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N—[4—(3—chlor—4—fluor—fenylamino)—7—(3—morfolin—4—yl—proboxy)—
-chinazolin-6-yl]-akrylamid, ireversibilni inhibitor tyrosin-

kinas

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se tyka sloucCeniny N-[4-(3-chlor-4-
—fluor—fenylamino)~7—(3—morfolin—4—yl—propoxy)—chinazolin—6~
-yll-akrylamidu, kterd je ireversibilnim inhibitorem tyrosin-
kinas. P¥edkladdany vyndlez se také tykd zpusobu lécby nadort,
atherosklerosy, restenosy, endometriosy a psoriasy za pouZiti
slouCeniny N-[4~(3~chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-
-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu a farmaceuticky
prost¥edkl obsahujicich slouleninu N-[4-(3-chlor-4-fluor-
-fenylamino) -7~ (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-

-akrylamid.

Dosavadni stav techniky

Nadory se povaZuji za onemocnéni vznikajici v dasledku
intracelularni signalizace nebo mechanismu p¥fenosu signalu.
Buifiky dostévaji prikazy z mnoha extraceluldrnich zdroju, a
tyto ptfikazy urcéuji to, zda budou nebo nebudou bunky
proliferovat. U&elem systémi prenosu signdlu je ziskat tyto a
jiné signdly na povrchu bunék, pfenést je do bunék a potom do
jédra, cytoskeletu, transportnich systémid a systémld pro

syntézu proteinu.

Nejlasté&jsi pricinou nadoru je série defektl, bud v téchto
proteinech, jsou-1li mutovany, nebo v regulaci mnoZstvi
proteinu v buiikdch tak, Ze je nadmérné nebo nedostatecné
produkovadn. Nejcastéji existuji klicové léze v bunkach, které

vedou k trvalému stavu, pri kterém dostavaji bunéénd jadra




signdl k proliferaci, i kdyZ neni ve skuteCnosti tento signéal
pritomen. Toto miZe probéhnout mnoha mechanismy. Nékdy miZe
butika zad&it produkovat skutedény rustovy faktor pro své vlastni
receptory, kdyZ by ve skuteCnosti nemé€la, coZ se oznaluje jako
mechanismus autokrinni smyc&ky. Mutace receptord bunécného
povrchu, které pouZivaji obvykle k signalizaci do bunék
tyrosin-kinas, mohou vést k aktivaci kinasy za nepZitomnosti
ligandu a k pfenosu signdlu, ktery ve skutecnosti neexistuje.
Alternativné& miZe byt mnoho povrchovych kinas nadmérné
exprimovano na povrchu bunék, cozZ vede k nepfimé&rené& silné
odpov&di na slaby signdl. V bufice existuje mnoho urovni, na
kterych mohou mutace nebo nadmérnd exprese vést ke stejnému
chybnému signdlu v bufice, a na nadorech se u¢astni mnoho druhi
defekt® signalizace. Predkladany vynalez se tykd nadord, na
kterych se UCastni tf¥i préavé popsané mechanismy a které nesou
povrchové receptory pro tyrosin-kinasovou rodinu receptoru pro
epidermalni ruUstovy faktor (EGFR). Tato rodina se sklada z EGF
receptoru (téZ oznacovaného jako erbBl), erbB2 receptoru a
jejich konstitutivné& aktivovanych mutantnich onkoproteinl Neu,
erbB3 receptoru a erbB4 receptoru. Dale, jiné biologické
procesy Fizené prostfednictvim &lend EGF rodiny receptort
mohou byt také lé&eny sloucdeninami podle predkladaného

vyn&lezu popsanymi dale.

NejdileZit&j3imi ligandy pro EGFR jsou epidermélni ristovy
faktor (EGF) a transformujici rastovy faktor a (TGTa). Zda se,
Ye tyto receptory maji pouze minimdlni vyznam u dospé&lych
lidi, ale jednoznacné se Gcastni chorobnych procest, jako je
velké mnoZstvi nadortd, zejména nédord tlustého streva a prsu.
Hlavnimi ligandy pro blizce p¥ibuzné erbB2 (HERZ), erbB3
(HER3) a erbB4 (HER4) receptory je rodina Heregulinid, a
nadmé&rna exprese a mutace receptoru byly prokazany jako hlavni

rizikovy faktor pro 3patnou prognosu karcinomu prsu. D8le bylo




prokazano, Ze v3echny &ty¥i Cleny této rodiny receptorld mohou
tvorit heterodimerické signalizadni komplexy s jinymi élehy
rodiny, a Ze toto miZe vést pfi nadm&rné expresi vice nez
jednoho &lena rodiny u malignity k synergni transformacni
kapacit&. Bylo proké&zéno, Ze nadmérnd exprese vice neZ jednoho

¢lena rodiny je u lidskych malignit relativné bé&Zna.

Mimo nadort je restenosa také onemocnénim, pfi kterém
dochézi k neZadouci proliferaci bunék. Restenosa vznika
v disledku proliferace bunék hladkého svalu cév. Restenosa je
hlavnim klinickym problémem spojenym s koronarni
angioplastikou a jinymi léka¥skymi zakroky. Restenosa se
obvykle vyskytuje béhem p¥ibliZné& 0 aZ 6 mésicﬁ u priblizné
30% aZ 50% pacient®, ktefi prodélali balonkovou angioplastiku
pro zprichodn&ni ucpanych korondrnich arterii pri 1écZbé
onemocné&ni srdce zplsobeného zuZenymi artériemi. Vznikla
restenosa zpusobuje zna¢nou morbiditu pacienta a zvySuje

naklady na zdravotni péc¢i.

Proces restenosy je iniciovan poranénim cév, vcetné tepen a
7il, s naslednym uvolnénim trombogennich, vazoaktivnich a
mitogennich faktor. Porané&ni endotelu a hlub3ich vrstev cévy
vede k agregaci trombocytl, tvorbé& trombu, z&nétu a aktivaci
makrofagd a bun&k hladkého svalu. Tyto dé&je indukuji produkci
a uvoliiovani rlstovych faktord a cytokind, které potom mohou
podporovat svou vlastni syntézu a uvolfiovani z cilovych bunék.
Tak je zah&jen proces, ktery se sam udrZuje a ktery zahrnuje
ristové faktory jako je EGF, trombocytdrni rustovy faktor
(PDGF) nebo fibroblastovy rlUstovy faktor (FGF). Proto je
vyhodné mit ireversibilni inhibitory drah p¥enosu signalu,
zejména tyrosin-kinas jako je EGF, PDGF, FGF nebo src tyrosin-

kinasa.
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Pro proliferativni onemocnéni kiZe psoriasu neni
v soudasnosti Zadna dobrd léc&ba. Toto onemocnéni se gasto 1é&&i
protinddorovymi &inidly, jako je methothrexat, které maji
vyrazné vedlejsi ucéinky a které nemaji - pfi davkach
limitovanych toxicitou - p¥ili3nou uc¢innost. Predpokladéd se,
Ye TGFa je hlavnim ristovym faktorem nadprodukovanym u
psoriasy, protoZe u 50% transgennich mysSi, které nadmé&rné
exprimuji TGFa, vznikne psoriasa. Toto naznacuje, Ze dobry
inhibitor EGFR signalizace muZe byt pouZit jako
antipsoriatické éinidio, vyhodné, ale ne nezbytné, za lokalni

aplikace.

Ve srovnéni s reversibilnimi inhibitory tyrosin-kinas jsou
ireversibilni inhibitory zejména vyhodné, protoZe mohou byt
pouZity pro prodlouZenou inhibici tyrosin-kinas, kterd je
omezena pouze normalni rychlosti resyntézy receptorl, kteréd se

oznacuje také jako obrat.

Informace o Uloze src tyrosin-kinas v biologickych
procesech souvisejicich s nadory a restenosou jsou uvedeny
v nésledujicich dokumentech, které jsou zde vSechny

inkorporovany jako odkazy.

Benjamin, C.W. and Jones, D.A., Plaetled-Derived Growth
Factor Stimulates Growth Factor Receptor Binding Protein-2
Association with Src In Vascular Smcoth 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;
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Libby P. et al., Cascade Model for Restenosis - A Special
Case of Atherosclerosis Progression, Circulation, 1992;86:47-

52.

Daldi informace o uloze EGF tyrosin-kinas v biologickych
procesech souvisejicich s nadory a restenosou jsou uvedeny
v nasledujicich dokumentech, které Jjsou zde vSechny
inkorporovény jako 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.

Informace o tom, Ze protilatky k EGF nebo EGFR maji
protinddorovou aktivitu, jsou uvedeny v nasledujicich
dokumentech, které jsou zde vSechny inkorporovany jako 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;67:254-261l.

Kurachi H., Morishige K.I., Amemiya K., Adachi H., Hirota
K., Miyake A., Tanizawa 0., Importance Of Transfonning Growth
Factor Alpha/Epidermal Growth Factor Receptor Autocrine Growth
Mechanism In An Ovarian Cancer Cell Line In Vivo, Cancer Res.,
1991;51:5956-5959.

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 Athymic 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.

Dadle, nasledujici dokumenty uvddéji protinaddorovou aktivitu
inhibitor® protein tyrosin-kinas. Tyto dokumenty jsou zde
uvedeny jako 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.

Slou&eniny, které jsou ireverzibilnimi inhibitory tyrosin-
kinas, byly popsény v US patentech ¢. 5,457,105, 5,475,001, a
5,409,930 a v PCT p¥ihlaskach &. WO 9519774 a WO 9519970.
Sloudenina podle predkladaného vynadlezu, kterd je strukturalné
odli%nad od inhibitor® tyrosin-kinas popsanych ve vyS3e

uvedenych dokumentech, Jje ireversibilnim inhibitorem tyrosin-
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kinas.

PCT p¥ihlasdka &. PCT/US97/05778 (p¥ihla3ka &. WO 97/38983),
kterd je zde uvedena jako odkaz, popisuje slouceniny, které

jsou ireversibilnimi inhibitory tyrosin-kinas.

Genericky vzorec uvedeny v PCT pf¥ihlaSce zahrnuje
sloudeninu N-{4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-chinazolin-
-6-yl]-akrylamid (zde "slouceninu 1"), ale sloudenina 1 neni

v PCT p¥ihlé&Sce specificky uvedena.
Sloudenina 1 m& nasledujici chemickou strukturu:
/
N§ 7
3 HN N
HN

~

Cl
= /N

O,AN/\/\O X \NJ

Sloucenina 1

~ PCT prihlasSka popisuje v pfikladu 21 slouceninu N-[4-(3-
bromfenyl)amino]-7-[3-(4-morfolin)-propoxylchinazolin-

-6-yl]l-akrylamid, kterd ma nésledujici chemicky vzorec:
HN Br

Priklad 21
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Slou&enina 1 se 1i8i od sloueniny pfikladu 21 v subeituci
fenylového kruhu, ktery je navazan na chinolinovou skupinu
prost¥ednictvim atomu dusiku. Fenylovy kruh sloudeniny 1 je
substituovan ve 3-pozici chlorem a ve 4-pozici fluorem.
Naopak, fenylovy kruh sléuéeniny prikladu 21 PCT p¥ihlasky
(zde "ptiklad 21") je substituovan pouze ve 3-pozici bromem.
Ackoliv maji tyto dvé& sloudeniny podobnou strukturu, vykazuje
sloudenina 1 prekvapivé a neolekavané vlastnosti in vivo ve

srovnani se sloudeninou p¥ikladu 21 PCT pfihlasky.

Jedté& prekvapivéjdi a neolekdvanéjsi je to, ?e sloucenina 1
a sloudenina ptikladu 21 maji podobnou aktivitu in vitro
v né&kterych testech, ale maji vyrazné odlisnou aktivitu in

vivo.

Podstata vynalezu

Pfedkladdany vynélez poskytuje slouceninu N-[4-(3-chlor-4-
—fluor—fenylamino)-7—(3—morfolin—4—yl—propoxy)—chinazolin—6—

-yl]l-akrylamid, nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil.

Vynédlez také poskytuje farmaceuticky pfijatelny prostredek,
ktery obsahuje N-[4- (3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7- (3~

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

Vynalez také zahrnuje zplsob pro 1lécbu nadorn, pfi kterém
je pacientovi s nadorovym onemocnénim podano terapeuticky
G&inné mno¥stvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-

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

Ve vyhodném provedeni zplsobu 1éEby nddorld je nadorem

karcinom prsu.
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Ve vyhodném provedeni zpiisobu 1lé&by nadorid je nadorem

karcinom tlustého stfeva.

Vynalez také zahrnuje zpusob pro 1lé¢bu nebo prevenci
restenosy, pri kterém je pacientovi s restenosou nebo rizikem
restenosy podano terapeuticky ﬁéihné mnoZstvi N-[4~(3-chlor-4-
-fluor—-fenylamino)-7- (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-

-yl]l=-akrylamidu.

Vyndlez také zahrnuje zpusob pro ireversibilni inhibici
tyrosin-kinas, p¥i kterém je pacientovi, ktery potfebuije
inhibici tyrosin-kinas, podano mnoZstvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-
—fenylamino)—7—(3—morfolin—4—yl—propoxy)—chinazolin—6—yl]—

-akrylamidu inhibujici tyrosin-kinasy.

Ve vyhodném provedeni zplsobu pro ireversibilni inhibici

tyrosin-kinas je tyrosin-kinasou EGFR.

Ve vyhodném provedeni zpusobu pro ireversibilni inhibici

tyrosin-kinas je tyrosin-kinasou erbB2.

Ve vyhodném provedeni zplsobu pro ireversibilni inhibici

tyrosin-kinas Jje tyrosin-kinasou erbB4.

Vynédlez také zahrnuje zpusob pro lécbu psoriasy, pfi kterém
je pacientovi s psoriasou podano terapeuticky uc&inné mnoZzstvi
N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy) -

-chinazolin-6-yl]l-akrylamidu.

Vyndlez také zahrnuje zplsob pro atherosklerosy, pfi kterém
je pacientovi s atherosklerosou podano terapeuticky ucéinné
mnoZfstvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-

-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.
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Vynalez také zahrnuje zplisob pro 1lécbu endometriosy, pfi
kterém je pacientovi s endometriosou podano terapeuticky
G&inné mnoZstvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-

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

Vyndlez také zahrnuje zpuisob pro inhibici sekrece ﬁﬁGF; pri
kterém je pacientovi, ktery potfebuje inhibici sekrece VEGF,
podano terapeuticky u&inné mnoZstvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-
—fenylamino)—7—(3—morfolin—4—yl—propoxy)—chinazolin—6—yl]—

-akrylamidu.

Vynédlez také zahrnuje zplUsob pro inhibici fosforylace
tyrosinu erbB3, pfi kterém je pacientovi, ktery potfebuje
inhibici fosforylace tyrosinu erbB3, podano terapeuticky
Géinné mno¥stvi N-~[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-

~-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamidu.
Podrobny popis vynalezu

Pfedkladany vynadlez poskytuje slouc¢eninu N-[4-(3-chlor-4-
~fluor-fenylamino)-7- (3-morfolin-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-
-yl]-akrylamid (slouc¢eninu 1), nebo jeji farmaceuticky

pfijatelnou stl.

Sloudenina 1 je ireversibilni inhibitor tyrosin-kinas,
konkrétné& EGFR tyrosin-kinasy. Mezi dal3i tyrosin-kinasy,
které mohou byt inhibovany sloucéeninou 1, pat¥i FGFR, PDGFR,
c-src, erbB2 a erbB4. Terapeuticky Gé¢inné mnoZstvi sloucCeniny
1 mi%e byt podano pacientovi s nadorem, pacientovi
s restenosou nebo s rizikem restenosy, pacientovi s psoriasou,

aterosklerosou nebo rizikem atherosklerosy, nebo




s endometriosou. Odbornici v oboru snadno identifikuji
pacienty s nadorem, restenosou, psoriasou, aterosklerdsod_nebo
endometriosou, nebo pacienty s rizikem restenosy nebo
atherosklerosy. Naptiklad, pacienti s rizikem restenosy jsou
pacienti po angioplastice, by-passu nebo transplantaci.
Obdobné, mezi pacienty s rizikem vzniku atherosklerosy pat¥i
pacienti, ktefri jsou obézni, jedi mnoho tukl, maji vysoké
hladiny cholesterolu nebo maji hypertensi. Termin “pacient”
oznacuje zvirata, jako jsou psi, koc&ky, kravy, ovce, a také
zahrnuje lidi.

Termin "né&dorové onemocné&ni” zahrnuje, napfiklad,
ndsledujici nadory: prsu, vajelnikli, C¢ipku déloZniho,
prostaty, varlat, jicnu, glioblastom, neuroblastom, Zaludku,
ktiZe (keratoakantom), plic (epidermoidni karcinom,
velkobunédény karcinom, adenokarcinom), kosti, tlustého stfeva
(adenokarcinom, adenom), Stitné zZlazy (folikuléarni karcinom,
nediferencovany karcinom, papildrni karcinom), seminom,
melanom, sarkom, karcinom mocCového mé&chyrfe, karcinom jater a
ZluCovych cest, karcinom ledvin, nadorovad onemocnéni myeloidni
rady, nadorova onemocnéni lymfoidni fady (Hodgkinova nemoc,
vlasatobunécnéd leukemie), nadory dutiny ustni, rtu, jazyku,
ust, hltanu, tenkého strfeva, tlustého stfeva - rekta, mozku a

centrdlniho nervového systému a leukemie.

Mezi vyhodné nadory, které mohou byt 1lé&eny sloudeninou 1,

pat#i karcinom prsu, tlustého stfeva, rekta a vajecniku.

D8le, sloudenina 1 miZe byt pouZita pro lécbu pacienti,
ktefi potfebuji inhibici sekrece vaskuldrniho endotelového
ristového faktoru (VEGF). Mezi pacienty potfebujici inhibici
sekrece VEGF pat?ri pacienti s nddory, diabetickou retinopatii,

revmatoidni artritidou, psoriasou, restenosou, aterosklerosou,




osteoporosou, endometriosou, pacienti p¥i implantaci embrya
nebo pacienti s jinym onemocnénim, p¥i kterém hraje tlohu

angiogenese nebo neovaskularizace.

Sloueniny podle predkladaného vyndlezu mohou byt pouZity
pro inhibici fosforylace tyrosinu erbB3. Pacienti, ktefi
potfebuji inhibici fosforylace tyrosinu erbB3 jsou pacienti,
ktefi maji nebo jsou rizikovi z hlediska onemocnéni uvedenych

v souvislosti s inhibici EGFR a inhibici sekrece VEGF.

SlouCenina 1 mdZe byt podédna lidem nebo zvifatlm oralng,
rektdlné, parenteralné& (intravenosné&, intramuskuldrn& nebo
podkozZné&), intracistern&lné, intarvaginalnég,
intraperitoneé&lné, intravesikalné, lok&lné (pras3ky, masti a
nebo kapky) nebo ve formé& bukdlnich nebo nas&lnich spreiju.
Slouc¢enina miZe byt poddna samostatné nebp jako soucdast
farmaceuticky prijatelného prostfedku, ktery obsahuje

farmaceuticky pfijatelné prisady.

Prostifedky vhodné pro parenterélni injekce mohou obsahovat
fyziologicky p¥ijatelné sterilni vodné nebo nevodné roztoky,
disperze, suspenze nebo emulze, a sterilni prasky pro
rekonstituci do sterilnich injekénich roztokd nebo disperzi.
Pfiklady vhodnych vodnych a nevodnych nosidli, fedidel,
rozpou3tédel nebo vehikul zahrnuji vodu, ethanol, polyoly
(propylenglykol, polyethylenglykol, glycerol a podobné),
jejich smé&si, rostlinné oleje (jako je olivovy olej) a
injekéni organické estery, jako je ethyloleat. Spravna
tekutost mlZe byt udrZovéna, napfiklad, pouZitim potahl jako
je lecitin, udrZovani vhodné velikosti Castic v pfipadé

disperze a pouzitim surfaktanti.
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Tyto prost¥edky mohou také obsahovat pomocné éinidla, jako
jsou konzervac¢ni ¢&inidla, sma&cdiva ¢inidla, emulgad¢ni ¢inidla a
davkovaci Cinidla. Prevence pusobeni mikroorganisml miZe byt
zaji3téna ruznymi antibakteridlnimi a antimykotickymi &inidly,
jako jsou napriklad parabeny, chlorbutanol, fenol, kyselina
sorbovd a podobné. MiZe byt Zadouci pouZiti &inidel
upravujicich izotonicitu, jako jsou nap¥iklad cukry, chlorid
sodny a podobné. ProdlouZené absorpce injekénich
farmaceutickych forem miZe byt dosaZeno za pouZiti &inidel
oddalujicich absorpci, jako je napt¥iklad monostearan hlinity a

Zelatina.

Mezi pevné davkové formy pro oralni podani pat¥i kapsle,
tablety, pilulky, pra3ky a granule. V takovych pevnych
davkovych formach je aktivni sloucenina smisena s alespoii
jednou béZnou pfisadou (nebo nosicem), jako je citrat sodny
nebo fosforelnan vapenaty nebo (a) plnivy nebo &inidly ‘
zvySujicimi objem, jako jsou napfiklad Skroby, laktosa,
sacharosa, glukosa, manitol a kyselina kfemic¢itd; (b) pojivy,
jako je napfiklad karboxymethylcelulosa, alginaty, Zelatina,
polyvinylpyrrolidon, sacharosa a arabska klovatina; (c)
zvlhCovacimi &€inidly, jako je napfiklad glycerol; (d) &inidly
podporujicimi rozpadavost, jako je napifiklad agar-agar,
uhlic¢itan vapenaty, bramborovy nebo tapiokovy Skrob, kyselina
alginova, nékteré komplexni k¥emicitany a uhliditan sodny; (e)
¢inidly zpomalujicimi rozpousténi, jako je naptiklad parafin;
(f) ¢€inidly zrychlujicimi absorpci, jako jsou nap¥iklad
kvarterni ammoniové slouceniny; (g) smadivymi éinidly, jako je
napriklad cetyl alkohol a glycetrolmonostearat; (h)
adsorbenty, jako je napfiklad kaolin nebo bentonit; a (i)
kluznymi ¢inidly, jako je napfiklad talek, stearan hofelnaty,

pevné polyethylenglykoly, lauryl siran sodny nebo jejich

|
|




smési. V pripadé& kapsli, tablet a pilulek mohou tyto dévkové

formy obsahovat také pufrovaci &inidla.

Pevné prostfedky podobného typu mohou byt pouZity také jako
naplné kapsli z tuhé nebo m&kké Zelatiny, za pouZiti p¥isad
jako je laktosa nebo mlé&ny cukr, stejné& jako

polyethylenglykoly s vysokou molekulovou hmotnosti a podobné.

Pevné davkové formy, jako jsou tablety, draZé, kapsle,
pilulky a granule mohou byt pfipraveny s potahy nebo obaly,
jako jsou enterdlni potahy a jiné potahy zndmé v oboru. Tyto
potahy mohou obsahovat ¢inidla nepropustna pro svétlo a mohou
mit takové sloZeni, Ze uvolfiuji aktivni sloudeninu v né&které
Casti strevniho traktu. P¥iklady prost¥edk® pro inkorporaci
aktivni sloZky jsou polymerické substance a vosky. Aktivni
slouCenina mbZe byt také v mikroenkapsulované formé, pokud je

to vhodné,'tak s jednou nebo vice z vySe uvedenych prisad.

Kapalné davkové formy pro oradlni podani zahrnuji
farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky, suspenze, sirupy a
elixiry. Kapalné davkové formy mohou kromé& aktivni slouceniny
obsahovat inertni fedidla bé&Zn& pouZivanad v oboru, jako je
voda a jinad rozpou$tédla, solubilizadni &inidla a emulgad&ni
¢inidla, jako je napfiklad ethylalkohol, isopropylalkohol,
ethylkarbonat, ethylacetat, benzylalkohol, benzylbenzoat,
propylenglykol, 1,3-butylenglykol, dimethylformamid, oleje,
konkrétné olej z bavlnikovych semen, podzemnicovy olej,
kukuri¢ny olej, olivovy olej, ricinovy olej a sezamovy olej,
glycerol, tetrahydrofurfurylalkohol, polyethylenglykoly a
sorbitanové estery mastnych kyselin nebo smé&si té&chto

substanci, a podobné.
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Kromé inertnich fedidel miZe prostfedek také obsahovat
pomocna ¢inidla, jako jsou smacdivé &inidla, emulga&ni nebo
suspendac¢ni ¢inidla, sladidla, chutovad korigens a &inidla

upravujici vani prost¥edku.

Suspenze miZe kromé aktivni sloudeniny obsahovat
suspendac¢ni ¢inidla, jako jsou napfiklad ethoxylované
isostearylalkoholy, polyoxyethylensorbitan a sorbitanové
estery, mikrokrystalickd celulosa, metahydroxid hlinity,
bentonit, agar-agar a tragant, nebo smé&si t&chto substanci a

podobné.

Prostfedky pro rektdlni podani jsou vyhodné ¢ipky, které
mohou byt pfipraveny smisenim slou&enin podle p¥edkladaného
vynalezu s vhodnymi nedré&Zdivymi p¥isadami nebo nosici, jako
je kakaové maslo, polyethylenglykol nebo Cipkovy vosk, které
Jjsou pevné pri teploté& mistnosti, ale kapalné pf#i t&lesné
teploté a proto taji v rektu nebo vaginé a uvolnuji aktivni

sloZku.

Mezi davkové formy pro lokdlni podéni pat#i masti, prasky,
spreje a inhalaéni prostfedky. Aktivni sloZka se smisi za
sterilnich podminek s fyziologicky pfijatelnym nosidem a
jakymkoliv konzervaénim &inidlem, pufrem nebo hnacim plynem,
které jsou potrebné. Oftalmologické prost¥edky, odni masti,
praSky a roztoky také spadaji do rozsahu pfedkladaného

vynalezu.

Termin "farmaceuticky pf¥ijatelné soli, estery, amidy a
prolé¢iva”, jak je zde pouZit, oznaduje ty karboxylatové soli,
adi¢ni soli s aminokyselinami, estery, amidy a proléc¢iva
slouceniny podle pfedkladaného vynéiezu, které jsou podle

lékarskych znalosti vhodné pro pouZiti v kontaktu s tkandmi
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pacienta bez neZaddouci toxicity, draZdéni, alergické reékce a
podobné, s prijatelnym pomérem p¥inos/riziko, a G&inné pro
pozZzadované pouZiti, stejné jako formy sloudenin podle
pfedkladaného vynédlezu tvofené obojetnymi ionty. Termin "soli”
oznacuje relativné netoxické adiéni soli sloudenin podle
pfedkladaného vyndlezu s organickymi a anorganickymi
kyselinami. Tyto soli mohou byt p¥ipraveny in situ b&hem
koneCné izolace a precisténi slouleniny nebo samostatnd reakci
preCisténé slouceniny ve formé& volné baze s vhodnou organickou
nebo anorganickou kyselinou a izolaci takto vzniklé soli.
Pfiklady soli je hydrochlorid, hydrobromid, siran, kysely -
siran, dusicénan, octan, 3tavelan, valerat, oleat, palmitat,
stearat, laurat, boritan, benzoat, laktat, fosforeé&nan,
tosylat, citrat, maleinan, fumarat, jantaran, vinan, naftylat,
mesylat, glukoheptanoat, laktobionat a laurysiran a podobné.
Tyto soli mohou obsahovat kationty alkalidech kovi a kovu
alkalickych zemin, jako je sodik, lithium, draslik, vapnik,
ho¥cik a podobné&, stejné jako netoxické ammoniové, kvarterni
ammoniové a aminové kationty véetné napriklad ammonia,
tetramethylammonia, tetraethylammonia, methylaminu,
dimethylaminu, trimethylaminu, triethylaminu, ethylaminu a

podobné (viz napfiklad S.M. Berge et al., "Pharmaceutical

Salts”, J. Pharm. Sci. 1977; 66: 1-19, kterad je zde uvedena
jako odkaz). v

.Pfiklady farmaceuticky pfijatelnYch, netoxickych estert
slouCenin podle p¥edklddaného vyndlezu zahrnuji Cy{xalkyi
estery, kde alkylovd skupina ma& pfimy nebo rozvétveny retézec.
Pfijatelnymi estery jsou také Cs-Cicykloalkyl estery, stejné
jako arylalkyl estery, jako napfiklad benzyl estery. Vyhodné
jsou Ci~Csalkyl estery. Estery sloucenin podle predkladaného

vyndlezu mohou byt p¥fipraveny bé&Znymi technikami.




P¥iklady farmaceuticky prijatelnych, netoxickych amidd
slouenin podle predkladaného vyndlezu zahrnuji amidy odvozené
od ammoniaku, primdrnich Ci-Cealkylamint a sekundérnich Ci-
Cedialkylamin(i, kde alkylova skupina méa pfimy nebo rozvétveny
Yetézec. V pfipad& sekundarnich amint maZe byt amin také ve
formé& 5- nebo 6-&lenného heterocyklu obsahujiciho jeden atom
dusiku. Vyhodné jsou amidy odvozené od ammoniaku, primarnich
Ci-Csalkylamind a sekundarnich Ci-CedialkylaminG. Amidy
slouCenin podle predkladaného vynélezu mohou byt pfipraveny

béZnymi metodami.

Termin "proléc¢ivo” oznaduje slouleniny, které jsou rychle
transformovany in vivo za vzniku p@vodni slouceniny vy3e
uvedeného vzorce, napriklad hydrolyzou v krvi. Podrobnosti
tykajici se prolé&iv jsou uvedeny v T. Higuchi and V. Stella,
"Prodrugs as Novel Delivery Systems”, svazek 14 A.C.S.
Symposium Series, a v Bioreversible Carriers in Drug Design,
ed. Edward, B. Roche, American Pharmaceutical Association and

Pergamon Press, 1987, které jsou zde uvedeny jako odkazy.

SlouCenina podle pfedklddaného vyndlezu miZe byt podéna
pacientovi v davce v rozmezi od pfibliZné 0,1 do pfibliZné&
1000 mg na den. Pro normdlniho lidského dospé&lého jedince o
télesné hmotnosti p#ibliZn& 70 kg je dostatednd davka v
rozmezi od pfibliZné 0,01 do p#ibliZn& 100 mg na kg télesné
hmotnosti na den. P¥esnad pouZitd davka mae byt, nicménég,
riznd. Davka zavisi na riznych faktorech, jako jsou poiadavky
pacienta, zavaZnost lé8eného onemocnéni a farmakologické
aktivita pouZité sloudeniny. Stanoveni optimdlnich dévek pro

jednotlivé pacienty je dobfe znamé odbornikim v oboru.

SlouCeniny podle pfedkladaného vyndlezu mohou existovat

jako nerozpusté&né formy, stejné jako formy rozpu3téné ve
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farmaceuticky prijatelnych rozpoudtédlech, jako je voda;'
ethanol a podobné&. Obecné&, rozpusSténé formy jsou pro udely
predkladaného vyndlezu povaZovany za rovnocenné nerozpudté&nym

formam.

Predpokladad se, Ze sloucenina 1 miZe byt produkovéna

synteticky stejné& jako biologicky, napf¥iklad metabolicky.
Nadsledujici priklady ilustruji jednotlivad provedeni
vynalezu a nijak neomezuji p¥edklédany vynalez, v&etné

patentovych naroku.

Pfiklady provedeni vynalezu

Sloucenina 1 miZe byt syntetizovdna nédsledujicim zplsobem:

N~[4-(3~chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-morfolin-4-yl-propoxy) -

-chinazolin-6-yl]-akrylamid

Stupen A: N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenyl)amino]-7-fluor-6-

-~nitrochinazolin

Praskovy 4-chlor-7-fluor-6-nitrochinazolin (J. Med. Chem.
1996; 39: 918) (82,77 g, 363,7 mmol) se pfidd po davkach b&hem
10 minut k mechanicky misenému roztoku 3-chlor-4-fluoranilinu
(53,183 g, 365,3 mmol) a N,N-dimethylanilinu (88,5 g, 730
mmol) v isopropanolu (1,09 1) pod atmosférou dusiku v ledové
lazni. Ledov& léazenl se odstrani na konci pridavani a smés se
misi p¥i teploté& 25°C po dobu 6 hodin. Smé&s se potom znovu
ochladi na ledové ladzni a po kapkach se za miseni p¥idd voda
(200 ml) a potom vodny roztok Na2CO3 (10% hmot./obj., 200 ml).
Po dalSich 10 minutdch se smés prefiltruje pfes Buchnerovu

nadlevku a rezidudlni pevnd latka se vypléchne Fed&nym roztokem




NaHCOs (nasycenym/5, 2 x 100 ml), vodou (2 x 100 ml) a
isopropanolem (2 x 100 ml). Sm&s se su3i vzduchem a potom se
susi ve vakuové picce pres P20s pfi 75 °C po dobu 12 hodin za
zisku 4-[(3-chlor-4-fluorofenyl)amino]- 7-fluor-6-
-nitrochinazolinu (110,71 g, 90,4%) ve formé horCicové Zluté
pevné substance. 'H NMR (DMSO-de): & 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, J9= 2,7, 4,2, 9,0 Hz, 1 H, H-6'), 7,43 (t, J= 9,2
Hz, 1 H, H-5'). |

Stupen B: 4-[(3-chlor-4-fluorfenyl)amino]-7-[3- (4~

—morfolin)propoxy]~6—nitrbchinazolin

Roztok trimethylsilanolatu draselného (57,73 g, 0,45 mol) v
dimethylsulfoxidu (DMSO) (150 ml) se po kapkdch p¥idd b&hem 50
minut do svétle Zluté kase 4—[(3—chlor—4—fluorofenyl)amino]—7—
~fluor-6-nitrochinazolinu (50,503 g, 150 mmol) a 3~ (4-
-morfolin)propan-1-olu (32,67 g, 225 mmol) v DMSO (250 ml),
misené d&kladhé pod N pfi 25 °%c ve vodni lazni. Ihned vznikne
tmavé éervené zabarveni a na konci adice vznikne tmava
C¢erveno-Cernd viskosni sm&s. Po 6 hodinach se reak&ni smés
pomalu naleje na miseny led-vodu (4 1) obsahujici nasyceny
roztok NazC0O3 (150 ml). Po stani po dobu 13 hodin se oranzovo-
Cervend kaSe zisk& Buchnerovou filtraci. SraZenina se
vyplachne fedénym roztokem NaOH (0,05 M, 500 ml; 0,02 M, 500
ml), fedénym roztokem NaHCO3 (nasycenym/5, 500 ml) a vodou (2 x
500 ml) a su3i se vzduchem a potom se su3i ve vakuové picce
pfes P20s p¥i 50 °C po dobu 12 hodin za zisku 4-[(3-chlor-4-
fluorfenyl)amino]—7—[3—(4—morfolin)propoxy]—6—nitrochinazolinu
(62,47 g, 89% korigovany) ve formé svdtel oranZovo-3luté pevné
latky. 'H NMR (DMSO-dg): & 10,11 (s, 1 H, NH), 9,18 (s, 1 H, H-
S5), 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,
ArOCHz2), 3,57 (J= 4,5 Hz, 4 H, H-2 morfolin), 2,45 (t, J = 6,5
Hz, 2 H, NCHz), 2,34 (brs, 4 H, H-3 morfolin), 1,93 (pentet, J=
6,5 Hz, 2 H, H-2 propoxy).

Stupen C: 6-amino—4~[(3—chlor—4—fluorfenyl)amino]—7—[3—(4~

-morfolin)propoxylchinazolin

Roztok 4—[(3—chlor—4—fluorfenyl)amino]—7—[3(4—morfolin)—
propoxy]-6-nitrochinazolinu (62,9 g, 136,2 mmol) v
tetrahydrofuranu (THF) (1200 ml) se hydrogenuje pfes Raneyho
nikl (20 g) pfi 50 psi a 23°C po dobu 17,67 hodin. Prida se
dalsi Raneyho nikl (20 g) a smé&s se hydrogenuje po dobu
dalsich 4,33 hodin za stejnych podminek. Reak&ni sm&s se
prefiltruje pres celit a rozpou3t&dlo se odpari za
redukovaného tlaku za zisku 6—amino~4—[(3—chlor—4—fluorfenyl)—
amino]—7—[3—(4—morfolin)propoxy]chinazolinu (57,81 g, 97,6%
korigovany) ve form& své&tle zeleného pevného materialu. 'H NMR
(DMSO-de) : & 9,40 (s, 1 H, NH), 8,38 (s, 1 H, H-2), 8,20 (dd,
J=2,5 7,0 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, NH2), 4,19 (t, J= 6,1 Hz,
ArOCHz2), 3,58 (t, J= 4,4 Hz, 4 H, H-2 morfolin), 2,49 (t,

J= 7,0 Hz, 2 H, NCH2), 2,36 (brs, 4 H, H-3 morfolin), 1,97
(pentet, J = 6,5 Hz, 2 H, H-2 Propoxy) .

Stupent D: N-[4-(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7- (3-morfolin-4-
—yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-akrylamid

Isobutylchlorformiat (27,2 g, 0,20 mol) se po kapkach pfida
b&hem 10 minut do roztoku kyseliny akrylové (14,40 g, 0,20
mol) a triethylaminu (40,48 g, 0,40 mol) v THF (800 ml)
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miseného pod dusikem p¥i 0°C. Po dal3ich 10 minutdch se bila
kase pfenese do chladici 14zné& o teploté -25°C a misi se pod
dusikem po dobu 20 minut. Po kapkdch se bé&hem 1,33 hodiny
prida 6~amino—[(3—chlor—4—fluorfenyl)amino]—7—[3—(4—
-morfolin)propoxylchinazolin (43,19 g, 0,100 mol) v THF (500
ml). Teplota chladici 1l4zné& se upravi na -20°C, a po dal$ich
2,33 hodinach se reakce utlumi ptridénim vody (100 ml) v jednom
podilu. Po 20 minutdch se reak&ni sm&s vnese na drceny led (2
kg), viri se a postupné se ¥edi vodou (5 1l). Smés se necha
odstat po dobu 16 hodin a potom se filtruje pfes Buchnerovu
ndlevku. SraZenina se vyplachne vodou (2 x 1 1), susi se
vzduchem po dobu 18 hodin a potom se su3i ve vakuové picce
ptes P20s pf¥i 60 °c po dobu 16 hodin za zisku surového N-[4-
-[(3-chlor-4-fluorfenyl)-amino]-7-[3-(4-morfolin)propoxy]-
chinazolin-6-yl]-akrylamidu (35,76 g, 73% nekorigovany) ve
formé& zeleno-Zlutého pevného materidlu. Z pavodni kapaliny se
vysraZzi dalsi pevny materidl, ktery se filtruje pres
Buchnerovu ndlevku, promyje se vodou (1 1) a su8i se vzduchem
po dobu 14 hodin za zisku dal3iho surového materidlu (4,73 g,
10% nekorigovany) ve formé& zeleno-Zlutého pevného materidlu.
Rekrystalizaci tohoto materidlu z DMSO se ziskd nazpét 55%
tohoto materialu ev formé& svétle Zlutého - khaki &astedného
hydratu. t.t. 186,5-188,5 °C. Vypolteno pro C24HzsNsO3C1lF.0, 85
H:0: C, 57,61; H, 5,37; N, 13,97%. zZjisténo: C, 57,51; H, 5,26;
N, 13,88%. 'H NMR (DMSO-de): & 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, Jg= 9,1 Hz, 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,
1 H, H-3 akryloyl), 5,83 (dd, J= 1,9, 10,1, Hz, 1 H, H-3
akryloyl), 4,27 (t, J= 6,2 Hz, ArOCH2), 3,58 (t, J= 4,4 Hz, 4
H, H-2 morfolin), 2,48 (t, J= 7,1 Hz, 2 H, NCH2). 2,36 (brs, 4
H, H-3 morfolin), 2,00 (pentet, J = 6,5 Hz, 2 H, H-2 propoxy).
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Hmotnostni spektrum APCI 489,2 (9), 488,2 (35), 487,2 (26),
486,2 (100).

SloucCenina ptikladu 21 PCT p¥ihlasky &. PCT/US97/05778

miZe byt syntetizovana nasledujicim zpusobem:

Sloucenina p¥ikladu 21: N-[4-(3-bromfenyl)amino]-7-[3- (4~

-morfolin)propoxylchinazolin-6-yl]akrylamid

Sodik (27,6 mmol, 0,63 g) se pridd do roztoku
3-morfolinpropan-1-olu (22,0 mmol, 3,20 g) v THF (60 ml) pod
atmosférou Nz. Vznikld suspenze se misi p¥i 20 °%c a potom se
kanyloﬁ prida do roztoku 4-[ (3-bromfenyl)amino]-7-fluor-6-
-nitro~chinazolinu (J. Med. Chem.. 1996(39):918) (2.0 g, 5,51
mmol) v THF (50 ml) pod atmosférou N». Roztok se potom zahriva
pfi teploté& zpétného toku po dobu 24 hodin a potom se naredi
vodou a extrahuje se EtOAc. Kombinované organické extrakty se
suSi pres bezvody Na2804, zahusti se za redukovaného tlaku a
zpracuji se chromatografii na oxidu hlinitém za eluce
EtOAc/hexanem (1:1) aZ MeOH/CH2Cl2/EtOAc (2:3:5) za zisku 4-

[ (3-bromfenyl)-amino]-7~[ (3-morfolin)propoxy]-6-
nitrochinazolinu 1,75 g, 65%) ve form& svétle ¥lutého prasku,
t.t. (MeOH) 216-220°C. 'H NMR [(CD3)2801: & 10,12 (s, 1H, NH),
9,24 (s~ 1H, 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, 1H, H-
5'), 7,34 (dt, Ja = 8,1 Hz, Jc = 1,4 Hz, 1 H, H-4'), 4,35 (t, J
= 6,2 Hz, 2H, CH2CH:CH20), 3,58 (t, J = 4,6 Hz, 4H,
morfolinmethylen), 2,45 (t, J = 7,0 Hz, 2H, NCH2CH2CH2), 2,37
(br s, 4H, morfolinmethylen), 1,94 (kvintet, J = 6,6 Hz, 2H,

CH2CH:CHz) . *’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.
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Analyza vypoctend pro CziHz2BrNsO4.0,75 H20 vyZaduje:
¢, 50,3; H, 4,7; N, 14,0%.
Zjisténo: C, 50,3; H, 4,4; N, 13,8%.

Cerstvé promyty (1IN HCl a potom destilovana H20) Zelezny
prasek (12 mmol, 0,686 g) se po &astech p¥idéd do refluxujiciho
roztoku vySe uvedeného nitrochinazolinu (1,50 g, 3,07 mmol) v
EtOH/H20 (2:1, 80 ml), ktery obsahuje ledovou kyselinu octovou.
Vznikla suspenze se zah¥iva pf#i teploté zpé&tného toku za
dikladného miseni po dobu 20 minut a potom se ochladi,
alkalizuje se pfidanim koncentrovaného NHj3 a ptefiltruje se
pfes vrstvu celitu. Celitova vrstva se promyje EtOH a potom se
filtrat zahusti za‘redukOQaného tlaku, fredi se vodou a
extrahuje se EtOAc. Kombinované organické extrakty se su3i
pfes bezvody Na2S0s, zahusti se za redukovaného tlaku a
zpracuji se chromatografii na oxidu hlinitém grade III za
eluce CH2Cl2/EtOAc (1:1) aZ MeOH/EtOAc (2:98) za zisku 6-amino-
—4-[(3—bromfenyl)—amino]—7—[(3—morfolin)propyloxy]chinazolinu
(1,08 g, 77%) ve form& svétle hnédého prasku, t.t.
(EtOAc/hexan) 158-160 °C.

'H NMR [(CD3)2S0), (400 MHZ): & 9,37 (s, 1H, NH), 8,40 (s, 1H,
aromaticky), 8,24 (¢, 3 =1,9 Hz, 1H, H-2'), 7,86 (ddd, J =
8,2, 0,8, 1,8 Hz, 1H, H-6'"), 7,42 (s, 1H, aromaticky), 7,30
(t, J = 8,1 Hz, 1H, H-5'), 7,21 (ddd, J = 8,2, 1,0, 1,9 Hz, 1
H, H-4'), 7,09 (s, 1H, aromaticky), 5,36 (s, 2H, NHz), 4,20 (t,
J = 6,2 Hz, 2H, CH2CH2CH20), 3,59 (t, J = 4,6 Hz, 4H, morfolin-
methylen), 2,50 (t, J = 7,3 Hz, 2H, NCH2CH2CH2), 2,39 (br s,
4H, morfolinmethylen), 1,99 (kvintet, J= 6,7 Hz, 2H,
CH2CH2CH32) .

YC 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 vypoc&itand pro C21H24BrNs02.0,25 H20 vyZaduje:




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

Do miseného roztoku vy3e uvedeného 6-amino-chinazolinu
(O,5ng, 1,09 mmol), kyseliny akrylové (6 mol, 6,54 mmol, 449
ul) a EtsN (nadbytku, 2,0 ml) v DMF'(ZO ml) pod atmosférou N2
se p¥ida 1-(3-dimethyl-aminopropyl)-3-ethylkarbodiimid,
hydrochlorid (EDC1.HC1l) (3 mol, 3,27 mmol, 627 mg). Reaké&ni
smés se misi p¥i 0 oc po dobu 15 minut a potom se nech& oh?¥at
na teplotu mistnosti a misi se po dobu dal3ich 2 hodin.
RozpousStédlo se odstrani za redukovaného tlaku a ziskany
zbytek se naredi nasycenym roztokem NaHCO3 a opakované se
extrahuje EtOAc. Kombinované organické extrakty se promyji
solankou, su3i se pres bezvody NazS0s a zahusti se za
redukovaného tlaku. Po chromatografii na oxidu hlinitém grade
III za eluce EtOAc/hexan (9:1) aZ MeOH/EtOAc (2:98) se ziska
N-[4-[(3-bromfenyl)amino] -7~ (3-morfolin)propyloxy]-
-chinazolin-6—yllakrylamid (329 mg, 59%) ve form& krémové
zbarveného préasku, t.t. (EtOAc/Et:0/hexan) 170-172°C.

'H NMR [(CD3)2S0]: & 9,78 (s, 1H, 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
=7,9, 1,4, 0,8 Hz, 1H, H-4'), 6,72 (dd, J = 17,0, 10,2 Hz,
1H, CH2CHCO), 6,33 (dd, J = 17,0, 1,9 Hz, 1H, CH2CHCO), 5,83
(dd, § = 10,2, 1,9 Hz, 1H, CH2CHCO), 4,27 (t, J = 6,3 Hz; 2H,
CH2CH2CH20), 3,58 (t, 0 = 4,6 Hz, 4H, morfolinmethylen), 2,48
(t, J = 17,1 Hz, 2H, NCH2CH2CHz2), 2,38 (br s, 4H, morfolin-
methylen), 1,99 (kvintet, J = 6,7 Hz, 2H, CH2CH2CH»).

Cc NMR: 8 163,49, 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,
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53,28 (x2), 25,31.

Analyza vypocitand pro C24H26BrNsO2.0,5 H20 vyZaduje:
Cc, 55,3; H, 5,2; N, 13,4%.

zjisténo: C, 55,3; H, 4,9; N, 13,3%.

Srovnavaci testy
Tkanova kultura

A431 1lidské bunky epidermoidniho karcinomu a MDA-MB-453
burniky byly ziskédny z American Type Culture Collection,
Rockville, MD a byly uchovavany jako monovrstvy v DMEM
(Dulbeccove modifikovaném Eaglové mediu)/FI2, 50:50
(Gibco/BRL, Bethesda, MD) obsahujicim 10% fetalni hovézi
sérum. Bunky byly kultivovany p¥i 37 °%C ve zvlh&ené atmosfére

obsahujici 5% CO2 ve vzduchu.

PfeCiSténi tyrosin-kinasy receptoru pro epidermalni rustovy

faktor

Lidska& tyrosin-kinasa receptoru pro EGF (EGFR) byla
izolovéana z A431 bunék lidského epidermoidniho karcinomu
nadsledujicim zplsobem. Builky byly kultivovény ve valcovitych
zkumavkadch v DMEM/F12 mediu (Gibco/BRL, Bethesda, MD)
obsahujicim 10% fetalni teleci sérum. P¥iblizné& 10° bunék bylo
lyzovéno ve 2 objemech pufru obsahujiciho 20 mM Hepes, pH 7,4,
5 mM EGTA, 1% Tritonu X-100, 10% glycerolu, 0,1 mM

ortovanadatanu sodného, 5 mM fluoridu sodného, 4 mM
pyrofosforeénanu, 4mM benzamidu, 1 mM DTT, 80 Mg/ml aprotininu,
40 pg/ml leupeptidu.a 1 mM fenylmethylsulfonyltafluoridu (PMSF).

Po odstfedéni pri 25000 x g po dobu 10 minut se supernatant

aplikoval do fast Q sepharosové kolony (Pharmacia Biotech,
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Inc., Piscataway, NJ) a eluoval se linedrnim gradientem od 0,1
M NaCl do 0,4 M NaCl v 50 mM Hepes, 10% glycerolu, pH 7,4.
Enzymaticky aktivni frakce se shromdzZdily, rozdé&lily se do
podill a uskladnily se p¥i -100 oc. Tyrosin-kinasy receptoru
pro fibroblastovy ristovy faktor (FGFR), trombocytdrni rlstovy
faktor (PDGF), insulin a c-src se ziskaly zplsoby dob¥e
znadmymi odbornikim v oboru. Viz nap¥iklad Fry et al.,
"Strategies For The Discovery Of Novel Tyrosine Kinase
Inhibitors With Anticancer Activity, Anticancer Drug Design,

1994; 9: 331-351, kterd je zde uvedena jako odkaz.
Tyrosin-kinasové testy

Enzymové testy pro stanoveni ICsp byly provedeny v 96-
jamkovych filtrac¢nich plotndch (Millipore MADVN6550,
Millipore, Bedford, MA). Celkovy objem byl 0,1 ml a obsahoval
20 mM Hepes, pH 7,4, 50 uM vanadatu sodného, 40 mM chloridu
hofe&¢natého, 10 UM ATP obsahujici 0,5 pcCi [”P]ATP, 20 pg
kyseliny polyglutamové/tyrosinu (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), 10 ng tyrosin kinasy receptoru pro EGF, a vhodné
Yfedéni inhibitoru. VSechny sloZky kromé& ATP se p¥idaly do
jamky a plotna se inkubovala za tfepdni po dobu 10 minut p¥i
25 °Cc. Reakce se zah&djila pridanim [**P]ATP a plotna se
inkubovala p¥i 25 oc po dobu 10 minut. Reakce se ukondila
p¥idénim 0,1 ml 20% kyseliny trichloroctové (TCA). Plotna se
ponechala p¥i teploté 4 °c po dobu alesponn 15 minut, aby se
umozZnilo vysré&Zeni substratu. Jamky se potom promyly 5-krat
0,2 ml 10% TCA a inkorporace P se ur&ila P-&te&kou ploten
(Wallac). Testy vyuZivajici intraceluldrnich kinasovych domén
PDGF, FGF a insulinovych receptorll, stejné jako c-src, byly
provedeny stejné jako pro EGF receptor s tou vyjimkou, Ze

reakce se UCastnil chlorid manganaty.




Testy fosforylace tyrosinu z&vislé na Herequlinu a EGF’

A431 bunky lidského epidermoidniho karcinomu nebo MDA-MB-
453 bunky se kultivovaly v 6-jamkovych plotnadch do p#ibliZné&
80% konfluence a potom se inkubovaly v bezsérovém mediu pod
obu 18 hodin. Buriky se vystavily p@sobeni raznych koncentraci
bud slouceniny 1 nebo sloueniny prikladu 21 po dobu 2 hodin a
potom se stimulovaly bud 100 ng/ml EGF (A431) nebo 10 ng/ml - :
heregulinu (MDA-MB-453) po dobu 5 minut. P¥ipravily se buné&é&né
extrakty a westernovym prenosem se urcila redukce

fosfotyrosinu.
Westernovy pfrenos

Extrakty se pfipravily lyzou monovrstev ve 0,2 ml vrouciho

‘Laemliho pufru (2% dodecylsiran sodny, 5% P-merkaptoethanol,

10% glycerol a 50 mM Tris, pH 6,8) a lyzaty se zah¥ivaly po
dobu 5 minut p¥i teploté 100 Oc., Proteiny v lyzatu se
separovaly elektroforesou na polyakrylamidovém gelu a
elektroforeticky se pfenesly na nitrocelulosu. Membrana se
promyla jednou v (10 mM Tris, pH 7,2, 150 mM NaCl, 0,01% azid
sodny) (TNA) a blokovala se pfes noc v TNA obsahujicim 5%
hovézi sérovy albumin a.l% ovalbumin. Membrédna se zpracovavala

po dobu 2 hodin antifosfotyrosinovou protildtkou (UBI, Lake
Placid, NY, 1 pug/ml v blokovacim pufru) a potom se dvakrat
promyla v TNA, jednou v TNA obsahujicim 0,05% Tween-20 a 0,05%
nonidet P-40 a dvakrat v TNA. Membrany se potom inkubovaly po

dobu 2 hodin v blokovacim pufru obsahujicim 0,1 uCi/ml
[u5I]proteinu A a potom se znovu promyly stejnym zpusobem jako
dfive. Poté, co skvrny uschly, se vloZily do filmové kazety a
exponovaly se na X-AR-rentgenovém filmu po dobu 1 aZ 7 dnt.

Intenzity prouzkll se urcily laserovym densitometrem.




Data v tabulce 1 ukazuji,

Ze sloucCenina ptfikladu 21 a

slouCenina 1 jsou pribliZné stejné aktivni proti pF¥edisté&né

tyrosin~-kinase EGF receptoru,

autofosforylaci receptoru

zprostfedkované EGF a fosforylaci tyrosinu zprostfedkované

heregulinem in vitro.

Sloudenina ICso (nM) ICso (nM) ICso (nM)
Tyrosin-kinasy |autofosforylace|fosforylace
receptoru pro receptoru tyrosinu
EGF zprostfedkované|zprost¥edkované

EGF heregulinem

Pfriklad 21 3,6 5,3 6,4

Sloucenina 1 2,0 2,9 9,0

Test inhibice nadort in vivo

Lidsky epidermoidni karcinom A431 byl propagovan in vivo

sériovou transplantaci. Tento nddorovy model byl vybran pro

tyto studie pro zndmou zavislost rustu na EGF receptoru a pro

svou reaktivitu

v ¢asném stadiu na terapii monoklondlnimi

protilatkami in vivo. V tomto pokusu byly holym my3im o

hmotnosti 18-22

g implantovany podkoZné 30 mg fragmenty A431

nadoru do oblasti pravé axily v den 0. Nadory se nechaly

narist do hmotnosti 100-150 mg a v tuto dobu se zvifata

s nadory nédhodné rozdélila a umistila se do lé&ebnych boxu.

Zvirata se lécila perorélné po dobu 15 nasledujicich dna

isethionatovou soli sloucCeniny pfikladu 21 a sloueniny 1 ve

vodé. Isethionatové soli mohou byt pfipraveny titraci

slou¢eniny do roztoku se 2 ekvivalenty kyseliny isethionové.

Lécba byla zaloZena na prUmérné hmotnosti skupiny. Kontrolnim

zvifatlm byla podédna voda. Pokus se hodnotil podle zpomaleni

rustu nadoru, T-C, ktery je definovan jako rozdil, ve dnech,




v dosaZeni hmotnosti 750 mg pro lé&ené a kontrolni nadory.
Data mohou byt také uvedena jako procento inhibice rﬁstui
nadorli, které je definovadno jako zpomaleni rlstu nadortt déleno
poCet lé&ebnych davek x 100%. Vét3i zpomaleni ristu nadoru a
vy838i inhibice ridstu nddoru ukazuji na aktivnéj3i sloudeniny.
Statistick& analyza byla provedena za pouZiti JMP pro

Macintosh (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Testovanéa Davka (mg/kg) Zpomaleni rtstu|Inhibice riastu
sloucenina nédoru (dny) nadoru (%)
P¥iklad 21 18 18,4 123

P¥iklad 21 5 25,7 171

Slouc¢enina 1 18 41,3 275

Sloucenina 1 5 53,2 355

Hodnoty pro slouceninu 1 jsou statisticky vYénamné odlisné
od hodnot pro slouceninu p¥ikladu 21 v &ase nutném pfo to, aby
jednotlivé néddory dosdhly hmotnosti 750 mg. P < 0,05, student
t-test.

Test na sekreci VEGF

Predpokladd se, Ze vaskuldrni endotelovy rustovy faktor
(VEGF), ktery je také znamy jako faktor cévni permeability
(VPF), je hlavnim stimuldtorem angiogenese u vét3iny typu
nadorl. Existuje mnoho induktorll sekrece VEGF a dvéma
nejucinnéjsimi jsou epidermdlni rlGstovy faktor (EGF) a
transformujici rtstovy faktor «, které jsou oba ligandy pro

EGF receptor (EGFR).

Inhibice sekrece VEGF vede k antiangiogennimu udinku a m@Ze
vést k regresi nadoru, protoZe i Castecnd inhibice sekrece

VEGF miZe vést k destrukci nové vytvofenych nezralych cév




v nadorech (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,

94: 8761-8766).

Srovnavali jsem dva inhibitory EGFR tyrosin-kinasy,

slouCeninu 1 a slouceninu pfikladu 21, z hlediska jejich

u¢inku na A431 nadorové bunky. Proti A431 nador8m in vivo ma
slouCenina 1 neocekdvané vysS3i protinddorovou u&innost (T-C

53 dni) neZ slouenina p¥ikladu 21 (T-C = 26 dnt).

popsany vy3e. Potom jsme hodnotili efekty obou

sekreci VEGF v A431. K naSemu pfekvapeni byla sloudenina 1

lep3i v inhibici sekerce VEGF v A431 buiikdch in vitro.

HM blokovala sloucenina 1 sekreci VEGF stimulovanou EGF nebo

sloucenin na

TGF-a. naopak, 0,5 UM slouceniny pfrikladu 21 inhibovalo

sekreci VEGF témé&fr stejné&, jako 0,1 puM slouleniny 1. 0,1 uM
slouCeniny 1 inhibovalo sekreci VEGF stimulovanou EGF o 63% a
0,5 puM inhibovalo tuto sekreci VEGF stimulovanou EGF o 86%.

Naopak, 0,1 puM sloucCeniny p¥ikladu 21 inhibovalo sekreci VEGF

stimulovanou EGF o 48% a 0,5 puM sloudeniny p¥ikladu 21

inhibovalo tuto sekreci VEGF stimulovanou EGF o 57%.

vysledky byly ziskdny za pouZiti TGFa misto EGF pro stimulaci

sekrece VEGF. 0,5 UM sloucCeniny 1 inhibovalo sekreci VEGF

stimulovanou TGF® o vice neZ 80%, zatimco stejnd koncentrace

slou¢eniny prikladu 21 inhibovala sekreci VEGF

o 57%. Také se

zd&, Ze sloucenina 1 inhibuje bazalni sekreci VEGF v A431

bunkach, zatimco sloucenina pfikladu 21 nikoliv.

Metody

A431 lidské buniky epidermoidniho karcinomu,

ziskané z

Viz test

Pri 0,5

Podobné




American Type Culture Collection, Rockville, MD, byly
kultivovany DMEM/F12 mediu doplnéném 10% fetdlnim hové&zim
sérem. Pfed pridanim léku a rhGstového faktoru se butiky promyly
t¥ikradt v bezsérovém DMEM/F12. Buiiky se o3etfovaly po dobu 2
hodin uvedenou koncentraci slouceniny 1 nebo sloudeniny
prikladu 1 a potom se p¥idalo 10 ng/ml bud EGF, nebo TGFa. Po
48 hodinové inkubaci p¥i 37 °%c se medium odstranilo a
skladovalo se zmrazené pri -70 °%c. VEGF ELISA testy (Intergen,
Co., Purchase, NY) se provedly na vzorcich media podle navodu

vyrobce. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny nésledujici

tabulce.
OSetfeni Sekrece VEGF %
(pg/10°> bun&k + SE) |Inhibice
Bezsérové medium (SF) 490 * 32
SF + 0,1 UM slouceniny 1 280 + 41 43
SF + 0,5 puM sloucdeniny 1 250 £ 46 49
SF + 0,1 pM sloudeniny prikladu 21600 + 37 0
SF + 0,5 uM sloudeniny p¥ikladu 21440 % 110 10
SF + 10 ng/ml EGF 3980 + 85
SF + EGF +0,1 uM sloudeniny 1 1490 + 180 63
SF + EGF + 0,5 UM sloudeniny 1 560 + 29 86
SF + EGF + 0,1 pM sl. p¥ikladu 21 [2070 * 160 48
SF + EGF + 0,5 pM sl. p¥ikladu 21 |1710 £ 65 57
SF + TGFQ - 4034 + 190
SF + TGF + 0,1 pM slouceniny 1 1976 £ 37 51
SF + TGF + 0,5 UM sloudeniny 1 766 * 75 81
SF + TGF + 0,1 uM sl. p¥ikladu 21 (3065 % 161 24
SF + TGF + 0,5 uM sl. p¥ikladu 21 |1734 £ 21 57
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Patentové naroky

1. Slou¢enina N-[4~(3-chlor-4-fluor-fenylamino)-7-(3-morfolin-
~4~yl-propoxy)-chinazolin-6-~yl]}-akrylamid, nebo jeji
farmaceuticky pr¥ijatelné soli.

2. Farmaceuticky pfijatelny prostfedek vy znac¢uijicli

s e t im, Ze obsahuje slouleninu podle naroku 1.
3. Zpusob 1éCby nddort vy znacujici se tim Ze
zahrnuje podéni terapeuticky U¢inného mnoZstvi sloudeniny

podle naroku 1 pacientovi s nédorem.

4. ZpUsob podle ndroku 3 vy znadéuijic i se t

im, Ze
nddorem Jje nador prsu.
5. Zplsob podle ndroku 3 vy znacdcuijici se tim zZe

nddorem je nador tlustého streva.

6. Zpusob 1éCby nebo prevence restenosy vy znacdc¢uijici
s e t im, Ze zahrnuje podéni terapeuticky G&inného mnoZstvi
sloucCeniny podle naroku 1 pacientovi s restenosou nebo rizikem

restenosy.

7. Zpusob pro ireversibilni inhibici tyrosin-kinas
vyznac¢ujici se tim Ze zahrnuje podani

mnoZstvi sloudeniny podle naroku 1 inhibujiciho tyrosin-kinasy
pacientovi s potfebou inhibice tyrosin-kinas.

8. Zphsob podle ndroku 7 vy znac¢uijici se tim Ze

tyrosin-kinasou je EGFR.




9. ZpUsob podle nadroku 7 vy zna c¢cujic

tyrosin-kinasou je erbB2.

10. Zpusob podle ndroku 7 vy znacujici se tim,

Ze tyrosin-kinasou je erbB4.

11. ZpGsob pro pro inhibici fosforylace tyrosinu erbB3
vyznadcujici se t im Ze pacientovi, ktery
potfebuje inhibici fosforylace tyrosinu erbB3, je podéno
terapeuticky u¢inné mnoZstvi N-[4-(3-chlor-4-fluor-
~fenylamino) -7~ (3-morfolin—-4-yl-propoxy)-chinazolin-6-yl]-

~akrylamidu.

12. Zpisob 1éCby psoriasy vy zna c¢ujici se tim Ze
zahrnuje podani terapeuticky u¢inného mnoZstvi slouleniny

podle né&roku 1 pacientovi s psoriasou.

13. Zplsob lécCby nebo prevence aterosklerosy
vyznadcuijici se t im, Ze zahrnuje podéani
terapeuticky u¢inného mnozstvi slouceniny podle naroku 1

pacientovi s aterosklerosou nebo rizikem aterosklerosy.

14. Zplsob 1léc¢by endometriosy vy znacuijici se

t 1 m, Ze zahrnuje poddni terapeuticky u¢inného mnozstvi
slouc¢eniny podle naroku 1 pacientovi s endometriosou.

15. ZpUsob pro inhibici sekrece VEGF vy znac¢uijici

s e t im, Ze zahrnuje podani terapeuticky u¢inného mnoZstvi
slouceniny podle naroku 1 pacientovi s pot¥ebou inhibice

sekrece VEGF.
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