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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Domeniul tehnic

Aceasta inventie se referd la noi derivati de pirido[4,3-d]pirimidin-2,4,7-triond, adicd N-{3-[3-
ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-
d]pirimidin-1-il]-fenil }-ciclopropancarboxamidi solvat de dimetil sulfoxid, care este un medicament
interesant pentru tratamentul tulburdrilor cauzate de proliferarea celulard adversd, in special ca agent
antitumoral. Mai specific, aceastd inventie se referd la inhibitori ai MEK1, MEK?2 si MEK1/2 interesanti
ca medicamente anti-tumorale, care pot fi utilizate pentru tratamentul melanoamelor maligne.
Stadiul tehnicii

Existd inhibitori ai MEK1, MEK?2 si MEK1/2 bine cunoscuti, a cdror structurd include 1H,6H-
pirido[4,3-d]pirimidin-2,4,7-triond [WO 2005/121142, WO 2012/088033, USA 7378423], cel mai
avansat medicament fiind mekinist (trametinib dimetil sulfoxid, GSK1120212) [H. Abe, S. Kikuchi, K.
Hayakawa et al. ACS Med. Chem. Lett. 2011, 2, 320-324]. GSK1120212 este un inhibitor al MEK1/2
eficient, care prezintd eficientd mai mare impotriva u-MEK1/2 inainte de activarea C-Raf (u-MEKI:
ICso= 0.7 nM) comparativ cu cel preactivat (pp-MEK1: IC50 = 149 nM) [http
:/Iclincancerres.aacrjournals.org/content/17/5/989.full].
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Trametinib Mekinist (GSK1120212)

Cu toate acestea, trametinib si mekinist sunt practic insolubili in medii apoase cu pH intre 2 si 8.
Trametinib si mekinist sunt de asemenea foarte slab solubili in solventi organici, incluzand cei foarte
polari (slab solubili in solventi aprotici).

Acesta este faptul pentru care compusii, care pot demonstra profiluri de eficientd favorabile cu
privire la MEK1, MEK2 si MEK1/2, si foarte solubili in solventi organici, sunt incd cerufi. Datorita
pentru cancer.

In afard de aceasta, desi mekinist are o toxicitate orald la dozd unicd micd (LDso > 2000 mg/kg
pentru soareci), o pierdere de greutate criticd, sau uneori chiar moartea animalului, sunt observate in
timpul administrarii unui nivel de doza ridicat pe termen lung. Astfel, o cercetare a produsilor cu
toxicitate mai mica a dozei pe termen lung din acest grup rimane foarte importanta.

Scopul inventiei de fa{d este de a crea noi inhibitori ai MEK1, MEK?2 si MEK1/2, care vor avea
toxicitate mai mica in dozare pe termen lung,

Acest scop este atins de compusul N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-
dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d] pirimidin- 1-il]-fenil }-ciclopropancarboxamidi
solvat de dimetil sulfoxid cu formula 1.

Dezvaluirea inventiei

Subiectul acestei inventii este N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-dimetil-
2,4, 7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d]pirimidin-1-il]-fenil } -ciclopropancarboxamida solvat de
dimetil sulfoxid cu formula 1.
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Solicitantii au descoperit in mod neasteptat cd noul compus N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-
iodofenilamino)-6,8-dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d] pirimidin -1-il]-fenil } -
ciclopropancarboxamida solvat de dimetil sulfoxid cu formula 1 este comparabil cu tametinib ca eficienti
fatd de MEK 1, MEK2 si MEK1/2, fiind netoxic la dozarea pe termen lung.

De aceea, noul compus N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-dimetil-2,4,7-
trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d] pirimidin-1-il]-fenil } -ciclopropancarboxamidi solvat de dimetil
sulfoxid cu formula 1 poate fi in special util in profilaxia si/sau in tratamentul tulburdrilor care implica
MEKI1, MEK2 si MEK1/2, de ex. in tratamentul cancerului, incluzind melanoamele maligne, cancerul
mentionat fiind selectat dintre tumoare cerebrald, cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat,
cancer pancreatic, cancer colorectal, cancer de pldméani, cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian,
cancer de prostatd, cancer cutanat, neuroblastom, sarcom, osteocondrom, osteom, osteosarcom, seminom,
tumori extragonadale, tumoare testiculard, cancer uterin, cancer al capului si tumori ale gitului, miclom
multiplu, limfom malign, policitemie adevarat, leucemie, gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald,
tumoare a vezicii urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului biliar, melanom malign, si tumoare
pediatricd, tumoarea pediatricA mentionatd fiind selectatd dintre sarcom Ewing, tumoare Wilms,
rabdomiosarcom, sarcom vascular, cancer testicular embrionar, neuroblastom, retinoblastom,
hepatoblastom, si nefroblastom.

Avantajul noului compus cu formula 1 este solubilitatea mai mare in medii organice, ceea ce
poate furniza o varietate mai largd de formulari adecvate, si permite o biodisponibilitate mai mare si alfi
parametri farmacocinetici superiori. Astfel, de exemplu, solubilitatea compusului cu formula 1 in dimetil
sulfoxid este cu mai mult de doul ori mai mare decit cea a trametinib. Solubilitatea Intr-un amestec de 4

% dimetil sulfoxid si 96 % ulei vegetal este mai mare de asemenea. Solubilitatea compusului cu formula
1 in diferite medii comparativ cu cea a trametinib este datd in tabelul 1.

Tabelul 1. Solubilitatea compusului cu formula 1 si a trametinib in diferite medii

Solubilitatea in api Solubilitatea in|Solubilitatea in un amestec de 4 %
Compus (mg/mL) P3| Jimetil sulfoxid |dimetil sulfoxid si 96 % ulei de porumb
(mg/mL) (mg/mL)
Compus cu
formula 1 <1 41 7
Trametinib <1 22 3

Activitatea inhibitoare a noului compus cu formula 1 este comparabild cu activitatea inhibitoare
a trametinib in ceea ce priveste MEK1, valoarea experimentald fiind ICso = 8,02 nM (ICso = 8,14 nM
pentru trametinib).

O toxicitate a cursului de dozd semnificativ mai micd comparativ cu a prototipului (mekinist,
complexul cu dimetil sulfoxid al trametinib) este avantajul absolut al noului compus cu formula 1. Studii
de eficacitate asupra modelului de xenogrefd de melanom uman a aritat ¢ compusul cu formula 1 inhibd
cresterea tumorii si produce regresul tumorii in manierd dependentd de dozad. Eficienta compusului cu
formula 1 este comparabild cu cea a mekinist, compusul cu formula 1 fiind mai putin toxic: tratamentul
experimental cu mekinist a avut ca rezultat o pierdere de greutate criticd si moartea a doud animale, in
timp ce compusul cu formula 1 nu a cauzat moartea unor animale nici chiar la doze mai mari.
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Studiul activitatii antitumorale a compusului cu formula 1 fatd de cea a Mekinist a fost executat
pe soareci femeld nuzi NMRI. Dupi formarea tumorilor, animalele au fost subdivizate in grupe, astfel
incAt mirimea medie a tumorii din grup a fost ~ 150 mM?3. Animalele au fost tratate cu produsii de testat
timp de 21 de zile. Greutatea animalelor din grupele experimentale care au primit compusul cu formula 1
in doze pana la, si incluzand, 3 mg/kg, nu a fost semnificativ diferiti de cea a animalelor din grupa martor
(Fig. 1). Tratamentul cu o doza de 10 mg/kg de compus cu formula 1 a avut ca rezultat pierdere de
greutate a corpului animalului, care a fost observati pe intreaga durati a studiului de la prima
administrare, dar nu a fost mai mare de 20% comparativ cu data de incepere a tratamentului. Cu toate
acestea, administrarea intragastricd a 3 mg/kg de mekinist timp de 9 zile a avut ca rezultat o pierdere de
greutate criticd si moartea a doud animale, ceea ce a cauzat necesitatea de a opri tratamentul in aceastd
grupd timp de trei zile pentru a reface greutatea.

Dinamica cresterii tumorii este prezentatd in Fig. 2. Administrarea intragastricd a 0,3 mg/kg de
compus cu formula 1 nu a avut efect asupra cresterii tumorii, in timp ce o inhibitie semnificativd a
cresterii tumorii a fost observatd in toate celelalte grupe. De asemenea, a fost observata regresia tumorii la
trei dintre cele opt animale care au primit 1 mg/kg compus cu formula 1, si la 7/8 si 8/8 animale care au
primit 3 si 10 mg/kg compus cu formula 1, in mod corespunzitor. Administrarea intragastricd a 3 mg/kg
de mekinist a produs regresul la 100 % dintre animalele din grupd, de asemenea.

Astfel, compusul cu formula 1 a prezentat inhibitie si regresie a tumorii dependentd de doza, nu
a produs moartea vreunui animal, si a redus moderat greutatea animalelor doar la doza maxim studiata.

Compusul cu formula 1 fiind inhibitor al MEK1, MEK?2 si MEK1/2, este utilizat de preferinta
pentru tratamentul cancerului, incluzind melanoamele maligne la pacient.

Subiectul acestei inventii este de asemenea o metodd de a produce compusul cu formula 1, care
consti 1in interactiunea dintre 1-(3-aminofenil)-3-ciclopropil-5-{(2-fluoro-4-iodofenil)amino}-6,8-
dimetilpirido[4,3-d]pirimidin-2,4,7(1H,3H,6H)-triond cu formula 2 sau sarca acesteia cu acidul
ciclopropilcarboxilic sau derivatul activat al acestuia (de ex., cloranhidrida sau esterul activat respectiv
sau anhidrida activatd respectivd a acestui acid) intr-un solvent, de ex., CH>Cl,, tetrahidrofuran, N,N-
dimetilformamidd, N,N-dimetilacetamidd sau N-metilpirolidond, cu obtinerea suplimentard a unui solvat
cristalin al produsului final prin ricirea lenta a unei solutii saturate fierbinti in dimetil sulfoxid.
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Subiectul acestei inventii este o compozitie farmaceuticid care contine o cantitate terapeutic
eficace de compus cu formula 1 ca ingredient activ, si excipienti farmaceutic acceptabili pentru utilizare
in profilaxia si tratamentul unui cancer asociat cu MEK1, MEK?2 si MEK1/2, cancerul mentionat fiind
selectat dintre tumoare cerebrald, cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat, cancer pancreatic,
cancer colorectal, cancer de plidmani, cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostati,
cancer cutanat, neuroblastom, sarcom, osteocondrom, osteom, osteosarcom, seminom, tumori
extragonadale, tumoare testiculard, cancer uterin, cancer al capului si tumori ale gatului, mielom multiplu,
limfom malign, policitemie adevdratd, leucemie, gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald, tumoare a
vezicil urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului biliar, melanom malign, si tumoare pediatrica,
tumoarea pediatricd mentionata fiind selectatd dintre sarcom Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom,
sarcom vascular, cancer testicular embrionar, neuroblastom, retinoblastom, hepatoblastom, si
nefroblastom.

Comporzitia farmaceuticd poate fi utilizatd in profilaxia si/sau tratamentul melanoamelor
maligne.

Compozitia farmaceutici se poate afla sub forma adecvati pentru uz oral (de ex., comprimate,
pastile, capsule tari sau moi, suspensii apoase sau uleioase, emulsii, pulberi sau granule dispersabile,
siropuri sau elixiruri), pentru uz topic (de ex., creme, unguente, geluri, solutii sau suspensii apoase sau
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uleioase), pentru inhalatii (de ex., pulbere find sau aerosol lichid), pentru insuflare (de ex., pulbere find),
injectii de doza subcutanate sau intramusculare, sau supozitoare pentru administrare rectald).

Compozitia farmaceutici poate fi obfinutd prin metode uzuale, prin amestecarea unei cantitafi
terapeutic eficace de compus cu formula 1 cu excipienti farmaceutici conventionali bine cunoscuti. Astfel.
compozitia farmaceuticd destinatd pentru administrare orald poate contine, de ex., unul sau mai mulfi
coloranti, indulcitori, arome si/sau conservanti.

De obicei, compusii cu formula 1 sunt administrati la pacient sub forma de doza unicd, de 5 -
5000 mg/m? de suprafatii a corpului, adici aproximativ 0,1 - 100 mg/kg, care furnizeazi in general o dozi
terapeutic eficace. De obicei, forme dozate unice, cum ar fi comprimat sau capsuld, confin, de ex., 1 - 250
mg de ingredient activ. Doza zilnici variaza intotdeauna, depinzand de pacient, de calea de administrare
specificd si de severitatea tulburdrii sub tratament. De aceea, medicul, care executd tratamentul
pacientului specific, poate determina o dozi optimi. In aceastd descriere, termenul terapie” include
profilaxie”.

Tipurile de cancer, care pot fi susceptibile la tratamentul utilizind compusul cu formula 1 sau
sarurile si/sau solvatii farmaceutic acceptabili ai acestuia, includ, fard limitare, melanoamele maligne.

Subiectul inventiei de fati este de asemenea un medicament incluzind o cantitate terapeutic
eficace de compus cu formula 1, pentru utilizare in profilaxia si tratamentul unui cancer asociat cu
MEKI1, MEK?2 si MEK1/2, cancerul mentionat fiind selectat dintre tumoare cerebrald, cancer esofagian,
cancer de stomac, cancer de ficat, cancer pancreatic, cancer colorectal, cancer de plaméani, cancer renal,
cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostatd, cancer cutanat, neuroblastom, sarcom, osteocondrom,
osteom, osteosarcom, seminom, tumori extragonadale, tumoare testiculard, cancer uterin, cancer al
capului si tumori ale gatului, mielom multiplu, limfom malign, policitemie adeviratd, leucemie, gusa,
cancer pelvian, tumoare urcterald, tumoare a vezicii urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului
biliar, melanom malign, si tumoare pediatricd, tumoarea pediatrici mentionati fiind selectatd dintre
sarcom Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom, sarcom vascular, cancer testicular embrionar,
neuroblastom, retinoblastom, hepatoblastom, si nefroblastom.

in conformitate cu un alt aspect al acestei inventii, compusul cu formula 1 se propune si fie
utilizat, asa cum a fost definit mai sus, pentru prepararea unei compozitii farmaceutice tratamentul
cancerului prin amestecarea unei cantitdti terapeutic eficace de compus cu formula 1 cu excipienti
farmaceutic acceptabili.

Un efect anti-cancer la un pacient care are nevoie de un asemenea tratament a fost de asemenea
propus prin administrarea unei cantitdti eficace a compusului cu formula 1 1a pacient.

Nu un aspect al acestei inventii este 0 metodd pentru tratamentul unei persoane care suferd de o
boald in care inhibitia MEK1/2 este utild, a fost de asemenea propus; metoda include etapele de
administrare a unei cantititi eficace de compus cu formula 1 la un pacient care are nevoie de un asemenea
tratament. In special, boala in care inhibitia MEK 1, MEK?2 si MEK1/2 este utild este cancerul.

In oricare dintre aspectele sau versiunile mentionate aici, unde cancerul este indicat in sens
general, cancerul mentionat poate fi selectat dintre tumoare cerebrald (neurogliom cu o componenti de
astrogliom malign si oligodendroglioame, etc.), cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat,
cancer pancreatic, cancer colorectal (cancer de colon, cancer rectal, etc.), cancer de pldmani (cancer de
plamani cu celule non mici, cancer de pldmani cu celule mici, cancer primar si metastatic cu celule
scvamoase, etc.), cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostati, cancer cutanat,
neuroblastom, sarcom, osteocondrom, osteom, osteosarcom, seminom, tumori extragonadale, tumoare
testiculard, cancer uterin (cancer cervical, cancer endometrial, etc.), cancer al capului si tumori ale gitului
(cancer al sinusului maxilar, cancer laringian, cancer faringian, cancer al limbii, cancer intraoral, etc.),
miclom multiplu, limfom malign (reticulosarcom, limfosarcom, boald Hodgkin, etc.), policitemie
adeviratd, leucemie (leucemie mieloidd acutd, leucemie mieloidd cronicd, leucemie acutd, leucemie
limfocitard, leucemie limfocitara cronicd, etc.), gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald, tumoare a vezicii
urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului biliar, melanom malign, tumoare pediatricd (sarcom
Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom, sarcom vascular, cancer testicular embrionar, neuroblastom,
retinoblastom, hepatoblastom, nefroblastom, etc.) si altele asemenea.

Tratamentul bolilor canceroase descrise mai sus poate fi utilizat ca monoterapie, sau poate
include interventie chirurgicald generald sau terapie cu radiatii, sau chemoterapie, sau imunoterapie
aditional fa{d de compusul in conformitate cu aceastd inventie. Aceastd chemoterapie poate fi introdusa
simultan, succesiv sau separat, si poate include aditional unul sau mai multi agenti antitumorali din
urmitoarele categorii: medicamente antiproliferative/anticancer si combinatiile acestora utilizate in
oncologia medicald; agenti citostatici; agenti anti-invazie; inhibitori ai factorilor de crestere; agenti
antiangiogenici; agenti vasculari; antagonisti ai receptorilor endotelinei vitimadtori; terapii antisens;
aborddri de terapie genici; si abordari de imunoterapie (J).
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Astfel, aceastd inventie propune o compozitie farmaceuticd incluzind compusul cu formula 1 si
o substanti antitumorald aditionald, asa cum a fost definitd mai sus, pentru utilizare in tratamentul
concomitent al cancerului.

Aceastd invenfie propune o compozitie farmaceuticd incluzind compusul cu formula 1, si o
substanta antitumorald aditionald, asa cum a fost definitd mai sus, pentru utilizare in tratamentul combinat
al cancerului.

Termenul "tratament concomitent" utilizat in relatie cu terapia combinatd ar trebui citit ca
administrare simultand, separati sau succesiva.

Inventia propune utilizarea compusului cu formula 1 si unei substante antitumorale adifionale,
pentru utilizare in tratamentul concomitent al cancerului.

Aceasta inventie este sprijinitd de desene.

Fig. 1. Dinamica schimbdrii greutitii corpului animal in timpul tratamentului cu medicamentele de studiu.
Fig. 2. Dinamica cresterii tumorii de melanom uman A375 intr-un model de xenogrefd in timpul
tratamentului cu mekinist si cu compusul cu formula 1.

Cea mai buni implementare a inventiei

Aceastd inventie va fi descrisd mai in detaliu utilizand exemple specifice. Urmatoarele exemple
sunt furnizate ca ilustrare, si nu sunt destinate pentru a limita inventia. Expertii din acest domeniu pot
intelege diferiti parametri necritici, care pot fi schimbati sau modificati pentru a da in mod esential
aceleasi rezultate.

Exemplul 1.Metodd de preparare a N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-
dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d] pirimidin - 1-il]-fenil }-ciclopropa-necarboxamidei
solvat de dimetil sulfoxid.

Se adauga clorurd de ciclopropilcarbonil (182 mg, 1,74 mmoli) la o solutie de 1-(3-aminofenil)-
3-ciclopropil-5-{(2-fluoro-4-iodofenil)amino } -6,8-dimetilpirido[4,3-d] pirimi-dine-2,4,7(1H,3H,6H)-
triond cu formula 2 (500 mg, 0.87 mmoli) si diizopropiletilamind (225 mg, 1,74 mmoli) in 5 mL de
dimetilformamid3 la temperatura mediului, si se amestecd masa de reactie peste noapte. Dupd terminarea
reactiei, se evapord solventul sub vid, se dizolva restul in 5 ml de diclormetan si se spald succesiv cu
solutie apoasd saturatd de hidrogen carbonat de sodiu, si solutie apoasd saturatd de clorurd de sodiu. Se
separd stratul organic si se usucd pe sulfat de sodiu anhidru peste noapte, se filtreaza si se evapora filtratul
sub vid. Se izoleaza produsul prin flash cromatografie pe silicagel, utilizind diclormetan si un amestec de
diclormetan si acetat de etil (1:1) ca efluent. Se dizolva produsul brut (250 mg) in 1,3 mL de dimetil
sulfoxid la 70 °C si se amestecd solufia timp de o ord, apoi se riceste la temperatura mediului si se
amestecd peste noapte. Se filtreazd precipitatul, se spald cu diclormetan pe filtru si se usuca sub vid inalt
la 40 - 50 °C timp de 2 ore. Se obtine N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-dimetil-
2,4, 7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-2H-pirido[4,3-d]pirimidin-1-il]-fenil } -Ciclopropancar boxamidi solvat de
dimetil sulfoxid (130 mg, 48 %) sub forma de pulbere alba cristalina.

'"H NMR (CDCls, 400 MHz): 0,79 (m, 2H), 0,86 (m, 2H), 1,05 - 1,15 (m, 4H), 1,44 (s, 3H), 1,5
(m, 1H), 2,62 (s, 6H), 2,74 (m, 1H), 3,21 (s, 3H), 6,7 (t, 1H), 7,03 (m, 1H), 7,31 - 7,4 (m, 2H), 7,45 (d,
1H), 7,53 (d, 1H), 7,65 (s, 1H), 7,71 (s, 1H), 11,3 (s, 1H).

Exemplul 2. Determinarea solubilitdtii termodinamice a compusului cu formula 1 si a
prototipului trametinib. Se amestecd 5 mg de compus de studiat cu 1 ml de tampon universal (Pion Ltd),
pH = 2,0; 4,0 sau 7,0 timp de 15 min la 25 °C. Se utilizeaza cantitati aditionale de substante, pAnd cand
solutia devine tulbure. Se incubeazd flacoanele cu solutie timp de 24 de ore la 25 °C cu amestecare,
pentru a obtine echilibrul intre solutia saturatd si precipitat. Dupa echilibrare, se filtreazd 200 pL de
solutie (in duplicat) pe o placa de filtru cu 96 de godeuri (Millipore) pentru a separa precipitatul. Se
determind concentratiile compusilor din filtrat prin spectrofotometrie, utilizind o curbd de calibrare
standard. Se executd mdsurarea spectrului de absorbtie optica a substantei si se reprezintd grafic curba de
calibrare la lungimea de undi selectatd (de obicei corespunzind la maximul de absorbtie a substantei
hmax). Se calculeaza concentratia substantei din filtrat (adicd, solubilitatea) prin urmtoarea ecuatie:

Solubilitatea = (ODjmax filtrat - ODjmax blanc)/Panta x 1,67 x dilutia filtratului,
unde:
ODax filtrat = absorbanta filtratului;
OD;max blanc = absorbanta solutiei blanc fard substanti;
Panta = panta curbei de calibrare;
1,67 = factor de dilutie pentru filtrat in acetonitril;
Dilutia filtratului = factor de dilutie pentru filtrat in tampon.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1.
Exemplul 3. Analiza. Substantele au fost testate pentru efectul asupra activitafii MEK1 kinazei
utilizind platforma de depistare Z'-LYTE (Life Technologies).
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Concentratia de DMSO din amestecul de reactie a fost 1 %. Se dilueazi 100 nL de scufundiri de 100 de
ori ale substantei de studiu in 100 % DMSO in 2.4 pL de tampon de kinazi (50 mM de HEPES pH 7.5,
0,01 % BRIJ-35, 10 mM de mgCl,, 1 mM de EGTA) si se adaugd la 5 pl. de amestec de substrat/kinaza
de 2 ori (MEK1 /MARKI inactivatd (ERK2)/Ser/Thr03, continutul final 0,08 — 0,31 ng de MEK1, 105 ng
de MARKI1 inactivatd (ERK2), si 2 pM de Ser/Thr03) in o placi de 384 de godeuri (neagrd, cu volum
mic, fabricatd de Corning, xaT. #3676). Se pre-incubeazd substantele cu kinaze timp de 10 min la
temperatura mediului. Dupd aceea, se adaugd 2,5 pL de solutic de ATP de 4 ori pentru a incepe reactia
(concentratia finald de ATP din amestecul de reactie este 100 pM). Dupd 30 de secunde de incubatie pe
un agitator, se incubeaza reactia timp de 60 de minute la temperatura mediului. Apoi se adaugd 5 pL de
Reactiv B (Life Technologies) diluat 1a 1:1024 si se incubeazi timp de incd 60 min la temperatura
mediului. Se mdsoard fluorescenta cu excitatie la 400 nM si emisie la 445 nM si 520 nM. Se calculeaza
gradul de fosforilare a substratului peptidic prin ecuatia de mai jos (raport de emisie mic inseamna ca
peptida este fosforilata, adica activitatea kinazei nu este inhibatd, si raport de emisie mare inseamnd ci
peptida nu este fosforilatd, adici activitatea kinazei este inhibatd).
Se calculeazd % de fosforilare astfel:

10,

Se calculeaza % de inhibitie astfel:

e

SeFosf prokd ety
e e ESE R R b g

unde: Cigog = semnalul mediu de emisie al cumarinei, 100 % martor de fosforilare;
Cog = semnalul mediu de emisie al cumarinei, 0 % martor de fosforilare;

Fi00% = semnalul mediu de emisie al fluoresceinei, 100 % martor de fosforilare;
Fyg, = semnalul mediu de emisie al fluoresceinei, 0 % martor de fosforilare.

Exemplul 4. Studiul eficientei in modelul de xenogrefi de melanom uman. Studiul a fost
executat in ProQinase GmbH Freiburg, Breisacher Str. 117, D-79106 Freiburg, GERMANY.

Celule de melanom uman A375 au fost cultivate in fiole cu mediu DMEM cu addugarea a 10 %
FBS 1in atmosferd umed3, care contine 95 % de aer si 5 % de CO; la 37 °C. Celulele canceroase au fost
trecute la animale dupi o perioadi de adaptare. In acest scop, celulele au fost colectate utilizind TrypLE
Express (Invitrogen), spilate si suspendate in PBS steril la concentratia finald de 3 x 107 celule/mL.
Aceastd suspensie de celule a fost injectatd subcutanat (SC) in partea dreaptd a soarecelui (3 x 106 celule
sau 100 pL pe soarece).

Atunci cAnd mirimea medie a tumorii a atins 100 - 200 mM? animalele au fost subdivizate in
grupe experimentale, si tratamentul cu medicamentul de testat a fost inceput. Produsele au fost
administrate intragastric zilnic, in timp ce grupa martor a primit solvent. Dozele de produs experimental
sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Dozele de produs din studiul eficientei in modelul de xenogrefd de melanom uman

Grupa |Substantele Doza, mg/kg Numairul de animale
1 Solvent 10 mL/kg 10

2 Mekinist 3,0 8

3 Compus cu formula 1 0,1 8

4 Compus cu formula 1 0,3 8

5 Compus cu formula 1 1,0 8

6 Compus cu formula 1 3,0 8

7 Compus cu formula 1 10,0 8

Parametrii cheie masurafi:
Maisurarea tumorilor implantate subcutanat a fost executatd de doud ori pe sdptdimand incepand din ziua
introducerii celulelor. Volumul tumorii (mm?) a fost determinat prin ecuatia:

V=LxW2,
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unde L corespunde la diametrul maxim al tumorii, si W la diametrul minim al tumorii (mm). Misuritorile
au fost executate utilizind un subler cu alunecare.

Studiul a inclus calculul valorilor de inhibifie a cresterii tumorii:
T/C = Ve Ve x 100 %,
unde:
Ve = volumul mediu al tumorii in grupa martor;
Vexp = volumul mediu al tumorii in grupa experimentala.

De asemenea, sinitatea si comportamentul animalelor au fost monitorizate, numarul de
consecinte letale si regresii ale tumorii au fost inregistrate:

Hegrene s P Fao W w 100 ¥

3

unde:
Vim = volumul initial al tumorii la inceputul tratamentului;
Vjin = volumul tumorii la finalul tratamentului.
Masurarea greutatii animalelor a fost executatd de trei ori pe saptimana.

Tabelul 3. Parametrii de inhibitie a tumorii dupd 21 de zile de tratament (T/C)

Grupa ([Substante Doza, mg/kg i‘:;ﬁf:l de V med., mm’ |T/C, %
1 Solvent - 8 2112,0

2 Mekinist 3,0 6 21,1 1,0

3 Compus cu formula 1 0,3 7 834,3 39,5

4 Compus cu formula 1 1,0 7 140,5 6,7

5 Compus cu formula 1 3,0 8 84,5 4,0

6 Compus cu formula 1 10,0 8 26,1 1,2

Fig. 2 aratd dinamica cresterii tumorii de melanom A375 in modelul de xenogrefd in timpul
tratamentului cu mekinist si cu compusul cu formula 1.

Compusul cu formula 1 a prezentat o inhibitie a cresterii tumorii dependentd de dozi si o
regresic comparabile cu intensitatea efectului mekinist. Cu toate acestea, deoarece este distinct de
mekinist, compusul cu formula 1 nu a cauzat morti ale animalelor la nici una dintre dozele studiate
(tratamentul cu mekinist a avut ca rezultat o pierdere de greutate critica si doud morti ale animalelor) si a
redus doar moderat greutatea animalului la doza maxima studiatd. Acest fapt presupune o toxicitate mai
slabd a compusului cu formula 1 comparativ cu mekinist fard pierderea eficacitatii tratamentului pentru
melanom.

Exemplul 5. Prepararea medicamentului in comprimate. Se amestecd 1600 mg de amidon, 1600
mg de lactoza sfardmata, 400 mg de talc si 1000 mg de inhibitor cu formula 1, si se comprima intr-o bara.
Se macind aceasta bard in granule si se cerne, colectind granulele cu mirimea de 14 - 16. Se comprima
aceste granule in comprimate de forme adecvate (500 mg fiecare).

Exemplul 6. Preparareca medicamentului in capsule. Se amestecd inhibitorul cu formula 1 cu
lactoza (2:1). Se introduce acest amestec de pulbere in capsule de gelatinid de mirime adecvatd (600 mg
fiecare).

Exemplul 7. Prepararea medicamentului sub formad de compozitie pentru injectii intramusculare,
intraperitoneale, sau subcutanate. Se amestecd 500 mg de inhibitor cu formula 1 cu 300 mg de
clorbutanol, 2 mL de propilen glicol si 100 mL de apa pentru injectie. Se filtreazi solutia si se introduce
in fiole de 1 ml, care sunt apoi sigilate.

Aplicabilitate industriala

Expertii in acest domeniu pot intelege cu usurinta diferiti parametri necritici care pot fi schimbati
sau modificati pentru a da aceleasi rezultate. Diferite modificdri ale inventiei, aditional fatid de cele
descrise aici, ar fi evidente pentru expertii din acest domeniu din descrierea furnizati mai sus.
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1. N-{3-[3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-iodofenilamino)-6,8-dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidro-
2H-pirido[4,3-d]pirimidin- 1-il]-fenil } -ciclopropancarboxamida solvat de dimetil sulfoxid cu formula 1:

?
7 L
HN (@]
ey
N/U\N/A
= I O
Q NH

2. Compusul in conformitate cu revendicarea 1 pentru utilizare in profilaxia si/sau tratamentul unui
cancer asociat cu MEK1, MEK?2 si MEK1/2, cancerul mentionat fiind selectat dintre tumoare cerebrala,
cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat, cancer pancreatic, cancer colorectal, cancer de
pldmani, cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostatd, cancer cutanat, neuroblastom,
sarcom, osteocondrom, osteom, ostecosarcom, seminom, tumori extragonadale, tumoare testiculara, cancer
uterin, cancer al capului si tumori ale gatului, mielom multiplu, limfom malign, policitemie adevarata,
leucemie, gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald, tumoare a vezicii urinare, cancer al vezicii biliare,
cancer al ductului biliar, melanom malign, si tumoare pediatricd, tumoarea pediatricd mentionatd fiind
selectatd dintre sarcom Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom, sarcom vascular, cancer testicular
embrionar, neuroblastom, retinoblastom, hepatoblastom, si nefroblastom.

3. Compusul pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 2, in care cancerul este melanomul
malign.

4. Compozitie farmaceuticd care contine o cantitate terapeutic eficace de compus in conformitate
cu revendicarea 1 ca ingredient activ, si excipienti farmaceutic acceptabili pentru utilizare in profilaxia
si/sau tratamentul unui cancer asociat cu MEK1, MEK?2 si MEK1/2, cancerul mentionat fiind selectat
dintre tumoare cerebrald, cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat, cancer pancreatic, cancer
colorectal, cancer de plimani, cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostatd, cancer
cutanat, neuroblastom, sarcom, osteocondrom, osteom, osteosarcom, seminom, tumori extragonadale,
tumoare testiculard, cancer uterin, cancer al capului si tumori ale gitului, mielom multiplu, limfom
malign, policitemie adevirati, leucemie, gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald, tumoare a vezicii
urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului biliar, melanom malign, si tumoare pediatrica,
tumoarea pediatrici mentionata fiind selectatd dintre sarcom Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom,
sarcom vascular, cancer testicular embrionar, neuroblastom, retinoblastom, hepatoblastom, si
nefroblastom.

5. Comporzitia farmaceuticd pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 4, in care cancerul
este melanomul malign.
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6. Compozitia farmaceutica pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 4, in care compozitia
este sub formi de comprimate, capsule sau injectii.

7. Medicament cuprinzind compusul in conformitate cu revendicareca 1, pentru utilizare in
profilaxia si/sau tratamentul unui cancer asociat cu MEK1, MEK?2 si MEK1/2, cancerul mentionat fiind
selectat dintre tumoare cerebrald, cancer esofagian, cancer de stomac, cancer de ficat, cancer pancreatic,
cancer colorectal, cancer de plimani, cancer renal, cancer mamar, cancer ovarian, cancer de prostati,
cancer cutanat, neuroblastom, sarcom, osteocondrom, osteom, osteosarcom, seminom, tumori
extragonadale, tumoare testiculard, cancer uterin, cancer al capului si tumori ale gatului, mielom multiplu,
limfom malign, policitemie adevdratd, leucemie, gusd, cancer pelvian, tumoare ureterald, tumoare a
vezicil urinare, cancer al vezicii biliare, cancer al ductului biliar, melanom malign, si tumoare pediatrica,
tumoarea pediatrici mentionata fiind selectatd dintre sarcom Ewing, tumoare Wilms, rabdomiosarcom,
sarcom vascular, cancer testicular embrionar, neuroblastom, retinoblastom, hepatoblastom, si
nefroblastom.

8. Medicamentul pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 7, in care cancerul este
melanomul malign.

9. Metodd de preparare a compozitiei farmaceutice in conformitate cu revendicarea 4, prin
amestecarea unei cantitdti terapeutic eficace de compus in conformitate cu revendicarea 1, cu excipienti

farmaceutic acceptabili.

10. Metodad de preparare compusului in conformitate cu revendicarea 1, incluzind interactiunea
compusului in conformitate cu formula 2 sau a sirii acestuia cu acidul ciclopropancarboxilic sau cu

derivatul activat al acestuia:
NH,
¥
N /U\ N/A
(o] N NH
| \i( F
|

2
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