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(57)  Anotace:
Farmaceuticky piipravek pro 1é¢eni maligniho
melanomu obsahuje trojkombinaci t¢innych latek,
kterymi jsou GANT61, obatoclax, s vyhodou jeho
mezylatova stl, a latka vybrana ze skupiny
sestavajici z (+)-JQl, SGI-7079, GSK343, GSK126,
HAL1S5, pficemZ koncentrace ué¢innych latek v dané
trojkombinaci potfebnych pro eradikaci nadorovych
bungk je nasledujici: a) GANT61 10 az 20 pmol/1;
b) obatoclax 150 az 300 nmol/1; cl) (+)-JQL 125 az
500 nmol/1; ¢2) SGI-7079 125 az 500 nmol/1; ¢3)
GSK343 0,25 az 1,0 pmol/1; c4) GSK126 25 az
100 nmol/1; a ¢5) HA 15 2,5 az 10 pmol/1.
Vsechny trojkombinace jsou velmi téinné v
pokusech na bunéénych kulturach lidskych
melanomovych bunék, kdy doslo k eradikaci vSech
nadorovych bunék do 7 dntl po aplikaci.
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Farmaceuticky pripravek pro lé¢eni maligniho melanomu

Oblast techniky

Vynalez se tyka farmaceutického piipravku pro léCeni maligniho melanomu kombinaci tii
znamych uc¢innych latek. V piihlasce obecné je tfeSena problematika cilené 1écby nadorovych
bunc¢k. Konkrétné je teSena otazka zahubeni bunék u jednoho typu nadoru (melanomu)
synergickou kombinaci u¢innych latek, které jsou dale v piihlasce popsany.

Dosavadni stav techniky

Cilena 1é¢ba nadorovych onemocnéni znamena 1écbu uc¢innou chemickou latkou (popt. latkami),
schvalenymi pro pouZiti v humanni medicing statnim organem, napi. americkym ufadem FDA
(Food and Drug Administration), nebo nadnarodni agenturou, napi. EMEA. V Ceské republice je
samoziejme pro lécebné pouziti GCinnych latek nutny téz souhlas Statniho Gstavu pro kontrolu
1¢¢iv (SUKL). Dosud byla pfi cilené 1é¢bé i v klinickych studiich faze I-IV (které 16¢bé tdsné
pfedchazeji) pouzivana v mnaprosté vet§iné pouze jedna sloucenina, napf. inhibitor nékteré
bunééné signalni drahy, inhibitor funkce mutované¢ho onkogenu, inhibitor epigenetické regulace,
inhibitor antiapoptotickych proteint apod. V soucasné dobé existuje jiz ptes 100 000 rGznych
chemickych inhibitorti, které maji alespoil mensi (avSak statisticky signifikantni) negativni
ucinek na rist nadorovych bunék (¢i pfimo builky usmrcuji pfevazné pomoci apoptozy) v
experimentalnim testovani. Vyuzito a zkouSeno (at’ jiz experimentalné na bunéénych kulturach, v
preklinickych studiich na imunodeficitnich tzv. nudé mysich i v klinickych studiich pfimo pfi
1é¢bé pacientt s jakymkoli nadorem) bylo v8ak jen mnohem mensi mnozstvi latek (cca 200-300).

Problémem klinického pouziti jedné latky je vSak rezistence, ktera vznika zpravidla po nékolika
mgesicich “aspésné” 1écby v podstat¢ vzdy (vyjimecné je nador jiz od pocatku inherentné
rezistentni viici 1é¢ivu, cozZ se bez experimentalniho ovéteni nepozna). Typicka je napt. rezistence
proti vemurafenibu nebo dabrafenibu, které se pouzivaji pro inhibici aktivity mutovaného BRAF
onkogenu. Mutace toho onkogenu (“driver mutations™) jsou u maligniho melanomu pfitomny asi
v 60 % pftipadd (1). Dal§im typicky mutovanym onkogenem u melanomu je NRAS, a to asi u
15 % prtipadd (2). Po prob¢hlé 1&cbeé piislusnym inhibitorem se nador stava (vlivem mnoha
mutaci vzniklych béhem jeho progrese) rezistentni viici ptivodni 1€¢bé a je dokonce “zavisly” na
podavaném léku (tento stav se oznaCuje jako “drug addiction”) (3-5) a produkuje se
pred podanim prvniho 1éku. Obvykle se prvni 1€k pochopitelné vysadi a nasadi se druhy 1ék a
pokracuje se v 1écbé. Velmi Casto vznikne postupné rezistence i na tento druhy 1¢k. Melanom je
siln¢ fenotypové heterogenni jiz od prvnich stadii (7, 8) a heterogenita se postupné zvysuje.
Pritomnost mnoha rlznych subpopulaci bunék tak zplsobuje jeho rezistenci, nebot’ vUCi
podanému lé¢ivu je senzitivni jen mala ¢ast subpopulaci. Tato mikroheterogenita a plasticita
fenotypu je obecné [éCebnym problémem i u jinych typl naddort (9,10).

V posledni dobé je proto uplatiiovana tendence nasadit dva, popt. 1 vice 1ékl najednou jiz jako
pocatecni 1écbu (11-13). Tyto Iéky by mély byt peclivé vybirany podle vysledki piedchoziho
experimentalniho vyzkumu na bunéénych kulturach stejného typu nadoru a na nude mysich, coz
se vétsinou nedéje a jsou Casto piimo provadény klinické studie na pacientech. Kombinace dvou
1é¢iv od zacatku 1é€by prudce snizuje riziko vzniku rané rezistence. Ovéfovat piimo pacientiiv
nador experimentalné na rizné u¢inné kombinace 1é¢iv v podstaté neni Cas, nebot’ toto oveteni je
¢asove narocné a nador v pacientovi mezitim roste a zhorSuje se tak prognoéza. Podle literatury
byly pfi této tzv. cilené 16cbé vyjimeené zkouSeny pfi 1é¢be nadorl nebo experimentalné pouze
dvojkombinace 1éCiv jako prvni 1éCba (11-15) (s lepsim uc¢inkem nez monolécba), nebyla vsak
vyzkousena trojkombinace. Pti klasické chemoterapii se samoziejmé vzdy pouZije kombinace
nedlenych, obecné pouzivanych protinadorovych latek.
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Podstata vynalezu:

Podstatou vynalezu je zjisténi peti riznych kombinaci tii latek-a¢innych protinadorovych 1é¢iv v
jednom pfipravku na bunikach v bunééné kultufe, namifené specificky proti lidskému malignimu
melanomu (v pokrocilejsich stadiich 11 - IV). V téchto stadiich je dalsi 1éCba téméf neucinna
(krom¢ imunoterapie, ktera vsak plsobi v malém procentu piipadd). Z dosavadniho stavu
techniky vyplyva, Ze pro uc¢innou lécbu je nutno eliminovat nadorové bunky v co nejkrat$im case.
Zjistili jsme, Ze vSech pét U€innych kombinaci 1éCiv je schopno zcela eradikovat nadorové bunky
max. do 5 dnil (viz dale Obr. 2), tedy ucinek testovanych kombinaci latek byl mimotradng silny.

V této prihlaSce vynalezu uvadime trojkombinace chemickych latek (5 rlznych trojkombinaci),
kdy zékladem jsou vzdy dv¢ latky a jen tieti se ve vSech kombinacich 1isi. Jejich u¢inek na bunky
maligniho melanomu je efektivni, i kdyz se 1i§i podle pouZzité bunééné linie, a je velmi rychly,
nebot’ buiiky jsou eradikovany i pti niz§ich koncentracich latek nejpozdéji do 7 dndi. Testovali
jsme kombinace jen cilenych 1é¢iv (nizkomolekularnich inhibitorli), nikoli napf. kombinaci
podani jedné chemické latky s imunologickou 1éCbou, fototerapii, radioterapii apod. Nagim cilem
tedy bylo zautocit na nadorové bunky u€¢innymi latkami, které jsou kazda z jiné oblasti bunééné
biologie a nejsou zameieny proti “driver” mutacim onkogend, kdy je zndmo, Ze se vZdy vytvofi
rezistence. Pro u¢innost 1&Cby je dilezité, aby byly eradikovany i subpopulace bunék, které jsou
velmi invazivni a rekrutuji se z nich tzv. nadorové kmenové bunky (cancer stem cells, CSC) (16)
a metastatické bunky.

Zakladem nasi latkové trojkobinace byl GANT61 a obatoclax. GANTG61 je latka silné a
specificky inhibujici aktivitu faktort GLI, které jsou efektory signalni cesty Hedgehog (17-19),
dilezité pro progresi melanomu. Obatoclax je velmi silny inhibitor antiapoptotické rodiny genti
BCL2 a inhibuje i antiapoptoticky protein Mcl-1 (20,21). K tomuto zakladu dvou latek, bylo
pouzito vzdy jedné z pcti nasledujich latek. JQ1, coz je velmi silny inhibitor aktivity
epigenetického faktoru BRD4, dilezitého pro progresi melanomu (22). Dal§imi latkami byly
SGI-7079, inhibitor AXL kinazy, ktera je pfitomma v subpopulacich invazivnich bunék
melanomu (23). Inhibitory GSK323 a GSKI126 plsobi podobné a jsou silnymi inhibitory
methyltransferazy EZH2 (soucast “polycomb repression 2” komplexu). EZH2 byl popsan jako
dulezity epigeneticky faktor pii vyvoji melanomu (24). HA 15 je latka popsana jako velmi silné a
specificky plisobici mechanismem stresu endoplasmatického retikula a mitochondrii na
melanomové bunky (25).

Bylo zjisténo, Ze koncentrace ucinnych latek v dané trojkombinaci potfebnych pro eradikaci
nadorovych bunék je nasledujici: a) GANT61 10 az 20 pmol/l; b) obatoclax 150 az 300 nmol/I;
cl) (+)-JQ1 125 az 500 nmol/l; ¢2) SGI-7079 125 az 500 nmol/l; ¢3) GSK343 0,25 az 1,0 umol/l;
c4) GSK126 25 az 100 nmol/1; a ¢5) HA 15 2,5 az 10 pmol/L.

K testovani bylo pouzito 6 definovanych bunécnych linii nadoru pro nejvyssi koncentrace
ucinnych latek a 4 bunééné linie pro pouziti dvou nizSich koncentraci uc¢innych latek. Celkem
bylo provedeno testovani v rozsahu 3 koncentraci latek na vSech péti kombinacich. Bylo tedy
dosazeno 15 vysledkdl. Navic byly provedeny testy na kontrolnich, nemelanomovych liniich
(bunky nadoru slinivky bfi$ni), a to v jedné nejvyssi koncentraci ve vSech péti kombinacich.
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Cilem feSeni bylo nalézt vhodné kombinace 1€kii, které jsou co nejucinnéjsi pro dosazeni rychlé
eradikace nadorovych buné¢k, ktera je pfedpokladem pro uspésnou cilenou 1écbu. Koncentrace
latek pouzité v pifihlasce vynalezu jsou pravdépodobné pouzitelné i pfi humannim pouziti v
nadorové tkani (ovefeni vyzaduje dal$i farmakologické studie jiz pifi klinickém zkouSeni).
Provedli jsme jeSté dva experimenty, kdy koncentrace latek byly niz§i neZz nejvyssi, a zjistili
jsme, Ze snizovanim koncentrace se dosahne eradikace bunék jen u dvou bunéénych linii, na dalsi
dvé linie jsou nejnizsi koncentrace jiz net¢inné (Obr. 5. a tabulka €. 2), uc¢inna byla jen posledni
trojkombinace (€. V).

Dalsim cilem vynalezu byl pozadavek, aby kombinace tfi latek eradikovala vSechny molekularni
typy maligniho melanomu, nap¥. s mutacemi i bez mutaci onkogentit BRAF, NRAS, RACI1 a
dal$ich. Podobny pfistup je u melanomu originalni, stejné tak je originalnich vSech pét pouzitych
kombinaci cilenych 1&¢iv.

Zdlvodnéni patentovatelnosti pfihlasovaného feseni: Jednak je to z dlivodu originality popsanych
experimentalnich vysledki jde o unikatni moznost pouzit uvedené latky (které byly vybrany na
zaklad¢ dlouholetého molekularné-biologického vyzkumu melanomu a moznych cild jeho 16Cby)
pfi terapii melanomu. Uvedené trojkombinace biologicky aktivnich chemickych inhibitord
nebyly tedy nikdy k uvedenému tcelu (ani k 1é¢bé jinych nadortl) testovany (dle dostupné
odborné literatury). Uvedeni vSech péti trojkombinaci v jednom vynalezu zdGvodiujeme
chemickou podobnosti jednotlivych latek, jejich podobnosti z hlediska biologického negativniho
vlivu na bunéény rist a jejich mimotadné ucinnosti ve vSech kombinacich, zvl. v nejvyssich
popsanych koncentracich.

Uginky vynalezu

Z obrazové Casti piihlaS8ky vynalezu je zfejmé ubyvani bunck obsahujici at’ jiz publikovanou
dvojkombinaci GANT61 + obatoclax (mén¢ 0Cinna kombinace) (Obr. 1) nebo vSech 5
trojkombinaci. Pro srovnani jsou na Obr. 3 ukazany i 4 druhy bunck nadort slinivky bfisni (pfi
pouziti nejvyssi koncentrace latek, tj. experimenty ¢. 16-20, viz tabulka 2), na které piisobi latky
jen nepatrné hiife nez na bunky melanomu, pouze jedna pankreatickd nadorova linie (PANC-1) je
viici substancim odolna. PouZiti niz§ich koncentraci latek na melanomové bunky (tabulka 3 exp.
6-10, a Obr. 4) zvysilo jejich odolnost a pfi nejnizsi koncentraci latek (tabulka 2. exp. 11-15, a
Obr. 5) byly jiz 2 linie melanomu resistentni i 7. den (kromé 5. trojkombinace, ktera byla u¢inna
u vSech typt bunck), ale na 2 dalsi linie trojkombinace piisobily a bunky byly eradikovany jiz 5.
den (Obr. 5).

Dtvod pro vybér 2 zakladnich popsanych latek: Prvni dvé latky (sloucenina 1 a 2), tedy
GANT61 a obatoclax, maji synergicky ucinek a vykazuji tzv. syntetickou letalitu pfi jejich
kombinovaném pouziti na melanomovych bunkach (Vickova K, Réda J, Ondrusova L et al.: GLI
inhibitor GANT61 kills melanoma cells and acts in synergy with obatoclax. Int J Oncol. 2016,
49(3):953-60). Proto byly zvoleny jako zdklad kazdé z péti trojkombinaci. K témto dvéma
slouceninam byla pfidana dalsi 1 latka. Bylo pouZito 5 dal§ich u¢innych latek a tim se dosahlo i
vytvofeni péti riznych smési (“koktejli”), které byly testovany v rlznych koncentracich jak
rychle eradikuji melanomové bunky.

Zdlvodnéni vybéru dalSich 5 pouzitych latek: Vybér latek vychazi z naSich mmnohaletych
zkuSenosti, experimentli a jejich vysledkl u bunck maligntho melanomu a z dostupnych
literarnich udaji:

Sloucenina 3 ((+)-JQ1): Jde o inhibitor tzv. BET bromodomén, ktery siln¢ a specificky inhibuje
BET doménu ktera je obsazena v epigenetickém faktoru BRD4. JQ1 obecné plisobi jako inhibitor
na mnoho nadorl v€etné¢ melanomu. Jeho extrémné silny G¢inek ukazuje na ddlezitost BRD4
faktoru pii onkogenezi. Byl proto vybran pro jeho velmi silny a specificky t€¢inek na mnoho typt
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nadorovych bunck v€. melanomu. BRD4 je onkogenni protein s rekurentni translokaci u mnoha
nadorl a kompetitivni vazba s JQ1 vytlacuje BRD4 onkoprotein z chromatinu.

Sloucenina 4 (SGI-7079): Jde o silny inhibitor protein kinazy AXL, ktera se v posledni dob¢
ukazuje jako marker invazivity a onkogennich vlastnosti melanomovych bunék (Sensi M, Catani
M, Castellano G, et al.. Human cutaneous melanomas lacking MITF and melanocyte
differentiation antigens express a functional Axl receptor kinase. J Invest Dermatol. 2011, 131
(12):2448-57). Jeji hladina je zvySena v subpopulacich s vysokou invazivitou a jeji zvySeni
doprovazi pokles klicového transkripcniho faktoru melanomu MITF (Miiller J, Krijgsman O,
Tsoi J. et al.: Low MITF/AXL ratio predicts early resistance to multiple targeted drugs in
melanoma, Nat Commun, 2014, 5:5712).

Sloucenina 5 (GSK343): GSK343 je silny a selektivni inhibitor aktivity faktoru EZH2 (enhancer
of zeste homologue 2). Je siln¢ specificky pro EZH2 s 60x vétsi selektivitou inhibice oproti
pribuznému proteinu EZH1, a ma >1000x v¢&tsi selektivitu oproti jinym histon-
methyltransferazam. EZH2 je histon metyltransferaza, trimetylujici histon 3 na lysinu 27
(H3K27me3), a je tedy typicky epigeneticky modulator. EZH2 je podjednotka tzv. “polycomb
repressive complex 2 (PRC2)”. V nadorech vcetné melanomu je nalézana vysoka hladina EZH2 a
pfitomnost H3K27me3 a inhibice EZH2 ma vyrazny vliv na sniZeni nadorové progrese
melanomu (Gelato KA, Schockel L, Klingbeil O et al.: Super-enhancers define a proliferative
PGC-la-expressing melanoma subgroup sensitive to BET inhibition. Oncogene 2018, 37(4):512-
521).

Sloucenina 6 (GSK126): Tato sloucenina je podobn¢ jako sloucenina 5 silnym inhibitorem
EZH2. GSK126 is je silny a selektivni inhibitor EZH2 methyltransferazy, rovnéz vice nez 1000x
selektivnéjs$i pro EZH2 neZ pro 20 jinych lidskych methyltransferaz. Pouzili jsme tedy tuto latku
jako druhou alternativu s podobnymi chemickymi a biologickymi vlastnostmi jako ma latka 5.
(EZH2 ptisobi jako transkripéni aktivator nebo represor, v zavislosti na bunééném kontextu.)

Sloucenina 7 (HA15): Tato latka se ukazala v jedné publikované praci jako mimotadné G¢inna
proti melanomovym bunikam (Cerezo M, Lehraiki A, Millet A. et al.: Compounds Triggering ER
Stress Exert Anti-Melanoma Effects and Overcome BRAF Inhibitor Resistance. Cancer Cell
2016, 29(6):805-819). Latka pickonava znamou rezistenci zplisobenou aplikaci inhibitoru BRAF
(mutovany a aktivovany onkogen u cca 60% ptipadi melanomu). Specifickym cilem této latky je
chaperonovy komplex BiP/GRP78/HSPAS a pusobeni HA1S5 v bunice ma za nasledek stres
endoplasmatického retikula s naslednou bunécnou smrti autofagii a apoptézou (Cerezo M,
Rocchi S.: New anti-cancer molecules targeting HSPAS/BIP to induce endoplasmic reticulum
stress, autophagy and apoptosis. Autophagy. 2017, 13(1):216-217).

Popis pouzitych chemickych sloucenin (0¢innych latek). (Citace jsou pouze vhodnym vybérem 5
citaci pro kazdou latku z velkého mnoZstvi existujicich citaci o prislusné sloucening.)

Sloucenina 1:

Trivialni nazev: GANTO61, synonymum: NSC136476

Chemicky nazev: 2-[[3-[[2-(dimethylamino)fenylJmethyl]-2-pyridin-4-yl-1,3-diazinan-1-
ylImethyl]-N,N-dimethylanilin

Sumarni vzorec: C,;H;sNs, molekulova hmotnost: 429,6

Strukturni vzorec:
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Farmakologicky ucinek (dle selleckchem.com): GANT61 je inhibitor GLII1- i GLI2- indukované
transkripce tim, ze znemoziuje vazbu téchto transkripcnich faktorti na DNA.

Priklady biologického uc¢inku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): GANT61 je inhibitor
funkce GLII- a GLI2-indukované transkripce, inhibuje signalni drahu Hedgehog s 1C50 5 uM
v GLI1-exprimujicich HEK293T bunkach.

Citace (GANT61):

- Vi¢kova K, Réda J, Ondrusova L et al.: GLI inhibitor GANT61 kills melanoma cells and
acts in synergy with obatoclax. Int J Oncol. 2016, 49(3):953-60 (12);

- Mazumdar T, DeVecchio J, Shi T et al.: Hedgehog signaling drives cellular survival in
human colon carcinoma cells. Cancer Res. 2011, 71 (3): 1092-102;

- Wickstrom M, Dyberg C, Shimokawa T, et al.: Targeting the hedgehog signal transduction
pathway at the level of GLI inhibits neuroblastoma cell growth in vitro and in vivo. Int J Cancer.
2013, 132(7): 1516-24;

- Faido-Flores F, Alves-Femandes DK, Pennacchi PC, et al.: Targeting the hedgehog
transcription factors GLI1 and GLI2 restores sensitivity to vemurafenib-resistant human
melanoma cells. Oncogene. 2017, 36(13): 1849-1861 (17);

- Geng L, Lu K, Li P, et al.: GLI1 inhibitor GANT61 exhibits antitumor efficacy in T-cell
lymphoma cells through down-regulation of p-STAT3 and SOCS3. Oncotarget. 2017,
8(30):48701 -48710.

Sloucenina 2:
Trivialni nazev: Obatoclax mezylat, synonymum: GX15-070

Chemicky nazev: 2-(2-((3,5-Dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methylen)-3-methoxy-2H-pyrrol-5-yl)-1H-
indol methansulfonat

Sumarni vzorec: C,oH,oN;0.CH,O,S, molekulova hmotnost: 413,49

Strukturni vzorec:

Farmakologicky t¢inek (dle selleckchem.com): antagonista BCL-2 s K;, 0,22 uM. Obatoclax je
BH3 mimetikum vazajici se a inhibujici $iroké spektrum ¢lentt BCL-2 rodiny, a to BCL-2, Bcl-
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xL, a rovnéZ na Mcl-1.

Priklady biologického €¢inku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): Obatoclax kompletné
inhibuje oziveni funkce Mcl-1 vlivem Bak v konc. 5 uM v SK-MEL-5 bunkach a pfekonava
rezistenci k ABT-373-indukované apoptéze zplsobené vlivem inhibice Mcl-1 v KB/Bcl-2
bunkach.

Je antagonistou antiapoptotického faktoru BCL-2 (K; je 0,22 pM v nebunééném pokusu).
Obatoclax se zde pouZziva ve form¢ mezylatové soli, v literatufe 1ze najit i odkazy na tartratovou

stil (stll kyseliny vinné) nebo hydrochloridovou stl.

Citace (Obatoclax):

- Huang S, Okumura K, Sinicrope FA.: BH3 mimetic obatoclax enhances TRAIL-mediated
apoptosis in human pancreatic cancer cells. Clin Cancer Res. 2009, 15(1): 150-9;

- Vi¢kova K, Réda J, Ondrusova L et al.: GLI inhibitor GANT61 kills melanoma cells and
acts in synergy with obatoclax. Int J Oncol. 2016, 49(3):953-60 (12);

- Nguyen M, Marcellus RC, Roulston A, et al.: Small molecule obatoclax (GX15-070)
antagonizes MCL-1 and overcomes MCL-1-mediated resistance to apoptosis. Proc Natl Acad Sci
USA. 2007, 104(49): 19512-7 (21);

- Yazbeck VY, Li C, Grandis JR, et al.: Single-agent obatoclax (GX15-070) potently induces
apoptosis and pro-survival autophagy in head and neck squamous cell carcinoma cells. Oral
Oncol. 2014, 50(2): 120-7;

- Koehler BC, Scherr AL, Lorenz S, et al.: Pan-Bc¢l-2 inhibitor obatoclax delays cell cycle
progression and blocks migration of colorectal cancer cells. PLoS One. 2014, 9(9):e 106571.

Slouc¢enina 3:
Trivialni nazev: (+)-JQI1, synonymum:; --

Chemicky nazev: (S)-tert-butyl 2-(4-(4-chlorfenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[3,2-f][1,2,4]tri-
azolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-yl)acetat

Sumarni vzorec: Ca3HasCIN4O:S, molekulova hmotnost: 456,99

Strukturni vzorec:

Farmakologicky ucinek (dle selleckchem.com): (+)-JQ1 je inhibitor tzv. BET bromodomén,
IC50=77 nM / 33 nM pro BRD4(1/2) protein in vitro, vazba je specificka pouze na rodinu BET
proteint.

Priklady biologického ucinku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): (+)-JQ1 (500 nM)
oslabuje rychlou proliferaci NMC 797 a Per403 bunck v kultute. (+)-JQ1 (50 mg/kg) inhibuje
st nador z NMC 797 bunék na nude mysich.
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Latka je inhibitorem BET bromodomén, s IC50 77 nM a 33 nM for BRD4(1), resp. BRD4(2) v
nebunecném pokusu in vitro.

Citace (JQ1):

- Shao Q, Kannan A, Lin Z, et al.: BET protein inhibitor JQ1 attenuates Myc-amplified MCC
tumor growth in vivo. Cancer Res. 2014, 74(23):7090-102;

- Korkut A, Wang W, Demir E. et al.: Perturbation biology nominates upstream-downstream
drug combinations in RAF inhibitor resistant melanoma cells. Elite. 2015, 18;4;

- De Raedt T, Beert E, Pasmant E, et al.: PRC2 loss amplifies Ras-driven transcription and
confers sensitivity to BRD4-based therapies. Nature. 2014, 514(7521):247-51;

- Segura MF, Fontanals-Cirera B, Gaziel-Sovran A et al.: BRD4 sustains melanoma
proliferation and represents a new target for epigenetic therapy. Cancer Res. 2013, 73(20):6264-
76 (22);

- Filippakopoulos P, Qi J, Picaud S et al.: Selective inhibition of BET bromodomains. Nature.
2010, 468(7327): 1067-73.

Sloucenina 4:
Trivialni nazev: SGI-7079, synonymum: CFIEMBI.3809908;

Chemicky nazev:  2-(3-(2-((3-Fluoro-4-(4-methylpiperazin-1-yl)fenyl)amino)-5-methyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)fenyl)acetonitril

Sumarni vzorec: CasHa6FN7, molekulova hmotnost: 455,53

Strukturni vzorec:

Farmakologicky uc¢inek (dle selleckchem.com): novy selektivni inhibitor tyrosin kinazy AXL (K;
=5,7nM).

Priklad biologického G¢inku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): je u¢inny (K;=5,7 nM)
v inhibici aktivity kinazy AXL in vitro a inhibuje Gas6 liganden-indukovanou tyrosinovou
fosforylaci lidské AXL exprimované v HEK293T buikach (EC50=100 nM), inhibuje rist nadord
v zavislosti na koncentraci.

Citace (SGI-7079):

- Byers LA, Diao L., Wang J, et al.: An epithelial-mesenchymal transition gene signature
predicts resistance to EGFR and PI3K inhibitors and identifies Axl as a therapeutic target for
overcoming EGFR inhibitor resistance. Clin Cancer Res. 2013, 19(1):279-90;

Myers SH, Brunton VG, Unciti-Broceta A: AXL Inhibitors in Cancer: A Medicinal
Chemistry Perspective. ] Med Chem. 2016 Apr 28;59(8):3593-608;

- Sensi M, Catani M, Castellano G, et al.: Human cutaneous melanomas lacking MITF and
melanocyte differentiation antigens express a functional Axl receptor kinase. J Invest Dermatol.


selleckchem.com
selleckchem.com

10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 2018 - 181 A3

2011, 131 (12):2448-57;

- Miiller J, Krijgsman O, Tsoi J. et al.: Low MITF/AXL ratio predicts early resistance to
multiple targeted drugs in melanoma. Nat Commun. 2014, 5:5712 (23);

- Miller MA, Oudin MJ, Sullivan RJ. Et al.: Reduced Proteolytic Shedding of Receptor
Tyrosine Kinases Is a Post-Translational Mechanism of Kinase Inhibitor Resistance. Cancer
Discov. 2016, 6(4):382-99,

Slouc¢enina 5:
Trivialni nazev: GSK343, synonymum: 1346704-33-3

Chemicky nazev: N-[(6-methyl-2-oxo-4-propyl-1H-pyridin-3-yl)methyl]-6-[ 2-(4-methyl-
piperazin-1-yl)pyridin-4-yl]-1-propan-2-ylindazol-4-karboxamid

Sumarni vzorec: Cs;H3sN70O», molekulova hmotnost: 541,69

Strukturni vzorec:

Farmakologicky ucinek (dle selleckchem.com): silny a selektivni inhibitor EZH2 proteinu s
1IC50=4 nM v in vitro reakci, ukazujici 60x vétsi selektivitu oproti EZH1, a je 1000x vice
selektivni pro EZH2 i ve srovnani s 20 jinymi lidskymi methyltransferazami. Piiklad
biologického t¢inku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): Inhibuje trimethylaci lysinu
H3K27 (H3K27me3) s 1C50= 174 nM v nadorovych buiikach prsni zlazy HCC1806, siln¢
inhibuje bunéc¢nou proliferaci v nadorovych bunkach prsni zlazy a prostaty (nadorova linie
prostaty LNCaP je nejvice sensitivni k GSK343, s IC50=2,9 uM).

Citace (GSK343):

- Yu H, Ma M, Yan J. et al.: Identification of coexistence of BRAF V600E mutation and
EZH2 gain specifically in melanoma as a promising target for combination therapy. J Transl
Med. 2017, 15(1):243;

- Poirier JT, Gardner EE, Connis N. et al.: DNA methylation in small cell lung cancer defines
distinct disease subtypes and correlates with high expression of EZH2. Oncogene. 2015,
34(48):5869-78;

- Fane ME, Chhabra Y, Hollingsworth DEJ et al.: NFIB Mediates BRN2 Driven Melanoma
Cell Migration and Invasion Through Regulation of EZH2 and MITF. EBioMedicine. 2017,
16:63-75;

- Souroullas GP, Jeck WR. Parker JS et al.: An oncogenic Ezh2 mutation induces tumors
through global redistribution of histone 3 lysine 27 trimethylation. Nat Med. 2016, 22(6):632- 40;
- Mahmoud F, Shields B, Makhoul I et al.: Role of EZH2 histone methyltrasferase in
melanoma progression and metastasis. Cancer Biol Ther. 2016, 17(6):579-91.

Slouc¢enina 6:

Trivialni nazev: GSK126, synonymum: 1346574-57-9
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Chemicky nazev: 1-[(2S)-butan-2-yl]-N-[(4,6-dimethyl-2-oxo-1H-pyridin-3-yl)methyl]-3-
methyl-6-(6-piperazin-1-ylpyridin-3-yl)indol-4-karboxamid

Sumarni vzorec: C3H;sNsO,, molekulova hmotnost: 526,87

Strukturni vzorec:

K &
Raay G

Farmakologicky ucinek (dle selleckchem.com): G¢inny, velmi selektivni inhibitor EZH2
methyltransferazy s 1C50=9,9 nM, >1000x vice selektivni pro EZH2 ve srovnani s 20 jinymi
lidskymi methyltransferazami.

Priklad biologického tuCinku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): siln¢ inhibuje
methylaci na H3K27me3 (trimethylace lysinu 27 v histonu H3) a H3K27me3 v EZH2 divokych i
mutantnich DLBCL bunkach. Efektivn¢ inhibuje proliferaci EZH2 mutantnich DLBCL
bunéénych linii a indukuje transcripéni aktivaci cilovych géni pro EZH2 v senzitivnich
bunéénych liniich. V. H2087 buikach inhibuje expresi VEGF-A and fosforylované kinazy
Ser(473)-AKT, ¢imz zplisobuje inhibici bunécné proliferace, migrace a metastazovani.

Citace (GSK126):

- McCabe MT, Ott HM, Ganji G at al.. EZH2 inhibition as a therapeutic strategy for
lymphoma with EZH2-activating mutations. Nature 2012, 492(7427): 108-12;

- Tiffen J, Wilson S, Gallagher SJ et al.: Somatic Copy Number Amplification and
Hyperactivating Somatic Mutations of EZH2 Correlate With DNA Methylation and Drive
Epigenetic Silencing of Genes Involved in Tumor Suppression and Immune Responses in
Melanoma. Neoplasia. 2016, 18(2): 121-32;

- Fisher ML, Adhikary G, Grun D et al.: The Ezh2 polycomb group protein drives an
aggressive phenotype in melanoma cancer stem cells and is a target of diet derived sulforaphane.
Mol Carcinog. 2016, 55(12):2024-2036;

- Tiffen JC, Gunatilake D, Gallagher SJ et al.: Targeting activating mutations of EZH2 leads
to potent cell growth inhibition in human melanoma by derepression of tumor suppressor genes.
Oncotarget. 2015, 6(29):27023-36 (24);

- Ottt HM, Graves AP, Pappalardi MB et al.: A687V EZH2 is a driver of histone H3 lysine 27
(H3K27) hypertrimethylation. Mol Cancer Ther. 2014, 13(12):3062-73.

Sloucenina 7:
Trivialni nazev: HA15, synonymum: 1609402-14-3

Chemicky nazev: N-[4-[3-[[5-(dimethylamino)naftalen-1-yl|sulfonylamino]fenyl]-1,3-thiazol-2-
yl]acetamid

Sumarni vzorec: C,;H,.N,05S., molekulova hmotnost: 466,58
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Strukturni vzorec:

Farmakologicky ucinek (dle selleckchem.com): HA15 je molekula specificky inhibujici
proteinovy complex BiP/GRP78/HSPAS.

Priklad biologického uc€inku in vitro nebo in vivo (dle selleckchem.com): HA15 indukuje stress
endoplasmatického retikula vedouci k bunééné smrti in vitro a ptekonava rezistenci vii¢i BRAF
inhibitoru v melanomovych bunkach. IC50 nebylo zatim stanoveno.

Citace (HA15):

- Cerezo M, Lehraiki A, Millet A. et al.: Compounds Triggering ER Stress Exert Anti-
Melanoma Effects and Overcome BRAF Inhibitor Resistance. Cancer Cell 2016, 29(6):805-819;

- Cerezo M, Rocchi S.: New anti-cancer molecules targeting HSPAS/BIP to induce
endoplasmic reticulum stress, autophagy and apoptosis. Autophagy. 2017, 13(1):216-217;

- Cerezo M, Rocchi S: New anti-cancer molecules targeting HSPAS/BIP to induce
endoplasmic reticulum stress, autophagy and apoptosis. Autophagy. 2017, 13(1):216-217;

- Ruggiero C, Doghman-Bouguerra M, Ronco C et al.: The GRP78/BIP inhibitor HA15
synergizes with mitotane action against adrenocortical carcinoma cells through convergent
activation of ER stress pathways. Mol Cell Endocrinol. 201, pii: S0303-7207(18):30070-4;

- Moriya C, Taniguchi H, Nagatoishi S et al.. PRDM14 directly interacts with heat shock
proteins HSP90a and glucose-regulated protein 78. Cancer Sci. 201, 109(2):373-383.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Publikovana (citace (12)) experimentalni terapie v bunééné kultuie dvojkombinaci
sloucenin GANTG61 a obatoclax (ktery byl v tomto experimentu v koncentraci pouze 100 nM, na
rozdil od trojkombinaci, a nemél zde jako samotna aplikovana latka téméf zadny ucinek na
melanomové bunky). Obrazek prevzaty z publikace (12).

Obr. 2: Experimenty provedené pii nejvyssich koncentracich (nepublikovany experiment). Lze z
néj jasné usoudit, Ze v§emi péti trojkombinacemi protinadorovych sloucenin pii nejvyssich
pouzitych koncentracich (tabulka 2, experimenty €. 1-5) bylo vSech 6 typli melanomovych bunck
v kultufe zcela eradikovano ve velmi kratké dobé (max. po peti dnech). Oznaceni K. 1, K. 2, atd.
v Obr. 2 vzdy znadi ¢islo pouzité trojkombinace (K jako kombinace nebo koktejl). Toto je tedy
hlavni (a velmi vydateny) vysledek experimentalni ¢asti ptihlasky.

Obr. 3: Srovnani u¢innosti pouZitych trojkombinaci na nadorovych buinikach slinivky bfisni
(nepublikovany experiment). Tyto buiikky byly o néco vice rezistentni pii nejvyssi koncentraci
latek (dal§i koncentrace nebyly testovany), zcela rezistentni byla bunééna linie PANC-1, ktera
byla eradikovana pouze prvni trojkombinaci az 7. den po jeji aplikaci na bunky. Oznaceni K. 1,
K. 2, atd. v Obr. 3 vZdy znaci ¢islo pouzité trojkombinace.
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Obr. 4: Experimenty provedené pii stfednich koncentracich (nepublikovany experiment). Lze z
néj usoudit, Ze pii stfednich pouZzitych koncentracich latek (tabulka 2, exp. 6-10) se zhorSuje
eradikace bunék a prodluzuje se doba jejich prezivani (kromé linie SK-MEL-3, ktera je velmi
sensitivni). Nicmén¢ s vyjimkou bunécné linie SK-MEL-28 jsou i pii téchto koncentracich
vSechny bunky eradikovany nejpozdéji 7. den experimentu, a to u vSech péti typll kombinaci.
Oznaceni K. 1, K. 2, atd. v Obr. 4 vzdy znaci ¢islo pouZité trojkombinace.

Obr. 5: Experimenty provedené pii nejniz§ich koncentracich (nepublikovany experiment). Lze z
néj jasn¢ usoudit, Ze v mnejnizSich pouzitych koncentracich latek (tabulka 2, exp. 11-15)
trojkombinaci protinadorovych sloucenin byly u dvou bunécnych linii melanomovych bunck
(501 mel a SK-MEI-3) buiiky zcela eradikovany ve velmi kratké dobé (max. po péti dnech), a to
vSechny buiiky u vSech péti “koktejld”. Naopak dvé bunécné linie (MeWo a SK-MEL-28) jiz
byly k aplikaci 1éCiv aZz do 7. dne rezistentni, kromé kombinace €. 5, kdy byly bunky eradikovany
jiz 3., resp. 5. den experimentu. Oznaceni K. 1, K 2 atd. v Obr. 5 vZdy znaci Cislo pouzité
trojkombinace). Opét se ukazalo, Ze bunéc¢na linie SK-MEL-3 je velmi sensitivni i k nizkym
koncentracim latek.

Zputsob provadeéni testl

Testovani prezivani bunék po jednotlivych dnech bylo provedeno metodou tzv. “colony forming
assay”. Bunky byly rozesety do jamek a po jejich pfilnuti k plastikovému povrchu (vSechny typy
bun¢k byly adherentni bunky) byl dal§i den povazovan za den 0, kdy byly pfidany latkové
kombinace. Dal$i den byl pak oznacen den 1 atd. Analyza mnozstvi zbyvajicich bunck byla
provedena ve dnech 1, 3, 5 a 7. Tmava pole reprezentuji pritomnost bunék, svétla pole ukazuji na
nepritomnost bunék. Kazdad bunécna linie obsahuje kontroly, kam bylo pridavano pouze
rozpoustédlo (v levém sloupci na Obr. 2-5, na Obr. 1 jsou kontroly v horni fad¢). Nékteré latky
byly rozpuStény v dimethylsulfoxidu (DMSO), nékteré v etanolu. Ke kontrolam byla tedy
pridavana jen smés DMSO/etanol 3:2. K buiikam byla vzdy ptidana 1/1000 objemu “stocku”
(koncentrovaného zasobniho roztoku) kazdé z trojkombinaci latek. Vysledky byly kvantifikovany
pomoci software ImageJ (hodnoty jsou ukazany v tabulkach ¢. 3-6 a ukazuji stejné jako obrazky
dostatecné zfejme Gcinek latek). Kvantifikace Obr. €. 1 je ukazana piimo v obrazku (jen hlavni
¢isla) a protoze jde o obrazek prevzaty z vydané publikace, je ponechan nezménén. Z tabulek je
zfejmé, ze v “prazdnych” polich jiZ je rel. hodnota 0 nebo jen zcela nepatrné nad nulou (tzn.
bunky byly latkami zniceny). V kontrolach, zvl. 7. den jsou relativni hodnoty velmi vysoké. Na
prvni pohled je jasna napi. uplna eradikace vSech typli bunck melanomu max. jiz ve dni 5 (Obr.
2). Jako kontrolu jsme pouzili pro srovnani na 1éCbu obecné velmi rezistentni buiiky nadoru
pankreatu (Obr. 3). Tyto 4 typy nadoru slinivky bfiSni byly o néco vice rezistentni nez
melanomy, ale ke dni 7 byly téZz eradikovany. Vyjimkou byla linie PANC-1, ktera byla
eradikovana po 7 dnech pouze prvni trojkombinaci latek, k ostatnim kombinacim byly tyto buiky
ipo 7 dnech rezistentni.

Piiklady uskute¢néni vynalezu

V této prihlasce jde o jedinecné provedeni vynalezu, které spada do Sirokého obsahu feseni
“vhodné kombinace protinadorovych 1éCiv pouzitelné od pocatku nadorové 1éCby”. Byla
prokazana 100% UC¢innost u vSech péti trojkombinaci 1é¢iv na bunécnych kulturach
melanomovych bunck v jedné (nejvyssi) koncentraci. Byly pouZity rizné, pfesné definované
koncentrace latek a autentické vysledky jsou demonstrovany na obrazcich. Pfi pouziti nizSich
koncentraci se zacala projevovat rlizna citlivost melanomovych linii na jednotlivé trojkombinace
a pochopiteln¢ se prodlouzila i doba eradikace bunck. Souhrnné vSak ve vSech experimentech
byly melanomové bunky eradikovany (az na 2 vyjimecné rezistentni bunécné linie pii nejnizsich
koncentracich sloucenin - Obr. 5) nejpozdéji do 7 dnti od aplikace 1é&Civa.
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Zpusob piipravy péti trojkombinaci 1é¢iv a jejich aplikace na bunky v bunééné kultute:
Tabulka 1

Tabulka latek pouzitych v péti testovanych kombinacich (“koktejlech™)

Obsah latek v jednotlivych trojkombinacich:

Trojkombinace €. I: Sloucenina 1 + Slouc¢enina 2 + Sloucenina 3

Trojkombinace €. II: Sloucenina 1 + Sloucenina 2 + Slouc¢enina 4

Trojkombinace €. I1I: Sloucenina 1 + Slouc¢enina 2 + Sloucenina 5

Trojkombinace ¢. IV: Slou¢enina 1 + Sloucenina 2 + Slou¢enina 6

Trojkombinace €. V: Sloucenina 1 + Slou€enina 2 + Sloucenina 7

Priprava latek pted pfidanim na buiiky: Kontrolni roztok (bez ptidanych inhibitort), pouZzity i pro
doplnéni objemu na 1000x pracovni koncentraci po pfislusném nafedéni vSech latek v etanolu
nebo DMSO dle pokynli vyrobce (selleckchem.com) ve vSech kombinacich: 2 dily etanolu
(100%) + 3 dily dimethylsulfoxidu (DMSO, 100%). Vsechny kombinace v 1000x pracovni
koncentraci pak byly 1000x natedény na kone¢nou koncetraci 1x v ptislusném kultiva¢nim médiu
a aplikovany na bunky. 1000x fedény kontrolni roztok nema jiz jako 1x kontrolni roztok zadny
vliv na buné¢ny rist. Konecné (“pracovni”) koncentrace vsech latek (aplikované na buiiky) jsou
uvedeny pro kazdy experiment v Tabulce 2.

Tabulka 2

Tabulka konecnych (“pracovnich”) koncentraci vSech v kombinacich pouzitych latek. Uvedené
koncentrace jsou tedy pfitomny v médiu na buiikach béhem celého pokusu (den 1-7).

Exp. | GANT61 | Obatoclax | (+)-JQ1 SGI- | GSK343 | GSK126| HAILS | Obr. | Tu
¢. 7079 ¢.
1 ROuM 300 nM 500 nM 0 0 0 0 2 m.
2 pPOuM 300 nM 0 500 nM 0 0 0 2 m.
3 20uM 300 nM 0 0 1,0 uM 0 0 2 m.
4 PROuM 300 nM 0 0 0 100 nM 0 2 m.
5 20uM 300 nM 0 0 0 0 10 uM 2 m.
6 |10 uM 150 nM 250 nM 0 0 0 0 4 m.
7 |10 pM 150 nM 0 250 nM 0 0 0 4 m.
g 10uM 150 nM 0 0 0,5 pM 0 0 4 m.
9 [10uM 150 nM 0 0 0 50 nM 0 4 m.
10 10 pM 150 nM 0 0 0 0 5uM 4 m.
11 {10 uM 150 nM 125 nM 0 0 0 0 5 m
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12 10 pM 150 nM 0 125 nM 0 0 0 5 m.
13 10 uM 150 nM 0 0 0,25 uM 0 0 5 m.
14 10 pM 150 nM 0 0 0 25 M 0 5 m.
15 10 uM 150 nM 0 0 0 0 25uM | 5 m.
16 R0 uM 300nM | 500 nM 0 0 0 0 3 | pat
17 ROpM 300 nM 0 500 nM 0 0 0 3 | pat
18 R0pM 300 nM 0 0 1,0 uM 0 0 3 | pat
19 R0OpM 300 nM 0 0 0 100 nM 0 3 | pat
20 ROpM 300 nM 0 0 0 0 10 pM 3 | pat

Vysvétlivky k Tabulce 2: M = mol/l, Exp. = experiment, Tu. = typ nadoru, m. = melanom, pa.t. =
tumor pankreatu (pokus s témito nadorovymi bunkami byl proveden pro srovnani pouze s
nejvyssi koncentraci uCinnych latek, exp. 16-20).

Tabulka 3

Kvantifikace denzity bunék k Obr. 2 (jednotlivé bunky tabulky se shoduji s policky obrazku).

501mel
14314 5929 7387 7735 8324 8096
18112 0 1168 0O 0O 0]
18253 0 0 0O 0O 0
18763 0 0 O O 0]
Hbl
8568 2275 5220 4368 4316 4651
13059 O 0 0] 0 0
14944 O O 0 O O
17160 O O 0 O 0
MeWo
3001 1612 1575 2902 3652 3560
8656 609 812 482 779 190
10297 0 0 0 0 0]
11607 0 0 0 0 0]
SK-MEL-3
4516 3007 3118 3330 2889 2942
8932 0 0 237 0 0]
9916 0 0 0 0] 0]
10130 0 0 0 0] 0]
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3 (jednotlivé bunky tabulky se shoduji s policky obrazku).

SK-MEL-5
3741 1130 1901 2341 2284 2034
8840 0 ) 0] 0 0
9918 0 ) 0] 0 0
11074 0 O 0] 0 0
SK-MEL-28
6391 4320 3774 4911 5111 6529
11717 945 3381 2652 3307 2326
11890 0] O 0] 0O 0
12872 0 O 0| 0 0
Tabulka 4
Kvantifikace denzity bunck k Obr.
BXPC-3:
2269 1804 1081 2331 1881 2058
4683 408 793 2683 2184 2053
7734 0| 0| 0 0] 0
10128 0] 0] 0 0] 0
MiaPaca
5743 19747 1446 3504 3511 2536
11878 310 540 2410 1004 432
12444 0 0 32 0 0O
12813 0 0| O 0] 0
PANC-1
1595 1814 2087 2491 2958 2787
9366 2787 4602 4896 4651 3710
13680 1260 3832 5510 5729 4340
13968 120! 1536 2532 4562 2793
PA-TU-8902
4729 2740 2585 3731 3234 3430
12567 1799 3077 5123 4327 5203
14227 479 1861 1196 1257 1959
14571 0 ) 0] 0 0
Tabulka 5

Kvantifikace denzity bunék k Obr. 4 (jednotlivé bunky tabulky se shoduji s policky obrazku).

501mel
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17111 | 6711 7383 9123 10637 | 12052
36330 0 0 0 0 0
39847 0 0 0 0 0
43575 0 0 0 0 0
MeWo
12505 10976, 9554 12236 13416 13244
25141 6609 10539 8944 9166 6913
39702 8941 5051 3063 3853 2353
41377 28506, 1589 1118 0 O
SK-MEL-3
15008 5518 5368 7881 7776 8154
27964 0 0 0 0 0
38400 0 0 0 0 0
40889 0 0 0 0 0
SK-MEL-28
14026 4653 8459 9254 7678 8065
27937 4821 8975 4684 8115 8458
40758 698 801 861 1515 8205
45725 165 768 2358 172 2568
Tabulka 6

Kvantifikace denzity bun¢k k Obr. 5 (jednotlivé bunky tabulky se shoduji s policky obrazku).

501mel
27840 13994 13013 11286 11881 13946
39380 2957 101 82 945 329
39450 153 0 0 0 O
43242 0 0 O 0 O
MeWo
15157 11579 14592  14620| 14504 11384
28603 16208 19532 15041 19111 0O
39648 20253 22409 22504 29771 0
42893 32419 32566 11411 20209 0
SK-MEL-3
16040 6589 10585 5374 7665 6639
36702 689 325 258 228 371
37212 O 0 O 0 0]
39725 O 0 0 0 0]
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SK-MEL-28

28343 15376 199221  14626] 16404 13676

38456 33239 32573 42435 46258 25451

42017 25679 36106 36241 37751 0
44002 27098 40063 41511] 41319 0
PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky ptipravek pro 1é¢eni maligniho melanomu obsahujici kombinaci G¢innych
latek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje kombinaci tfi u¢innych latek

a)  GANT61, .  2-[[3-[[2-(dimethylamino)fenyl |methyl]-2-pyridin-4-yl-1,3-diazinan-1-
ylImethyl]-N,N-dimethylanilin;

b) Obatoclax, tj. 2-(2-((3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methylen)-3-methoxy-2H-pyrrol-5-yl)-1H-
indol a

c) latku vybranou ze skupiny sestavajici z

cl) (H-JQ1, . (S)-tert-butyl 2-(4-(4-chlorfenyl)-2,3,9-trimethyl-6H-thieno[3,2-f][1,2,4]tri-
azolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-yl)acetat;

c¢2) SGI-7079, tj. 2-(3-(2-((3-Fluoro-4-(4-methylpiperazin-1-yl)fenyl)amino)-5-methyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)fenyl)acetonitril;

c3) GSK343, tj. N-[(6-methyl-2-0x0-4-propyl-1H-pyridin-3-yl)methyl]-6-[2-(4-methylpipe-
razin-1-yl)pyridin-4-yl]-1-propan-2-ylindazol-4-karboxamid;

cd) GSK126, tj. 1-[(2S)-butan-2-yl]-N-[(4,6-dimethyl-2-0x0-1H-pyridin-3-yD)methyl]-3-methyl-
6-(6-piperazin-1-ylpyridin-3-yl)indol-4-karboxamid;

c¢5) HAIS, . N-[4-[3-[[5-(dimethylamino)naftalen-1-yl]sulfonylamino]fenyl]-1,3-thiazol-2-
yl]acetamid;

pfic¢emz koncentrace u¢innych latek potiebnych pro eradikaci nadorovych bunék je nasledujici:

a) GANT61 10 az 20 umol/l; b) obatoclax 150 az 300 nmol/l1; cl) (+)-JQ1 125 az 500 nmol/1; ¢2)
SGI-7079 125 az 500 nmol/l; ¢3) GSK343 0,25 az 1,0 umol/l; c4) GSK126 25 az 100 nmol/l;
ac5) HA15 2,5 az 10 pmol/L.

2. Farmaceuticky piipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje kombinaci ti
ucinnych latek:

a) GANT61 v koncentraci 10 az 20 pmol/l;
b) obatoclax v koncentraci 150 az 300 nmol/l a
c) latku vybranou ze skupiny sestavajici z

cl) (+)-JQ1 v koncentraci 250 az 500 nmol/l;
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¢2) SGI-7079 v koncentraci 250 az 500 nmol/l;

¢3) GSK343 v koncentraci 0,5 az 1,0 umol/I;

c4) GSK126 v koncentraci 50 az 100 nmol/l;

c5) HA15 v koncentraci 5 az 10 pmol/l.

3. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze obsahuje
kombinaci tfi a¢innych latek:

a) GANT61 v koncentraci 20 umol/l;

b) obatoclax v koncentraci 300 nmol/l a

c) latku vybranou ze skupiny sestavajici z

cl) (+)-JQ1 v koncentraci 500 nmol/l;

¢2) SGI-7079 v koncentraci 500 nmol/l;

¢3) GSK343 v koncentraci 1,0 umol/l;

c¢4) GSK126 v koncentraci 100 nmol/l;

c5) HA15 v koncentraci 10 pmol/1.

4, Farmaceuticky ptipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje kombinaci ti
ucinnych latek:

a) GANT61 v koncentraci 10 az 20 pmol/l;
b) obatoclax v koncentraci 150 az 300 nmol/l a
c5) HA1S5 v koncentraci 2,5 az 10 pmol/l.
5. Farmaceticky piipravek podle kteréhokoliv z narokl 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze u¢inna
latka obatoclax je ve formé mezylatove soli, tj. 2-(2-((3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-

yDmethylen)-3-methoxy-2H-pyrrol-5-yl)-1H-indo]l methansulfonat.

5 vykrest
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