PRIHLASKA VYNALEZU

zverejnéna podle § 31 zdkona & 527/1990 Sb.

(19) (22) PrinldSeno: 19,11.2001
CESKA (32) Datum podni prioritnf pfihldsky:  28.,11.2000
REPUBLIKA 31 Cislo prioritni pihlasky:  2000/253513

(33) Zemé priority:  US

(40) Datum zvetejnéni piihlasky vynilezu:
(Véstnik ¢: 4/2004)

(86) PCT ¢islo: PCT/1B2001/002193

(87) PCT ¢&islo zvefejnéni: WO 2002/044158

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2003-1315

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Tnt. C1. :
CO7D 417/12
C 07D 275/03
A 61K 31/425
A 61K 31/4025
A 61P 35/00

(71) PrihlaSovatel:
PFIZER PRODUCTS INC., Groton, CT, US
(72) Pivodce:

Gant Thomas G., Groton, CT, US
Williams Glenn Robert, Groton, CT, US

(74) Zistupce:
Matg&jka Jan JUDr., Narodni 32, Praha, 11000

(54) Nézev prihlasky vynélezu:
Soli isothiazolkarboxamidu a jejich pouZiti jako
prostiedkii proti hyperproliferaci

(57) Anotace:

PredloZené feseni se tyka hydrochloridu, hydrobromidu,
hemicitratu, acetdtu, p-tosylatu, L-tartratu, hemisukcinatu a
mesylatu amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-
pyrrolidin-1- yl-butyl)ureidolisothiazol-4-karboxylové
kyseliny. Reseni se také tyk4 farmaceutickych kompozic
obsahujicich hydrochlorid, hydrobromid, hemicitrit, acetat, p-
tosylét, L-tartrat, hemisukcinat a mesylat slouceniny vzorce .
Regeni se dale tyk4 zptsobu 1égeni hyperproliferativnich
onemocnéni, jako je rakovina, u savcl, zejména u Elovéka
podavénim vy¥e uvedenych soli a zplsobil pfipravy a
krystalickych forem vy$e uvedenych soli.
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Soli isothiazolkarboxamidu a jejich pouZiti jako prostifedkl

proti'hyperproliferaci

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd soli amidu 3-(4-brom-2, 6-
~difluorbenzyloxy)—5—[3—(pyrrolidin—l—yl—butyl)—ureido]—

isothiazol-4-karboxylové kyseliny vzorce I:

(1)

Vzorec I ve form& volné fadze je popsan Vv soubé&ziné
Us pfihlasce No.09/316!837, podané 21.5.1999, jejiZ
odhaleni je zde za&lenéno odkazem jako celek. Drivéjsi
prihlaska je ppstoupena spolelné s ptredloZenou pfihlaskou.
Volné baze vzorce I je uZitelnd pro lécCeni

hyperproliferativnich chorob, jako je rakovina.

PredloZeny vyndlez poskytuje hydrochlorid,
hydrobromid, hemicitrat, acetat, p-tosylat, L-tartrat,
hemisukcinat, a mesylat vytvofeny z amidu 3-(4-brom-2, 6-
—difluorbenzquxy)—S—[B-(4-pyrrolidin—1-ylbutyl)ureido]—

isothiazol-4-karboxylové kyseliny.




3
oo o
L]
(XXX )

Ptedloieny vynalez se dale tyka zpusobu vyroby
hydrochloridu, hydrobromidu,‘hemicitrétu, acetéatu,
p-tosylatu, L-tartratu, hemisukcinadtu a mesyléatu
vytvoteného z amidu 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5—[3—
—(4—pyrrolidin—1—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny. Vynélez se také tykd farmaceutickych kompozic
obsahujicich hydrochlorid, hydrobromid, hemicitrat, acetat,
p-tosylat, L-tartrat, hemisukcindt a mesylat slouceniny
vzorce I. Soli podle pfedloZeného vynalezu jsou uzitecné
pro léceni hyperproliferativnich chorob, jako je rakovina u
savcd, zejména u Cloveéka. Vyndlez se rovnéz tyka zplasobu
podavani soli vzorce I p¥i lé&eni hyperproliferativnich

chorob.

Struény popis obrazkh

Obr. 1. je rentgenové praskoveé difrakéni spektrum
hydrochloridu amidu 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)-5[3—(4—
—pyrrolidin—lwyl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, ktery byl pfipraven a izolovan zpusobem podle

predloZeného vynalezu ilustrovaném v P¥ikladu 2.

Obr. 2. je rentgenové praskove difrakdéni spektrum
hydrobromidu amidu‘3f(4—brom—2¢6—difluorbenzyloxy)—5[3—(4—
—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, ktery byl pfipraven a izolovan zpusobem podle

predloZeného vynélezu ilustrovaném v Prikladu 3.

Obr. 3. je rentgenové praskove difrakéni spektrum

hemicitratu amidu 3—(4—brom—2,6—diﬁluorbenzyloxy)—5[3—(4—




—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4~karboxylové
kyseliny, ktery byl p¥ipraven a izolovan zpusobem podle

predloZeného vyndlezu ilustrovaném v Prikladu 4.

Obr. 4. je rentgenové praSkové difrakéni spektrum
acetatu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3-(4-
—pyrrolidin¥l~yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, ktery byl pfipraven a izolovan zpusobem podle

predloZeného vynadlezu ilustrovaném v Prikladu 5.

Obr. 5. je rentgenové pradkové difrakéni spektrum
p-tosylatu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3-(4-
—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, ktery byl pfipraven a izolovan zpusobem podle

pfedloZeného vyndlezu ilustrovaném v Prikladu 6.

Obr. 6. je rentgeqové praskové difrakéni spektrum
I—tartratu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3~-(4-
—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, ktery byl pfipraven a izolovan zptisobem podle

. ptedloZeného vynalezu ilustrovaném v Prikladu 7.

Obr. 7. je rentgenové praskové difrakéni spektrum
hemisukcinatu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3-(4-
—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny, identifikovaného jako forma A, ktery byl
p¥ipraven a izolovan zplsobem podle ptedloZeného vynalezu

ilustrovaném v PFikladu 8.

Obr. 8. je rentgenové préaskove difrakéni spektrum

hemisukcinatu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3-(4-




-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové
kyseliny, identifikovaného jako forma B, ktery byl
pripraven a izolovan zpusobem podle pfedloZeného vynalezu

ilustrovaném v Prikladu 9.

Obr. 9. je rentgenové praSkové difrakcni spektrum
mesylatu amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5[3~(4--
~pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové
kyseliny, ktery byl ptipraven a izolovén zplsobem podle

predloZeného vyndlezu ilustrovaném v Pfikladu 10.
V rentgenovém pradkovém difrakénim spektru na Obr. 1-9

horizontalni osa ukazuje uhel difrakce 2-theta stupni a

vertidlni osa znézornuje intenzitu difrakce v Cps.

Podstata vyndlezu

P¥edloZeny vynalez se tyka hydrochloridu, hydrobromidu,
hemicitratu, acetdtu, p-tosyldtu, L-tartratu, hemisukcinatu
a mesylatu amidu 3-(4-brom-2,6-
-difluorbenzyloxy)~5[3-(4-pyrrolidin-1-yl-
-butyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové kyseliny

nadsledujiciho vzorce:




PfedloZeny vynédlez se dale tyka zplsobu vyroby
hydrochloridu, hydrobromidu, hemicitratu, acetatu,
p-tosyléatu, L-tartratu, hemisukcindtu a mesylatu amidu
3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3- (4-pyrrolidin-1-yl-
butyl)-ureido]isothiazol-4-karboxylové zahrnujicich reakci
volné baze s jednou z vySe uvedenych soli v pritomnosti

vhodného organického rozpoustédla.

Hydrochlorid, hydrobromid, hemicitrit, acetéat,
p-tosylat, L-tartradt, hemisukcinat a mesylat amidu 3-(4-
~brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3~ (4-pyrrolidin-1-ylbutyl) -
ureido]isothiazol-4-karboxylové kyseliny byl

charakterizovan pomoci rentgenové préSkové difraktometrie

Krystaly hydrochloriau, hydrobromidu, hemicitréatu,
aéetétu, p-tosylatu, L-tartrdtu, hemisukcinatu (Formy A a
B) a mesyldtu amidu 3- (4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[ (4-
-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové
kyseliny poskytuji préaskova rentgenova difrak&ni spektra
v podstaté& shodnd jako Jjsou préékoﬁé rentgenovd difrakéni
spektra na Obr. 1-9, jednotlivé&. Avsak,je znamo, Ze
pradkova rentgenova difrakéni spektra mohou byt ziskana
s chybou m&¥eni zavisejici na podminkéch m&feni. Zejména,
je obecn& znadmo, Ze intenzity v préaskovém rentgenovém
difrak&nim spektru se mohou mé&nit v zavislosti na
podminkdch mé&feni. Proto je zfejmé, Ze soli podle
predlo¥eného vyndlezu nejsou omezeny na krystaly, které
Vykazuji pradkové rentgenové difrakéni spektrum naprosto
shodné s pra3kovymi rentgenovymi difrakénimi spektry na
Obr.l -8, a Ze krystaly poskytujici préaskovad rentgenova
difrakéni spektra v podstaté shodn&, jako vySe uvedena
préskova rentgenové difrakéni spektra spadajil do rozsahu

predloZeného vyndlezu. Odbornici v oboru rentgenové




praskové difraktometrie mohou snadno posoudit identitu

‘rentgenovych praskovych difrakénich spekter

Obecné&, chyba mé&¥eni uhlu difrakce pri béiné
rentgenové praskové difraktometrii je asi 5 % nebo méné a
tato chyba m&feni by m&la byt brdna v uvahu, stejné& jako u
Ghld difrakce. Dale, by m&lo byt zrejmé, Ze intenzity se

mohou ménit v zavislosti na experimentu.

Hydrochiorid vytvoreny ze slouCeniny vzorce I je
charakteristicky tim, Ze krystal poskytuje vysokou
intenzitu difrak&nich pikt p¥i Ghlech difrakce asi
2-theta, [% relativni intenzity] : 8,623 [90,7], 12,121
[38.9], 17,298 [95,2}, 23,397 [440,7], 23,944 [51,7],
24,119 [62,7], 24,873 [55,7], 25,948 [100) a 28,821 [39,6].
Hydrochlorid vyrobeny podle p¥edloZeného vynalezu poskytuje
préékdvé rentgenové difrakdni spektrum v podstaté& shodné
jako je praskové rentgenové difrakéni spektrum na Obr. 1.

Charakteristické 2-theta (26) hodnoty relativni
intenzity (RI) v procentech pro difrak&ni spektrum
hydrochloridu slougeniny obecného vzorce I jsou uvedeny

v Tabulce 1

26 |R1(%)] 20 [RL(3)| 20 |RL(%)| 26 [RL(%)| 206 |R)(%)
6,225| 10,5|17,298| 95,2|23,397| 44,7|28,821| 39,6/33,407| 10,4
8,623| 90,7|17,868| 17,6[23,944| 51,7|29,438| 19,0{33,778] 15,3

12,121| 38,9|18,712| 17,1|24,119| 62,7|30,543| 15,3|34,920| 10,5
12,522| 16,8|18,880| 14,2(24,873| 55,7|31,144| 8,7|35,273] 9,4
12,873| 6,0|19,549| 13,8|25,948[100,0[31,757| 8,7|36,321| 13,6
14,206 4,7|20,552| 8,5|27,216| 12,6/32,348| 14,6/38,409| 15,5
15,951| 5,1|21,896] 22,2(28,146| 6,0[32,640] 11,4[39,500] 9,9
16,736| 12,4

Tabulka 1




Hydrobromid vytvoYeny ze slouleniny vzorce I Jje
charakteristicky tim, Ze krystal poskytuje vysokou
intenzitu difrak&nich pikd pfi uhlech difrakce asi
2-theta, [% relativni intenzity]: 8,687 [100,0], 12,264
[35,9], 17,374 [42,3], 23,711 [24,0], 24,335 [20,7] a
25,769 [34,3]. Hydrobromid vyrobeny podle pfedloZeného
vynalezu poskytuje préskové rentgenové difrakéni spektrum
v podstaté shodné jako je praskové rentgenové‘difrakéni
spektrum na Obr. 2.

Charakteristické 2-theta (26) hodnoty relativni
intenzity (RI) v procentech pro difrakéni spektrum
hydrobromidu slougeniny obecného vzorce I jsou uvedeny

v Tabulce 2

206 R1 (% 26  |R1(%) 20 R1(% 26 Ri (% 20 R1 (%)
3,156 17,37| 42,3| 23,18] 5,6| 28,52 6,133,256 ,
4,615 2,4 17,76 5,6 23,71| 24,0f{ 28,91 9,433,897 7,9
6,331 18,18 3,2| 24,33 20,7 29,41} 7,7|34,628 2,8
8,687| 100,| 18,91| 16,6| 25,43 9,1| 30,26] 4,6/34,999 3,3
12,264 19,52 9,5| 25,76| 34,3| 31,56| 3,9({35,432). 6,1

12,890 2,2| 20,28 2,5| 26,94 4,1| 32,08] 3,4]36,006 4,3

13,445 1,4 20- 2,9 27,34} 7,0| 32,63 5,3|37,361 3,4

14,140 3,4| 21,87 13,6] 28,16 5,7 32,92| 4,4|38,224 4,8

16,083 4,0

Tabulka 2

Hemicitrat vytvofeny ze slouceniny vzorce I je
charakteristicky tim, Ze krystal poskytuje vysokou

intenzitu difrak&nich pika pfi thlech difrakce asi
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2-theta, [% relativni intenzity]l: 4,306 [79,9], 16,317
[100,0], 20,988 [32,7], 21,476 [30,9], 22,643 [48,7], -
23,384 [76,9]), 24,891 [76,0), 27,573 [47,9] a 27,840
[32,3]. Hemicitradt vyrobeny podle‘pfedloieného vynalezu
poskytuje préadkové rentgenovée difrakéni spektrum
v podstaté& shodné jako je praSkové rentgenové difrakcni
spektrum na Obr. 3.

Charakteristické 2-theta (20) hodnoty relativni
intenzity (RI) v procentech pro difrakéni spektrum
hemicitrdtu sloudeniny obecného vzorce I jsou uvedeny

v Tabulce 3.

20 R1 ( 26 |R1(%) 20 |R1(%) 26 |R1(%) 20 R1(%)
3,201| 14,3| 13,76| 12,4 18,69 15,8} 24,21 28,8{ 29,63} 17,4
4,306f 79,9] 14,08 7,0 19,34| 23,4} 24,89 76,0| 31,25| 14,6
6,429 7,0]| 14,71 9,5| 20,39 16,4} 25,32 20,4| 31,84| 14,2
8,620 6,0 15,29 16,0} 20,98| 32,7 25,94| 28,0( 32,23| 11,8
9,589 5,6|16,31|100,0( 21,47| 30,9| 26,37| 25,7| 34,14} 11,0
10,58| 6,8\ 17,30| 14,4| 21,99 27,3} 27,57 47,9{ 35,87} 16,2
11, 44| 20,9 17,57| 16,5| 22,64 48,7| 27,84 32,3 37,33] 12,3
12,30 8,7(18,25| 13,7| 23,38 76,9| 28,60| 19,6

oL

Tabulka 3

Acetat vytvofeny ze slouleniny vzorce I je
charakteristicky tim, Ze krystal'poskytuje vysokou
intenzitu difrak&nich pikl pfi thlech difrakce asi
2-theta, [% relativni intenzity]: : 6,096 [21,7]1, 12,183
[21,4], 17,451 [33,3], 18,288 [100,0], 22,441 [57,7],
23,086 [19,9] a 24,439 [20,7]. Acetat vyrobeny podle
ptedloZeného vyndlezu poskytuje préskové rentgenové
difrak&ni spektrum v podstaté& shodné jako je praskové

rentgenové difrakéni spektrum na Obr. 4.
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Charakteristické 2-theta (20) hodnoty relativni

intenzity (RI) v procentech pro difrakéni spektrum acetéatu

slouéeniny obecného vzorce I jsou uvedeny v Tabulce 4

oe

R1 (%) 20 20 |R1(%) 26 R1( 20 |R1(

oe
-

26 |R1(%)

21,7| 6,096] 16,79 4,5|121,346f 8,9| 27,93 5,8 32,27

~

2,8| 8,625| 17,12| 12,8|22,441| 57,7 28,82| 10,0| 33,12

2,91 11,84| 17,45 33,3|23,086| 19,9| 29,64 6,1| 35,03

- 21,4|12,18] 17,92 8,7|24,038{ 7,5| 30,63 3,3| 36,44

4,2\ 14,83| 18,28(100,0| 24,439} 20,7 31,11 3,2{ 37,83

9,2| 15,26| 20,08 3,6|24,760) 11,3| 31,95 2,9 39,47

5,0/ 15,82| 20,45 11,3}25,861] 5,0

Tabulka 4

p—ToSylét vytvofeny ze slouceniny vzorce I je
charakteristicky tim, Ze krystal poskytuje vysokou
intenzitu difrak&nich pikd p¥i dhlech difrakce asi
2-theta, [% relativni intenzity]ﬁ 20,446 [100,0], 20,760
[74,0}, 22,092 [81,7], 22,371[70, 8}, 23,190 [65,2], a
26,239 [61,5]. p-Tosylat vyrobeny podle p¥edloZeného
vyndlezu poskytuje praSkové rentgenové difrakéni spektrum
v podstaté& shodné jako je préskové rentgenové difrakcéni
spektrum na Obr. 5.

Charakteristické 2-theta (260) hodnoty relatiwvni
intenzity (RI) v procentech pro.difrak&ni spektrum
p-tosylatu slouceniny obecného vzorce I jsou uvedeny

v Tabulce 5




10 voes Can NS
R1(%) 20 R1 (%) 20 |R1(%)| 26 R1 (% 20 |RL(%)
7,515| 28,0{14,337| 18,3| 18,97 40,4| 24,11| 30,5| 29,67 19,6
7,822 22,3/15,001| 22,2|19,73| 36,7 25,47 40,2 31,03 19,3
11,15| 15,0{15,601| 21,4| 20,44{100,0} 25,93} 50,4| 31,58 21,2
12,20| 24,5|16,297| 14,0| 20,76 74,0| 26,23} 61,5] 35,35] 19,6
6,817 50,3|13,373] 53,9| 18,17 21,3| 23,19| 65,2 28,16 34,5
12,80| 30,0|16,943} 32,0( 22,09| 81,7 27,35| 48,8| 36,80 16,4
13,04| 43,6|17,362| 23,5| 22,37| 70,8} 27,83| 39,0
Tabulka 5

L-tartrat vytvofeny ze sloueniny vzorce I je

charakteristicky tim,

Ze krystal poskytuje vysokou

intenzitu difrak&nich pikd pfi Ghlech difrakce asi

2-theta,

% relativni intenzity]: 4,061 [82,91,20,821

[85,6], 21,634 [100,0], 22, 179 [94,0], a 25,858 [95,1].
L-tartradt vyrobeny podle pfedloZeného vyndlezu poskytuje
préskové rentgenové difrakéni spektrum v podstaté shodné
jako je pradkové rentgenové difrakéni spektrum na Obr. 6.
Charakteristické 2-theta (26) hodnoty relativni
intenzity (RI) v procentech pro difrakéni spektrum
L-tartratu sloucdeniny obecného vzorce I jsou uvedeny v

Tabulce 6.
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20 R1 (%) 26 R1(%) 20 R1(%) 29 RL(% 26 R1 (%
4,061 82,9| 14,63| 27,2}20,01} 53,0f 24,78| 53,8 32,46| 36,1
6,678 11,8| 15,42 22,7|20,33| 58,7| 25,08 60,9] 33,44} 33,7
8,057| 29,4| 16,14| 31,2| 20,82 85,6] 25,85 95,1} 34,09} 34,6
9,383f{ 8,7| 16,85} 65,3]21,63{100,0{ 26,80| 59,6| 34,64} 26,8
10,647 8,3| 17,33| 56,2{22,17| 94,0f 28,38| 34,3| 35,63 33,7
11,711f 60,2| 18,40({"97,0(22,73| 73,8| 29,06| 34,1| 36,07| 28,5
12,075 27,4 18,63| 98,2 23,47 77,1| 29,84} 30,5| 36,77 24,5
12,868 33,8| 18,99| 52,4| 24,25, 67,8| 31,30 39,4| 38,08 22,6
13,320| 22,7| 19,72 42,9
Tabulka 6

Bylo zjisténo, Ze krystaly anhydridu hemisukcinatu

amidu 3-{(4-brom-2, 6~-difluorbenzyloxy)-5-[3- (4~

-pyrrolidin-l-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-karboxylove

kyseliny maji hygroskopické vlastnosti za podminek vlhkosti

90 %.

Byly identifikovany dvé& krystalické formy

hemisukcindtu amidu 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyioxy)—5—[3—

- (4-pyrrolidin-1l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové

kyseliny. Bylo zjisténo,

7e krystalickd forma A

hemisukcindtu slouceniny vzorce I md 0,6% hmotn.

hygroskopicnost p¥i 30 °C a 90% relativni.vlhkosti.

Krystalicka forma B hemisukcindtu slouceniny vzorce I ma

1,5% hmotn. hygroskopicnost 30 °C a 90% relativni vlhkosti.

Forma B hemisukcindtu se konvertuje na formu A

hemisukcindtu v refluxu ethanolu za méné nezZ 24 hodin.

. Hemisukcinadtové soli forem A a B podle predloZeného

vyndlezu poskytuji praskovad rentgenovd difrakéni spektra

v podstaté& shodnd jako jsou pradSkova rentgenova difrakcéni

spektra na Obr..7 a 8 v daném poradi.

Charakteristické 2-theta

(26)

(RI) v procentech pro difrakéni spektrum hemicitratu

slouceniny obecného vzorce I jsou uvedeny v Tabulce 3.

hodnoty relativni intenzity
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Hemisukcinatova sl formy A sloucdeniny vzorce I je
charakterizovéna tim, Ze krystaly vykazuji vysokou
intenzitu difrakénich pikt p¥i difrakénich thlech 2-theta,
[% relativni intenzity): 4,634 [100,0], 16,735 .[67,2],
22,179 [60,8] a 25,002 [70,37.

Hemisukcindtovad stl formy B sloudeniny vzorce I dje
charakterizovadna tim, Ze krystaly vykazuji vysokou
intenzitu difrakénich pikl p¥i difrakénich dhlech 2-theta,
[¥ relativni intenzity): 6,714 (31,01, 15,272 [100,0],
19,197 [59,3], 19,457 [50,0], 24,487 [99,0] a 24,802
[(79,11].

‘Charakteristické 2-theta (26) hodnoty relativni
intenzity (%) pro difrakéni spektrum hemisukcindtové soli
formy A a B slouceniny obecného vzorce I je uvedeno

v: ndsledujicich Tabulké&ch 7 -a 8 v tomto pofadi.

o°

20 R1 (%) 20 R1(%| 26 R1( 20 RI1( 20 |R1(%)

o

4,634 100,0| 13,68} 13,8 17,76| 20,6| 22,86| 38,7| 27,60 23,7}

6,149 15,5| 14,44 13,5| 18,67 18,4} 23,25| 39,5 30,10| 14,3

9,843 6,2 14,89 21,9 ,19,4| 30,2| 24,07 44,6| 30,79 13,7

11,392 11,3 15,99 14,4] 20,58} 29,2 25,00f 70,3} 37,76] 11,4

11,937 19,2} 16,73| 67,2 22,17| 60,8| 26,54| 26,8

Tabulka 7




20 |RL(%)| 26 |RL(3| 26 |RL{ 26 |RL(3| 20 |RL(%)
6,714| 31,0| 15,27 100,| 19,19 59,3| 24,48] 99,0| 29,73 14,1
8,666 7,3|15,81| 19,8| 19,45 50,0| 24,80 79,1] 30,79 17,5
11,09/ 8,6/ 16,55 17,5 20,59 17,2| 25,64| 15,9| 33,48| 9,4
11,69| 21,9| 16,87| 26,4| 21,16| 28,8| 26,64| 20,1| 34,59 11,4
12,00| 15,9| 17,36| 12,6] 21,64| 21,7|27,09| 15,1| 37,21] 15,5
12,63 7,3/ 17,98| 8,6| 22,98 15,0{27,84| 21,5( 37,90 8,9
13,46| 17,2| 18,71| 26,4| 23,56 18,6| 28,55 19,7| 39,02| 8,9
13,77| 13,9 | |

ov
~

Tabulka 8

Mesylétoﬁé stl slouceniny vzorce I je charakteristické
tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu difraké&nich
pikd p¥i dhlech difrakce asi 2-theta, [% relativni
intenzityl: 4,417 [99,3], 17,288 [45,5], 20,828 [39,6],
21,677 [43,5], 22,148 [68,3], 25,427 [100,0] a 27,006
[37,5]. Mesylatova sUl vyrobend podle pfredloZeného vyndlezu
poskytuje préskové rentgenové difrakéni spektrum
v podstaté shodné jako je prasdkové rentgenové difrakdéni
spektrum na Obr.9. _ ‘

Charakteristické 2-theta (28) hodnoty relativni
intenzity (RI) v procentech pro difrak&ni spektrum

mesylétové soli sloucdeniny obecného vzorce I jsou uvedeny

v Tabulce 9.

o\®
o®

20 R1 (%) 20 R1(% 26 |R1(%) 20 R1 ( 20 RI1(
4,417 99,3|15,619| 9,1 21,67 43,5| 27,00} 37,5| 32,337 9,0
8,806 7,2117,288 ‘45,5 22,14| 68,3} 28,75 8,8|32,940( 7,8
11,0664 7,0|17,654| 17,2| 23,23| 14,1 29,56 6,7| 33,796 11,8
12,267 18,717,993 15,9| 23,96| 28,8| 30,56 6,2] 34,550 8,7

12,610 8,3| 18,728 9,8f 24,60 30,2| 31,17 9,7 35,308f 7,6
13,224 5,4{20,358| 15,0| 25,42[100,0| 31,72| 13,3| 36,883 9,1

14,915 27,120,828 39,6 26,22 16,1

Tabulka 9
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Rentgenovy préaskovy difrakéni vzor je pouze jeden
z mnoha zpusobd charakterizace usporadani atomi, které jsou
obsazZeny v solich amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-
~[3-{4-pyrrolidin-1l-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-
~karboxylové kyseliny. Dalsi metody jsou zndmé ze stavu
techniky, jako napf¥f. monochromaticka rentgenovéd difrakce,
miZe byt pouZfita pro identifikaci vy%e uvedenych soli

slou&eniny vzorce I.

Neodekdvané bylo zjisténo, Ze soli, kterymi jsou
‘acétét, hydrochlorid, hydrobromid, hemisukcindt a mesylat
slougeniny vzorce I majl vysokou krystalinitu, tj. jsou
v podstaté bez amorfniho materidlu. Takové soli maji
vyhodu, protoZe poskytuji reprodukovatelné&jsi vysledky pfi
dadvkovani. Soli, kterymi jsou hydrochlorid, hydrobromid a
hemisukcindt slouceniny vzorce I jsou v podstaté
hygroskopicky stabilni, coZ sniZuje potencidlni problémy
spojené se zm&nami hmotnosti aktivni sloZky bé&hem vyroby
tobolek nebo tablet. Hydrochlorid a hydrobromid slouceniny
vzorce I maji dal3i vyhodu, protoZe maji nizkou tendenci
- tvorit u koncentrovanych vodnych roztokh viskézni smé&si pfi
stédni. Dale hydrobromidovd sil slouCeniny vzorce I dodava
mirné sedativni U&inky p¥i nizkém davkovadni. Mesylatova stl
slouCeniny vzorce I ma rychlou kinetickou rozpustnost ve
vodé, coZ zjednoduSuje davkovéni s vodou a ¢ini ji vhodnou
pro'injekéni davkovaci formy. Dale, mesylatova sil
slouceniny vzorce I se zvySenymi charakteristikami
rozpustnosti usnadrfiuje rozpus3téni pevnych davkovych forem

vhodnym zpusobem.

Soli p-Tosylat, L-tartrdt a hemicitrdt maji vy3si

kinetickou rozpustnost, ne% volnd baze nebo hydrochlorid
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slouceniny vzorce I. Navic, soli p-tosylat, L-tartrat a
hemicitrat slouceniny vzorce I jsou méné hygroskopické neZ
mesyladtovad stl slouceniny vzorce I. Proto, soli p-tosylat,
L-tartrat a hemicitrat slouééniny vzorce I jsou stabilnéjsi

na vzduchu a mohou byt pouZivany aniz by vlhly.

Vyndlez se dale tykd farmaceutické kompozice pro
lé&eni hyperproliferativnich poruch u savcl, kterd obsahuje
terapeuticky G¢inné mnozZstvi soli sloucdeniny vzorce I nebo
jejiho hydratu, farmaceuticky pf¥ijatelny nosic. V Jjednom
provedeni, uvedené farmaceutické kompozice jsou pro léceni
nadorli, jako mozku, plic, dlaZdicovych bunék, mocového
mé&chyfe, Zaludku, slinivky, prsu, hlavy, krku, ledvin,
prostaty, tlustého stfeva, jicnu, néddorl gynekologickych
(jako vajeléniku) nebo nddoru Stitné Zlézy. V dalSim
provedeni, uvedend farmaceutickd kompozice je pro léceni
neﬁédoronch hyperproliferativnich poruch jako je benigni
hyperplasie kuZe (jako je psoriaza) nebo prostaty (napf.,

benigni prostaticka hypertrofie (BPH)).

Vyndlez se dale tyk&d farmaceutické kompozice pro
léc¢eni nemoci slinivky nebo ledvin (v&etné proliferativni
glomerulonefritida a diabetem indukované nemoci ledvin) u
savcl, kterd obsahuje terapeuticky U&inné mnoZstvi soli
sloueniny vzorce I nebo jejiho hydratu a farmaceuticky
i¢inny nosic.

Vynalez se rovné&Z tyka farmaceutické kompozice pro
prevenci implantace blastocytd u savcu, ktera zahrnuje
terapeuticky G¢inné mnoZstvi soli sloucdeniny vzorce I nebo

jejiho hydratu a farmaceuticky prijatelny nosic.

Vyndlez se rovnéz tykd farmaceutické kompozice pro

léCeni chorob spojenych s vaskulogenezi nebo angiogenezi
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savcl, kterd obsahuje terapeuticky G¢inné mnoZstvi soli
slouc¢eniny vzorce I nebo jejlho. hydratu, a farmaceuticky
prijatelny nosi&. V jednom provedeni, uvedend farmaceuticka
kompozice je pro 1léceni chorob vybranych ze skupiny, kterou
tvori angiogeneze tumoru, chronické zanétlivé nemoci, jako
je revmatoidni arthritida, atherosklerdza, koZni nemoci
jako je psoridza, ekzém a skleroderma, diabetes, diabeticka
retinopatie, pred&asnd retinopatie, s vékem spojend
makuldrni degenerace, hemangiom, gliom, melanom, Kaposiho
sarkom a zhoubny nédor vajeénikﬁ, prsu, plic, pankreatu,

prostaty, tlustého stfeva a epidermdlni nadoru.

Vynédlez se také tykd zplsobu léceni
hyperproliferativnich poruch u savcu, ktery zahrnuje
poddvani terapeuticky uc¢inného mnoZstvi soli slouceniny
vzorce I nebo jejiho hydratu savclm. V jednom provedeni se
uvedend metoda tykd& léceni zhoubnych nddort jako nadoru
mozku, piic, dlazdicovych bunék, molového méchyre, Zaludku,
slinivky, prsu, hlavy, krku, ledvin, prostaty, kolorektdlni
oblasti, jicnu, gynekologickych (jako vajecniku) nebo
néddoru stitné zl4dzy. V dals$im provedeni, se uvedeny zplsob
tykd léceni nenddorovych hyperproliferativnich poruch jako
je benigni hyperplasie klZe (jako je psoridza) nebo
prostaty (napf., benigni prostatické hypertrofie (BPH)).
Vynalez se déle tykd zplsobu léceni hyperproliferativnich
poruch u savci, ktery zahrnuje podavani terapeuticky
u¢inného mnozZstvi soli slouceniny nebo jejich soli savcum,
v kombinaci s protinddorovym pripravkem vybranym z
inhibitor® mitézy, alkyla&nich &inidel anti-metabolitf,
interkalaénich antibiotik, inhibitort rﬁstového faktoru,
inhibitord buné&éného cyklu, enzymd, inhibitort
topoisomerdzy, modifikdtory biologické odpovédi, anti-

hormony, a anti-androgeny.
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PredloZeny vynalez se dale tyka& zpusobu léceni nemoci
slinivky b¥isni nebo ledvin u savci, ktefé zahrnuje
poddvani terapeuticky u&inného mnozstvi soli slouceniny
vzorce I nebo jejiho hydratu savcim. Vyndlez se ddle tyka
zplsobu prevence implantace blastocyttl u savcd, které
zahrnuje podavani terapeuticky U¢inného mnoZstvi soli

slouceniny vzorce I nebo jejiho hydratu savclim.

PfedloZeny vyndlez se dale tykd zpuasobu. lé&eni nemoci,
spojenych s vaskulogenezi nebo angiogenezi, u savcl, které
zahrnuje podavéani terapeuticky G¢inného mnoZstvi soli
slou&eniny vzorce I nebo jejiho hydrdtu savcim. V jednom
provedeni, uvedeny zplsob je pro 1léceni nemoci vybranych ze
skupiny, kterou tvo¥i angiogeneze tumoru, chronicka
z4nétliva nemoc, jako je revmatoidni artritida,
atheroskleréza, koZni nemoci jako je psoridza, ekzém a
sklerodermie, diabetes, diabetickd retinopatie, predcasna
retinopatie, makuldrni degenerace, hemangiom, gliom,
melanom, Kaposiho sarkoma a zhoubny nador vajecniku, prsu,
plic, pankreatu, prostaty, tlustého stfeva a epidermoidni

karcinom.

Dadle slouceniny podle predloZeného vynadlezu mohou byt
pouZity jako kontraceptivum u savch. V jednom vyhodném
provedeni slouceniny podle pfedloZeného vynédlezu mohou byt
pouZity pro léeni pro prevenci gravidity samic savct.

Pacienti, ktefi mohou byt 1lé&eni solemi slouceniny
vzorce I a hydraty téchto sloucéenin, v souladu se zplUsoby
podle predloZeného vyndlezu, naptiklad, pacientl, u kterych
byla diagnostikovéna psoridza, BPH, plicni nédor, kosti,
rakovina,néddor slinivky b¥isni, koZni nador, nador hlavy a

krku, koZni nebo intraokuldrni melanom, déloZni né&dor,
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néddor vajelniku, rektalni nador nebo nador analni oblasti,
nddor Zaludku, nador trac¢niku, nédor prsu, gynekologické
tumory ( napt., dé&loZni sarkomy, karcinom vejcovodu,
karcinom endometria, karcinom dé&lozZniho hrdla, karcinom
vaginy nébo vulvy), Hodgkinsova choroba, né&dor jicnu, néador
tenkého stfeva, naddor endokrinniho systému (jako je nador
titné Zl4azy, prisdtitného téliska nebo nadledviny), sarkomy
mékkych tkéﬁi, néddory mocové trubice, nddor penisu a
prostaty, chronickd nebo akutni leukemie, pevné tumory u
déti, lymfatické lymfomy, zhoubné nadory mé&chyre, ledvin
nebo mo&ovodu (napf?., karcinom rendlnich bunék, karcinom
ledvinové panvicky) nebo neoplasma centrdlni nervové
soustavy (napf¥., primdrni CNS lymfom, tumory spinédlni osy,

gliomy mozkového kmene nebo adenomy hypofyzy).

PfedloZeny vyndlez se rovné€Z tyka farmaceutickych
kompozic pro léceni infekce u savcl, véetné &lovéka, které
je usnadnéno farnesyl proteintransferdzou, jako je malarie
delta virova hepatitida, zahrnujici mnoZstvi soli sloucenin
vzorce I, jak jsou vy3e definovany a jejich proléciva nebo
solvaty, které je ucinné pfi 1léceni abnormalniho bunééného

ristu a farmaceuticky p¥ijatelny nosic&.

"Abnormdlni bunédény rast", jak je zde pouZivan bez
daldi indikace, znamend bunécény rGst, ktery je nezavisly na
normadlnich regulaénich mechanismech (napfiklad, =ztrata
kontaktni inhibice). Zahrnuje abnormé&lni rtst: (1)
tumorovych bunék (tumory) exprimujici aktivovany Ras
onkogen; (2) tumorové bunky, ve kterych Ras protein je
aktivovan jako vysledek onkogenni mutace v jiném genu;

(3) benigni a maligni bunky dalSich proliferativnich chorob

u kterych se vyskytuje aberantni aktivace Ras; a
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(4) tumory, které proliferuji G&inkem vlastnosti

farnesylproteintransferdzy.

Termin "1lécCeni"“, jak je zde pouZivan, bez dalsi
indikace, znamend zvrédceni, zmirnéni, potlacdeni rozvoje,
nebo prevenci chorob nebo stavid pro které je tento termin
pouzivan, nebo jeden nebo vice symptoml takové poruchy nebo
stavu. Termin "1léceni", jak je zde pouzZivan, bez dalsi
indikace,'inamené 1é¢eni, jak je zde bezprostfedné vySe

,L1éCeni™ definovéano.

Detailni popis vynalezu

PfedloZeny vyndlez se tykd soli, kterymi jsou
hydrochlorid, Hydrobromid, hemicitrdt, acetédt, p-tosyléat,
L-tartrat, hemisukcindt a mesylat amidu 3-(4-brom-2, 6-
-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl) -

ureido]lisothiazol-4-karboxylové kyseliny.

Vyndlez se ddle tykad zpusobu vyroby soli, kterymi jsou‘
hydrochlorid, hydrobromid, hemicitrat, acetat, p-tosylat,
L-tartrat, hemisukcinédt, a mesylat amidu 3-(4-brom-2, 6-
—difluorbenzyloxy)—S—[3—(4—pyrrolidin—l—yl—butyi)—
ureido]isothiazol—4-karboxyloﬁé kyseliny. Soli, které jsou
pfedmétem vyndlezu jsou uzitecné pri léceni
hyperproliferativnich chorob, jako je rakovina u savca,
zejména 1idi a pro farmaceutické kompozice obsahujici tyto

slouceniny.

Soli sloucéeniny vzorce I byly charakterizovany
s pouZitim rentgenové praskové difraktometrie.

Hydrochlorid, hydrobromid, hemicitrat, acetét, p-tosylat,
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L-tartrat, hemisukcinadt (forma A), hemisukcindt (forma B) a
mesylat slouceniny vzorce I I vykazuji rentgenové pradkové
difrakéni vzory v podstaté shodné jak jsou znazornény na

Obr.S 1-9.

Hydrochlorid amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-
[3—(4—pyrrolidin—1—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny podle pfedloZeného vynadlezu je charakterizovan
tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu difrakénich
pikd p¥i difrakénich thlech (26)v rentgenovém praskovém
difrak&nim spektru asi 8,623, 12,121, 17,298, 23,397,
23,944, 24,119, 24,873, 25,948 a 28,821.

Hydrobromid amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-

[3—(4—pyrrolidin—1—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—
karboxylové kyseliny podle predloZeného vyndlezu je
charakterizovadn tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu
difraké&nich pikd p¥i difraké&nich thlech (26)v rentgenovém
pra$kovém difrakénim spektru asi 8,687, 12,264, 17,374,
23,711, 24,335 a 25,769.

Hemicitrat amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-
[3-(4-pyrrolidin-l-ylbutyl)ureidolisothiazol-4-karboxylové
kyseliny podle pfedloZeného vynalezu je charakterizovan
tim, ée'krystal poskytuije vysokoﬁ intenzitu difrakénich
pikﬁ pti difrakénich uhlech (20)v rentgenovém praskovém
difrakénim spektru asi 4.306, 16,317, 20,988, 21,476,
22,643, 23,384, 24,891, 27,573 a 27,840.

Acetédt amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-
-pyrrolidin-1-ylbutyl)-ureido]isothiazol-4-karboxylové
kyseliny podle pfedloZeného vynalezu je charakterizovan

tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu difrakcnich
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pik®t p¥i difrak&nich uhlech (20)v rentgenovém préaskovém
difrak&nim spektru asi 06,096, 12,183, 17,451, 18,288,
22,441, 23,086 a 24.439.

p-Tosylat amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-
~[3-(4-pyrrolidin-1l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxyloveé
kyseliny podle predloZeného vynalezu je charakterizovan
tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu difrakZ&nich
pikt p¥i difrak&nich thlech (268)v rentgenovém praskovém
difrak&nim spektru asi 20,446, 20,760, 22,092, 22,371,
23,190 a 26,239.

L-Tartrat amidu 3—(4—brom—2,6—diflﬁorbenzyloxy)—5—
[3-(4-pyrrolidin-1l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylove
kyseliny podle pfedloZeného vynadlezu je charakterizovan
tim, Ze krystal poskytuje vysokou'inténzitu difrakénich
pikl pfi difrakénich dhlech (20)v rentgenovém praskovem
difraké&nim spektru asi 4,061, 20,821, 21,634, 22,179 a
25,858.

Hemisukcinat (forma A) amidu 3-(4-brom-2, 6-
~difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-ylbutyl) -
ureidolisocthiazol-4-karboxylové kyseliny podle predloZeného
vynadlezu je charakterizovan tim, Ze krystal poskytuje
vysokou intenzitu difrak&nich pikd p¥i difrakénich dhlech
(26)v rentgenovém praSkovém difrakénim spektru asi 4,634,
16,735, 22,179 a 25,002. Forma A hemisukcinatu absorbuje

0,6 % vody pfi 90% relativni vlhkosti.

Hemisukcindt (forma B) amidu 3-(4-brom-2, 6-
-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-ylbutyl)
ureido]isothiazol-4-karboxylové kyseliny podle predloZeného

vynadlezu je charakterizovan tim, Ze krystal poskytuje
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vysokou intenzitu difraké&nich pikl p¥i difrakénich thlech
(26)v rentgenovém pradkovém difrakénim spektru asi 6,714,
15,272, 19,197, 19,457, 24,487 a 24,802. Forma B
hemisukcindtu absorbuje 1,5 % vody pfi 90% relativni

vlihkosti.

Mesylat amidu 3~ (4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-
—[3—(4—pyrrolidin—i—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny podle predloZeného vyndlezu je charakterizovan
tim, Ze krystal poskytuje vysokou intenzitu difrakénich
pikl p¥i difrakénich dhlech (26)v rentgenovém praskovém
difrak&nim spektru asi 4,417, 17,288, 20,828, 21,677,
22,148, 25,427 a 27.006.

Aktivita sloudenin vzorce I in vitro p¥i inhibici
KDR/VEGF receptoru miZe byt stanovena nésledujicim

postupemn.

Schopnost slouéenin podle pfedloZeného vyndlezu
inhibovat aktivitu tyrosin kindzy je moZno stanovit s
pouZitim rekombinantnihu enzymu zpisobem pfi kterém se meri
schopnosti slouenin inhibovat fosforylaci exogenniho
substratu, polyGluTyr (PGT,Sigma™, 4: 1). Kindzova doména
lidského KDR/VEGF receptoru (aminokyseliny 805-1350) se
exprimuje Sf9 jako glutathion S-transferédza (GST)-fuzni
protein s pouzitim baculovirového expresniho systému.
Protein se pak ziskad pfedisténim z lyzath téchto bunék s
pouzitim glutathion-agarézovych afinitnich kolon. Enzymovy
test se provadi na .destilkach o 96 jamkéch, které jsou
potaZeny PGT substratem (0,625 ug PGT na jamku). Testované
slouceniny jsou zfédény dimethylsulfoxidem (DMSO) a potom

naneseny PGT destidky tak, aby konecna koncentrace DMSO pfi
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stanoveni byla 1,6 % obj.. Rekombinantni enzym je z¥fedén ve

fosforylaénim pufru (50 mM Hepes, pH 7,3, 125 mM NacCl,

24 mM MgCl,). Reakce je iniciovédna pridénim ATP na konecnou
koncentraci 10 M. Po 30 minutach inkubace pf¥i teploté
mistnosti za trepdni, reakce se odsaje, a deétiéky se
promyji pufrem (PBS-obsahujici 0,1% Tween-20). MnozZstvi
fosforylovaného PGT se kvantifikuje inkubaci s HRP (HRP fje
kfenovd peroxyddza)-konjugovanou s PY-54 protildtkou
(Transduction Labs), detekce se provede s TMB peroxidazou
(TMB je 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin) a reakce se
kvantitativné vyhodnoti na BioRad Microplat Reader, pfi
450 nm. Inhibice enzymatické aktivity kindzy testovanou
sloudeninou se detekuje jako sniZeni absorbance, a
koncentrace slouleniny pot¥ebnd pro 50% sniZeni signdlu se

oznac¢uje jako ICsp hodnota testované slouceniny.

Pro méfeni schopnosti sloucenin inhibovat aktivitu KDR
tyrosinkindzy v celé délce proteinu, ktery existuje v
bunikdch, mohou byt pouiity‘praseéi aortalni endotheliélni’
(PAE) buiiky transfektované lidskym KDR (Waltenberger et
al., J.Biol. Chem. 269: 26988,1994). Bunky se nanesou a
nechaji se pfichitit na destickdch o 96 jamkach ve stejném
médiu (Ham's F12) s 10 % obj. FBS (fetdlni hovézi serum).
Buriky se potom promyji, obnovi se médium bez séra, ale
obsahujici (0,1 % obj. FBS), které obsahuje 0,1 % obj.
hovéziho sérového albuminu (BSA) a bunky se inkubuji po
dobu 16-24 hodin. Bezprostifedné pifed priddnim testované
slouceniny, byly bunky znovu vyZivovany médiem bez séra,
(0,1 % obj. FBS) (bez BSA). Testované slouceniny rozpudténé
v DMSO se natredi v mediu (konecné koncentraée DMSO 0,5 %
obj.). Po 2 hodindch inkubace se pfidd k reakcnimu médiu,
VEGF165 (50 ng/ml konelnéd koncentrace) na 8 minutovou

inkubaci. Bunky se promyji a zlyzuji se v 50 p lyzujicim
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pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCL (pH 8), 150 M NaCl, 1 %
obj.v NP40,2 mMNavVQ,, 500 puM EDTA,1 mM PMSF a 1 tableta/25
ml DTA zbaveny kompletni ®Protease Inhibitor Table, Roche.
Bun&&ny lyzat se potom zredi na kone&ny objem 150 pl v
PBS/1 mM NaVO4s. Rozsah fosforylace vyvolany KDR se stanovi
s pouZitim ELISA testu. Kozi anti-krdli&i protilatkou
potazend desticka (Pierce) se blokuje pufrem Superblock
(Pierce) pfed pridénim protilédtky anti-£1k-1 C-20 (0,5 pg
na jamku, Santa Cruz). Nenavazand protildtka se vymyje

z destidky pred ptidadnim 100 pl buné&cného lyzatu. Po 2
hodindch inkubace lyzatu s protilatkou flk-1, se KDR
spojeny s fosfotyrosinem kvantifikuje vyvinutim s HRP
konjugovanou s protildtkou PY-54 a TMB, jak je popsano
vy3e. Schopnost sloucenin inhibovat autofosforylaci
stimulovanou VEGF o 50 %, vzhledem k VEGF-stimulované u
kontrolniho vzorku se oznacuje jako ICsy hodnota pro

testované slouceniny.

Schopnost slouenin inhibovat mitdézu lidskych
endothelidlnich buné&k se hodnoti jejich schopnosti
inhibovat inkorporaci *H-thymidinu do HUVE bun&k
(endothelidlni bufiky lidské pupeé&ni S#try,Clonetics™).

Toto stanoveni je v literatufe dobfe popséno (Waltenberger
J et al. J.Biol. Chem. 269: 26988,1994; Cao Y et al.
J.Biol. Chem. 271: 3154,19%6). Strucné, 10* bundk se nanase
na 24 jamkové destilky potaZené kolagenem a nechéd se
pfichytit. Pak se k buifikdm pfidd médium prosté séra a po 24
hodindch se o8etfi rlznymi koncentracemi slouc¢eniny (roztok
pripraveny v DMSO, kone&nd koncentrace DMSO pfi stanoveni
je 0,2 % obj.) a 2-30 ng/mlVEGFigs. B&hem poslednich 3 hodin
z 24 hodinového plsobeni, se bunky promyji 3 thymidinem
(NEN, 1 pCi na jamku). Medium se odstrani a a bufiky se

properou extenzivné ledové chladnym Hanksovym vyvazenym
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solnym roztokem a potom 2 krat ledové chladnou kyselinou
trichloroctovou (10 % obj.). Buiky se lyzuji pfdanim 0,2 ml
0,1 N NaOH a lyzat se pfevededo scintilacénich nadobek.
Jamky se potom promyji 0,2 ml 0,1 N HCl, a promyvaci
roztoky se rovné&Z prevedou do lahvicek. Rozsah inkorporace
*H thymidinu se -stanovi na scintilacnim detektoru.
Schopnost slou&enin inhibovat inkorporaci o 50 %, vzhledem
ke kontrolnimu vzorku (VEGF zpracovany pouze s DMSO
nosidem) se oznacduje jako ICsp hodnoty pro testované

slouceniny.

Aktivita sloudenin vzorce I 1 in vivo, miZe byt
stanovena velikosti inhibice ristu tumoru testovanou
sloudeninou vzhledem ke kontrolnimu pokusu. Inhibicni
G&inek rustu tumoru raznych sloudenin se stanovi metodami
podle Corbett T. H., a spol."Tumor Induction Relationships
in Development of Transplantable Cancers of the Colon in
Mice for Chemotherapy Assays, with a Note on Carcinogen
Structure", Cancer Res., 35,2434-2439 (1975) a Corbett, T.
H., et al.,"A Mouse Colbn—tumor Model for Experimental
Therapy", Cancer Chemother. Rep. (Part 2)",5, 169-186
(1975), s malymi modifikacemi. Tumory se indukuji v levém
boku injekci 1 X 10°® kultivovanych tumorovych bunék v
logaritmické fazi (lidska MDA MB-468 prs nebo lidschh
bun&k nadoru hlavy nebo krku HN5 ) suspendovanych v 0,10 ml
RPMI 1640. Po dostate&né dobé&, kdy se tumory u testovanych
2vi¥at stanou hmatatelné (2-3 mm v pruméru), testovand
zvitata (athymickd my3) jsou oSetfena aktivni sloueninou
(ve form& roztoku v DMSO typicky p¥i koncentraci 50 az 100
mg/mL nisledn& z¥ed&ného 1: 9 solankou nebo alternativne,
1: 9 zredé&ného 0,1% PluronicT P105 v 0,9% solance)
intraperitonedlnim (ip) nebo oralnim (po) zplsobem podani

dvakrat denné (tj., kaZdych 12 hodin) po 5 po sobé& jdoucich
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dni. Pro vyhodnoceni anti-tumorovych u&inkl, se tumor meri
v milimetrech pomoci Vernierova méfitka dva pficné rozmeéry
a velikost tumoru (mg) se vypolte sw pouZitim vzorce
Hmotnost tumoru = (délka x[8ifka ]%)/2, podle metody Geran
R.I., et al. "Protocolé for Screening Chemical Agents a
Natural Products Against Animal Tumors a Other Biological
Systems", Third Edition, Cancer Chemother. Rep., 3,1~

104 (1972). Vysledky se vyjadfuji jako % inhibice, podle
vzorce : Inhibice (%)= (TuWkontror — TUWtest)/TuWkontron x100%.
Implantace tumoru do slabin poskytuje reprodukovatelné
vysledky davkovani/odezva uéinku pro rtznd chemoterapeutika
a zpusob mé&feni (primér tumoru) Jje spolehlivy zplsob

hodnoceni rychlosti ristu tumort.

Podavani sloudenin podle p¥edloZeného vyndlezu (dale
"aktivni sloudenina nebo slouleniny") je moZno provéadét
vdemi zplsoby, které umoziiuji transport uvedenych sloucenin
na misto pusobeni. Tyto zpusoby zahrnuji ordlni zplsoby
podani, intraduodenadlni zplsoby, parenteralni injekce
(v&etné injekce intravendzni, subkuténni, intramuskularni,
intravaskularni nebo infuzni), topikdlni a rekté&lni

podavéani.

MnoZstvi podané aktivni slouceniny zavisi na subjektu
1é&by, zavainosti choroby nebo stavu, rychlosti podavani a
posouzeni o¥etfujicim léka¥em. Nicmén&, a&innd davka byva
v rozsahu asi 0,001 aZ asi 100 mg na kg t&lesné hmotnosti
na den, vyhodn& asi 1 a% asi 35 mg/kg/den, v jedné nebo
v rozdé&lené davce. Pro élovéka o hmotnosti 70 kg, ¢ini tato
davka asi 0,05 az asi 7 g/den; vyhodné asi 0,2 aZ asi 2,5
g/den. V né&kterych ptipadech mohou byt vhodnéjsi davky pod
vy3e uvedenym rozmezim davek, zatimco v jinych pripadech je

mo#né aplikovat davky jedté vyssi, aniZ by vyvolaly
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gkodlivy u&inek s tou vyhradou, Ze uvedené vys§s$i davky se
nejprve rozd&li do nékolika mensich davek, které se

podavaji v prub&hu dne.

Aktivni sloudenina mtZe byt aplikovéna jako samostatna
terapie nebo ji lze aplikovat v terapii s jednim nebo vice
protinddorovymi prostfedky, napfiklad prostfedky vybranymi
ze skupiny zahrnujici, inhibitory mitézy, napfiklad
vinblastin; alkyla&ni &inidla, napfiklad cis-platina,
karboplatina a cyklofosfamid; anti-metabolity, napfiklad
5-fluorouracil, cytosin arabinosid a hydroxymocovina nebo
naptriklad jedno z vyhodnych anti-metabolik uvedenych
v Evropské patentové pfihléasce &. 239362 jako je kyselina
N—(5—(3,4—dihydro—Z—methyl—4—oxochinazolin—6—ylmethyl)—N—
methylamino]—Z—thenoyl)—L—glutamové; inhibitory ristového
faktoru; inhibitory bun&&ného cyklu; antibiotika
s interkala&nim mechanismem, napf¥iklad adriamycin a
bleomycin; enzymy, nap¥iklad interferon; a anti-hormony,
naptikklad anti-estrogeny jako-je Nolvadex™ (tamoxifen)
nebo napriklad anti-androgeny jako Casodex (4'-kyano-3-(4-
fluorfenylsulfonyl)—2—hydroxy—2—methyl—3'—(trifluoromethyl)
propionanilid). Uvedenou kombinovanou 1lé¢bu je mozZné
provadét soucasnym, ndslednym nebo samostatnym podavanim

~ jednotlivych terapeutickych sloZek.

Farmaceuticka kompozice miZe byt napfiklad ve formé
vhodné pro ordlni podédvani jako jsou tablety, tobolky,
pilulky, préSek, pfipravky s fizenym uvolﬁovénim, roztok,
suspenze, pro parenterdlni injekce jako sterilni’ roztok,
suspenze ‘nebo emulze, pro topikalni podavani, jako masti
nebo krémy nebo pro rektdlni podavani jako Cipky.
Farmaceuticka kompozice miiZe byt v jednotkové davkové forme

vhodné pro jednotlivé podavéani pfesnych davek.
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Farmaceuticka kompozice obsahuje bé&Zny farmaceuticky nosic
nebo excipient a sloueninu podle vynalezu jako aktivni
slozku. Dale mbZe zahrnovat dal3i 1é¢ivy nebo farmaceuticky

prost¥edek, nosicée, adjuvans, atd..

priklady forem pro parenterdlni podavani zahrnuji
roztoky nebo suspenze aktivnich slouenin ve sterilnich
vodnych roztocich, napfiklad vodny roztok propylenglykolu
nebo dextrézy. Uvedené davkovaci formy mohou obsahovat

tlumide je-1li to zapotfebi.

Vhodné farmaceutické nosi&e zahrnuji inertni Ffedidla
nebo plniva, vodu a ruzna organickd rozpousdtédla.
Farmaceutické kompozice mohou, je-li to Zédouci, obsahovat
dal&i slozky jako ochucovadla, pojiva, excipienty a
podobné&. Pro oralni poddvéani je moZno pouzit tablety,
obsahujici rtzné excipienty, jako je kyselina citrénova
spole&n& s prostfedky proti rozpadani, jako je Skrob,
kyselina alginovd a nékteré komplexni silikaty a s pojivy
jako je sacharédza, Zelatina a arabska klovatina. Dale,
lubrikaéni &inidla jako stearat ho¥e&naty, laurylsiran
sodny a talek jéou Gasto uZitedné pro GCely tabletizace.
Pevné kompozice podobného typu je moZno pouZit pro plnéni
m&kkych a tvrdych Zelatinovych tobolek. Mezi vyhodné slozky
patfi laktéza nebo mléény cukr polyethylenglykoly o vysoké
molekulové hmotnosti. Pokud je zapotfebi pripravit vodné
suspenze nebo elixiry pro orélni podavani aktivni
sloudenina mizZe byt kombinovéna s ruznymi sladidly nebo
ochucovadly, barvivicimi prostfedky nebo barvivy a jestlize
je to Zadouci, emulgac¢ni ¢inidla nebo suspendacni cinidla,
spole¢n& s fedidly jako voda, ethanol, propylenglykol,

glycerin nebo jejich kombinace.
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Zptsoby pfipravy rlznych farmaceutickych kompozic se
specifikovanym mnoZstvim aktivni slou€eniny jsou znamé nebo
nebo snadno dostupné odbornikim v oboru. Napriklad, viz
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing

Company, Easter, Pa., 15th Edition (1975).

P¥iklady pripravy uvedené niZe déle ilustrujil doloZené
priklady sloﬁéenin podle predloZeného vynélézu a zpusoby
p¥ipravy té&chto sloulenin. Néledujici pfiklady a pripravy
v8ak Z&dnym zpusobem neovliviiuji rozsah p¥edloZeného

vynalezu.

Spéktra na Obr. 1-9 byla zaznamendna s pouzZitim
Siémens 6/26 praskového difraktometru vybaveného
‘nasledujicim zplsobem: &tyFicetipolohovy automaticky
vzorkovad, goniometr s pevnymi éﬁérbinami; uzavienid-mé&déna
trubice (Cu) zdroj rentgenového z&feni (vlnovéa délka 1:
1,54056, vlnova délka 2: 1,54439), a Kevex pevny detektor
stavu. Trubicovy idroj: 40-mA x 50-kV nebo jak je vhodné.
St&rbiny: 1 x 1 x 0,6 mm (zdroj, usmérfiovac a Stérbiny
detektoru, v daném poradi). Velikost kroku: 0,04 stupid ve
2T.Doba na jeden krok: 1 sekunda. Start skenovani: 3 stupné

ve 2T. Konec skenovédni: 40 stupna ve 2T.
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P¥iklady provedeni

Priklad 1

Volna baze 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5~[3—(4—

—pyrrolidin—l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové

kyselinz.

Volna baze 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3~(4-
—pyrrolidin-l—yl—butyl)ureido]isothiazol—4fkarboxylové
" kyseliny se pfipravi postupem popsanym v Prikladu 30
US patentu 09/316837, podaném 21. 5.1999, jehoZ odhaleni
. jsou zde zaclenéna odkazem jako celek. Teplota téni
208 °C (DSC). Charakteristickeé rentgenové praskové
difrakéni piky (2-theta, [% relativni intenzityl): 9,314
(100,01, 11,356 [44,8], 15,897 [49,6], 22,059 [84,5],
22,520 [63,3)}, 22,726 [70,01, 23,927 [67,61, 24,307 [60,51,
25,310 [64,8] a 26,551 [86,6].

Priklad 2

Hydrochlorid amidu 3—(4—brom~2,6¥difluorbenzyloxy)—5—[3—(4-

—pyrrolidin—l—ylbutyl)ureido)isothiazol—4—karboxylové

kyseliny

Amid 3—(4—brom—2,6—diflﬁorbenzyloxy)—5—[3—(4—
—pyrrolidin—l—ylbutyl)ureido}iéothiazol—4—karboxylové
kyseliny (500 mg, 0,939 mmol) byl rozpudtén v EtOH (20 ml)
pri refluxu, roztok se nechal ochladit na teplotﬁ prostredi
‘a byl zpracovan s HCL (0,94 ml 1,0 M roztoku v Et;0)

s krousenim bankou. Smé&s byla potom jemné tfepana pfi

zah¥ivani na 50 °C po dobu 3 hodin a pfi teploté prostredi
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3 dny. Pevny podil byl odfiltrovan, vysusen za vysokého
vakua do ziskéni bilé pevné latky (468 mg, 0,823 mmol,

82 %). Teplota téni 230 °C (DSC). Hygroskopicnost:1l %
(hmotn.)) pfi 90% relativni vlhkosti a teploté& prostredi
(RH) . Charakteristické rentgenové praskové difrakéni piky
(2-theta, [% relativni intenzity]): 8,623 [90,7], 12,121
[38,9), 17,298 [95,2], 23,397 [44,71, 23,944 [51,7], 24,119
162,71, 24, 873 [55,7], 25,948 [100] a 28,821 [39,6].

P¥iklad 3

Hydrobromid amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-

—pyrrolidin—l—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové

kyselinz

Bromovodikova kyselina (1,0 mL 47-49% vodny 8, SM
roztok) byl pfidan ke 4 mL MeOH a poto naplnén po 8,9 mL
znadku vdlce se stupnici MeOH. Oddélené 3-(4-brom-2, 6~
—difluorbenzyloxy)—5—[3—(4-pyrrolidin—1—yl—butyl)ureido]—
isothiazol—4—karboxylové kyselina (500 mg, 0,939 mmol) byla
‘rozpudté&na v CH,Clp (10 ml) a MeOH (4 ml) a byla pfridéna
HBr (1,0 ml roztoku popsaného vySe). Tento roztok byl potom
umistén do difuzni komory obklopené Et,0. Po 16 hodinéch,
se objevila pevna latka. Et;0 byl nahrazen Cerstvym Et;0 a
difuze pokraovala pfes noc. Byla ziskana bild pevna léatka
(529 mg, 0,863 mmol, 86 %). Teplota téni 201,0 °C (DsC)..
Hygroskopié¢nost: 0,1 % pfi 87% relativni vlhkosti..
Charakteristické rentgenové praskové difrakéni piky
(2-theta, [% relativni intenzita]) : 8,687 [100,0], 12,264
[35,9], 17,374 [42,3], 23,711 [24,0], 24,335 [20,7] a
25,769 [34,3]. |
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Priklad 4

Hemicitrat amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-

-pyrrolidin-1-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové

kyseliny

3f(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5—[3—(4—pyrrolidin~l~
-yl-butyl)ureido] isothiazol-4-karboxylové kyselina (532 mg,
1,00mmol), kyselina citrénovéd (96 mg, 0,50 mmol), a MeOH
(8 ml) byly spojeny v 16 mL bafice septem a zah¥ivéana, pfi
t¥epani, na 75 °C po dobu 24 hodin. Smés byla ochlazena na
teplotu prost¥edi a filtrovéna. Pevnd latka byla proprana
MeOH a vysudena prodénim vzduchu pfes pevnou latku. Byla
ziskana bilad pevnéd latka (530 mg, 0,843 mmol, 84 %).
Teplota tani 201,7 °C (DSC). Hygroskopicnost: 0,43 % pfi
87% relativni vlhkosti. Charakteristické rentgenové
pradkové difrak&ni piky (2-theta, [% relativni intenzity]):
4,306 [79,9], 16,317 [1l00,0], 20,988 [32,7], 21,476 [30,9],
22,643 [48,7]1, 23,384 [76,9], 24,891 [76,0]1, 27,573 [47,9] .
a 27,840 (32,3].

P¥iklad 5

Acetdt amidu 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5—[3—(4—

-pyrrolidin-1-ylbutyl)ureido]lisothiazol-4-karboxylové
kyseliny

3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)~5-[3-(4-pyrrolidin-1-
~ylbutyl)ureido]lisothiazol-4-karboxylova kyselina (532 mg,
1.00 mmol), octova kyselina (57 ul, 1,0 mmol) a MeOH (3 mL)

byly spojeny v 8 mL bafice uzaviené septem a zahfivany pfi
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ttepani, p¥i 75 °C po dobu 24 hodin. Smés byla ochlazena na
‘teplotu prostfedi a umisténa do komory s Et,0. Po peti
hodinédch byly ziskany velké krystaly dekantovanim kapaliny
a propranim pevné latky MeOH a potom Et,0. Pevna latka byla
vysudena kratkym proudénim vzduchu pres pevnou latku. Byla
ziskéna bild pevna léatka (330 mg, 0,557 mmol, 56 %).
Teplota tani 175 °C (DSC). Charakteristické rentgenové
pradkové difrakéni piky (2-theta, [% relativni intenzity]):
6,096 [21,7], 12,183 ([21,4]1, 17,451(33, 3], 18,288 [100,0],
22,441 [57,71, 23,086 [19, 9] a 24,439 [20,7].

P¥iklad 6

p-Tosyldt amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-

-pyrrolidin-l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové
~kyseliny

3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-
-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové kyselina (532 mg,
1,00 mmol), monohydrdt p-toluensulfonové kyseliny (179 mg,
1,00mmol), MeOH (10 ml), a CHzCly, (1 ml) byly spojeny
filtrovany pro odstfanéni malého mnoZstvi velmi jemnych
E4stic a proprany dalsim CH,Cl, (3 ml). Roztok byl pfidan
k dald3imu CHpCl, (4 ml) plus MeOH (1 mL) a umistén
v diftzni komofe s Et,0 pfes noc. Nevytvorily se Zadné
krystaly, proto byl Et,0 nahrazen pentanem p¥es noc. Pevna
ldtka byla propréna Et,0 a vysuSena vzduchem proudicim pres
pevnou latku. Byla zisk&na bild pevnd latka (572 mg, 0,812
mmol, 81 %). Teplota téni 140 a 174 °C (DSC).
Hygroskopic¢nost: -0,9 % pfi 87% relativni vlhkosti.

Charakteristické rentgenové praskové difrakéni piky
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(2-theta, [5% relativni intenzity]): 20,446 [100,0}, 20,760
(74,01, 22,092 [81,7], 22,371 [70,8], 23,190 [6€5,2], 26,239
(61,5].

Priklad 7

L-tartrdt amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-

—pyrrolidin—l—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové

kyseliny

3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloky)—5—[3—(4—pyrrolidin—l—
-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylova kyselina (532 mg,
1.00 mmol), L-vinna kyselina (150 mg, 1,00 mmol) a MeOH (8
ml) byly spojeny v 16 ml bafice uzaviené septem a zahtivany
p¥i michani, na 75 °C po dobu 24 hodin. Smés byla ochlazena
na teplotu prostfedi a filtrovéna Pevnd latka byla proprana
MeOH a vysu$ena proudénim vzduchu pfes pevnou latku. Byla
ziskana bila pevna latka (617 mg, 0,904 mmol, 90 %) Teplota
tani 206 °C (DSC). Hygroskopi&nost: 0,3 % pfti 100%
relativni vlhkosti. Charakteristické rentgenové préaSkové
difrak&ni piky (2-theta, [% relativni intenzity]): 4,061
[82,9], 20,821 [85,6], 21,634 [100,0], 22,179[%4, 0],
25,858 [95,1].

Priklad 8

Hemisukcindt amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3-

- (4-pyrrolidin-1l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylove

kyseliny (Forma A)

3—(4~brbm—2,6—difluorbenzyloxy)—5—[3—(4—pyrrolidin—l—
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-ylbutyl)ureido]-isothiazol-4-karboxylova kyselina (532 mg,
1,00 mmol), sukcinovad kyselina (59 mg, 0,50 mmol) a MeOH (8
ml) byly'spojeny v 16 mL bance uzavfené septem a zah¥ivéany,
pfi t¥epani, na 75 °C po dobu 24 hodin. Smés byla ochlazena
na teplotu prost¥edi a filtrovéna. Pevna latka byla
proprana MeOH a vysuSena proudénim vzduchu pfes pevnou
latku byla ziskéna bild pevnad latka (500 mg, 0,845mmol, 85
%) .Teplota téni Formy A 216 °C (DSC). Hygroskopicnost: 0,6
% pfi 90% relativni vlhkosti. Charakteristické rentgenové
pradkové difrakéni piky

(2-theta, [% relativni infensita]): Forma A: 4,634 [100,0],
16,735 [67,2], 22,179 [60,8], a 25,002 [70,3].

Priklad 9

Hemi-sukcinat amidu 3-(4-brom-2,6~difluorbenzyloxy)-5-[3-

—(4—pyrrolidin—1—ylbutyl)ureido]isothiazol—4—karboxylové
kyseliny (Forma B)

3- (4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-
-ylbutyl)ureido]-isothiazol-4-karboxylova kyselina (100
mg)byla rozpudténa pf¥i zahtivani v 6 ml EtOH:MeOH
(2:1) sukcinova kyéelina (11.1 mg, 0,5 ekv.)rozpusSténa v
EtOH byla ptridéna k dfivéjSimu roztoku. Smés byla ochlazena
na teplotu prost¥edi michdna 20 min. a filtrovana. Pevna
latka byla propréna EtOH a vysuSena proudéniﬁ vzduchu ptes
pevnou latku.byla ziskana bila pevnéd latka ((80 mg, 70%)).
Hygroskopi&nost: Forma B: 1,5 % pfi 90% relativni vlhkosti.
Charakteristické rentgenové pradkové difrakéni piky
(2-theta, [% relativni intensita]): 6,714 [31,0], 15,272
[100,0]/ 19,197 [59,3], 19,457 [50,0], 24,487 [99,0] a
24,802 [79,1].
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P¥iklad 10

Mesylat amidu 3-(4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-[3- (4~

-pyrrolidin-l-ylbutyl)ureido]isothiazol-4-karboxylové

kyselihz

3-(4~brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-
fylbutyl)ureido]isothiazol-4—karboxylové kyselina (10,9 g;
20,5 mmol) byla rozpu3téna V MeOH (150 m) a ochlazena na
0 °C. V oddélené batice, byl p¥idan H3CSO3H (1,33 ml) k MeOH
(15 ml) pfi 0 °C. Roztok kyseliny byl pfidan po kapkach
b&hem 10 minut k roztoku vychoziho aminu. Roztok byl
zah¥adt na teplotu prostfedi, filtrovén k odstranéni
minoritnich pevnych necistot, zfedén Et,0 (1.1) a michéan
po dobu 1 h. Smé&s byla dale zredéna hexanem (500 ml) a
ochlazena na 0 °C s pokraujicim miché&nim. Potom se nechal
stat pfi 0 °C pres noc , krystaly byly odfiltrovény,
proprany hexanem, a vysuSeny sanim k zisku bilé pevné latky
(11,1 g, 17,7 mmol, 86 %). Charakteristické rentgenové
praskové difrakéni piky (2-theta, [% relativni intenzity]):
4,417 (99,31, 17,288 [45,5], 20,828 [39,6], 21,677 [43,5],
22,148 [68,3], 25,427 [100,0] a 27,006 [37,5].
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Patentovw & narok y

1. Hydrobromid amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy) -
-5-[3-(4-pyrrolidin-1l-yl-butyl)ureido]isothiazol~-4-

karboxylové kyseliny.

2. Sul podle n&roku 1, kde tato sul m& rentgenové
praskové difrakéni spektrum v podstaté shodné jako je

rentgenové praskové difrakcéni spektrum na Obr. 2.

3. Hemicitrat amidu 3~ (4-brom-2,6-difluorbenzyloxy)-5-
-[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-

karboxylové kyseliny.

4. Sul podle nadroku 3, kde tato sll m& rentgenové
priddkové difrakéni spektrum v podstaté& shodné jako je

rentgenové praskové difrakéni spektrum na Obr. 3.

5. Acetdt amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-[3-
~(4-pyrrolidin-1l-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-

karboxylové kyseliny.

6. SUl podle né&roku 5, kde tato sGl md rentgenové
praskové difrakéni spektrum v podstaté shodné jako je

rentgenové pré3kové difrakéni spektrum na Obr. 4.

7. p-Tosylat amidu 3—(4—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5—
[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4- '
karboxylové kyseliny

8. Sul podle nadroku 7, kde tato sil mé rentgenové
pradkové difrakéni spektrum v podstaté shodné jako je

rentgenové praskové difrakéni spektrum na Obr. 5.
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9. L-Tartrat amidu 3-(4-brom-2, 6-difluorbenzyloxy)-5-
~-[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]isothiazol-4-

karboxylové kyseliny

10. Stl podle néaroku 9, kde tato sl m& rentgenové
pradkové difrakéni spektrum v podstaté shodné jako je

rentgenové praskové difrakéni spektrum na Obr. 6.

11. Hemisukcindt amidu 3-(4-brom-2,6-difluor-
benzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]-

isothiazole-4-karboxylové kyseliny, forma A.

12. Stl podle né&roku 11, kde tato sl m& rentgenové
pradkové difraké&ni spektrum v podstaté shodné jako je

rentgenové pradkové difrakéni spektrum na Obr. 7.

13. Hemisukcindt amidu 3-(4-brom-2,6-difluor-
benzyloxy)-5-[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl)ureido]-

isothiazol-4-karboxylové kyseliny, forma B.

14. S0l podle nédroku 13, kde tato stl m& rentgenové
pra3kové difrakéni spektrum v podstaté& shodné jako je

rentgenové pradkové difrakéni spektrum na Obr.8.

15. Pouziti sloudenin podle narokt 1, 3, 5, 7, 9, 11
nebo 13 pro vyrobu léiva pro léceni hyperproliferativnich

poruch u savca.

16. PouZiti podle ndroku 15, kde lé&ivo se pouziva pro
lé&eni nadoru vybranych z nadord mozku, dlazdicovych bunék,

mé&chyf¥e, Zaludku, pankreatu, prsu, hlavy, krku, jicnu,
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prostaty, tlustého st¥eva, plic, ledvin, vajecnikq,

gynekologickych nadord a nédort $titné Zlazy.

17. Farmaceutickd kompozice, vyznacujici se tim, Ze
zahrnuje mnoZstvi slouceniny podle n&rokt 1, 3, 5, 7, 9, 11
nebo 13 G&inné pro léceni hyperproliferativnich poruch u

savcl a farmaceuticky u¢inny nosic.

18. Farmaceuticka kompozice podle naroku 17,
vyznadujici se tim, Ze hyperproliferativni poruchou je
néddor vybrany z naddoru mozku, plic, dlaZdicovych bunék,
mé&chyfe, Zaludku, pankreatu, prsu, hlavy, krku, ledvin,
vaje&niku, prostaty, tlustého stfeva, jicnu,

gynekologickych naddort a nadorud Stitné Zlazy.

19. ZzZplsob pripravy hydrobromidu amidu 3-(4-brom-2, 6-
~-difluorbenzyloxy)~5[3-(4-pyrrolidin-1-yl-butyl) -
ureido]isothiazol-4—karboxyl§vé kyseliny, vyznacujici se
tim, Ze zahrnuje reakci bromovodiku s amidem 3-(4-brom-2, 6-
-difluorbenzyfoxy)-5-[3-(4-pyrrolidin~1-yl-butyl)ureido]-

isothiazol-4-karboxylové kyseliny.

v20. Zpusob pripravy hemicitratu amidu 3-(4-brom-2, 6-
~difluorbenzyloxy)-5[3-(4-pyrrolidin-1-ylbutyl)-
ureido]isothiazol-4-karboxylové kyseliny vyznadujici se
tim, Ze zahrnuje reakci amidu kyseliny citrdnové 3-(4-
—brom—2,6—difluorbenzyloxy)—5—[3?(4~pyrrolidin—1—
-ylbutyl)ureido]-isothiazol-4-karboxylové kyseliny.
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