedku muze byt spolu s jednou nebo vice
pomocnymi latkami nosi¢i pouzita jedna nebo vice slouCenin podle

predkladaného vynalezu.

Farmaceutické prostfedky podavané usty mohou byt ve forme
tablet, kapsli, praskd, granuli, pastilek, kapalnych nebo gelovych
preparatd, jako jsou oralni, topické nebo sterilni parenteralni roztoky
nebo suspenze. Tablety a kapsle pro oralni podavani mohou byt ve
formé& jednotkovych davek a mohou obsahovat bé&zné pomocné latky
jako jsou pojiva, napiiklad sirup, akacie, Zelatina, sorbitol, tragakant

nebo polyvinylpyrrolidon; plniva, napfiklad laktéza, cukr, kukuficny
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skrob, fosforeénan vapenaty, sorbitol nebo glycin; tabletovaci kluzné
latky, napfiklad stearan hofe¢naty, talek, polyethylenglykol nebo oxid
kiemigity; rozvoliovadla, napfiklad bramborovy $krob nebo pfijatelnma
smacdedla jako je laurylsulfat sodny. Tablety mohou byt potahovany
znamymi zplsoby farmaceutické praxe. Oralni kapalné preparaty
mohou byt napfiklad ve formé& vodnych nebo olejovych suspenzi,
roztok(l, emulzi, sirup(i nebo elixird nebo mohou byt ve formé& suchého
produktu pro rekonstituci s vodou nebo jinym vhodnym vehikulem pfed
pouzitim. Tyto kapalné prostfedky mohou obsahovat bézna aditiva
jako jsou suspendujici  ginidla, napfiklad sorbitol,  sirup,
methylcelul6za, glukézovy sirup, Zelatina, hydrogenované jedlé tuky;
emulgaéni latky, jako napfiklad lecitin, sorbitanmonooleat nebo akacie;
nevodna vehikula (mezi ktera mohou patfit jedlé oleje), napfiklad
mandlovy olej, frakcionovany kokosovy olej, olejovité estery jako
estery glycerolu, propylenglykolu nebo ethylalkoholu; ochranné latky,
napfiklad methyl- nebo propyl-p-hydroxybenzoat nebo kyselina
sorbova a v pfipadé potieby bé&zné ochucujici prostiedky nebo

barviva.

Pro mistni podani na k(zi mGze byt 1é¢ivo pfevedeno do formy
krému, omyvaciho roztoku nebo masti. Krém nebo mast pouZitelné pro
lé&ivo podle vynalezu jsou bézné v oboru znamé formulace, které se
napiiklad popisuji ve standardnich farmaceutickych ucebnicich jako je

britsky lékopis.

Uginné slozky mohou byt také podavany parenteralné ve
sterilnim prostfedi. V zavislosti na pouzitém vehikulu a koncentraci
mlize byt légivo bud suspendovano nebo rozpusténo ve vehikulu.
S vyhodou mohou byt ve vehikulu rozpustény pomocné latky jako jsou

lokalni anestetika, ochranné latky a pufry.

Je ziejmé, ze konkrétni davkovani pro kazdého pacienta bude
zaviset na fadé faktorG véetné& aktivity konkrétni pouzité slouceniny,

véku, télesné hmotnosti, celkového zdravodniho stavu, pohlavi, diety,




doby podavani, zplsobu podavani, rychlosti vyluéovani, kombinace

[&&iv a vaznosti lééeného onemocnéni.

Priklady provedeni vynalezu

Slougeniny podle vynalezu (pfiklady 1 az 6) byly pfipravovany
postupy podobnymi postupim popisovanym v piikladech 8, 16, 3 a 41
mezinarodni patentové pfihlasky pfihlasovateld PCT/GB97/02398.
Tyto pfiklady jsou zde reprodukovany jako preparativni pfiklady A - D.
Produkty ziskané ve formé smési diastereoisomerd byly déleny HPLC

s reverzni fazi. V pfikladech byly pouzity nasledujici zkratky:
DCM - Dichlormethan
DMF - N,N-Dimethylformamid
NMM - N-Methylmorfolin
TFA - Kyselina trifluorooctova
HOBT - 1-Hydroxybenztriazol

Chromatografie na koloné byla provadéna na silikagelu pro
bleskovou chromatografii. Spektra . 'H-NMR a '’C-NMR byla
zaznamenavana na spektrometru Bruker AC 250E pfi 250,1, popf.
62,9 MHz. Jako rozpoustédla a vnitfni standardy byly pouzity CDCls,
methanol-d4 a dimethysulfoxid-dg (DMSO-ds); spektra se uvadeji jako &
ppm vzhledem k TMS.

Preparativni priklad A

Isopropylester kyseliny 2S-[2R-(S-hydroxyhydroxykarbamoylmethyl)-4-

-methyl-pentanoylamin]-3-fenylpropionové




HO

CONHOH

Tin

(a) Isopropylester kyseliny 25-[2R-(2,2-dimethyl-5-ox0-[1,3]-

-dioxolan-4S-yl)-4-methylpentanoylamino]-3-fenylpropionove

Roztok pentafluorfenylesteru kyseliny 2R-(2,2-dimethyl-5-oxo-
-[1,3-dioxolan-4S-yl)-4-methylpentanové (WO 95/19956) (2,87 g,
7,3 mmol) a isopropylesteru L-fenylalaninu (1,5 g, 7,3 mmol) v DCM
byl ponechan stat pfi pokojove teploté 96 hod. Reakéni smés byla
zfedéna DCM apromyta 1M vodnym uhli¢itanem sodnym, 1M
kyselinou chlorovodikovou a roztokem soli pfed su$enim nad siranem
hotfeénatym, filtraci a koncentraci za snizeného tlaku. Produkt byl
rekrystalizovan ze smeési ethylacetat/hexan za ziskani isopropylesteru
kyseliny 25-[2R-(2,2-dimethyl-5-0x0-[1,3]-dioxolan-4S-yl)-4-methyl-
-pentanoylamino]-3-fenylpropionové jako jemnych bilych jehliCek
(810 mg, 29 %).

(b) Isopropylester kyseliny 2S-[2R-(S-hydroxyhydroxykarbamoyl-

-methyl)-4-methylpentanoylamin]-3-fenylpropionové

Roztok methoxidu sodného (325 mg, 6,1 mmol) a
hydroxylaminhydrochloridu (396 mg, 6,1 mmol) v methanolu (15 ml)
byl michan pfi pokojové teploté 2 hod. Roztok byl potom ziltrovan do
roztoku isopropylesteru kyseliny 2S-[2R-(2,2-dimethyl-5-0x0-[1,3]-
-dioxolan-4S-yl)-4-methylpentanoylamino]-3-fenylpropionové (800 mg,
2,1 mmol) v methanolu (10 ml). Reakéni smés byla ponechana stat pfi

pokojové teploté 18 hod. Reakéni smés byla zakoncentrovana za
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snizeného tlaku a zbytek byl rozdélen mezi ethylacetat a vodu.
Organicka vrstva byla promyta vodou, sudena nad siranem
hofednatym, zfiltrovana a zakoncentrovana za snizeného tlaku.
Rekrystalizace z ethylacetatu poskytla isopropylester kyseliny 2S-[2R-
-(S-hydroxyhydroxykarbamoylmethyl)—4-methyl-pentanoylamin]-3—fenyl-
-propionové jako krystalicky material, ktery byl su$en ve vakuu
(465 mg, 58 %).

Preparativni pfiklad B

lsopropylester kyseliny 2S-[2R-(S-hydroxvkarbamoylmethoxymethyl)-4-

-methylpentanoylaminol-3-fenylpropionove

N COQCH(CH

22

O

(a) Kyselina 2R-(S-benzyloxykarbamoylmethoxymethyl)-4-methyl-

CONHOH

Il

-pentanova

Roztok 3R-isobutyl-4S-methoxydihydrofuran-2,5-dionu (WO
97/02239) (609 mg, 3,27 mmol) a O-benzylhydroxylaminu (403 mg,
3,27 mmol) v ethylacetatu (5 ml) byl michan pfi pokojové teploté
1 hod. Reakéni smés byla koncentrovana za snizeného tlaku za
poskytnuti  kyseliny 2R-(S-benzyloxykarbamoylmethoxymethyl)-4-
-methylpentanové jako bilé pény (1,01 g, 100 %).

(b) Isopropylester kyseliny 2S-[2R-(S-benzyloxykarbamoylmethoxy-

-methyl)-4-methylpentanoylamino}-3-fenylpropionove
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Roztok kyseliny 2R-(S-benzyloxykarbamoylmethoxymethyl)-4-
-methylpentanové (1,01 g, 3,3 mmol) v tetrahydrofuranu (15 ml) byl
pfi 0 °C smisen s isopropylesterem L-fenylalaninu (810 mg, 3,9 mmol)
a N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidhydrochloridem
(750 mg, 3,9 mmol). Reakéni smés byla ponechana ohfat na
pokojovou teplotu a byla michana 18 hod. Roztok byl zakoncentrovan
za snizeného tlaku a zbytek byl pfeveden do DCM. Tento roztok byl
promyt 1™ kyselinou chlorovodikovou, nasycenym
hydrogenuhligitanem sodnym a roztokem soli. Organicka faze byla
sudena nad siranem sodnym, Zfiltrovdna a zakoncentrovana za
snizeného tlaku. Produkt byl &it&n chromatografii na koloné s eluci
smési 2% methanol/DCM. Frakce s obsahem produktu byly spojeny
a zakoncentrovany za snizeného tlaku za poskytnuti isopropylesteru
kyseliny 2S-[2R-(S-benzyloxykarbamoylmethoxymethyl)-4-methyl-
-pentanoylamino]-3-fenylpropionové jako bilé pevné latky (1,39 g,
85 %).

(c) Isopropylester kyseliny 2S-[2R-(S-hydroxykarbamoylmethoxy-
-methyl)-4-methyl-pentanoylamino]-3-fenylpropionové

Roztok isopropylesteru kyseliny 2S-[2R-(S-benzyloxykarbamoyl-
-methoxymethyl)-4-methylpentanoylamino]-3-fenylpropionove (1,37 g,
2,8 mmol) v ethanolu (30 ml) byl smisen s paladiovym katalyzatorem
(274 mg, 10% Pd/uhli) ve formé ka8e v ethylacetatu (5 ml). Suspenzi
byl probublavan plynny vodik po dobu 2 hod. Reak&ni smés byla
zfiltrovana a zakoncentrovana za snizeného tlaku. Produkt byl
rekrystalizovan ze smési ethylacetat/hexan za ziskani isopropylesteru
kyseliny 2S-[2R-(S-hydroxykarbamoylmethoxymethyl)-4-methyl-
-pentanoylamino]-3-fenylpropionové jako bilé pevné latky (778 mg,
70 %).




Preparativni pfiklad C

Isopropylester kyseliny 25-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-3-fenylpropionové

3)2

N “COOCH(CH

CONHOH

(a) Isopropylester kyseliny 2S-(3S-terc-butoxykarbonyl-2R-isobutyl-

-hex-5-enoylamino)-3-fenylpropionové

Roztok isopropylesteru L-fenylalaninu (3,9 g, 18,8 mmol) v DMF
(15 mi) byl ochlazen Vv lazni led-voda a smisen
s pentafluorfenylesterem kyseliny 3S-terc-butoxykarbonyl-2R-isobutyl-
-hex-5-enové (9,03 g, 20,7 mmol). Reakéni smés byla ponechana
ohfat na pokojovou teplotu a byla michana pfes noc. Reakéni smeés
byla zakoncentrovana za snizeného tlaku. Zbytek byl pfeveden do
ethylacetatu a promyt 1M kyselinou chlorovodikovou, 1M uhli¢itanem
sodnym a roztokem soli. Roztok byl suéen nad siranem sodnym,
sfiltrovan a zakoncentrovan za snizeného tlaku. Produkt byl ¢istén
chromatografii na koloné s pouzitim gradientove eluce 100% DCM az
10% methanol/DCM. Frakce obsahujici produkt byly spojeny a
rozpousétédlo odstranéno za ziskani isopropylesteru kyseliny 2S5-(3S-
-terc-butoxykarbonyI-ZR-isobutylhex-5-enoy|amino)—3—feny|-propionové

jako zluté pevné latky (3,5 g, 41 %).

(b) Isopropylester kyseliny 2S-(3S-hydroxykarbonyl-2R-isobutylhex-

-5-enoylamino)-3-fenylpropionove




Roztok isopropylesteru kyseliny 2S-(3S-terc-butoxykarbonyl-2R-
-isobutylhex-5-enoylamino)-3-fenylpropionové (3,5 g, 7,6 mmol) ve
smési TFA a DCM (1:1, 10 ml) byl ponechan stat pfi 5 °C pfes noc.
Reakéni smés byla zakoncentrovana za sniZzeného tlaku. Pfidavek
etheru ke zbytku poskytlu isopropylester kyseliny 2S-(3S-
-hydroxykarbonyl-2R-isobutylhex-5-enoylamino)-3-fenylpropionoveé
jako bilou pevnou latku (261 mg, 8 %).

(c) Isopropylester kyseliny 2S-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutyl-

-hex-5-enoylamino)-3-fenylpropionové

Roztok isopropylesteru kyseliny 2S-(3S-hydroxykarbonyl-2R-
-isobutylhex-5-enoylamino)-3-fenylpropionové (260 mg, 0,64 mmol)
v DMF (10 ml) byl ochlazen v |azni ledu s vodou. Za michani byl pfidan
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidhydrochlorid (148 mg,
0,77 mmol) a HOBT (104 mg, 0,77 mmol). Reakéni smés byla
ponechana ohfat na pokojovou teplotu a po 2 hod byl pfidan roztok
hydroxylaminhydrochloridu (67 mg, 0,96 mmol) a NMM (0,1 ml,
0,96 mmol) v DMF (5ml). Po michani pfes noc byla reakéni smés
koncentrovana za snizeného tlaku a produkt byl ¢istén chromatografii
na silikagelu promytém kyselinou s pouzitim 5 - 10% methanolu
v DCM. Rekrystalizace ze smési ethylaceta/hexan poskytla
isopropylester kyseliny 2S-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-3-fenylpropionové jako bilou pevnou latku (12 mg, 4 %).

Preparativni pfiklad D

Cvklopentylester kyseliny 2S-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-2-fenylethanové




\V nazvu uvedena sloucenina byla pfipravena analogickym
zplscbem jako byl popsan v preparativnim pfikladu C s pouZitim
cyklopentylesteru L-fenylglycinu  namisto isopropylesteru L-

fenylalaninu.

Priklad 1

Cvklopentylester kyseliny 2-[2R-(S-hydroxyhydroxykarbamoylmethyh-

-4-methylpentanoylamin]-2-fenylethanove

canllT

Ir=z

HO CONHOH

T

Tato slougenina byla vyrobena podobnymi zplsoby jak bylo
popsano v preparativnim pfikladu A s pouZzitim cyklopentylesteru

fenylglycinu.

Diastereoisomer A

"H-NMR: & (MeOD), 7,4-7,29 (5H, m), 5,43 (1H, s), 5,2-5,14
(1H, m), 4,02 (1H, d, J=6,9Hz), 2,94-2,85 (1H, m), 1,91-1,34 (10H,
bm), 1,25-1,14 (1H, m) a 0,86 (6H, dd, J=6,5, 11,5Hz).
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C-NMR; § (MeOD), 175,6, 171,8, 171,4, 137,8, 128,8, 129.4,
128.6, 80,0, 73,2, 58,5, 49,2, 39,1, 33,3, 33,3, 26,8, 24,5, 24 4 23,7
az22.1.

Diastereoisomer B

"H-NMR: & (MeOD), 7,33-7,19 (5H, m), 5,3 (1H, s), 5,11-5,06
(1H, m), 3,81 (1H, d, J=7,3Hz), 2,83-2,74 (1H, m), 1,83-1,45 (10H,
bm), 1,12-1,03 (1H, m) a 0,88-0,81 (6H, dd, J=6,4, 12,3Hz).
3G.NMR: & (MeOD), 175,8, 171,8, 171,5, 137,3, 129,8, 129,5, 1288,
79.9. 73,3, 58,7, 48,9, 39,2, 33,3, 33,3, 26,7, 24,5, 24,5, 24,0 2 22,2.

Priklad 2

Isopropylester kyseliny 2-(3S-hydroxykarbamoyl-2 R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-2-fenylethanove

Iz

CONHOH

Tato slouéenina byla pfipravena podobnym zplsobem jako se
popisuje v preparativnim pfikladu D s pouzitim isopropylesteru

fenylglycinu.

Diastereoisomer A

"H-NMR;: & (MeOD), 7,34-7,24 (5H, m), 5,59-5,42 (1H, m), 5,36
(1H, s), 5,02-4,77 (3H, m), 2,63-2,53 (1H, m), 2,17-2,02 (2H, m),



1.89-1,78 (1H, m), 1,63-1,45 (2H, m), 1,18 (3H, d, J=6,3Hz), 1,05 (3H,
d. J=6,2Hz), 1,00-0,93 (1H, m), 0,88 (3H, d, J=6,5Hz) a 0,81 (3H, d,
J=6,5Hz). '°C-NMR; & (MeOD), 176,2, 172,4, 171,3, 137,6, 136,0,
129.9, 129.6, 129,0, 117,4, 70,5, 58,7, 47,4, 41,5, 36,0, 26,7, 24,5,
21,9,21,7a21,7,

Diastereoisomer B

"H-NMR: & (MeOD), 7,4-7,34 (5H, m), 5,77-5,61 (1H, m), 5,42
(1H, s), 5,1-4,98 (3H, m), 2,7-2,6 (1H, m), 2,44-2,17 (3H, m), 1,61-1,5
(1H, m), 1,42-1,29 (1H, m), 1,25 (3H, d, J=6,3Hz), 1,13 (3H, d,
J=6.2Hz), 1,09-1,00 (1H, m) a 0,81 (6H, d, J=6,4Hz). 'C-NMR; 5
(MeOD), 176,4, 172,5, 171,5, 137,2, 136,4, 129,9, 129,6, 129,0,
117.5, 70.5, 58,8, 48,4, 47,4, 41,3, 36,0, 27,1, 24,3, 21,9, 21,8 a 21,6.

Priklad 3

Cvklopentylester kyseliny 2-[2R-(S-hydroxykarbamoylmethoxymethyl)-

-4-methylpentanoylaminol-3-fenylethanove

Iz
éo

CONHOH

Tato sloudenina byla pfipravena podobnym zplsobem jako se

popisuje v preparativnim pfikladu D cyklopentylesteru fenylglycinu.




Diastereoisomer A

"H-NMR: & (MeOD), 8,83 (1H, d, J=6,6Hz), 7,48-7,29 (5H, m),
5 44-5 42 (1H, m), 5,20-5,16 (1H, m), 3,53 (1H, d, J=9,7Hz), 3,17 (3H,
s), 2,89-2,79 (1H, m), 1,90-1,54 (10H, bm), 1,06-0,99 (1H, m), 0,95
(3H, d, J=6,5Hz) a 0,90 (3H, d, J=6,4Hz). ""C-NMR; 8 (MeOD), 175,3,
1716, 169,4, 137,5, 129,7, 129,4, 128,7, 83,1, 79,9, 58,7, 58,1, 48,5,
38.4, 334, 33,3, 26,7, 24,6, 24,5, 24,3 a 21,8.

Diastereoisomer B

"H-NMR: & (MeOD), 7,39-7,30 (5H, m), 5,45 (1H, s), 5,21-5,15
(1H, m), 3,59 (1H, d, J=9,4Hz), 3,29 (3H, s), 2,89-2,79 (1H, m),
1.93-1,49 (9H, bm), 1,42-1,21 (1H, m), 1,01 (1H, ddd, J=3,7, 9.9,
13.3Hz), 0,83 (3H, d, J=6,5Hz) a 0,79 (3H, d, J=6,6Hz). "SC-NMR; &
(MeOD), 175,1, 171,5, 169,5, 137,9, 129,7, 129,4, 128,7, 83,0, 798,
585 58,3, 48,6, 38,5, 33,3, 27,8, 24,5, 24,4, 24,1 a 21,7

Priklad 4

Cvklopentylester kyseliny 2-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-2-(4-methoxyfenyl)ethanove

CHy0

Iz
éo
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Tato latka byla pfipravena podobnym zplsobem jako byl popsén
v preparativnim  pfikladu D s pouzZitim cyklopentylesteru 4-

-methoxyfenylglycinu.

Diastereocisomer A

'"H-NMR; & (MeOD), 8,94 (1H, d, J=6,4Hz), 7,32 (2H, d,
J=8,7Hz), 6,93 (2H, d, J=8,7Hz), 5,67-5,50 (1H, m), 5,36-5,33 (1H,
m), 5,20-5,14 (1H, m), 4,93-4,87 (2H, m), 3,79 (3H, s), 2,68-2,59 (1H,
m), 2,24-2,09 (2H, m), 1,97-1,55 (11H, bm), 1,11-1,00 (1H, m), 0,95
(3H, d, J=6,5Hz) a 0,88 (3H, d, J=6,5Hz). ">C-NMR; § (MeOD), 176,2,
172.4, 171,9, 161,4, 136,0, 130,2, 129,4, 117.4, 115,2, 79,7, 58,2,
55,8, 48,3, 47,3, 41,5, 36,0, 33,4, 33,3, 26,7, 24,6, 24,5 a 21,7.

Diastereocisomer B

'H-NMR:; & (MeOD), 8,96 (1H, d, J=6,7Hz), 7,29 (2H, d,
J=8,7Hz), 6,93 (2H, d, J=8,7Hz), 5,77-5,61 (1H, m), 5,32 (1H, s),
5,20-5,15 (1H, m), 5,09-4,97 (2H, m), 3,80 (3H, s), 2,64 (1H, dt, J=3,3,
11,4, 13,5Hz), 2,43-2,16 (3H, m), 1,91-1,49 (9H, bm), 1,42-1,29 (1H,
m), 1,05 (1H, ddd, J=3,3, 10,1, 13,2Hz) a 0,81 (6H, d, J=6,5Hz).
BC-NMR; & (MeOD), 176,3, 172,5, 172,0, 161,4, 136,4, 130,2, 129,0,
117.5, 1152, 79,8, 58,2, 55,8, 48,4, 47,4, 41,3, 36,1, 33,4, 271,
24,5, 24,3 a 21,6.

Priklad 5

Cvklopentylester kyseliny 2-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-2-(thien-2-yl)ethanové
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Tato sloudenina byla pfipravena podobnym zplsobem jako bylo
popsano v preparativnim piikladu D s pouzitim cyklopentylesteru

thien-2-ylglycinu.

Diastereoisomer A

"H-NMR: & (MeOD), 7,41 (1H, dd, J=5,1, 1,2Hz), 7,12 (1H, d,
J=3,5Hz), 7,01 (1H, dd, J=5,1, 3,5Hz), 5,72 (1H, s), 5,69-5,52 (1H, m),
526-518 (1H, m), 5,00-4,89 (2H, m), 2,70-2,59 (1H, m), '2,28-2,13
(2H, m), 2,09-1,50 (11H, m), 1,05 (1H, ddd, J=13,8, 11,0, 2,9Hz), 0,93
(3H, d, J=6,4Hz) a 0,87 (3H, d, J=6,5Hz). "°C-NMR; § (MeOD), 176,5,
172.7. 1711, 139,5, 136,4, 128,4, 128,3, 127,7, 117,9, 80,7, 54,1,
48,7 47,7, 41,9, 36,5, 33,8, 33,7, 27,2, 25,1, 25,0, 24,9, a 22,1.

Diastereocisomer B

"H-NMR; & (MeOD), 7,42 (1H, dd, J=5,0, 0,7Hz), 7,10 (1H, d,
J=3,6Hz), 7,01 (1H, dd, J=5,0, 3,6Hz), 5,79-5,59 (2H, m), 5,28-5,19
(1H, m), 5,10-4,94 (2H, m), 2,71-2,59 (1H, m), 2,36-2,16 (3H, m),
1.97-1,34 (10H, m), 1,13-1,00 (1H, m), 0,86 (3H, d, J=6,2Hz) a 0,84
(3H, d, J=6,3Hz). 'C-NMR; & (MeOD), 176,7, 172,8, 171,2, 139,3,
136.7, 128,3, 128,2, 127,6, 117,9, 80,7, 54,2, 48,8, 47,8, 41,7, 36,4,
33.8, 27,5, 25,1, 25,0, 24,8 a 22,1.




- 20 -

Piiklad 6

Cvklopentylester kyseliny 2-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-isobutylhex-5-

-enoylamino)-2-(thien-3-yl)ethanové

Tato slouéenina byla pfipravena podobnym zplUsobem jak bylo
popsano v preparativnim pfikladu D s pouZitim cyklopentylesteru

thien-3-ylglycinu.

Diastereocisomer A

"H-NMR; & (MeQOD), 7,48-7,42 (2H, m), 7,13 (1H, dd, J=42,
2.0Hz), 5,69-5,52 (2H, m), 5,21-5,16 (1H, m), 4,98-4,90 (2H, m),
2,71-2,59 (1H, m), 2,28-2,11 (2H, m), 2,00-1,50 (11H, m), 1,12-0,98
(1H, m), 0,94 (3H, d, J=6,4Hz) a 0,88 (3H, d, J=6,5Hz). "°C-NMR; 8
(MeOD), 1766, 172,8, 171,8, 137,8, 1368,4, 128,3, 128,0, 1252,
117.9, 80,3, 54,6, 41,9, 36,5, 33,8, 33,8, 27,1, 25,0, 24,9 a 22,1.

Diastereoisomer B

"H-NMR: & (MeOD), 7,45 (1H, dd, J=4,9, 3,0Hz), 7,43-7,40 (1H,
m), 7,12 (1H, dd, J=5,0, 1,3Hz), 5,68 (1H, ddt, J=17,0, 10,1, 6,8Hz),
553 (1H, s), 5,23-5,17 (1H, m), 5,10-4,96 (2H, m), 2,70-2,60 (1H, m),
2.41-2,16 (3H, m), 1,94-1,49 (9H, m), 1,44-1,29 (1H, m), 1,05 (1H,
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ddd, J=12,9, 10,3, 3,3Hz), 0,84 (3H, d, J=6,5Hz) a 0,83 (3H, d,
J=6,5Hz).

Biologicky priklad

Slouéeniny z pfikladu 1 az 6 byly testovany nasledujicim testem
bunécné proliferace pro stanoveni jejich schopnosti inhibovat

proliferace ur€itého typu bunék.

Lidska bunééna linie, histiocyticky lymfom (U937) byla vyseta do
jamek pro tkanove kultury 30 mm? ve vhodném kultivaénim médiu
dopinéném 10% fetélniho teleciho séra na hustotu 250 bunék/mm?. O
Sest hodin pozdé&ji byly k bufikdm pfidany testované slouceniny ve
stejném kultivaénim médiu pro ziskani kone¢né koncentrace 6 uM.
Kontrolni jamky obsahovaly buriky dopinéné stejnym kultivacnim
médiem s obsahem ekvivalentniho mnozstvi lékového vehikula, kterym
byl v tomto pfipadé DMSO s konecnou koncentraci 0,08 %. Po 72 h%/d/
v kultufe byly bufiky pulzné oznadeny po dobu 3 h;/g/[methyl-3[H]
-thymidin] (2 pCi/mi, 74 kBg/ml) a potom sklizeny na filtrech a byla
poéitana radioaktivita spojenda s DNA. Vysledky byly vyjadfeny jako
procento inkorporace *[H]thymidinu kontroly (n = 6 + 1 st. odch.).

Inhibice proliferace byla pozorovana u vSech testovanych sloucenin.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina zvolena ze skupiny:

cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-[2R-(S-hydroxyhydroxy-

-karbamoyimethyl)-4-methylpentanoylamin]-2-fenylethanove,

isopropylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-2R-

-isobutylhex-5-enoylamino)-2-fenylethanove,

‘ cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-[2R-(S-hydroxy-
-karbamoylmethoxymethyl)-4-methylpentanoylamino]-3-

-fenylethanové,

cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoy!-
-2R-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(4-methoxyfenyl)ethanové,
cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-
-2R-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(thien-2-yl)ethanove,
cyklopentylester kyseliny 2-(R nebo S)-(3S-hydroxykarbamoyl-
-2R-isobutylhex-5-enoylamino)-2-(thien-3-yl)ethanove,

a jeji farmaceuticky nebo veterinarné pfijateiné estery.

2. Sloudenina podle naroku 1, ktera je ve formé 2-S-

diastereomeru.

3. Farmaceuticky prostiedek pro humanni nebo veterinarni
pouziti, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
; slouéeninu podle naroku 1 nebo 2 spolu s farmaceuticky nebo

veterinarné pfijatelnou pomocnou latkou nebo nosi¢em.
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ZpUsob inhibice proliferace tumorovych bunék u savcl, ktery
zahrnuje podavani mnoZstvi slouceniny podle naroku 1 nebo 2,

dostate¢né pro inhibici této proliferace savci.

Zpusob podle ‘naroku 4, kde IléEenou proliferaci bunék je
proliferace bunék lymfomu, leukémie, myelomu,
adenokarcinomu, karcinomu, mezotheliomu, teratokarcinomu,
choriokarcinomu, karcinomu z malych bunék, karcinomu z
velkych bunék, melanomu, retinoblastomu, fibrosarkomu,

leiomyosarkomu, glioblastomu nebo endotheliomu.

Pouziti slouéeniny podle néaroku 1 nebo 2 pfi vyrobé
farmaceutického prostfedku pro inhibici proliferace tumorovych

bunék u savcu.

Zastupuje:
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