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N-[4-(3-chlér~-4-flubr-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy) -
-chinazolin-6-yl]-akrylamid, ireverzibilny inhibitor tyrozin-

kinaz

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka zldceniny N-[4-(3-chlér-4-
-fluér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-
-yl}l-akrylamidu, ktora je ireverzibilnym inhibitorom tyrozin-
kindz. Predklddany vyndlez sa tieZ tyka spbsobov liecby
nadorov, aterosklerdzy, restendzy, endometridzy a psoridzy :za
pouZitia zluCeniny N-[4-(3-chlér-4-£fluér-fenylamino)-7-(3-
morfolin-4-

-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu a farmaceutickych
prostriedkov obsahujicich zld€eninu N-[4-(3-chlér-4-fludbr-
~fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-~yl]-

-akrylamid.

Doteraj$§i stav techniky

Nadory sa povaZuji za ochorenia vznikajuci v ddésledku
intracelularne)j signalizécie alebo mechanizmu prenosu signéalu.
Bunky dostavaju prikazy 2z vela extracelularnych zdrojov, a
tieto prikazy urcuju to, ¢i budd alebo nebudid bunky
proliferovat. UZelom systémov prenosu signalu je ziskat tieto
a iné signaly na povrchu buniek, preniest je do buniek a potom
do jadra, cytoskeletu, transportnych systémov a systémov pre

syntézu proteinov.

Naj¢astejSou pri¢inou nadorov Je séria defektov, bud
v tychto proteinoch, ak su mutované, alebo v regqulécii
mnozstva proteinu v bunkdch tak, Ze je nadmerne alebo

nedostatelne produkovany. NajcastejSie existuju klucové lézie



v bunkach, ktoré vedu k trvalému stavu, pri ktorom dostavaju
bunéCné jadra signal k proliferacii, aj ked nie je v
skutoénosti tento signdl pritomny. Toto mbéZe prebehnut vela
mechanizmy. Niekedy méZe bunka zacdat produkovat skutoé&ny
rastovy faktor ©pre svoje vlastné receptory, ked by v
skutoCnosti nemala, &€o sa oznafuje ako mechanizmus autokrinnej
smyCky. Mutécie receptorov bunecdného povrchu, ktoré pouZivaju
zvycéajne k signalizédcii do buniek tyrozin-kindz, mdéiu viest
k aktivacii kindzy za nepritomnosti ligandu a k prenosu
signadlu, ktory v skutofnosti neexistuje. Alternativne méZe byt
vela povrchovych kindz nadmerne exprimované na povrchu buniek,
¢o vedie k neprimerane silnej odpovedi na slaby signal.
V bunke existuje vela urovni, na ktorych méZu mutacie alebo
nadmernd expresia viest k rovnakému chybnému signalu v bunke,
a na nadoroch sa ucCastni vela druhov defektov signalizacie.
Predklddany vyndlez sa tyka ndadorov, na ktorych sa ucCastnia
tri prave popisané mechanizmy a ktoré nesu povrchové receptory
pre tyrozin-kindzovou rodinu receptorov pre epidermdlny
rastovy faktor (EGFR). Tato rodina sa skladd 2z EGF receptoru
(tieZ oznacovaného ako erbBl), erbB2 receptoru a ich
kondtitutivne aktivovanych mutantnych onkoproteinov Neu, erbB3
receptoru a erbB4 receptoru. Dalej, iné binlogické procesy
riadené prostrednictvom ¢lenov EGF rodiny receptorov mdéZiu byt
tiez liecCené zluiceninami podla predkladaného vynalezu

popisanymi dalej.

NejdoleZitejSimi ligandmi pre EGFR sU epidermalny rastovy
faktor (EGF) a transformujuci rastovy faktor a (TGTa). Zda sa,
7e tieto receptory maju iba minimdlny vyznam u dospelych Iudi,
ale jednozna&ne sa ucCastnia chorobnych procesov, ako ije velké
mnoZstvo nadorov, najma nadorov tlstého Creva a prsu. Hlavnymi
ligandmi pre blizke pribuzné erbB2 (HER2), erbB3 (HER3) a

erbB4 (HER4) receptory Jje rodina Heregulinov, a nadmerné



expresie a mutédcie receptoru boli preukdzané ako hlavny
rizikovy faktor pre zlU progndézu karcinému prsu. Dalej bolo
preukazané, Ze vSetky 3tyri ¢lenovia tejto rodiny receptorov
méZu tvorit heterodimerické signaliza&né komplexy s inymi
€¢lennmi rodiny, a Ze toto méZe viest pri nadmernej expresii
viacej ako jedného ¢&lena rodiny u malignity k synergnej
transformacnej kapacite. Bolo preukazané, Ze nadmernd expresia
viacej ako jedného <¢&lena rodiny je u Yudskych malignit

relativne beZna.

Okrem nadorov Jje restendéza tieZ ochorenim, pri ktorom
dochadza k neZiadicej proliferacii buniek. Restendza vznika
v dbésledku proliferacie buniek hladkého svalu ciev. Restenédza
je hlavnym klinickym problémom spojenym s korona&rnou
angioplastikou a inymi lekdrskymi zadkrokmi. Restendéza sa
zvyCajne vyskytuje pocCas pribliZne 0 aZ 6 mesiacov u pribliZne
30% aZz 50% pacientov, ktori predelali balénkovi angioplastiku
pre spriechodnenie upchatych korondrnych artérii pri lieébe
ochorenia srdca spdsobeného zlUZenymi artériami. Vznikla
restendéza spbsobuje znaéni morbiditu pacienta a zvysuje

naklady na zdravotnu péci.

Proces restendzy Jje iniciovany poranenim ciev, vratane
tepien a Zi1, S naslednym uvolnenim trombogennych,
vazoaktivnych a mitogennych faktorov. Poranenie endotelu a
hlbSich vrstiev cievy vedie k agregidcii trombocytov, tvorbe
trombu, z&palu a aktivaciu makrofdgov a buniek hladkého svalu.
Tieto deje indukuju produkciu a uvolfiovanie rastovych faktorov
a cytokinov, ktoré potom mdéZu podporovat svoju vlastni syntézu
a uvolnovanie =z cielovych buniek. Tak 4de zahajieny proces,
ktory sa sam udrZuje a ktory zahrnuje rastové faktory ako je
EGF, trombocytarny rastovy faktor (PDGF) alebo fibroblastovy

rastovy faktor (FGF). Preto Jje vyhodné mat ireverzibilny



inhibitory drah prenosu signalu, najmd tyrozin-kinaz ako je

EGF, PDGF, FGF alebo src tyrozin-kinaza.

Pre proliferativne ochorenie kozZe psoriazu nie je
v sufasnosti Ziadna dobréd lielba. Toto ochorenie sa &asto
lie€Gi protinddorovymi c¢inidlami, ako je methothrexat, ktoré
maju vyrazné vedlajSie uc¢inky a ktoré nemaju - pri davkach
limitovanych toxicitou - prilisnd U&innost. Predpokladi sa, Ze
TGFo. je hlavnym rastovym faktorom nadprodukovanym u psoriazy,
pretoZze u 50% transgennych my3i, ktoré nadmerne exprimuju
TGFa, vznikne psoridza. Toto naznacduje, Ze dobry inhibitor
EGFR signalizacie méZe Dbyt pouZity ako antipsoriatické

¢inidlo, vyhodne, ale ne nezbytne, za lokadlnej aplikacie.

V zrovnani s reverzibilnymi inhibitormi tyrozin-kinaz su
ireversibilné inhibitory najma vyhodné, pretoZe mdZu Dbyt
pouZ?ité pre prediZend inhibiciu tyrozin-kinaz, ktora Jje
obmedzena iba normalnou rychlostou resyntézy receptorov, ktoraé

sa oznacuje tieZ ako obrat.

Informacie o ulohe src tvrozin-kinaz v biologickych
procesoch, ktoré suvisia s naddormi a restenbébzou suU uvedené
v nasledujucich dokumentoch, ktoré su tu vSetky inkorporované

ako odkazy.

Benjamin, C.W. and Jones, D.A., Plaetled-Derived Growth
Factor Stimulates Growth Factor Receptor Binding Protein-2
Association with Src 1In Vascular Smooth Muscle Cells, JBC,
1994, 269: 30911-30916;

Kovalenko, M. et al., Selective Plateled-Derived Growth
Factor Receptor Kinase Blockers Reverse Cis-transformation,

Cancer Res., 1994, 54: 6106-6114;



Schwartz R.S., et al., The Restenosis Paradigm Revisted: An
Altemative Proposal for Cellular Mechanisms, J. Am. Coll.
Cardiol, 1992:20:1284-1293;

Libby P. et al., Cascade Model for Restenosis - A Special
Case of Atherosclerosis Progression, Circulation, 1992:86:47-
52.

Dalsie informdcie o Ulohe EGF tyrozin-kindz v biologickych
procesoch, ktoré suvisia s naddormi a restendézou su uvedené
v nasledujucich dokumentoch, ktoré su tu vSetky inkorporované

ako odkazy.

Jonathan Blay and Morley D. Hollenberg, Heterologous
Regulation Of EGF Receptor Function In Cultured Aortic Smooth
Muscle Cells, Eur. J. Pharmacol., Mol. Pharmacol. Sect.,
1989;172 (1) :17,

Informacie o tom, Ze protiladtky k EGF alebo EGFR majua
protinadorovu aktivitu, sQ uvedené v nasledujicich

dokumentoch, ktoré su tu vSetky inkorporované ako odkazy.

Modjahedi H., Eccles S., Box G., Styles J., Dean C.,
Immunotherapy Of Human Tumour Xenografts Overexpressing The
EGF Receptor With Rat Antibodies That Block Growth Factor-
Receptor Interaction, Br. J. Cancer, 1993;67:254-261.

Kurachi H., Morishige K.I., Amemiya K., Adachi H., Hirota
K., Miyake A., Tanizawa 0., Importance Of Transfonning Growth
Factor Alpha/Epidermal Growth Factor Recentor Autocrine Growth
Mechanism In An Ovarian Cancer Cell Line In Vivo, Cancer Res.,
1991;51:5956-5959,
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Masui H., Moroyama T,., Mendelsohn J., Mechanism Of
Antitumor Activity In Mice For Anti-Epidermal Growth Factor
Receptor Monoclonal Antibodies With Different Isotypes, Cancer
Res., 1986;46:5592-5598.

Rodeck U., Herlyn M., Herlyn D., Molthoff C., Atkinson B.,
Varello M., Steplewski Z., Koprowski H., Tumor Growth
Modulation By A Monoclonal Antibody To The Epidermal Growth
Factor Receptor: Immunologically Mediated And Effector Cell-
Independent Effects, Cancer Res., 1987;47:3692-3696.

Guan E., Zhou T., Wang J., Huang P., Tang W., Zhao M., Chen
Y., Sun Y., Growth Inhibition Of Human Nasopharyngeal
Carcinoma In Athymi; Mice By Anti-Epidermal Growth Factor
Receptor Monoclonal Antibodies, Internat. J. Cell Clon.,
1989;7:242-256.

Masui H., Kawamoto T., Sato J.D., Wolf B., Sato G.,
Mendelsohn J., Growth Inhibition Of Human Tumor Cells In
Athymic Mice By Anti-Epidermal Growth Factor Receptor
Monoclonal Antibodies, Cancer Res. 1984:44:10021007.

Dalej, nasleduijuce dokumenty uvadzaja protinadorovu
aktivitu inhibitorov protein tyrozin-kinadz. Tieto dokumenty su

tu uvedené ako odkazy.

Buchdunger E., Trinks U., Mett H., Regenass U., Muller M.,
Meyer T., McGlynn E., Pinna L.A., Traxler P., Lydon N.B. 4,5-
-Dianilinophthalimide: A Protein Tyrosine Kinase Inhibitor
With Selectivity For The Epidermal Growth Factor Receptor
Signal Transduction Pathway And Potent In Vivo Antitumor

Activity" Proc. Natl. Acad. Sci. USA" 1994;91 :2334-2338.



Buchdunger E., Mett H., Trinks U., Regenass U., Muller M.,
Meyer T., Beilstein P., Wirz B., Schneider P., Traxler P.,
Lydon N., 4,5-Bis(4-Fluoroanilino)Phthalimide: A Selective
Inhibitor Of The Epidermal Growth Factor Receptor Signal
Transduction Pathway With Potent In Vivo Mdd Antitumor
Activity, Clinical Cancer Research, 1995;1:813-821.

Zlu&eniny, ktoré sO ireverzibilnymi inhibitormi tyrozin-
kindz, boli popisané v US patentoch ¢&. 5,457,105, 5,475,001, a
5,409,930 a v PCT prihlaSkach ¢&. WO 9519774 a WO 9519970.
Zlu¢enina podla predkladaného vynadlezu, ktora je Strukturélne
odlidnd od inhibitorov tyrozin-kindz popisanych vo vysSie
uvedenych dokumentoch, je ireverzibilnym inhibitorom tyrozin-

kinaz.

PCT prihlaska &. PCT/US97/05778 (prihlaska ¢. WO 97/38983),
ktord je tu uvedend ako odkaz, popisuje zlu€eniny, ktoré su

ireversibilnymi inhibitormi tyrozin-kinaz.

Genericky vzorec uvedeny v PCT prihlaSke zahrnuje zluceninu
N-(4-(3-chl6r-4-fludr-fenylamino)-7-(3-chinazolin-
-6-yl]-akrylamid (tu "zlu€eninu 1"), ale zluc¢enina 1 nie je

v PCT prihlasSke Specificky uvedena.

ZluCenina 1 ma nasledujucu chemickd Struktaru:
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PCT prihlaska popisuje Vv priklade 21 zld€eninu N-[4-(3-
brémfenyl)amino]—7-[3—(4—morfolin)—propoxy]chinazolin—

-6-yl]-akrylamid, ktora ma nasledujici chemicky vzorec:
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71lucenina 1 sa 1i3i od zlu¢eniny prikladu 21 v substitucii
fenylového kruhu, ktory Je naviazany na chinolinovi skupinu
prostrednictvom atému dusika. Fenylovy kruh zlaeniny 1 je
substituovany v 3-pozicii chlérom a v 4-pozicii fludrom.
Naopak, fenylovy kruh zluceniny prikladu 21 PCT prihlasky (tu
"sriklad 21”) je substituovany iba v 3-pozicii bromom. Ackolvek
maju tieto dve zlugeniny podobnu strukturu, vykazuje zlucCenina
1 prekvapivé a neocCakavaneé vlastnosti in vivo v srovnani so

zlu&eninou prikladu 21 PCT prihlasky.
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v niektorych testoch, ale maju vyrazne odlisna aktivitu in

vivo.

Podstata vynélezu

Predkladany vynadlez poskytuje zlu&eninu N-{4- (3-chlér-4-
-fluér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-

-yl]l-akrylamid, alebo jej farmaceuticky prijatelnu sol.

Vynalez tieZ poskytuje farmaceuticky prijatelny
prostriedok, ktory obsahuje N-[4-(3-chlér-4-fluér-fenylamino)-
7-(3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamid.

Vynalez tieZ zahrnuje spdsob pre lie¢bu néddorov, pri ktorom
je pacientovi s nadorovym ochorenim podané terapeuticky u&inné
mnoZzstvo N-[4-(3-chlér-4-fludr-fenylamino)-7-(3-

-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.

Ve vyhodném prevedeni spdsobu liedby nadorov je nadorom

karcindém prsu.

Ve vyhodnom prevedeni spdsobu lieCby na&dorov je nadorom

karciném tlstého &reva.

Vynalez tieZ zahrnuje spdsob pre lie&bu alebo prevenciu
restendézy, pri ktorom je pacientovi s restendzou alebo rizikom
restendzy podané terapeuticky u€inné mnoZstvo N-[4-(3-chlér-4-
-fluér-fenylamino) -7~ (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6~-

-yl]-akrylamidu.

Vynalez tieZ zahrnuje spdsob pre ireversibilni inhibiciu
tyrozin-kinaz, pri ktorom Jje pacientovi, ktory potrebuje

inhibiciu tyrozin-kindz, podané mnoZstvo N-[4-(3-chlér-4-
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fludér-fenylamino) -7~ (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-

yl]l-akrylamidu inhibujici tyrozin-kinazy.

Ve vyhodnom prevedeni spdsobu pre ireverzibilni inhibiciu

tyrozin-kindz je tyrozin-kindzou EGFR.

Ve vyhodnom prevedeni spdsobu pre ireverzibilni inhibiciu

tyrozin-kindz je tyrozin-kinazou erbB2.

Ve vyhodnom prevedeni spdsobu pre ireverzibilnu inhibiciu

tyrozin-kindz je tyrozin-kinadzou erbB4.

Vynalez tieZ zahrnuje spbsob pre 1lieCbu psoridzy, pri
ktorom 7je pacientovi s psoridzou podané terapeuticky ué&inné
mnoZzstvo N-[4-(3-chlér-4-fluér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-

propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.

Vyndlez tieZ zahrnuje spdsob pre aterosklerdzy, pri ktorom
je pacientovi s aterosklerbézou podané terapeuticky uéinné
mnoZstvo N-[4-(3-chldér-4-fludér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-

propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.

Vynalez tieZ zahrnuje spdsob pre lie¢bu endometribzy, pri
ktorom je pacientovi s endometridézou podané terapeuticky
u¢inné mnozZstvo N-[4-(3-chlér-4-flubér-fenylamino)-7-(3-

-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.

Vyndlez tieZ zahrnuje spdsob pre inhibiciu sekrecie VEGF,
pri ktorom je pacientovi, ktory potrebuije inhibiciu sekrecie
VEGF, podané terapeuticky u&inné mnoZstvo N-[4-(3-chldér-4-
fluér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxv)-chinazolin-6-

vl]-akrylamidu.
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Vynalez tieZ zahrnuje spdésob pre inhibiciu fosforylacie
tyrozinu erbB3, pri ktorom Jje pacientovi, ktory potrebuje
inhibiciu fosforylacie tyrozinu erbB3, podané terapeuticky
uéinné mnoZstvo N-[4-(3-chlér-4-fludr-fenylamino)-7- (3~

-nmorfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.

Podrobny popis vynélezu

Predkladany vyndlez poskytuje zluéeninu N-[4-(3-chlér-4-
-fludér-fenylamino)-7- (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6~
~yl]l-akrylamid (zla€eninu 1), alebo jej farmaceuticky

prijatelInd sol.

Zlu¢enina 1 Jje ireverzibilny inhibitor tyrozin-kinéz,
konkrétne EGFR tyrozin-kindzy. Medzi dal3ie tyrozin-kinazy,
ktoré mdéZu byt inhibované zluceninou 1, patria FGFR, PDGFR, c-
src, erbB2 a erbB4. Terapeuticky U€inné mnoZstvo zlu&eniny 1

méZe byt podané pacientovi s nadorom, pacientovi s restendzou

alebo s rizikom restendzy, pacientovi S psoriédzou,
aterosklerdzou alebo rizikom aterosklerdzy, alebo
s endometridzou. Odbornici v obore Iahko identifikuju

pacientov s nadorom, restenbzou, psoridzou, aterosklerézou
alebo endometridzou, alebo pacientov s rizikom restenézy alebo
aterosklerbdzy. Napriklad, pacienti s rizikom restenézy su
pacienti po angioplastike, by-passu alebo transplantacii.
Obdobne, medzi pacientov s rizikom vzniku aterosklerézy patria
pacienti, ktori sU obézni, jedia vela tukov, maju vysoké
hladiny cholesterolu alebo maju hypertenziu. Termin "pacient”
oznacuje zvieratd, ako su psi, macdky, kravy, ovce, a tieZ

zahrnuje lidi.
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Termin "nadorové ochorenie” zahrnuje, napriklad, nasledujtce

nadory: prsu, vajecnikov, <&ipku deloZiného, prostaty, varlat,

jicnu, glioblastém, neuroblastém, Zaludka, kozZe
(keratoakantém), plic (epidermoidny karciném, velkobune&ny
karciném, adenokarciném), kosti, tlstého ¢&reva (adenokarcindm,

adeném), Stitnej Zlazy (folikuldrny karciném, nediferencovany
karciném, papildrny karciném), seminém, melaném, sarkém,
karciném moCového mechura, karciném peene a Zl&ovych ciest,
karciném ladvin, nadorové ochorenia myeloidneho radu, nadorové
ochorenia lymfoidneho radu (Hodgkinova choroba, vlasatobune&né
leukémia), nadory dutiny ustne]j, pery, 3jazyka, 4st, hltanu,
tenkého ¢reva, tlstého ¢&reva - rekta, mozgu a centralneho

nervového systému a leukémie.

Medzi vyhodné nadory, ktoré méZu byt liecené zldic¢eninou 1,

patri karciném prsu, tlstého Creva, rekta a vajecnikov.

Dalej, zlu&enina 1 mdZe byt pou?itid pre liedbu pacientov,
ktori potrebuji inhibiciu sekrecie vaskularneho endotelového
rastového faktoru (VEGF). Medzi pacienty, ktori potrebuju
inhibiciu sekrecie VEGF patria pacienti s nadormi, diabetickou
retinopatiou, reumatoidnou artritidou, psoridzou, restendzou,
aterosklerdzou, osteopordzou, endometridzou, pacienti pri
implantacii embrya alebo pacienti s inym ochorenim, pri ktorom

hraje ulohu angiogenézia alebo neovaskularizacia.

Z1luCeniny podla predkladaného vyndlezu mdéZu byt pouZité pre
inhibiciu fosforylacie tyrozinu erbB3. Pacienti, ktori
potrebuji inhibiciu fosforylacie tyrozinu erbB3 su pacienti,
ktori majui alebo su rizikovi 2z hladiska ochoreni uvedenych

v suvislosti s inhibiciou EGFR a inhibiciou sekrescie VEGF.
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ZluCenina 1 mdéZe byt podand ludom alebo zvieratom oralne,
rektalne, parenterdlne (intravendézne, intramuskuldrne alebo
podkozZne), intracisternalne, intrarvaginalne,
intraperitonedlne, intravezikalne, lok&lne (prasky, masti a
alebo kvapky) alebo vo forme bukdlnych alebo nasélnych
sprejov. Zlucenina mbéZe byt podand samostatne alebo ako sudast
farmaceuticky prijatelného prostriedku, ktory obsahuje

farmaceuticky prijatelné prisady.

Prostriedky vhodné pre parenterdlne injekcie méZu obsahovat
fyziologicky prijatelné sterilné vodné alebo nevodné roztoky,
disperzie, suspenzie alebo emulzie, a sterilné prasky pre
rekonstituciu do sterilnych injekénych roztokov alebo
disperzii. Priklady vhodnych vodnych a nevodnych nosic&ov,
riedidel, rozpuStadiel alebo vehikul =zahrnuju vodu, etanol,
polyoly (propylénglykol, polyetylénglykol, glycerol a
podobne), ich zmesi, rastlinné oleje (ako je olivovy olej) a
injek&né organické estery, ako je etyloleat. Spravna tekutost
méZe bwt udrZovana, napriklad, pouZitim potahov ako Jje
lecitin, udrZovanie vhodnej velkosti Castic v pripade

disperzie a pouzZitim surfaktantov.

Tieto prostriedky mdéZu tieZ obsahovat pomocrné &inidla, ako
su konzerva&né <Cinidla, zmacavé <&inidla, emulgaéné ¢inidla a
davkovacie ¢&inidla. Prevencia pdsobenia mikroorganizmov mbZe
byt zaistena rbéznymi antibakteridlnymi a antimykotickymi
¢inidlami, ako su napriklad parabény, chlérbutanol, fenol,
kyselina sorbova a podobne. MdéZe byt Ziadlice pouZitie ¢&inidiel

upravujucich izotonicitu, ako s napriklad cukry, chlorid

oD

sodny a podobne. Predizen absorpcie injeké&nych
farmaceutickvch foriem mbéZe Dbyt dosiahnuté za pouZitia
¢inidiel oddalujucich absorpciu, ako je napriklad monostearan

hlinity a Zelatina.
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Medzi pevné davkové formy pre ordlne podanie patria kapsle,
tablety, pilulky, pré&3ky a granule. V takych pevnych davkovych
formach je aktivna zlucenina zmie3and s aspoi jednou beZnou
prisadou (alebo nosicom), ako je citrat sodny alebo
fosforeCnan véapenaty alebo (a) plnivami alebo ¢&inidlami
zvy3ujucimi objem, ako sU napriklad Skroby, laktédza,
sacharéza, glukédza, manitol a kyselina kremi&itéa; (b)
pojivami, ako Jje napriklad karboxymetylcelulbdza, alginaty,
Zelatina, polyvinylpyrrolidén, sacharbéza a arabskd klovatina;
(c) zvIhCovacimi ¢inidlami, ako Jje napriklad glycerol; (d)
¢inidlami podporujucimi rozpadavost, ako je napriklad agar-
agdr, uhlic¢itan véapenaty, zemiakovy alebo tapiokovy &krob,
kyselina alginova, niektoré komplexné kremi¢itany a uhlid&itan
sodny; (e) ¢inidlami spomaluijlcimi rozpu§tanie, ako je
napriklad parafin; (f) ¢&inidlami =zrychlujucimi absorpciu, ako
s napriklad kvartérne amdéniové =zluceniny; (g) zmacavymi
¢inidlami, ako je napriklad cetyl alkohol a
glycetrolmonosteardt; (h) adsorbenty, ako je napriklad kaolin
alebo bentonit; a (i) kiznymi ¢&inidlami, ako je napriklad
talk, stearan horeCnaty, pevné polyetyvlénglykoly, lauryl siran
sodny alebo ich zmesi. V pripadé kapsli, tabliet a piluliek

méZu tieto davkové formy obsahovat tieZ pufrovacie ¢inidla.

Pevné prostriedky podobného typu méZiu byt pouZité tieZ ako
naplne kapsli z tuhej alebo makkej Zelatiny, za pouZitia
priesad ako Jje laktbéza alebo mliedny cukor, rovnako ako

polyetylénglvkoly s vysokou molekulovou hmotnostou a podobne.

Pevné davkové formy, ako su tablety, draZé, kapsle, pilulky
a granule méZu byt pripravené s potahmi alebo obalmi, ako su
enterdlne potahy a iné potahy zndme v obore. Tieto potahy mdzZu

obsahovat ¢&inidla nepriepustnad pre svetlo a mdéZu mat také
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zloZenie, Ze uvolnuju aktivnu zluéeninu v niektorej &asti
¢revného  traktu. Priklady prostriedkov pre inkorporéaciu
aktivne]j zloZky sU polymerické substancie a vosky. Aktivna
zluCenina méZe byt tieZ v mikroenkapsulovanej forme, pokial je
to vhodné, tak s jednou alebo viacej =z vy33ie uvedenych

priesad.

Kvapalné davkové formy ©pre orédlne podanie zahrnuju
farmaceuticky prijatelné emulzie, roztoky, suspenzie, sirupy a
elixiry. Kvapalné davkové formy mdéZu okrem aktivnej zlu&eniny
obsahovat inertné riedidld beZne pouZivané v obore, ako ije
voda a iné rozpu3tadla, solubilizacné ¢&inidla a emulgaéné
¢inidla, ako je napriklad etylalkohol, izopropylalkohol,
etvylkarbonat, etylacetat, benzylalkohol, benzylbenzoat,
propylénglykol, 1, 3-butylénglykol, dimetylformamid, oleje,
konkrétne olej z bavlnikovych semien, podzemnicovy olej,
kukuri¢ny olej, olivovy olej, ricinovy olej a sezamovy olej,
glycerol, tetrahydrofurfurylalkohol, polyetylénglykoly a
sorbitanové estery mastnych kyselin alebo zmesi tychto

substancii, a podobne.

Okrem inertnych riedidiel mbéZe prostriedok tieZ obsahovat
pomocné ¢inidla, ako su zmacavé ¢inidla, emulgadné alebo
suspendacné <¢inidléa, sladidla, chutové korigens a ¢&inidla

upravujuca vonu prostriedku.

Suspenzia mbdZe okrem aktivnej z1lUiCeniny obsahovat

suspendacné ¢inidlsa, ako su napriklad etoxylované
izostearylalkoholy, polyoxyetylénsorbitan a sorbitanové
estery, mikrokryStalickd celulébza, metahydroxid hlinity,

bentonit, agdr-agar a tragant, alebo zmesi tychto substancii a

podobne.
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Prostriedky pre rektalne podanie su vyhodne &ipky, ktoré
méZu byt pripravené zmie3anim zluCenin podla predkladaného
vynalezu s vhodnymi nedréZdivymi priesadami alebo nosié&mi, ako
je kakaové maslo, polyetylénglykol alebo ¢&ipkovy vosk, ktoré
su pevné pri teplote miestnosti, ale kvapalné pri telesnej
teplote a preto sa topia v rekte alebo vagine a uvolfuju

aktivnu zloZku.

Medzi davkové formy pre lokdlne podanie patria masti,
prasky, spreje a 1inhalac¢né prostriedky. Aktivna 2zloZka sa
zmie3a za sterilnych podmienok s fyziologicky prijatelnym
nosi¢om a akymkolvek konzervaénym <¢inidlom, pufrom alebo
hnacim plynom, ktoré su potrebné. Oftalmologické prostriedky,
o¢né masti, prasky a roztoky tieZ spadaju do rozsahu

predkladaného vynélezu.

Termin "farmaceuticky prijatelné soli, estery, amidy a
prolie&iva”, ako Jje tu pou7ity, oznaduje tie karboxylatové
soli, adicné soli s aminokyselinami, estery, amidy a
prolieCiva zluceniny podla predkladaného vynalezu, ktoré su
podla lekarskych znalosti vhodné pre pouZitie v kontakte
s tkanivami pacienta bez neZiaducej toxicity, drazZdenia,
alergické reakcie a podobne, s prijatelnym pomerom
prinos/riziko, a uc¢inné pre poZadované pouZitie, rovnako ako
formy zluc¢enin podla predkladaného vynalezu tvorené obojetnymi
iénmi. Termin ”“soli” oznacuje relativne netoxické adiéné soli
zli¢&enin podla predkladaného vynédlezu s organickymi a
anorganickymi kyselinami. Tieto soli mbéZu byt pripravené in
situ polas koneCnej izolacie a preCistenie zlu&eniny alebo
samostatne reakciou precistené zluéeniny vo forme volnej bazy
s vhodnou organickou alebo anorganickou kyselinou a izolaciou
takto vzniklei soli. Priklady soli ie hydrochlorid,

hvdrobromid, siran, kysely siran, dusic¢nan, octan, 3§tavelan,
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valerat, oleat, palmitdt, stearat, laurdt, boritan, benzoat,
laktat, fosforec&nan, tosylat, «citrédt, maleinan, fumarat,
jantaran, vinan, naftylat, mesylat, glukoheptanoat,
laktobionat a laurysiran a podobne. Tieto soli mdZu obsahovat
katiény alkalickych kovov a kovov alkalickych zemin, ako je
sodik, litium, draslik, vapnik, hor&ik a podobne, rovnako ako
netoxické amoéniové, kvartérne ambéniové a aminové katiény
vratane napriklad aménia, tetrametylaménia, tetraetylaménia,
metylaminu, dimetylaminu, trimetylaminu, trietylaminu,
etylaminu a podobne (vid napriklad S.M. Berge et al.,
"Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci. 1977; 66: 1-19, ktora je

tu uvedend ako odkaz).

Priklady farmaceuticky prijatelnych, netoxickych esterov
zluCenin podla predkladaného vyndlezu =zahrnuju Ci-Csalkyl
estery, kde alkylovd skupina m& priamy alebo rozvetveny
retazec. Prijatelnymi estermi su tieZ C«-Cscykloalkyl estery,
rovnako ako arylalkyl estery, ako napriklad benzyl estery.
Vyhodné su C--C:alkyl estery. Estery zlicenin podla

predkladaného vynalezu mbéZu byt pripravené beZnymi technikami.

Priklady farmaceuticky prijatelnych, netoxickych amidovych
zluCenin podla predkladaného vyndlezu zahrnuju amidy odvodené
od amoniaku, primarnych C.-Cralkylaminov a sekundarnych C,-
Csdialkylaminov, kde alkylova skupina m& priamy alebo
rozvetveny retazec. V pripade sekundarnych aminov méZe byt
amin tieZ vo forme 5- alebo 6-&lankového heterocyklu
obsahujiceho jeden atém dusika. Vyhodné st amidy odvodené od
amoniaku, primarnych C;-Cialkylaminov a sekundarnych C,-
C-dialkylaminov. Amidy =zlu€enin podla predkladaného vynalezu

méZu byt pripravené beZnymil metddami.
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Termin "prolie&ivo” oznauje zludeniny, ktoré su rychlo
transformované in vivo za vzniku pdévodnej =zlu&eniny vyssie
uvedeného vzorca, napriklad hydrolyzou v krvi. Podrobnosti
tykajuce sa prolieCiv su uvedené v T. Hiqguchi and V. Stella,
"Prodrugs as Novel Delivery Systems”, zvdazok 14 A.C,S.
Symposium Series, a v Bioreversible Carriers in Drug Design,
ed. Edward, B. Roche, American Pharmaceutical Association and

Pergamon Press, 1987, ktoré sui tu uvedené ako odkazy.

ZluCenina podla predkladaného vyndlezu mdZe byt podana
pacientovi v davke v rozmedzi od pribliZne 0,1 do pribliZne
1000 mg na defi. Pre normidlneho ludského dospelého jedinca o
telesnej hmotnosti pribliZné 70 kg je dostatoénd davka v
rozmedzi od pribliZne 0,01 do pribliZne 100 mg na kg telesnej
hmotnosti na defi. Presna pouZitd davka mdéZe byt, ale v3ak,
rézna. Davka zéavisi na roéznych faktoroch, ako su poZiadavky
pacienta, zdvaZnost lieceného ochorenia a farmakologicka
aktivita pouZitej zluceniny. Stanovenie optimalnych davok pre

jednotlivé pacienty je dobre zndme odbornikom v obore.

Zluceniny podla predklddaného vyndlezu mdéZu existovat ako
nerozpustené formy, rovnako ako formy rozpustené vo
farmaceuticky prijatelnvch rozpustadloch, ako je voda, etanol
a podobne. Obecne, rozpustené formy su pre Ulely predkladaného

vyndlezu povaZované za rovnocenné nerozpustenym formam.

Predpokladd sa, Ze zlu€enina 1 mdZe byt produkovana

synteticky rovnako ako biologicky, napriklad metabolicky.

Nasledujuce priklady ilustruija jednotliveé prevedenia
vvnalezu a nijako neobmedzujli predkladany vynalez, vratane

patentovych narokov.



Priklady prevedenia vyndlezu

Z2lu¢enina 1 mdéZe byt syntetizovand nasledujicim spdésobom:

N-[4-(3-chlér-4-fludr-fenylamino)~7- (3-morfolin-4-yl-propoxy) -

-chinazolin-6-yl)-akrylamid

Stupeni A: N-[4-(3-chlér-4-flubér-fenyl)amino]-7-fludr-6-

-nitrochinazolin

PraSkovy 4-chlér-7-fludbr-6-nitrochinazolin (J. Med. Chen.
1996; 39: 918) (82,77 g, 363,7 mmol) sa pridd po davkach pod&as
10 mindt k mechanicky mieSanému roztoku 3-chlér-4-fluoranilinu
(53,183 g, 365,3 mmol) a N,N-dimetylanilinu (88,5 g, 730 mmol)
v izopropanolu (1,09 1) pod atmosférou dusika v ladovej léazni.
Ladova lazefl sa odstrani na konci pridavania a zmes sa mieSa
pri teplote 25°C po dobu 6 hodin. Zmes sa potom znovu ochladi
na ladovej lazni a po kvapkach sa za mieSania pridd voda (200
ml) a potom vodny roztok Na-CO. (10% hmot./obhj., 200 ml). Po
dalSich 10 minttach sa zmes prefiltruje cez Buchnerovov lievik
a reziduédlna pevnad latka sa vyplachne riedenym roztokom NaHCO-
(nasytenym/5, 2 x 100 ml), vodou (2 x 100 ml) a izopropanolom
(2 x 100 ml). Zmes sa sudl vzduchom a potom sa su$i vo
vakuovej piecke cez P:0- pri 75 ‘C po dobu 12 hodin za zisku 4-
[ (3-chlér-4-fluorofenyl)amino]- 7-fludr-6-

-nitrochinazolinu (110,71 g, 90,4%) vo forme hor&icovo Zltej
pevnej substancie. 'H NMR (DMSO-d:): & 10,44 (s, 1 H, NH), 9,51
(d, J= 8,0 Hz, 1 H, H-5), 8,67 (s, 1 H, H-2), 8,07 (dd, J=
2,7, 6,8 Hz, 1 H, H-2'), 7,79 (d, J= 12,4 Hz, 1 H, H-8),

7,74 (ddd, J= 2,7, 4,2, 9,0 Hz, 1 H, H-6'), 7,43 (t, J= 9,2
Hz, 1 H, H-5").

Stupenli B: 4-[(3-chldér-4-fludrfenyl)aminol=-7~[3-(4-



20

-morfolin)propoxyl-6-nitrochinazolin

Roztok trimetylsilanoldtu draselného (57,73 g, 0,45 mol) v
dimetylsulfoxidu (DMSO) (150 ml) sa po kvapkadch pridd podas 50
minat do svetlo Zltej kaSe 4-[ (3-chlér-4-fluorofenyl)amino]-7-
-fluér-6é-nitrochinazolinu (50,503 g, 150 mmol) a 3-(4-
-morfolin)propan-1-olu (32,67 g, 225 mmol) v DMSO (250 ml),
nieSanej dékladne pod N pri 25 °C vo vodnej 1lazni. Ihned
vznikne tmavo ¢&ervené sfarbenie a na konci adicie vznikne
tmavo c&erveno-¢ierna viskozna zmes. Po 6 hodindch sa reaké&né
zmes pomalu naleje na mie3any lad-vodu (4 1) obsahujuci
nasyteny roztok Na-CO: (150 ml). Po stédniu po dobu 13 hodin sa
oranZovo-&ervend kaSa ziska Buchnerovou filtrédciou. Zrazenina
sa vyplachne riedenym roztokom NaOH (0,05 M, 500 ml; 0,02 M,
500 ml), riedenym roztokom NaHCO: (nasytenym/5, 500 ml) a vodou
(2 x 500 ml) a su8i sa vzduchom a potom sa susi vo vakuovej
piecke cez P-0- pri 50 c po dobu 12 hodin =za =zisku 4-[(3-
chlér-4-fluérfenyl)amino]l-7-[3~(4-morfolin)propoxy]-6-
nitrochinazolinu
(62,47 g, 89% korigovany) vo forme svetiel oranZovo-Zltej
pevnej latky. ‘H NMR (DMSO-d ): & 10,11 (s, 1 H, NH), 9,18 (s,
1 H, H-5), 8,65 (s, 1 H, H-2), 8,15 ( dd, J = 2,4, 6,8 Hz, 1
H, H-2'), 7,79 (ddd, J = 2,7 , 4,3, 9,0 Hz, 1 H, H-6'), 7,45
(t, J = 9,0 Hz, 1 H, H-5'), 7,44 (s, 1 H, H-8), 4,32 (t, J=
6,1 Hz, ArOCH-), 3,57 (J= 4,5 Hz, 4 H, H-2 morfolin), 2,45 (t,
Jd = 6,5 Hz, 2 H, NCH-}, 2,34 (brs, 4 H, H-3 morfolin), 1,93
(pentet, J= 6,5 Hz, 2 H, H-2 propoxy).

Stupenn C: 6-amino-4-[(3-chlér-4-fludérfenyl)amino]-7-[3-(4-

-morfolin)propoxv]chinazolin

Roztok 4-[(3-chlbér-4-fludrfenyl)amino]-7-13(4-morfolin)-

propoxv]-6-nitrochinazolinu (62,9 g, 136,2 mmol) v
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tetrahydrofurane (THF) (1200 ml) sa hydrogenuje cez Raneyho
nikel (20 g) pri 50 psi a 23°C po dobu 17,67 hodin. Prida sa
dal3i Raneyho nikel (20 g) a =zmes sa hydrogenuje po dobu
dalsich 4,33 hodin za rovnakych podmienok. Reak&nd zmes sa
prefiltruje cez celit a rozpusStadlo sa odpari za redukovaného
tlaku za zisku 6-amino-4-[(3-chlér-4-fludérfenyl)-amino]l-7-[3-
(4-morfolin)propoxylchinazolinu (57,81 g, 97,6% korigovany)
vo forme svetlo zeleného pevného materidlu. 'H NMR (DMSO-dg):
8 9,40 (s, 1 H, NH), 8,38 (s, 1 H, H-2), 8,20 (dd,

Jd=2,5 17,0 Hz, 1 H, H-2'), 7,79 ( ddd, J= 2,5, 4,5, 9,0 Hz,

1 H, H-6'), 7,40 (s, 1 H, H-5), 7,40 (t, J= 9,1 Hz, 1 H, H-
5'), 7,08 (s, 1 H, H-8), 5,38 (brs, NH-), 4,19 (t, J= 6,1 Hz,
ArOCH-), 3,58 (t, J= 4,4 Hz, 4 H, H-2 morfolin), 2,49 (t,

J= 7,0 Hz, 2 H, NCH-), 2,36 (brs, 4 H, H-3 morfolin), 1,97
(pentet, J = 6,5 Hz, 2 H, H-2 propoxy).

Stupenn D: N-[4-(3-chldér-4-fludér-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-

-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamid

Izobutylchlorformiat (27,2 g, 0,20 mol) sa po kvapkach
prida pocas 10 minut do roztoku kyseliny akrylovej (14,40 g,
0,20 mol) a trietylaminu (40,48 g, 0,40 mol) v THF (800 ml)
mieSaného pod dusikom pri 0°C. Po dalSich 10 minntach sa biela
ka%a prenesie do chladiacej lazne o teplote -25°C a mie8a sa
pod dusikom po dobu 20 minGt. Po kvapkdch sa po&as 1,33 hodiny
prida 6-amino-{ (3-chlér-4-fludérfenyl)amino]-7-[3-(4-
-morfolin)propoxylchinazolin (43,19 g, 0,100 mol) v THF (500
ml). Teplota chladiacej lazne sa upravi na -20°C, a po
dalsich 2,33 hodinach sa reakcia utimi pridanim vody (100 ml)
v jednom podiele. Po 20 mindtach sa reak&nd zmes vnesie na
drcany Yad (2 kg), vieri sa a postupne sa riedi vodou (5 1).
Zmes se nechd odstat po dobu 16 hodin a potom sa filtruje cez

Buchnerov lievik. Zrazenina sa vyplachne vodou (2 x 1 1), suSi
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sa vzduchom po dobu 18 hodin a potom sa su$i ve vakuovej
piecke cez P-0, pri 60 °C po dobu 16 hodin za zisku surového N-
[4-[ (3-chlér-4~-fludrfenyl)-amino]-7-[3-(4-morfolin)propoxy]-
chinazolin-6-yl]-akrylamidu (35,76 g, 73% nekorigovany) vo
forme zeleno-Zltého pevného materidlu. Z pdvodnej kvapaliny sa
vyzraZa dalSi pevny materidl, ktory sa filtruje cez Buchnerov
lievik, premyje sa vodou (1 1) a su$i se vzduchom po dobu 14
hodin za zisku dalSieho surového materidlu (4,73 g, 10%
nelkorigovany) vo forme zeleno-Zltého pevného materidlu.
RekryStalizdciou tohto materidlu z DMSO sa ziska naspat 55%
tohto materidlu vo forme svetlo Zltého - khaki ¢&iasto&ného
hydratu. t.t. 186,5-188,5 °C. Vypo&itané pre C-.H<N:0:ClF.O0,85
H-O: C, 57,61; H, 5,37; N, 13,97%. Zistené: C, 57,51; H, 5,26;
N, 13,88%. 'H NMR (DMSO-d ): & 9,81 (s, 1 H, NH), 9,63 (s, 1 H,
NH), 8,87 (s, 1 H, H-S), 8,54 (s, 1 H, H-2), 8,15 (dd, J= 2,5,
7,0, 1 H, H-2'), 7,81 (ddd, J= 2,7, 4,4, 9,0 Hz, 1 H, H-6"),
7,43 (t, J= 9,1 H=z, 1 H, H-5'), 7,30 (s, 1 H, H-8), 6,72 (dd,
J= 10,1, 17,0 Hz, 1 H, H-2 akryloyl), 6,32 (d, J= 9, 17,0 Hz,
1l H, H-3 akrylovl), 5,83 (dd, J= 1,9, 10,1, Hz, 1 H, H-3
akryloyl), 4,27 (t, J= 6,2 Hz, AroCH-), 3,58 (t, J= 4,4 Hz, 4
H, H-2 morfolin), 2,48 (t, J= 7,1 Hz, 2 H, NCH). 2,36 (brs, 4
H, H-3 morfolin), 2,00 (pentet, J = 6,5 Hz, 2 H, H-2 propoxy).
Hmotnostné spektrum APCI 489,2 (9), 488,2 (35), 487,2 (26),
486,2 (100).

Zluéenina prikladu 21 PCT prihlasky &. PCT/US97/05778 mbiZe

byt syntetizovand nasledujicim spdsobom:

Zlucenina prikladu 21: N-[4-(3-brémfenyl)amino]-7-[3-(4-

-morfolin)propoxvichinazolin-6-vllakrvliamid

Sodik (27,6 mmol, 0,63 q) sa pridd d» roztoku 3-
morfolinpropidn-1-olu (22,0 mmol, 3,20 q) v THF (60 ml) pod
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atmosférou N.. Vznikld suspenzia sa mie3a pri 20 °C a potom sa
kanylou pridad do roztoku 4-[(3-brémfenyl)amino]-7-flubdbr-6-
-nitro-chinazolinu (J. Med. Chem.. 1996(39):918) (2.0 g, 5,51
mmol) v THF (50 ml) pod atmosférou N>. Roztok sa potom zohrieva
pri teplote spatného toku po dobu 24 hodin a potom sa nariedi
vodou a extrahuje sa EtOAc. Kombinované organické extrakty sa
suSia cez bezvodny Na,S0O:;, zahustia sa za redukovaného tlaku a
spracuji sa chromatografiou na oxidu hlinitom za elucie
EtOAc/hexédnom (1:1) aZ MeOH/CH,Cl./EtOAc (2:3:5) =za zisku 4-
[ (3-brémfenyl)-amino]-7-[ (3-morfolin)propoxyl]-6-
nitrochinazolinu 1,75 g, 65%) vo forme svetlo Zltého préasku,
t.t. (MeOH) 216-220°C. 'H NMR [(CD;)-S0]: & 10,12 (s, 1H, NH),
9,24 (s~ 1lH, aromaticky), 8,69 (s, 1H, aromaticky), 8,19 (t, J
=1,8 Hz, 1 H, H-2'), 7,88 (dt, 1d = 7,8 Hz, J = 1,4 Hz, 1H,
H-6'), 7,49 (s, 1lH, aromaticky), 7,38 (t, J = 8,0 Hz, 1lH, H-
5'), 7,34 (dt, J; = 8,1 Hz, J. = 1,4 Hz, 1 H, H-4'), 4,35 (t, J
= 6,2 Hz, 2H, CH-CH-CH-O), 3,58 (t, J = 4,6 Hz, A4H,
morfolinmetylén), 2,45 (t, J = 7,0 Hz, 2H, NCH.CH-CH-), 2,37
(br s, 4H, morfolinmetylén), 1,94 (kvintet, J = 6,6 Hz, 2H,
CH-CH-CH-) . *°C NMR: & 157,76, 157,26, 153,76, 153,21, 140,32,
138,86, 130,37, 126,38, 124,26, 121,70, 121,13, 120,72,
110,11, 107,88, 67,87, 66,13 (x2), 54,42, 53,28 (x2), 25,30.
Analyza vypoc&itanad pre C-:H--BrN«0,.0,75 H-O vyZaduije:

c, 50,3; H, 4,7; N, 14,0%.
Zistené: C, 50,3; H, 4,4; N, 13,8%.

Cerstvo premyty (IN HC1l a potom destilovanad H-0) Zelezny
prasok (12 mmol, 0,686 q) sa po Ccastiach pridd do
refluxujiceho roztoku vy35ie uvedeného nitrochinazolinu (1,50
g, 3,07 mmol) v EtOH/H-O (2:1, 80 ml), ktorv obsahuje Iadovu
kyvselinu octovu. Vznikléd suspenzia sa zohrieva pri teplote
spatného toku za dbékladného mieSania po dobu 20 minait a potom

sa ochladi, alkalizuje sa pridanim koncentrovaného NH; a
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prefiltruje sa cez vrstvu celitu. Celitovad vrstva sa premyje
EtOH a potom sa filtrat zahusti za redukovaného tlaku, riedi
sa vodou a extrahuje sa EtOAc. Kombinované organické extrakty
sa suSia cez bezvodny Na-S0Q,, zahustia sa za redukovaného tlaku
a spracujui sa chromatografiou na oxidu hlinitom grade III za
elucie CH:Cl,/EtOAc (1:1) aZ MeOH/EtOAc (2:98) =za =zisku 6-
amino-4-[ (3-brémfenyl)-amino]-7-[ (3-
morfolin)propyloxylchinazolinu (1,08 g, 77%) ve forme svetlo
hnedého prasku, t.t. (EtOAc/hexan) 158-160 °C.

'H NMR [(CD.)~SO), (400 MHZ): & 9,37 (s, 1H, NH), 8,40 (s, 1H,
aromaticky), 8,24 (t, J = 1,9 Hz, 1lH, H-2'), 7,86 (ddd, J =
8,2, 0,8, 1,8 Hz, 1H, H-6'), 7,42 (s, 1lH, aromatickv), 7,30

(¢, J = 8,1 Hz, 1lH, H-5'), 7,21 (ddd, J = 8,2, 1,0, 1,9 Hz, 1
H, H-4'), 7,09 (s, 1lH, aromaticky), 5,36 (s, 2H, NH-), 4,20 (t,
J = 6,2 Hz, 2H, CH-CH-CH-0), 3,59 (t, J = 4,6 Hz, 4H, morfolin-
metylén), 2,50 (t, J = 7,3 Hz, 2H, NCH-CH.CH.), 2,39 (br s, 4H,
morfolinmetylén), 1,99 (kvintet, J= 6,7 Hz, 2H, CH-CH-CH-).

““C NMR: & 154,88, 151,94, 150,19, 144,84, 141,94, 138,50,
130,16, 124,66, 123,02, 121,09, 119,65, 110,42, 106, 37,

100,81, 66,45, 66,14 (x2), 54,77, 53,29(x2), 25,50.

Analyza vypocitana pre C--H.:BrN:0-.0,25 H.O vvZaduje:

C, 54,5; H, 5,3; N, 15,1%.
Zistené: C, 54,6; H, 5,5; N, 15,0%.

Do mieSaného roztoku vys5Sie uvedeného 6-amino-chinazolinu
(0,50 g, 1,09 mmol), kyseliny akrylovej (6 mol, 6,54 mmol, 449
pul) a Et-N (nadbytku, 2,0 ml) v DMF (20 ml) pod atmosférou N
sa pridéa 1-(3-dimetyl-aminopropyl)-3-etylkarbodiimid,
hvdrochlorid (EDC1.HC1l) (3 mol, 3,27 mmol, 627 mg). Reak&né
zmes sa miefa pri Q C po dobu 15 minit a potom sa necha
zohriat na teplotu miestnosti a mie3a se po dobu dal3ich 2

hodin. Rozpu3tadlo sa odstrani za redukovaného tlaku a ziskany
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zvyS5ok sa nariedi nasytenym roztokom NaHCO; a opakovane sa
extrahuje EtOAc. Kombinované organické extrakty sa premyju
solankou, suSia sa cez bezvodny Na,SO; a zahustia sa za
redukovaného tlaku. Po chromatografii na oxidu hlinitém grade
III za eldcie EtOAc/hexédn (9:1) aZ MeOH/EtOAc (2:98) sa ziska
N-[4-[ (3-brémfenyl)amino]-7-[ (3-morfolin)propyloxyl-
-chinazolin-6—yl]akrylamid (329 mg, 59%) vo forme krémovo
sfarbeného préasku, t.t. (EtOAc/Et.O/hexa&n) 170-172°C.
'H NMR [(CD;)-SO0}: & 9,78 (s, l1H, CONH), 9,62 (s, 1H, NH), 8,89
(s, 1H, aromaticky), 8,56 (s, 1lH, aromaticky), 8,18 (t, J =
1,9 Hz, 1H, H-2'), 7,88 (br d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6'), 7,34 (t,
J = 8,1 Hz, 1H, H-5'), 7,30 (s, 1H, aromaticky), 7,27 (ddd, J
=179, 1,4, 0,8 Hz, 1H, H-4'), 6,72 (dd, J = 17,0, 10,2 Hz,
1H, CH-CHCO), 6,33 (dd, J = 17,0, 1,9 Hz, 1H, CH-CHCO), 5,83
(dd, J = 10,2, 1,9 Hz, 1H, CH-CHCO), 4,27 (t, J = 6,3 Hz; 2H,
CH-CH-CH-O), 3,58 (t, J = 4,6 Hz, 4H, morfolinmetylén), 2,48
(¢, J=7,1 Hz, 2H, NCH-CH-CH-), 2,38 (br s, 4H, morfolin-
metylén), 1,99 (kvintet, J = 6,7 Hz, 2H, CH-CH-CH-).
“C NMR: & 163,49, 156,68, 154,96, 153,92, 149,19, 141,20,
131,58, 130,19, 127,16, 126,95, 125,52, 123,97, 121,03,
120,52, 116,78, 108,80, 107,28, 66,96, 66,14 (x2), 54,54,
53,28 (x2), 25,31.
Analyza vypocitana pre C-;H-«BrN«0-.0,5 H-O vyZaduje:

C, 55,3; H, 5,2; N, 13,4%.
Zistené: C, 55,3; H, 4,9; N, 13,3%.

Srovnavacie testy

Tkanivova kultura
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A431 JTudské bunky epidermoidného karcinému a MDA-MB-453
bunky boli ziskané 2z BAmerican Type Culture Collection,
Rockville, MD a boli uchovdvané ako monovrstvy v DMEM
(Dulbeccove modifikovanom Eaglove médiu) /FI2, 50:50
(Gibco/BRL, Bethesda, MD) obsahujticom 10% fetdlne hovidzie
sérum. Bunky boli kultivované pri 37 °C vo zvlh&enej atmosfére

obsahujucej 5% CO, vo vzduchu.

Prelistenie tyrozin-kindzy receptoru pre epidermélny rastovy

faktor

Ludskd tyrozin-kindza receptoru pre EGF (EGFR) bola
izolovand =z A431 buniek ludského epidermoidného karcinému
nasledujicim spbésobom. Bunky boli kultivované ve valcovitych
skumavkach v DMEM/F12 médiu (Gibco/BRI,, Bethesda, MD)
obsahujicom 10% fetdlné telacie sérum. Pribli*nd 10° buniek
bolo lyzované v 2 objemoch pufra obsahujiceho 20 mM Hepes, pH
7,4, 5 mM EGTA, 1% Triténu X-100, 10% glycerolu, 0,1 mM
ortovanadatanu sodného, 5 mM fluoridu sodného, 4 mM

pyrofosfore¢nanu, 4mM benzamidu, 1 mM DTT, 80 png/ml aprotininu,

40 pg/ml leupeptidu a 1 mM fenylmetylsulfonylfluoridu (PMSF).
Po odstredeni pri 25000 x g po dobu 10 minut sa supernatant
aplikoval do fast Q sephardézovej kolény (Pharmacia Biotech,
Inc., Piscataway, NJ) a eluoval sa linedrnym gradientom od 0,1
M NaCl do 0,4 M NaCl v 50 mM Hepes, 10% glycerolu, pH 7,4.
Enzymaticky aktivne frakcie sa zhromadZdili, rozdelili sa do
podielov a uskladnili sa pri -100 °C. Tyrozin-kinazy receptoru
pre fibroblastovy rastovy faktor (FGFR), trombocytdrny rastovy
faktor (PDGF), inzulin a c-src sa ziskali spdsobmi dobre
znamymi odbornikom v obore. Vid napriklad Frv et al.,
“Strategies For The Discovery Of Novel Tyrosine Kinase
Inhibitors With Anticancer Activity, Anticancer Drug Design,
1994; 9: 331-351, ktorad je tu uvedend ako odkaz.
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Tyrozin-kindzové testy

Enzymové testy pre stanovenie ICsn boli prevedené v 96-
jamkovych filtra&nych platnéach (Millipore MADVN6550,
Millipore, Bedford, MA). Celkovy objem bol 0,1 ml a obsahoval
20 mM Hepes, pH 7,4, 50 puM vanadatu sodného, 40 mM chloridu
hore&natého, 10 puM ATP obsahujtci 0,5 ucCi [*P]ATP, 20 ng
kyseliny polyglutamovej/tyrozinu (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), 10 ng tyrozin kindzy receptoru pre EGF, a vhodné
riedenie inhibitoru. V3etky =zloZky okrem ATP sa pridali do
jamky a platfia sa inkubovala za trasenia po dobu 10 mintat pri
25 °. Reakcia sa zahajila pridanim [*'P]ATP a platha sa
inkubovala pri 25 'C po dobu 10 minut. Reakcia sa ukonc¢ila
pridanim 0,1 ml 20% kyseliny trichloéroctovej (TCA). Platiia sa
ponechala pri teplote 4 °%C po dobu asponn 15 mindt, aby sa
umoZnilo vyzraZanie substratu. Jamky sa potom premyli 5-krat
0,2 ml 10¢ TCA a inkorporacia °P sa uréila P-&itadkou platien
(Wallac). Testy vyuZivajuce intracelularnych kindzovych domén
PDGF, FGF a inzulinovych receptorov, rovnako ako c-src, boli
prevedené rovnako ako pre EGF receptor s tou vynimkou, Ze

reakcie sa uc¢astnil chlorid manganaty.
Testy fosforylacie tyrozinu zavislé na Heregulinu a EGF

A431 bunky lIudského epidermoidneho karcinému alebo MDA-MB-
453 bunky sa kultivovali v 6-jamkovych platiidch do pribliZne
80% konfluencie a potom sa inkubovali v bezsérovom médiu po
dobu 18 hodin. Bunky sa vystavili pédsobeniu réznych
koncentracii bud zluceniny 1 alebo zlueninv prikladu 21 po
dobu 2 hodin a potom sa stimulovali bud 100 na/ml EGF (A431)
alebo 10 ng/ml heregulinu (MDA-MB-453) po dobu 5 minut.

Pripravili sa bune¢né extrakty a westernovym prenosom sa
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urcila redukcia fosfotyrozinu.

Westernovy prenos

Extrakty sa pripravili 1lyzou monovrstiev vo 0,2 ml

variaceho Laemliho pufre (2% dodecylsiran sodny, 5% B-
merkaptoetanol, 10% glycerol a 50 mM Tris, pH 6,8) a lyzaty sa
zohrievaly po dobu 5 mintt pri teplote 100 °C. Proteiny
v lyzatu sa separovali elektroforézou na polyakrylamidovom
géle a elektroforeticky sa ©preniesli na nitroceluldzu.
Membrana sa premyla jednou v (10 mM Tris, pH 7,2, 150 mM NaCl,
0,01% azid sodny) (TNA) a Dblokovala sa cez noc v TNA
obsahujucom 5% hovadzi sérovy albumin a 1% ovalbumin. Membréna
sa spracovavala po dobu 2 hodin antifosfotyrozinovou
protilatkou (UBI, Lake Placid, NY, 1 pg/ml v blokovacom pufre)
a potom se dvakrat premyla v TNA, jednou v TNA obsahujicom
0,05% Tween-20 a 0,05% nonidet P-40 a dvakrat v TNA. Membrany
sa potom inkubovali po dobu 2 hodin v blokovacom pufre
obsahujucom 0,1 pCi/ml ['**I]proteinu A a potom sa znovu premyli
rovnakym spbésobom ako skorSie. Potom, ¢&o 38kvrny uschli, sa
vloZili do filmovej kazety a exponovali sa na X-AR-réntgenovom
filme po dobu 1 aZ 7 dni. Intenzity pasikov sa urd&ili

lazerovym denzitometrom.

Dadta v tabulke 1 wukazujui, Ze zlucCenina prikladu 21 a
zluCenina 1 sU pribliZne rovnako aktivne oproti pre&istenej
tyrozin-kindze EGF receptoru, autofosforyléacii receptora
sprostredkovanej EGF a fosforylacii tyrozinu sprostredkovanej

heregulinom in vitro.

Zlu¢enina IC- (nM) IC-- (nM) autna- lT1r {nM}

!
l
Tyrozin-kinazy |[fosforvléacia fosforylaceia |

receptora pre receptora tyrozinu
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EGF sprostred- sprostredkovana
kovanad EGF heregulinom
Priklad 21 3,6 5,3 6,4
Zluc¢enina 1 2,0 2,9 9,0

Test inhibicie nadorov in vivo

Ludsky epidermoidny karciném A431 bol prepagovany in vivo
sériovou transplantéaciou. Tento nadorovy model bol vybrany pre
tieto 3tudie pre zndmu zavislost rastu na EGF receptore a pre
svoju reaktivitu v &asnom 3taddiu na terapii monoklondlnymi
protilatkami in wvivo. V tomto pokuse boli holym my3iam o
hmotnosti 18-22 g implantované podkoZne 30 mg fragmenty A431
nadoru do oblasti pravej axily v den 0. NA&dory sa nechali
narast do hmotnosti 100-150 mg a v tito dobu sa zvierata
s nadormi ndhodne rozdelila a wumiestnila sa do lieebnych
boxov. Zvieratd sa lieCila perorédlne po dobu 15 nasledujicich
dni izetionatovou solou zluleniny prikladu 21 a zluceniny 1 vo
vode. Izetionatové soli mbézZu byt pripravené titraciou
zli&eniny do roztoku sa 2 ekvivalentmi kyseliny izetidnovej.
Lie¢cba bola zaloZena na priemernej hmotnosti  skupiny.
Kontrolnym zviratom bola podand voda. Pokus sa hodnotil podla
spcmalenia rastu nadoru, T-C, ktory je definovany ako rozdiel,
v diioch, v dosiahnutiu hmotnosti 750 mg pre 1lie&ené a
kontrolné nadory. Data mbéiu byt tieZ uvedené ako percento
inhibicie rastu nadorov, ktoré je definovdné ako spomalenie
rastu nadorov delené poctom lieCebnych davok x 100%. Vadsiie
spomalenie rastu néadorov a vy3Sia inhibicia rastu néadoru
ukazuju na aktivnejSie zlucCeniny. Statistickd analvza bola
prevedend za pouZitia JMP pre Macintosh (SAS Institute, Inc.,

Cary, NC).
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Testovana Davka (mg/kg) Spomalenie Inhibicia rastu

zlucenina rastu nadoru nadoru (%)
(dni)

Priklad 21 18 18,4 123

Priklad 21 5 25,7 171

ZluiCenina 1 18 41,3 275

ZlucCenina 1 5 53,2 355

Hodnoty pre zluCeninu 1 su statisticky vyznamne odli3né od
hodndét pre zlaCeninu prikladu 21 v &ase nutnom pre to, aby
jednotlivé néddory dosiahli hmotnosti 750 mg. P < 0,05, 3tudent
t-test.

Test na sekreciu VEGF

Predpokladd se, Ze vaskuldrny endotelovy rastovy faktor
(VEGF), ktory je tieZ znamy ako faktor cévnej permeability
(VPF), Jje hlavnym stimuldtorom angiogenézie u va&$iny typov
nadorov. Existuje vela induktorov sekrecie VEGF a dvomi
najuc¢innejsSimi su epidermalny rastovy faktor (EGF) a
transformujici rastovy faktor «, ktoré st obaja ligandmi pre

EGF receptor (EGFR).

Inhibicia sekrecie VEGF vedie k antiangiogénnemu uc¢inku a
méZe viest k regresii nadoru, pretoZe aj <&iasto&na& inhibicia
sekrecie VEGF mbéZe viest k deStrukcii novo vytvorenych
nezrelych ciev v nadoroch (Benjamin, L.E. and Keshel, E.,
Conditional switching of VEGF expression in tumors: induction
of endotelial cell shedding and regresion of hemangioma-like
vessels by VEGF withdrawal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997;
94: 8761-8766) .

Zrovnavali sme dva inhibitory EGFR tyrozin-kinazy,
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zluiCeninu 1 a zlu¢eninu prikladu 21, z hladiska ich u&inku na
A431 nadorovej bunky. Proti A431 né&dorom in vivo ma& zludenina
1 neodekavane vy35iu protinddorovi u&innost (T-C = 53 dni) ako
zldcCenina prikladu 21 (T-C = 26 dni). Vid test popisany
vy8Sie. Potom sme hodnotili efekty oboch zlu&enin na sekreciu
VEGF v A431. K nadmu prekvapeniu bola zldi€enina 1 lep3ia
v inhibicii sekrecie VEGF v A431 bunkdch in vitro. Pri 0,5 uM
blokovala zluenina 1 sekreciu VEGF stimulovani EGF alebo TGF-
o. Naopak, 0,5 pM sloucCeniny prikladu 21 inhibovalo sekreciu
VEGF takmer rovnako, ako 0,1 pM zlu€eniny 1. 0,1 puM zluéeniny 1
inhibovalo sekreciu VEGF stimulovand EGF o 63% a 0,5 uM
inhibovalo tuito sekreciu VEGF stimulovani EGF o 86%.

Naopak, 0,1 puM Zlu€eniny prikladu 21 inhibovalo sekreciu VEGF
stimulovanui EGF o 48% a 0,5 pM zlu€eniny prikladu 21 inhibovalo
tito sekreciu VEGF stimulovani EGF o 57%. Podobné vysledky
boli ziskané =za pouZitia TGFo. miesto EGF pre stimulaciu
sekrecie VEGF. 0,5 puM zluceniny 1 inhibovalo sekreciu VEGF
stimulovanid TGFa o viacej ako 80%, zatial ¢o rovnaka
koncentracia zlucCeniny prikladu 21 inhibovala sekreciu VEGF o

57%. TieZ sa 2zd4, Ze zluéenina 1 inhibuje bazdlnu sekreciu

VEGF v A431 bunkach, zatial €o zlucCenina prikladu 21 nikolvelk.

Metody

A431 Tudské bunky epidermoidneho karcinému, ziskané z
American Type Culture Collection, Rockville, MD, boli
kultivované DMEM/F12 médiu doplnenom 10% fetdlnym hovadzim
sérom. Pred pridanim 1lieku a rastového faktoru sa bunky
premyli trikrat v bezsérovom DMEM/F12. Bunky sa oSetrovali po
dobu 2 hodin uvedenou loncentraciou =zlu&eniny 1 alebo
zlu€eniny prikladu 1 a potom =a pridale 10 ng/m! bud EGF,

alebo TGFa. Po 48 hodinovej inkubdcii pri 37 ‘C sa médium



odstranilo a skladovalo sa zmrazené pri -70 ‘C. VEGF ELISA
testy (Intergen, Co., Purchase, NY) sa previedli na vzorkach
média podla navodu vyrobca. Vysledky tohto testu sG uvedené

nasledujice]j tabulke.

O3etrenie Sekrecia VEGF %
(pg/10° buniek * Inhi-
SE) bicia
Bezsérové médium (SF) 490 + 32
SF + 0,1 uM zlueniny 1 280 * 41 43
SF + 0,5 M zluéeniny 1 250 + 46 49 |
SF + 0,1 uM zlucCeniny prikladu 21 {600 + 37 - 0
SF + 0,5 M zluGeniny pEfikladu 21 |440 + 110 |10
SF + 10 ng/ml EGF 3980 + 85
SF + EGF +0,1 pM zludeniny 1 1490 + 180 |63
SF + EGF + 0,5 pM zlu&eniny 1 560 + 29 |86
SF + EGF + 0,1 M sl. prikladu 21 |2070 + 160 |48
SF + EGF 4 0,5 pM sl. prikladu 21 [1710 + 65 |57 )
SF + TGFa 4034 + 19¢C
SF + TGF + 0,1 uM zluCeniny 1 1976 41 37 51
SF + TGF + 0,5 uM zlGceniny 1 766 + 75 21
SF + TGF + 0,1 uM sl. prikladu 21 {3065 % 1¢1 24
SF + TGF + 0,5 uM sl. prikladu 21 {1734 % 21 57
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PV 657 -01
Patentové naroky

1. Zluc€enina N-[4-(3-chlér-4-fludr-fenylamino)-7-(3-morfolin-
—4-yl-propoxy) -chinazolin-6-yl]~akrylamid, alebo jej

farmaceuticky prijatelné soli.

2. Farmaceuticky prijatelny prostriedok vy zna &¢u juci

s a tym Ze obsahuje zlu€eninu podla naroku 1.

3. Spbsob lieCby nddorovvyznacujuaci sa tym Ze
zahrnuje podanie terapeuticky 0¢€inného mnoZstva zlu&eniny

podla naroku 1 pacientovi s nadorom.

4. Spdésob podla ndaroku 3 vyznacdujuci sa tym Ze

nadorom je nador prsu.

5. Spbésob podla ndroku 3 vyznacujuci sa tynmn Ze

nadorom je nador tlstého Creva.

6. Spbsob lieCby alebo prevencie restendézy vy zna&u3juc
i s a t v m, Ze zahrnuje podanie terapeuticky u&inného
mnoZstva zlueniny podla naroku 1 pacientovi s restenézou

alebo rizikom restendzy.

7. Spbsob pre ireverzibilnu inhibiciu tyrozin-kinaz
vyznacuijnuci s a t ¥y m, Ze zahrnuje podanie
mnozstva zluCeniny podla ndroku 1 inhibujuiceho tyrozin-kinazy

pacientovi s potrebou inhibicie tyrozin-kinaz.

8. Spbdsob podla ndroku 7vyznac¢ujuci sa tym Ze

tyrozin-kinazou je EGFR.
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9. Spbsob podla naroku 7 vy znad¢dujuci sa tym Ze

tyrozin-kinazou je erbB2.

10. Spdésob podla ndroku 7vy znacujuci sa tynm,

Ze tyrozin-kindzou je erbB4.

11. Spdésob pre pro inhibiciu fosforylacie tyrozinu erbB3
vyznadcuijnuci s a t ¥y m, Ze pacientovi, ktory
potrebuje inhibiciu fosforylacie tyrozinu erbB3, je podané
terapeuticky G¢inné mnoZstvo N-[4-(3-chlér-4-fludr-
-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-

—akrylamidu.

12 Spbsob lieCby psoridzy vy znac¢ujuci sa tym,
Ze zahrnuje podanie terapeuticky G€inného mnoZstva zlu&eniny

podla naroku 1 pacientovi s psoriazou.

13. Spdsob lieCby alebo prevencie aterosklerozy
vyzna c¢cu3juci s a t y m, Ze zahrnuje podanie
terapeuticky 0¢inného mnoZstva zluceniny podla néaroku 1

pacientovi s aterosklerdzou alebo rizikom aterosklerézy.

14. Spdsob lieCby endometridézy vv znac¢cujuci s a
t y m, Ze zahrnuje podanie terapeuticky uc¢inného mnoZstva

zlic¢eniny podla naroku 1 pacientovi s endometrid:zou.

15. Spdsob pre inhibiciu sekrecie VEGF vy znac¢ujuci
s a t ym Ze zahrnuje podanie terapeuticky u¢inného mnoZstva
zluc¢eniny podla naroku 1 pacientovi s potrebou inhibicie

sekrecie VEGF.
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