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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la analogi de sinteza de ecteinascidin, in special ecteinascidin
736 (ET-736), la compozitii farmaceutice care 1i confin, procedee pentru fabricarea acestora si
utilizarea lor ca agenti antitumorali.

STADIUL TEHNICII

Ecteinascidinele sunt agen{i antitumorali foarte puternici, izolati din tunicat marin
Ecteinascidia turbinata. Unul dintre acesti compusi, ET-743 cu formula:

este folosit ca medicament anticancer, sub numele international neprotejat (INN) trabectedin,
pentru tratamentul pacientilor cu sarcom de tesut moale avansat si metastazic (STS), dupa esecul
cu antracicline si ifosfamidd sau care nu sunt potriviti pentru a primi astfel de agenti si pentru
tratamentul cancerului ovarian sensibil la platind recidivat, in combinafie cu doxorubicind
lipozomala pegilata.

Ecteinascidin 736 (ET-736) a fost descoperit intii de citre Rinehart si caracteristici de
unitate de tetrahidro-fB-carbolin in locul unitdtii de tetrahidro-izochinolina se gdsesc mai uzual in
compusii de ecteinascidin izolati din surse naturale; Vezi de exemplu Sakai si colab., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1992, vol. 89, 11456-11460.

ET-736

Brevetul US nr. 5149804 descrie Ecteinascidin 736 (ET-736), izolat din Caribbean
tunicate Ecteinascidia turbinata si structura sa. ET-736 protejeaza soarecii in vivo la concentratii
foarte scdzute impotriva limfomului P388, melanomului B16 si carcinomului pulmonar Lewis.

WO003014127 descrie diversi analogi sintetici ai ET-736 si activitatea citotoxicd a
acestora impotriva celulelor tumorale. In special, WO03014127 descrie compusi A pand la D
impreund cu activitatea citotoxicd a acestora Impotriva unei liste de celule canceroase
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Un alt compus descris in aceastd cerere de brevet, PM01183, este in prezent in
experimente clinice pentru tratamentul cancerului. PM01183 are urmitoarea structurd chimica:

PM01183 a demonstrat o activitate foarte puternici in vitro impotriva liniilor celulare de
tumori solide si nesolide precum o activitate semnificativd in vive in diverse linii celulare de
tumori umane xenogrefate la soareci, precum cele pentru cancer de san, de rinichi si ovarian.
PM01183 exercita efectele sale anticancer prin modificarea covalentd a guaninelor in canelura
minord ADN care eventual da nastere la spargerea dubld a ADN-ului, stoparii fazei S si apoptoza
in celulele canceroase.

WO02011147828 descrie proceduri de preparare a analogilor de ecteinascidin care
actioneazd ca agenti anticancer.

Cu toate rezultatele pozitive obtinute in aplicatiile clinice in chimioterapie, cercetarea in
domeniul compusilor de ecteinascidin este incd deschisd la identificarea de compusi noi cu
caracteristici optime ale activitatii, ale selectivitifii tumorilor, cu o toxicitate sistemica redusi
si/sau proprietdti farmacocinetice imbunatatite.

DESCRIEREA PE SCURT A INVENTIEI

Intr-un prim aspect al prezentei inventii este furnizat un compus cu formula I sau o sare
sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere farmaceutic:
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Intr-un alt aspect ale prezentei inventii, este furnizati o compozitie farmaceutici care
cuprinde un compus conform prezentei invenfii si un purtitor acceptabil din punct de vedere
farmaceutic.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizati o formi de dozare care
cuprinde o compozitie farmaceuticd conform prezentei inventii.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un compus, 0 compozitic
farmaceuticd sau o forma de dozare conform prezentei inventii pentru utilizare ca medicament.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un compus, o compozitic
farmaceuticd sau o formi de dozare conform prezentei inventii pentru utilizare in tratamentul
cancerului.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizati utilizarea unui compus,
compozitie farmaceuticd sau formd de dozare conform prezentei inventii pentru fabricarea unui
medicament pentru tratamentul cancerului.

in continuare este descrisi o metodi pentru prevenirea sau tratamentul cancerului, care
cuprinde administrarea unei cantititi eficiente de compus conform prezentei inventii sau
administrarea unei cantitdti eficiente de compozitie farmaceutici conform prezentei inventii sau
administrarea unei cantititi eficiente de formd de dozare conform prezentei inventii la un pacient
care necesitd aceasta, in special la oameni.

In continuare, este dezviluiti utilizarea unui compus conform prezentei inventii pentru
tratamentul cancerului sau pentru prepararea unui medicament preferabil pentru tratamentul
cancerului.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un kit care cuprinde o cantitate
eficace din punct de vedere terapeutic de compus conform prezentei inventii si un purtitor
acceptabil din punct de vedere farmaceutic. Kitul este pentru utilizare in tratamentul cancerului.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un procedeu pentru obfinerea
compusului cu formula I sau a unei siri sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere
farmaceutic care cuprinde etapa de reactie a compusului cu formula II cu un compus cu formula
III pentru a se obfine un compus cu formula IV:

R
9 J\ HO. 3
2 S R4
Me H |
X NH,
o)
—o ®
n 1l
in care:
X este -NH-;

R; este acetil;
Rz este hidrogen;
R4 este -CH,OH.

Procedeul poate include etapa suplimentard de inlocuire a grupdrii ciano in compusul cu
formula IV cu o grupare hidroxi pentru a se obfine un compus cu formula L

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1. Evaluarea diametrului total al tumorii la tumorile HT1080 la soareci tratati cu placebo,
compus C si 4-S.

Figura 2. Evaluarea volumului tumorii la tumorile MDA-MB-231 la soareci tratafi cu placebo,
compus C si 4-S.

Figura 3. Evaluarea volumului tumorii la tumorile H460 la soareci tratafi cu placebo, compus C si
4-S.

Figura 4. Evaluarea volumului tumorii la tumorile H526 la soareci tratati cu placebo, compus C
si 4-S.

Figura 5. Evaluarea volumului tumorii la tumorile H82 la soareci tratati cu placebo, compus C si
4-S.
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Figura 6. Evaluarea volumului tumorii la tumorile A2780 la soareci tratati cu placebo, compus C
si 4-S.

Figura 7. Evaluarea volumului tumorii la tumorile HGC-27 la soareci tratati cu placebo, compus
Csi4-S.

Figura 8. Evaluarea volumului tumorii la tumorile PC-3 la soareci tratati cu placebo si 4-S.
Figura 9. Evaluarea volumului tumorii la tumorile DU-145 la soareci tratati cu placebo si 4-S.
Figura 10. Evaluarea volumului tumorii la tumorile 22Rv1 la soareci tratati cu placebo si 4-S.

DESCRIERE DETALIATA A FORMELOR DE REALIZARE PREFERATE

Cele ce urmeazi se aplicd la toate aspectele prezentei inventii:

Termenii "sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic" si "ester" se referd la oricare sare sau
ester acceptabil din punct de vedere farmaceutic care, dupa administrarea la pacient este capabil sa
asigure (direct sau indirect) un compus asa cum s-a descris aici. Totusi, se va aprecia ca sdrurile
neacceptabile din punct de vedere farmaceutic de asemenea intrd in sfera de aplicare a inventiei
intrucat acestea pot fi utile in prepararea sirurilor acceptabile din punct de vedere farmaceutic.
Prepararea sarurilor poate fi realizati prin procedee cunoscute in domeniu.

De exemplu, sirurile acceptabile din punct de vedere farmaceutic ale compusilor
furnizate aici sunt preparate din compusi inrudifi, care contin un radical bazic sau acid, prin
procedee chimice conventionale. In general, astfel de siruri sunt, de exemplu, preparate prin
reactia acidului sau bazei libere ale acestor compusi cu o cantitate stoichiometricd de bazi sau acid
corespunzdtor in apd sau intr-un solvent organic sau intr-un amestec al ambilor. In general, sunt
preferate medii neapoase precum eter, acetat de etil, etanol, 2-propanol sau acetonitril. Exemple de
sdruri de aditie cu acid includ siruri de aditie de acid mineral precum, de exemplu, clorhidrat,
bromhidrat, iodhidrat, sulfat, azotat, fosfat si sdruri de aditie de acid organic precum, de exemplu,
acetat, trifluoroacetat, maleat, fumarat, citrat, oxalat, succinat, tartrat, malat, mandelat,
metansulfonat si p-toluensulfonat. Exemple de saruri de aditie cu alcalii includ sdruri anorganice
precum, de exemplu, sdruri de sodiu, potasiu, calciu si amoniu si siruri alcaline organice precum,
de exemplu, saruri de etilendiamind, etanolamind, N,N-dialchilenetanolamind, trietanolamina si
saruri bazice de aminoacizi.

Compusii inventiei pot fi in forma cristalina sau amorfa, fie compusi liberi fie solvati (de
exemplu, hidrati) si toate formele sunt destinate a apartine sferei de aplicare a prezentei inventii.
Metodele de solvatare sunt in general cunoscute in domeniu.

Este posibil un stereoizomerism privitor la atomii de carbon asimetrici cu stereochimie
nespecificatd, prin urmare in asemenea cazuri atomii de carbon asimetrici pot avea configuratie (R)
sau (S). Toti diastereomerii generafi de o configurafie specificd a unor asemenea atomi de carbon
asimetrici impreund cu ceilalfi atomi de carbon asimetrici prezenti in moleculd si amestecuri ale
acestora, sunt considerafi a fi in sfera de aplicare a prezentei inventii. Stereoizomerismul la dubla
legiturd (izomerism geometric) este de asemenea posibil, prin urmare in unele cazuri molecula ar
putea exista ca (E)-izomer sau (Z)-izomer. Daci molecula contine mai multe legituri duble, fiecare
legdturd dubld va avea stereoizomerismul siu propriu, care ar putea fi acelasi sau diferit fati de
stereoizomerii celorlalte legituri duble ale moleculei. Mai mult, compusii mentionati aici pot
exista ca atropoizomeri. Stereoizomerii unici inclusiv diastereoizomerii, izomerii geometrici §i
atropoizomerii compusilor mentionafi aici si amestecurile acestora intrd in sfera de aplicare a
prezentei inventii.

In plus, compusii mentionafi aici pot exista in forme marcate izotopic. Toate sdrurile,
esterii i formele marcate izotopic acceptabile din punct de vedere farmaceutic ale compusilor
mentionati aici si amestecurile acestora, sunt considerate in sfera de aplicare a prezentei inventii.

Pentru a asigura o descriere mai concisd, unele din expresiile cantitative date aici nu sunt
calificate cu termenul "circa”. Se infelege cd, dacd termenul "circa" este utilizat explicit sau nu,
fiecare cantitate datd aici se infelege cd se referd la valoarea data reald si se infelege de asemenea
ca se referd la aproximarea unei astfel de valori date care ar putea fi in mod rezonabil dedusi de un
specialist in domeniu, inclusiv echivalenti si aproximari datoritd conditiilor experimentale si/sau
de masurare pentru asemenea valoare data.

O caracteristicd importantd a compusilor descrisi mai sus constd in bioactivitatea
acestora si in particular activitatea citotoxici a acestora. Iin aceasti privintd, s-a gisit in mod
surprinzator ci acest compus al prezentei inventii prezintd o activitate antitumorald imbundtatita,
asa cum se aratd in Exemplele 3, 5 si 6.

Intr-o altd variantd a prezentei inventii, este furnizati o compozitie farmaceuticd care
cuprinde un compus conform prezentei invenfii si un purtitor acceptabil din punct de vedere
farmaceutic. Exemple ale formei de administrare includ fdrd limitare calea orald, topica,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3395821 T2 2019.10.31
7

parenterald, sublinguald, rectald, vaginald, oculard si intranazald. Administrarea parenterald
include injectii subcutanate, injectie intravenoasd, intramusculard, intrasternald sau tehnici de
perfuzie. Preferabil compozitiile sunt administrate parenteral. Compozitiile farmaceutice ale
inventiei pot fi formulate astfel incit un compus conform prezentei inventii sa fie bioaccesibil prin
administrarea compozitiei la un animal, preferabil oameni. Compozitiile pot avea forma de una sau
mai multe unititi de dozare, in care de exemplu, un comprimat poate fi o singura unitate de dozare
si un recipient de compus conform prezentei inventii poate contine compusul sub formi de lichid
sau sub froma de aerosol si poate detine o singurd sau o multitudine de unititi de dozare.

Purtitorul sau vehiculul acceptabil din punct de vedere farmaceutic poate fi sub formi de
particule, astfel incat compozitiile sunt, de exemplu, sub formd de comprimat sau pulbere.
Purtdtorul(ii) poate fi lichid, cu compozitiile fiind, de exemplu, un sirop oral sau un lichid
injectabil. In plus, purtitorul(ii) poate fi gazos sau lichid astfel incat si se asigure o compozitie de
aerosol utild, de exemplu in administrarea prin inhalare. Pot fi utilizate de asemenea pulberi pentru
forme de dozare de inhalare. Termenul "purtdtor” se referd la un diluant, adjuvant sau excipient, cu
care compusul conform prezentei inventii este administrat. Astfel de purtitori farmaceutici pot fi
lichide, precum apa si uleiuri incluzind cele ca petrol, uleiuri animale, cele de origine vegetald sau
de sintezd, precum ulei de arahide, ulei de soia, ulei mineral, ulei de susan si altii asemenea.
Purtatorii pot fi salini, guma acacia, gelatind, pasti de amidon, talc, keratind, silice coloidala, uree,
dizaharide si altii asemenea. In plus, pot fi utilizati agentii auxiliari, de stabilizare, de ingrosare, de
lubrifiere si de colorare. Intr-o varianti, cind se administreazi la un animal, compusii si
compozitiile conform prezentei inventii si purtdtorii acceptabili din punct de vedere farmaceutic
sunt sterili. Apa este un purtitor preferat cind compusii conform prezentei inventii sunt
administrati intravenos. Solutiile saline si solutiile apoase de dextrozd si glicerol pot fi de
asemenea folosite ca purtdtori lichizi, in special pentru solutiile injectabile. Purtitorii farmaceutici
adecvati includ de asemenea excipienti precum amidon, glucoza, lactoza, zaharoz4, gelatind, malt,
orez, fAind, cretd, silica gel, stearat de sodiu, monostearat de glicerol, talc, clorurd de sodiu, lapte
praf degresat, glicerol, propilenglicol, apd , etanol si altii asemenea. Compozitiile prezente, daca
se doreste, pot contine de asemenea cantitdfi minore de agen{i de umectare sau emulsifiere sau
agenti de tamponare pH.

in cazul administririi orale, compozitia este preferabil in forma solida sau lichidd, in care
formele semisolidd, semilichidd, suspensie si gel sunt incluse in cadrul formelor considerate fie
solide fie lichide.

Sub forma de compozifie solidd pentru administrare orald, compozitia poate fi formulatd
ca pulbere, granule, comprimat, piluld, capsuld, gumi de mestecat, casetd sau altii asemenea. O
astfel de compozitie solidi contine in mod specific unu sau mai multi diluanti inerti. in plus, pot fi
prezen{i unu sau mai mulfi dintre urmdtorii: lianti precum carboximetileelulozd, etileeluloza,
celulozd microcristalind sau gelatind; excipienti precum amidon, lactoza sau dextrine, agenti de
dezintegrare precum acid alginic, alginat de sodiu, amidon de porumb si altii asemenea; lubrifianti
precum stearat de magneziu; glidanti precum dioxid de siliciu coloidal; agent de indulcire precum
zaharozd sau zaharind; un agent de aromatizare precum mentd, salicilat de metil sau aroma de
portocale; si un agent de colorare.

Cand compozitia este In formd de capsule (de exemplu, o capsula de gelatind), aceasta
poate contine, in afard de materialele de tipul de mai sus, un purtitor lichid precum
polietilenglicol, ciclodextrine sau un ulei gras.

Compozitia poate fi sub formi de lichid, de exemplu, un elixir, sirop, solutie, emulsie sau
suspensie. Lichidul poate fi util pentru administrare orala sau pentru eliberare prin injectare. Cand
este destinatd pentru administrare orald, o compozitie poate cuprinde unu sau mai mulfi dintre un
agent de indulcire, conservanti, vopsea/colorant si substan{i de ameliorare a aromei. Intr-o
compozitie pentru administrare prin injectare, pot fi de asemenea inclusi unu sau mai multi dintre
un surfactant, conservant, agent de umectare, agent de dispersare, agent de suspendare, substanta
tampon, stabilizator si agent izotonic.

Calea de administrare preferatd este administrarea parenterald incluzand, dar fard si se
limiteze la calea intradermicd, intramusculard, intraperitoneald, intravenoasd, subcutanata,
intranazald, epidurald, intracerebrald, intraventriculard, intratecald, intravaginala sau transdermica.
Modul de administrare preferat este 13sat la discretia practicianului si va depinde in parte pe situsul
bolii (cum ar fi situsul cancerului). Intr-o variantd mai preferatd, compusul conform prezentei
inventii este administrat intravenos. Se preferd a se utiliza timp de perfuzie de pani la 24 ore, mai
preferabil 1 pand la 12 ore, cu 1 pand la 6 ore fiind cel mai preferabil. Sunt in special de dorit
timpi de perfuzie de scurtd duratd care permit ca tratamentul si fie efectuat fard a riméne peste
noapte in spital. Totusi, perfuzia poate fi de 12 pana la 24 ore sau chiar mai mult daca este necesar.
Perfuzia poate fi efectuati la intervale adecvate, de exemplu, 1 pani la 4 sdptimani.
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Comporzitiile lichide ale invenfiei, daca acestea sunt solutii, suspensii sau oricare alta
formd, pot include de asemenea unu sau mai multe dintre urmatoarele: diluanti sterili precum apa
pentru injectare, solutie salind, preferabil salind fiziologicd, solutie Ringer, clorurd de sodiu
izotonicd, uleiuri grase (sau fixe) precum mono sau digliceride sintetice, polictilenglicoli, glicerini
sau alti solventi; agenti antibacterieni precum alcool benzilic sau metil paraben; si agenti pentru
ajustarea tonicititii precum clorurd de sodiu sau dextrozi. O compozitie parenterald poate fi
inchisa intr-o fiold, o seringd de unica folosinti sau un flacon cu doza multipld din sticld, plastic
sau alt material. Solutia salind fiziologica este un adjuvant preferat.

Cantitatea de compus conform prezentei inventii care este eficace in tratamentul unei
anumite tulburdri sau afectiuni va depinde de natura tulburdrii sau afectiunii si poate fi determinati
prin tehnici clinice standard. In plus, testele in vitro sau in vivo pot fi optional folosite pentru a
ajuta la identificarea intervalelor optime de dozare. Doza precisd de folosit in compozifii va
depinde de asemenea de calea de administrare si de gravitatea bolii sau tulburdrii si trebuie si fie
stabilitd in conformitate cu hotirarea medicului si circumstantele fiecdrui pacient.

Compozitiile cuprind o cantitate eficace de compus al prezentei inventii astfel incat va fi
obfinutd o dozare adecvatd. Dozarea corectd a compusilor va varia conform cu o anumitd
formulare, modul de aplicare si situsul sdu particular, gazda si boala care este tratatd, de exemplu,
cancer si, daca da, ce tip de tumoare. Alti factori precum varsta, greutatea corpului, sexul, dieta,
timpul de administrare, rata de excrefie, starea gazdei, combinatiile de medicamente, reactiile
sensibile si severitatea bolii trebuie sd fie luate in considerare. Administrarea poate fi efectuatd
continuu sau periodic in cadrul dozei maxime tolerate.

In mod specific, cantitatea este de cel putin circa 0,01% de compus al prezentei inventii
si poate cuprinde cel putin 80% in greutate din compozitie. Cand este destinati pentru administrare
orald, aceastd cantitate poate fi variatd in intervalul de la circa 0,1% pana la circa 80% in greutate
din compozitie. Compozitiile orale preferate pot cuprinde de la circa 4% pana la circa 50% de
compus al prezentei inventii in greutate din compozitie.

Comporzitiile preferate ale prezentei inventii sunt preparate astfel incat o unitate de
dozare parenterald contine de la circa 0,01% pand la circa 10% in greutate compus al prezentei
inventii. Mai preferabil, unitatea de dozare parenterald contine circa 0,5 % péina la circa 5 % in
greutate de compus al prezentei inventii.

Pentru administrare intravenoasd, compozitia este accesibild pentru doze de la circa 0,1
mg/kg pani la circa 250 mg/kg de greutate corp animal, preferabil de la circa 0,1 mg/kg si circa 20
mg/kg de greutate corp animal si mai preferabil de la circa 1 mg/kg pani la circa 10 mg/kg de
greutate corp animal.

Compusul prezentei inventii, poate fi administrat pe oricare cale convenabild, de
exemplu prin perfuzie sau injectie bolus, prin absorbtie prin tubari epiteliale sau mucocutanate.

In variantele specifice, poate fi de dorit sd se administreze compusul prezentei inventii
sau compozitii local, pe suprafata care necesitd tratament. Intr-o varianti, administrarea poate fi
prin injectie directd pe loc (sau primul situs) de cancer, tumoare sau tesut neoplazic sau
prencoplazic.

Poate fi folositd de asemeneca administrarea pulmonard, de exemplu, prin utilizarea unui
inhalator sau nebulizator si formularea cu un agent de aerosolizare sau prin perfuzie intr-un
surfactant pulmonar fluorocarbonat sau sintetic. In anumite variante, compusul prezentei inventii
poate fi formulat ca supozitor, cu lianti si purtitori traditionali precum trigliceride.

Compozitiile prezente pot lua forma de solutii, suspensii, emulsii, tablete, pilule, pelete,
capsule, capsule continind lichide, pulberi, formulari cu eliberare sustinutd, supozitoare, emulsii,
acrosoli, spray, suspensii sau oricare altd formd adecvatd pentru utilizare. Alte exemple de
purtitori farmaceutici adecvati sunt descrise in "Remington's Pharmaceutical Sciences" al lui E.
W. Martin.

Comporzitiile farmaceutice pot fi preparate utilizind metodologia bine cunoscutd in
domeniul farmaceutic. De exemplu, o compozitie destinati a fi administratd prin injectie poate fi
preparatd prin combinarea unui compus al prezentei inventii cu apa sau alt diluant fiziologic
adecvat, precum solutie salind tamponatd cu fosfat, astfel incit sd se formeze o solutie. Poate fi
addugat un surfactant pentru a facilita formarea unei solutii sau suspensii omogene. Compozitiile
preferate conform prezentei inventii includ:

. compozitii farmaceutice care cuprind un compus al prezentei inventii si o dizaharida. In
special dizaharidele preferate sunt alese dintre lactoza, trehaloza, zaharozi, maltozd, izomaltoza,
celobiozd, izozaharoza, izotrehaloz3, turanozd, melibioza, gentiobioza si amestecurile acestora.
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. compozitii farmaceutice liofilizate care cuprind un compus al prezentei inventii si o
dizaharidi. In special dizaharidele preferate sunt alese dintre lactozd, trehaloza, zaharoza, maltoza,
izomaltozd, celobiozd, izozaharoz3, izotrehaloza, turanozi, melibiozd, gentiobioza si amestecurile
acestora.

Raportul dintre substanta activd si dizaharidd in variantele prezentei inventii este
determinat in conformitate cu solubilitatea dizaharidei si, cAnd formularea este liofilizatd uscat, de
asemenea in conformitate cu capacitatea de uscare prin inghetfare a dizaharidei. Se prevede cd acest
raport substan{d activa:dizaharidd (greut/greut) poate fi circa 1:10 in unele variante, circa 1:20 in
altevariante, circa 1:50 incid in alte variante. Se prevede cd alte variante au astfel de rapoarte in
intervalul de la circa 1:5 pand la circa 1:500 si inca in alte variante au astfel de rapoarte in
intervalul de 1a circa 1:10 pand la circa 1:500.

Comporzitia care cuprinde un compus al prezentei invenfii poate fi liofilizata.
Compozitia care cuprinde un compus al prezentei inventii este uzual prezentatd intr-un flacon care
contine o cantitate mentionata de asemenea compus.

S-a gisit cd compusul prezentei inventii si compozitiile prezentei inventii sunt in special
eficace in tratamentul cancerului.

Prezenta inventie furnizeazi un compus sau compozitie pentru utilizare ca medicament.
Prezenta inventie furnizeaza un compus sau compozitie pentru utilizare in tratamentul cancerului
si mai preferabil cancerul ales dintre cancer pulmonar, inclusiv cancer pulmonar fird celule mici si
cancer pulmonar cu celule mici, cancer de colon, cancer de san, cancer de pancreas, sarcom,
cancer ovarian si cancer gastric.

Astfel, compusii si compozitiile conform prezentei inventii sunt utili pentru inhibarea
multiplicirii sau proliferdrii unei celule tumorale sau celule canceroase sau pentru tratarea
cancerului la un animal.

Compusii si compozifiile conform prezentei invenfii prezintd o activitate excelentd in
tratamentul cancerelor precum cancerul pulmonar inclusiv cancerul pulmonar fira celule mici si
cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de colon, cancerul de san, cancerul de pancreas,
sarcom, cancerul ovarian si cancerul gastric. Cancerele cele mai preferate sunt alese dintre
cancerul pulmonar inclusiv cancerul pulmonar fard celule mici si cancerul pulmonar cu celule
mici, cancerul de san, cancerul de pancreas si cancerul colorectal.

In cererea prezenti, prin "cancer" se intelege ¢ include tumori, neoplazii si oricare alti
boald malignd avand drept cauzi tesuturi maligne sau celule.

Termenul "tratare”, asa cum se utilizeaz3 aici, daci nu se indicd altfel, inseamni reversia,
atenuarea, ameliorarea sau inhibarea progresului bolii sau afectiunii la care se aplicd astfel de
termen sau unu sau mai multe simptome al unei asemenea tulburdri sau afectiuni. Termenul
"tratament”, asa cum se utilizeaza aici, dacd nu se indici altfel, se referd la actul de tratare ca
"tratare" care este definit imediat mai sus.

Compusul si compozitiile conform prezentei inventii pot fi administrati la un animal care
de asemenea a suferit o intervenfie chirurgicald ca tratament pentru cancer. Intr-o varianti a
prezentei inventii, metoda aditionald de tratament este terapia cu radiatii.

Intr-o varianti specifica a prezentei inventii, compusul sau compozitia conform prezentei
inventii este administrat in acelasi timp cu terapia cu radiatii. Intr-o alta varianta specifici, terapia
cu radiatii este administratd inainte sau ulterior administrarii compusului sau compozitiei prezentei
inventii, preferabil cel putin cu o ore, trei ore, cinci ore, 12 ore, o zi, o sdptimand, o lund, mai
preferabil cateva luni (de exemplu, pana la trei luni) inainte sau ulterior administrérii unui compus
sau compozitie ale prezentei inventii.

Poate fi utilizat oricare protocol de terapie cu radiatii in functie de tipul de cancer ce
urmeaza a fi tratat. De exemplu, dar fard limitare, se poate administra radiatie cu raze X; in
particular, energie mare de megavoltaj (radiatii cu energie mai mare de 1 MeV) poate fi utilizata
pentru tumori adanci si fascicul de electroni si radiatie de ortovoltaj cu raze X se pot utiliza pentru
cancere de piele. Pot fi de asemenea administrati radioizotopi care emit raze gama precum izotopii
radioactivi de radiu, cobalt si alte elemente.

Intr-o altd varianti a prezentei inventii, este furnizat un kit care cuprinde o cantitate
eficace din punct de vedere terapeutic de compus conform prezentei inventii si un purtitor
acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Intr-o varianta, kitul conform cu aceastd variantd este pentru utilizare in tratamentul
cancerului si mai preferabil unui cancer ales dintre cancer pulmonar, inclusiv cancerul pulmonar
fara celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de colon, cancerul de sin, cancerul
de pancreas, sarcom, cancerul ovarian si cancerul gastric.
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Intr-o altd variantd a prezentei inventii, este furnizat un procedeu pentru obfinerea unui
compus cu formula I sau o sare sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere farmaceutic
care cuprinde etapa de reactie a compusului cu formula II cu un compus cu formula III pentru a
se ob{ine un compus cu formula I'V:

e 5

R0 S R

Me OLH | )
X NH,

in care:

X este -NH-;

R; este acetil;

Rz este hidrogen;
R4 este-CH,OH.

Intr-o variantd mai preferatd, procedeul cuprinde in plus ctapa de Inlocuire a grupdrii
ciano in compusul cu formula I'V cu o grupare hidroxi pentru a se obtine un compus cu formula L.
Procedee preferate conform prezentei inventii includ:

. Un procedeu in care compusul cu formula III este un compus cu formula Illa:

R

=

@

T
¥

lita

) in care

X este -NH- ;

R3 este hidrogen; si
R* este -CH,OH.

EXEMPLE
Compusul I a fost preparat asa cum s-a descris in Exemplul 20 de 1a WO 01/87895.
Compusul de referintfi Ca fost preparat asa cum s-a descris in WO

03/014127 (Compus 44).

Exemplul 1.
A)

1 3-SR=H+3a-SR=Ac
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La o solutie de 1 (0,5 g, 0,80 mmol) in acid acetic (20 mL, 0,04 M) s-a addugat L-
triptofanol (2-S) (533 mg, 3,0 mmol, Sigma-Aldrich). Amestecul de reactie s-a agitat la 23°C
pentru 16 h si apoi acidul acetic a fost evaporat. S-a adiugat o solutiec apoasd saturati de
NaHCO; si amestecul s-a extras cu CH»Cl,. Straturile organice combinate s-au uscat pe Na;SOs
anhidru, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Dupa cromatografie rapidd (Hexan:EtOAc, 1:1) s-au
obtinut compusii 3-S (616 mg, 97%) si 3a-S (12 mg, 2%).

3-S

Ri= 0,50 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'"H RMN (300 MHz, CDCls): & 7,71 (s, 1H), 7,36 (dd, J = 7,9, 1,0 Hz, 1H), 7,27 (dd, J = 8,2, 0,9
Hz, 1H), 7,13 (ddd, J = 8,3, 7,0, 1,2 Hz, 1H), 7,03 (ddd, J = 8,0, 7,0, 1,0 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H),
6,26 (d, /= 1,4 Hz, 1H), 6,04 (d,J= 1,3 Hz, 1H), 5,75 (s, 1H), 5,14 (dd, J= 11,7, 1,2 Hz, 1H),
4,60 (s, 1H), 4,41 (s, 1H), 4,36-4,24 (m, 2H), 4,21 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,52 (s, 1H),
3,50-3,47 (m, 1H), 3,45 (dq, J = 8,4, 2,2 Hz, 1H), 3,35 (t, /= 10,1 Hz, 1H), 3,01-2,78 (m, 5H),
2,02 (dd, J = 15,3, 4,7 Hz, 1H), 2,41 (s, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,37-2,31 (m, 1H), 2,28 (s, 3H), 2,17 (s,
3H), 2,06 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 794,2 (M+H)".

3a-S

Ri= 0,70 (Hexane:EtOAc, 1:1).

'H RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,83 (s, 1H), 7,38 (dt, J = 7,9, 0,9 Hz, 1H), 7,25 (dt, J = 8,3, 0,9
Hz, 1H), 7,11 (ddd, J = 8,2, 7,1, 1,2 Hz, 1H), 7,02 (ddd, J = 8,0, 7,0, 1,0 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H),
6,24 (d, J= 1,4 Hz, 1H), 6,03 (d, /= 1,3 Hz, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,13 (d, /= 11,7 Hz, 1H), 4,60 (s,
1H), 4,39 (s, 1H), 4,36-4,22 (m, 3H), 4,17-4,09 (m, 1H), 3,91 (dd, /= 10,5, 8,6 Hz, 1H), 3,83 (s,
3H), 3,51-3,41 (m, 2H), 3,04-2,92 (m, 3H), 2,72 (dd, J = 15,1, 4,0 Hz, 1H), 2,54-2,41 (m, 2H),
2,38 (s, 3H), 2,35-2,30 (m, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,21-2,16 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,12 (s, 3H); 2,05 (s,
3H).

BC RMN (101 MHz, CDCl3): & 171,2, 170,7, 168,6, 147.5, 145,8, 143,0, 141,1, 1404, 135,6,
130,1, 129.5, 126,7, 122,2, 121,2, 120,9, 119.4, 118,4, 118,2, 118,2, 113,6, 113,5, 110,9, 110,0,
109.1, 102,1, 91,4, 67,2, 63,4, 61,3, 60,4, 59.7, 59.1, 54,8, 54,6, 47,7, 42,0, 41,6, 31,6, 24,0, 22,6,
21,0, 15,9, 14,2, 9.7,
ESI-MS m/z: 836,2 (M+H)".

B)

AgNO,

La o solutie de 3-S (616 mg, 0,77 mmol) in CH:CN:H,O (1,39:1, 51 mL, 0,015 M) s-a
addugat AgNOs (3,40 g, 23,3 mmol). Dupd 3 h la 23°C, amestecul de reactie s-a stins cu un
amestec 1:1 de solutii apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat pentru 15 min, s-a diluat cu
CH:Cl,, s-a agitat pentru 5 min si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate s-au uscat pe
NaSO4 anhidru, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul obtinut s-a purificat prin
cromatografie rapidd (CH>CL:CHsOH, de la 99:1 pand la 85:15) obtinandu-se 4-S (471 mg,
78%).

Ri= 0,50 (CH>Cl»:CH30H, 9:1).

'"H RMN (500 MHz, CDCls): & 7,71 (s, 1H), 7,36 (dd, J= 7,8, 1,1 Hz, 1H), 7,26 (dd, J= 7,8, 1,1
Hz, 1H), 7,12 (ddd, J = 8,2, 7,0, 1,2 Hz, 1H), 7,03 (ddd, J= 8,0, 7,1, 1,0 Hz, 1H), 6,64 (s, 1H),
6,23 (d, /= 1,3 Hz, 1H), 6,01 (d, /= 1,4 Hz, 1H), 5,75 (s, 1H), 5,25 (d, /= 11,4 Hz, 1H), 4,92 (s,
1H), 4,52 (br s, 3H), 4,22 (dd, /= 11,4, 2,2 Hz, 1H), 4,19 (s, 1H), 3,83 (s, 3H), 3,54 (br s, 2H),
3,35 (t, /= 10,2 Hz, 1H), 3,26 (s, 1H), 3,01-2,93 (m, 3H), 2,88 (br s, 3H), 2,63 (dd, /= 15,2, 4,8
Hz, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,36-2,31 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).

BC RMN (126 MHz, CDCl3): & 171,9, 168.6, 147,5, 1454, 142,9, 141,2, 140,7, 135,35, 130,4,
126,8, 122,3, 122,0, 121,3, 119.4, 118,4, 115,2, 112,8, 111,0, 110,0, 109.6, 101,8, 81,9, 76,8, 65,2,
62,8, 62,5, 60,4, 58,1, 57,9, 55,9, 55,1, 53,4, 51,6, 41,8, 41,3, 39.6, 24,1, 23,8, 20,5, 15,8, 9.7.
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ESI-MS m/z: 767,3 (M-HLO+H)".
(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z 767,2788 [M-H,O+H]* (Calcd. pentru C4;HisN406S: 767,2745).

Exemplul 2. Prepararea compusilor de referinta 14-S si 15-S

A)
SN
COH G e WCORH
A YT
N N “._NH
i OMe Iy b ! OMe
O,j\ Y HO.. /L\H Me e H AC\O \ \SHO o \W Me
AcO g ]
S V4 H)\ -
e D?/ Tj g AcOH Mo O N e
Ry /” ]N\ ,L\\ ,‘L ’,N
o o YT
o CN o cN
1 145

La o solutie de 1 (50 mg, 0,08 mmol) in acid acetic (1 mL, 0,08 M) s-a adiugat L-
triptofan (50 mg, 0,24 mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la 50°C pentru 17 h si apoi acidul
acetic s-a evaporat. S-a addugat o solufie apoasa saturatd de NaHCOs si amestecul s-a extras cu
CH:xCls. Straturile organice combinate s-au uscat pe Na>SOy anhidru, s-au filtrat si s-au concentrat
in vid. Dupd cromatografie rapidd (CH,Cl:CH3;OH, de la 99:1 pand la 80:20) s-a obtinut
compusul 14-S (58 mg, 90%).

Ri= 0,20 (CHCl,:CH30H, 10:1).

'"H RMN (400 MHz, CDCL): & 7,77 (s, 1H), 7,39 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,25 (d, J= 7,9 Hz, 1H),
7,13 (ddd, J = 8,2, 7,0, 1,2 Hz, 1H), 7,04 (td, /= 7,5, 7,1, 1,0 Hz, 1H), 6,56 (s, 1H), 6,24 (d, J =
1,3 Hz, 1H), 6,03 (d, /= 1,3 Hz, 1H), 5,15 (d, /= 11,7 Hz, 1H), 4,62 (s, 1H), 4,43 (s, 1H), 4,35
(dd, /= 11,7, 2,1 Hz, 1H), 4,28 (dd, J = 5,2, 1,6 Hz, 1H), 4,20 (s, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,52-3,41 (m,
4H), 3,07-2,88 (m, 2H), 2,91-2,80 (m, 2H), 2,42-2,21 (m, 2H), 2,35 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,14 (s,
3H), 2,04 (s, 3H).
ESI-MS m/z: 808,6 (M+H)".

B)

AgNO3
N—|-Me  CHiCN/H,0

o Y Y
-0 CN \-o OH

148 158

La o solutie de 14-S (52 mg, 0,066 mmol) in CH3:CN:H,O (2:1, 4,5 mL, 0,015 M) s-a
addugat AgNO; (164 mg, 1,45 mmol). Dupa 20 h la 23°C, s-a addugat un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaCl si NaHCOs3, s-a agitat pentru 15 min, s-a diluat cu CHxCl,, s-a agitat
pentru 30 min si s-a extras cu CH>Cl,. Straturile organice combinate s-au uscat pe Na>SO4 anhidru,
s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul obtinut s-a purificat prin cromatografie rapida
(CH>Cl2:CH30H, din 99:1 pand la 70:30) pentru a se obtine 15-S (18 mg, 35%).

Rf= 0,15 (CH2C122CH3OH, 91)
'"H RMN (400 MHz, CDsOD): & 7,76 (s, 1H), 7,40 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
7,14 (t, J=7,4Hz, 1H), 7,04 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H), 6,23 (d, /= 1,3 Hz, 1H), 6,01 (d, J =
1,3 Hz, 1H), 5,28 (d, J= 12,7 Hz, 1H), 4,95 (s, 1H), 4,53 (s, 1H), 4,28 (dd, /= 11,4, 2,0 Hz, 1H),
4,21 (s, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,58 (s, 1H), 3,52-3,47 (m, 2H), 3,28 (s, 1H), 3,03 (dd, /= 15,8, 5,2 Hz,
1H), 2,91-2,82 (m, 3H), 2,44 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,35-2,31 (m, 1H), 2,28 (s, 3H),
2,15 (s, 3H), 2,03 (s, 3H).
BC RMN (101 MHz, CDCl3): & 173,7, 171,2, 168,7, 147,5, 145,7, 142.8, 141,2, 140,8, 135.6,
129.8, 126,3, 122,8, 121,5, 121,2, 119.9, 118,6, 117,7, 115,0, 111,1, 101,9, 81,5, 66,8, 62,9, 60,4,
57,9, 55,8, 55,1, 52,3, 42,3, 41,3, 38,3, 31,9, 29.4, 28,9, 24,5, 24,0, 23,8, 22,7, 20,5, 16,0, 9.7.
ESI-MS m/z: 781,6 (M-H,O+H)".
(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 781,2610 [M-H,O+H]* (Calculat pentru C41H41N4O10S: 781,2538).
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Exemplul 3. Bioteste in vitro pentru detectarea activitatii antitumorale

Scopul acestui test este evaluarea activitdtii citostatice (capacitatea de a intirzia sau a
stopa cresterea tumorii celulare) sau citotoxice (capacitatea de a omori celulele tumorale) in vitro a
probelor care sunt testate.

LINII CELULAR

EVALUAREA ACTIVITATII CITOTOXICE UTILIZAND TESTELE COLORIMETRICE
SBR SI MTT

A fost adaptat un test colorimetric, utilizand reactia sulforodaminei B (SRB) pentru a
obfine o mdsurare cantitativa a cresterii si viabilitdfii celulelor (urmind tehnica descrisi de Skehan
st colab. J. Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107-1112). Un alt test colorimetric bazat pe reducerea de
bromuri de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu (MTT) la un formazan purpuriu a fost de
asemenca utilizat prntru a evalua activitatea antiproliferativdi (urménd tehnica descrisd de
Mosmann si colab. J. Immunol. Meth. 1983, 65, 55-63).

Aceste forme de analize folosesc microplici de culturd cu 96 de godeuri urmand
standardele de la American National Standards Institute si Society for Laboratory Automation and
Screening (ANSI SLAS 1-2004 (R2012) 10/12/2011. Toate liniile celulare utilizate in acest studiu
au fost obtinute de la American Type Culture Collection (ATCC) si deriva din diferite tipuri de
cancer uman.

Celulele A549, HT29, MDA-MB-231 si PSN1 au fost menfinute in mediu Eagle
modificat de Dulbecco (DMEM) in timp ce celulele PC-3 si 22Rv1 au fost mentinute in mediu de
la Roswell Park Memorial Institute (RPMI). Toate liniile celulare au fost suplimentate cu 10% ser
fetal de bovina (FBS), 2mM L-glutamind, 100 U/mL penicilind si 100 U/mL streptomicind la
37°C, 5% CO, si 98% umiditate. Pentru experimente, celulele au fost recoltate din culturi
subconfluente utilizand tripsinizare si resuspendate in mediu proaspdt inainte de numdirare si
placare.

Celulele A549, HT29, MDA-MB-231 si PSNI au fost insimintate pe plici de
microtitrare cu 96 godeuri, la 5000 celule pe godeu in alicofi de 150 pL si ldsate sa se ataseze la
suprafata plicii pentru 18 ore (peste noapte) in mediu fird medicament. Dupd aceasta, o placa
martor (netratatd) de fiecare linie celulard a fost fixatd (asa cum s-a descris mai jos) si utilizatd
pentru valoarea de referintd timp zero. Plicile de culturd au fost apoi tratate cu compusii de testat
(alicoti de 50 puL de solutii 4X stoc in mediu de culturd complet plus 4% DMSO) utilizand zece
dilutii in serie 2/5 (concentrafii variind de la 10 pana la 0,003 pg/mL) si culturi triplicate (1%
concentratie finald in DMSO). Dupd 72 ore de tratament, a fost mdasurat efectul antitumoral
utilizand metodologia SRB: pe scurt, celulele au spalate de doud ori cu PBS, fixate pentru 15 min
in solutie 1% glutaraldehidd la temperatura camerei, clitite de doud ori in PBS si colorate in
solutie 0,4% SRB pentru 30 min la temperatura camerei. Celulele au fost apoi clatite de cateva ori
cu solutie 1% acid acetic si uscate la aer la temperatura camerei. SRB a fost apoi extras in solufie
de baza de trizma 10 mM si absorbanta s-a mdsurat pe un cititor cu o placa spectrofotometrici
automati la 490 nm.

Pe placile cu 96 de godeuri a fost insimantat un numar corespunzaitor de celule PC-3 si
22Rvl, pana s-a atins o densitate finald a celulelor in test variind de la 5000 pand la 15000 celule
pe godeu in functie de linia celulard si s-au 14sat s stea in mediul de culturd pentru 24 h 1a 37°C
sub 5% CO; si 98% umiditate. Apoi, s-au addugat compusii sau DMSO in mediul de culturd
pentru a atinge un volum final de 200 pL si concentratia compusului dorit intr-un interval care
acoperd zece dilutii seriale 2/5 plecand de 1a 0,1 pg/mL in 1% (vol/vol) DMSO. In acest moment,
un set de "pldci martor la timp zero" tratate cu 1% (vol/vol) DMSO s-au prelucrat cu MTT asa
cum este descris mai jos. Restul placilor au fost incubate timp de 72h in conditiile de mediu
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mentionate mai sus. Apoi s-au adiugat 50 pL de solutie 1 mg/mL MTT in mediu de cultura la
godeuri si s-a incubat pentru 6-8 ore la 37°C pentru a permite generarea cristalelor de formazan.
Mediul de cultura a fost apoi indepartat si s-au addugat 100 pL. de DMSO pur la fiecare godeu
pentru a dizolva produsul de formazan intr-o solutie colorata la care absorbanta 1a 540 nm a fost in

5 final masuratd intr-un cititor PolarStar Omega cu microplici multimarcate (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany).

Efectele asupra cresterii si supravietuirii celulelor s-au estimat prin aplicarea algoritmului
NCI (Boyd MR si Paull KD. Drug Dev. Res. 1995, 34, 91-104). Valorile obtinute in culturile
triplicat au fost montate prin regresie neliniard la o curba logistica cu patru parametri prin analizi

10 de regresie neliniard. Au fost calculati trei parametri de referin{d (conform cu algoritmul NCI
mentionat mai sus) prin interpolare automati a curbelor obtinute prin aceastd montare: Glso =
concentratia compusului care produce 50% inhibare a cresterii celulelor, in comparatie cu culturile
martor; TGI = inhibarea cresterii totale a celulelor (efect citostatic), in comparatie cu culturile
martor si LCso = concentrafia compusului care produce cu 50% efect citotoxic uciderea netd a

15 celulelor).

Tabelul 1 ilustreazi datele asupra activitdtii biologice a compusului prezentei inventii
impreund cu activitatea biologicd a compusului de referintd. Tabelul 2 ilustreaza datele despre
activitatea biologici in comparatie cu un analog cu grupare de acid carboxilic. Compusii C si 15-
S nu fac parte din prezenta inventie.

20

Tabel 1. Activitate biologicd (Molar)

4-S R1 = OH. R4 = -CHQ_OH . . . . C R] = OH

P ‘MDA- PC-3 22Rvl MDA. |
iA549 ‘HT29 MB- PSN1 i A549 ‘HT29 | . PSN1
3 231 : : P ‘MB-231

>1,27B- >1,27B-

25

30

35
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Tabel 2 Activitate biologicd (Molar)

A549 3HT29 MBD:';'SI PSN1 %A549 3HT29 MBD:';'SI PSN1
iGIso - L27E-09 31,27E-09 (1)’922E' 5(1)’978E' >1,25E-06 (3)700E (1)’763E' 238E-07
TGI g 140809 1.40B.09 3’955E' §8’929E' és' 125606 8713E 3’713E' 46307
LCw  >127E07 >127E:07 OO0 2  S125E06 8714]3' PP 839E07

Compusul prezentei inventii este prezentat ca avind o putere mare in vitro, fatd de
compusii de referintd. Aceasta demonstreazi cd acest compua conform prezentei inventii prezinti
citoxitate mare fatd de celulele canceroase si este util in tratamentul cancerului.

Exemplul 4. Determinarea MTD si MTMD

Soareci nu/nu Athymic Nude-Foxl sau CD-1 (Envigo) femele s-au utilizat pentru toate
experimentele. Animalele (N=10/cuscd) au fost tinute in custi individuale ventilate (Sealsafe
Plus®, Techniplast S.P.A.), pe un ciclu de 12 ore lumind-intuneric la 21-23°C si 40-60%
umiditate. Soarecii au avut acces liber la o dietd standard pentru rozitoare iradiate (Tecklad
2914C) si apa sterilizati. Animalele s-au aclimatizat pentru cinci zile inainte de a fi identificate cu
tatuaj in mod individual. Protocoalele pentru animale au fost revizuite si aprobate conform cu
Comitetele regionale de ingrijire a animalelor si utilizare a acestora.

Soarecii au fost alocati aleatoriu in grupuri experimentale si li s-a administrat intravenos,
o singurd datd pentru determinare MTD (Dozd Maximum Toleratd) sau o administrare pe
sdptimand timp de trei siptimani consecutive, pentru studiul de determinare MTMD (Dozi
Multipld Maximum Toleratd). Animalelor li s-a administrat formulare albd sau compus dizolvat in
formularea experimentald la concentratii diferite. Volumul administrat a fost totdeauna 10 mL/kg.
Dupa administrare, animalele au fost monitorizate pentru semne clinice ale toxicitatii sistemice,
modificdri in greutatea corporald si mortalitate pand 1a 14 zile dupd administrare.

Rezultatele MTD sunt insumate in Tabelul 3

11,0

?OOO 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 250
13,00, 4,00, 5,00

Rezultatele MTMD sunt insumate in Tabelul 4

................................................................................................................ Tabel 4
Compus Cale / Schemii Doze (mg/Kg) MTMD (mg/kg)
4-S 10,00, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25 1,25 ‘
TR 1V / Q7dX3 et teeeeeieesnnseeeetestnntaettanntaeeteatrenaaatrttnnnaaetrarannaaareannaans SO
CompC 0,0, 1,0, 1,5,2,0,3,0,4,0 3.0
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Exemplele 5-6, xenogrefe in vivo

Soareci nu/mu Athymic femele (Harlan Laboratories Models, S.L. Barcelona, Spain sau
Envigo, Spain) s-au utilizat pentru toate experimentele. Animalele au fost tinute in custi ventilate
individual Sealsafe® Plus, Techniplast S.P.A.), pind la zece pe cuscd, pe un ciclu de 12 ore
lumind-intuneric la 21-23°C si 40-60% umiditate. Joarecii au avut acces liber la o dietd standard
pentru rozdtoare iradiate (Tecklad 2914C) si apd sterilizatd. Animalele au fost aclimatizate pentru
cel putin 5 zile Tnainte de implantarea tumorii cu o suspensie de celule tumorale.

__________________________________________________________________________________________ LINO CELULARE
Denumire ATCC N ECCC §Spec11 iIesut iCaracterlstla

3HT1080 fzclL- - %uman %conector iFibrosarcom
....................................... Adenocarcmom
MDA-MB-231 HTB-26 :- uman san ‘

H460 HTB- Plimén,

: : \pleurald : .
A2780 {ovarian

| gastric

; ‘ ‘ ‘Prostata; g .

: : s s C . . iAdenocarcinom

‘PC3 g P~ ‘uman ‘derivat din situs! .

| 11435 s s s . | prostatic
: : 1 ‘metastatic: os :

| | | | Prostats;  derivat
‘DU145 'HTB-81 -uman din situs{ Carcinom prostatic
3 5 1 'metastatic: creier

Celulele HT1080 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO» in Minimum Essential
Medium Eagle (MEME) (Sigma-Aldrich, Co). Fiecare animal a fost implantat ortotopic in
muschiul gastroecnemius prin injectie intramusculard utilizand un ac 26G si o seringd de 1 cc cu

10x10° HT1080 celule, la varsta de 4-6 sdptdmani, suspendate in mediu fara ser, fird antibiotice.
Celulele MDA-MB-231 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO» in Dulbecco's

Modified Eagle's Medium (Sigma-Aldrich, Co). Celulele de culturd au fost trecute la fiecare 3

pana la 5 zile dupa ce s-a ajuns la confluenta. In fiecare animal la vérsti de 4-6 sAptimani a fost

implantat subcutanat (pe flancul drept utilizand ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 7,5)(106 MDA-
MB-231 celule suspendate in 0,05 mL de solutie constind din 50% Matrigel® (Corning
Incorporated Life Sciences) si 50% mediu fara ser sau antibiotice.

Celulele H460 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO; in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (Sigma-Aldrich, Co). Celulele de culturd au fost trecute la fiecare 3 pand la 5 zile
la atingerea confluentei. Fiecare animal la 4-6 sdptdmani de varstd a fost implantat subcutanat (in

flancul drept utilizand un ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x100 H460 celule suspendate in 0,05
mL de solutie constand din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si 50% mediu
fara ser sau antibiotice.
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Celulele A2780 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO; in RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele de culturd au fost trecute la fiecare 3 pand la 5 zile pand la atingerca
confluentei. Fiecare animal la 4-6 sdptimani de varsti a fost implantat subcutanat (pe flancul drept

utilizand un ac de 26G si o seringd de 1 cc) cu 10x100 A2780 celule suspendate in 0,05 mL de
solutie constiand din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si 50% mediu fard ser
sau antibiotice.

Celulele HGC27 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO; in mediu Iscove's
Modified Dulbecco's (Sigma Aldrich, Co). Celulele de culturd au trecut de la 3 la 5 zile la
confluentd. In fiecare animal la 4-6 sdptimani de varstd a fost implantat subcutanat (pe flancul

drept utilizand ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x109 HGC-27 celule suspendate in 0,05 mL de
solutie constand din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences), 50% mediu far3 ser sau
antibiotice.

Celule H526 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO; in RPMI-1640 Medium
(Sigma-Aldrich, Co). Celulele H526 au fost crescute ca suspensie si men{inute prin addugare de
mediu proaspit, astfel incat densitatea celulelor creste, la fiecare 2 pani la 3 zile. In fiecare
sdptdmand, cultura a fost restabilitd prin centrifugarea suspensiei cu resuspensic ulterioard in

mediu proaspdt la o concentratie de 1x10° cell/mL. Ficcare animal la 4-6 saptimani de varstd a

fost implantat subcutanat (pe flancul drept utilizand ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x100 H526
celule suspendate in 0,05 mL de solutie constind din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life
Sciences) si 50% mediu fara ser sau antibiotice.

Celulele H82 s-au mentinut in vitro la 37°C cu 5% CO; in RPMI-1640 Medium (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele H82 au crescut ca suspensie si s-au mentinut prin adiugare de mediu
proaspit, astfel incit densitatea celulelor creste, la fiecare 2 pani la 3 zile. In fiecare siptimani,
cultura a fost restabilitd prin centrifugarea suspensiei cu resuspensie ulterioard in mediu proaspit,

la o concentrafie de 1x10° celule/ml. Animalele la 4-6 sdptimani de varstd au fost implantate

subcutanat (pe flancul drept utilizand ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x100 H82 celule, suspendate
in 0,05 mL de solutie constind din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si 50%
mediu fard ser sau antibiotice.

Celulele PC3 s-au mentinut in vitro la 37°C cu 5% CO: in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele de culturd au fost pasate la fiecare 3 pani la 5 zile dupd ce au ajuns la
confluentd. La fiecare femeld de soareci atimici la 4-6 sdptdmani de varstd s-a implantat subcutanat

(pe flancul drept utilizand un ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 3x100 PC3 celule suspendate in 0,05
mL de solutie constand din 50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life Sciences) si 50%
mediu fard ser sau antibiotice.

Celulele DU-145 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO; in mediu RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost pasate 1a fiecare 3 pand la 5 zile dupa ce au ajuns
la confluen{d. La fiecare mascul de soareci atimici la 4-6 sdptimani de varstd s-a implantat

subcutanat (pe flancul drept utilizand un ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x109 DU-145 celule
suspendate in 0,05 mL de solutie constand din 50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life
Sciences) si 50% mediu fara ser sau antibiotice.

Celulele 22Rv1 au fost mentinute in vifro la 37°C cu 5 % CO: in mediu RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost pasate 1a fiecare 3 pand la 5 zile dupa ce au ajuns
la confluentd. La fiecare mascul de soareci atimici la 4-6 sdptiméini de varstd s-a implantat

subcutanat (pe flancul drept utilizand un ac 26G si o seringd de 1 cc) cu 5x100 22Rv1 celule
suspendate in 0,05 mL de solutie constand din 50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life
Sciences) si 50% mediu fara ser sau antibiotice.

Tolerabilitatea tratamentului s-a evaluat prin monitorizarea evolutiei greutafii, semne
clinice ale toxicititii, precum si dovezi ale afectdrii locale in locul injectirii.

In studii de xenogrefare cu linia celulard HT1080:

. Maisurdrile diametrului total (tumoare + picior) s-au determinat utilizand etriere digitala
(Fowler Silvac, S235PAT). Acest diametru total si greutdtile corporale ale animalelor s-au masurat
de 2-3 ori pe sdptdmand incepand cu prima zi a tratamentului (ziua 0).
) Cand diametrul total a ajuns la o lungime de circa 7,0-8,0 mm, soarecii au fost alocati
aleator in grupuri de tratment si martor (N = 8-10/grup) pe baza greutitii corporale si masurarilor
tumorilor utilizand NewLab Oncology Software (versiune 2.25.06.00).
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. Comparatic a diametrului total median (tumoare + picior) in grupurile de tratament la
diameterul total median (tumoare + picior) in grupul martor asa cum se utilizeaza pentru evaluarea
eficacititii antitumorale.

. Animalele au fost eutanasiate cand diametrul total al piciorului acestora a ajuns la circa
18 mm.

In studii de xenogrefare cu alte linii celulare:

. Volumul tumorii a fost calculat utilizand ecuatia (a~b2)/2, in care a: lungime (diametrul
cel mai lung) si b: latime (diametrul cel mai scurt) s-au misurat in mm utiliznd etriere digitala
(Fowler Silvac, S235PAT). Dimensiunile tumorii si greutdtile corporale au fost inregistrate de 2-3
ori pe sdptimand incepand cu prima zi de tratament.

. Cand tumorile au ajuns la 150-250 mm3, animalele care aveau tumori (N = 8-10/grup) au
fost alocate aleator in grupuri de tratment pe baza greutifii corporale si masurdrilor tumorilor
utilizand NewLab Oncology Software (version 2.25.06.00).

. Comparatie intre volumul median al tumorii la grupurile tratate si grupul martor utilizatad
pentru evaluarea eficacititii antitumorale.

. Animalele au fost eutanasiate cand tumorile acestora au ajuns la circa 2000 mm? si/sau s-
a observat necrozd severa.

Tratamentele care produc >20 % letalitate si/sau 20% pierdere netd in greutate au fost
considerate toxice.

Tabelele si figurile insumeaza datele obtinute din grupurile experimentale complete,
adica acele grupuri care pistreazd numdrul initial de animale, n = 8-10. Totusi, odatd ce primul
animal este sacrificat datoritd unei lungimi a tumorii > 18 mm sau o marime a tumorii > 2000
mm3, grupul experimental va fi considerat incomplet. Prin urmare, datele generate ulterior zilei de
sacrificiu si inainte nu vor fi prezentate (adicd nici in tabele nici in figuri).

Exemplul 5. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S in cateva modele de xenogrefe.

Compusul 4-S si compusul C au fost puse la dispozitie sub formd de flacoane uscate prin
congelare cu produs liofilizat. Fiecare flacon a fost reconstituit cu apd pentru perfuzie pani la o
concentratie de 0,5 mg/mL. Au fost realizate dilufii suplimentare cu solufie 5% dextroza pentru
injectare la concentratia de formulare a dozei. Dozele administrate de compus 4-S si compus C au
fost 1,25 si respectiv 3 mg/Kg.

Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizatd continind zaharozd 100 mg + fosfat
diacid de potasiu 6,8 mg + acid fosforic q.s. pH 3,8-4,5) care a fost reconstituit cu apd pentru
perfuzie.

In aceste experimente, 4-S siCompusul C, precum si placebo, au fost administrate
intravenos o datd pe sdptimand pentru 3 sdptdmani consecutive, in zilele 0, 7 si 14, oricand a fost
posibil.

Exemplul Sa. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de fibrosarcom
uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S cu activitatea
antitumorald a compusului C utilizind un model de xenogrefd de sarcom uman.

Modelul de tumoare utilizat in acest studiu a fost linia celulard HT1080.

Tabelul 5 raporteazi evaluarea diametrului total (tumoare + picior) al tumorilor HT1080
la soareci tratati cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt aratate de asemenea in Figura




MD/EP 3395821 T2 2019.10.31

iZile %Diametru total (tumoare + picior) (mm)

‘Martor - Compus C

Exemplul 5b. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de san uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S cu activitatea
5 antitumorald a compusului C utilizind un model de xenogefa de cancer de sin uman.
Modelul de tumoare utilizat in acest studiu a fost linia celulard MDA-MB-231.
Tabelul 6 raporteazi evaluarea volumului median al tumorii la tumorile MDA-MB-
231la soareci tratati cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in

Figura 2.

10
Exemplul Sc. Sudii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de tumoare de
plimin uman.

15 Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S cu activitatea

antitumorald a compusului C utilizand trei modele diferite de xenogrefe de cancer pulmonar uman.
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Aceste modele corespund la cancerul pulmonar fard celule mici (linia celulard H-460) si cancerul
pulmonar cu celule mici (liniile celulare H526 si H82).

Tabelul 7 raporteazi evaluarea volumului median tumoral la tumorile H460 la soareci
tratati cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in in Figura 3.

Tabelul 8 raporteazi evaluarea volumului median tumoral la tumorile H526 la soareci
tratati cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 4.
Tabel 8

Tabelul 9 raporteazd evaluarea volumului median tumoral la tumorile H82 la soareci
tratati cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 5.
Tabel 9

Zile Volum median al tumorii (mm?)

Martor .................................. e e 4S
00 ......................... 1716 ................................................................................................................ 1683 ...................................
20 ......................... 4394 .......................................................................... 2152
50 ......................... 102472536 ....................................
70 ......................... 14220 ............................................................................................................ 3414
90 ......................... 19238 ............................................................................................................. 3 494 ....................................
120 ....................... 20250 .............................................................................................................. 4364 ...................................
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Martor

Exemplul 5d. Studii in vive pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de tumoare
ovariand umana.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorala a lui 4-S cu activitatea
antitumorald a compusului C utilizand un model de xenogrefare de cancer ovarian uman.
Modelul de tumoare utilizat in acest studiu a fost A2780.
Tabelul 10 raporteazi evaluarea volumului tumorilor A2780 la soareci tratafi cu placebo,
compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 6.
Tabel 10

Exemplul Se. Studii in vive pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de tumoare
gastrici umana.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S cu activitatea
antitumorald a compusului C utilizand un model de xenogrefe de cancer gastric uman.

Modelul de tumoare utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 11 raporteazi cresterea volumului tumorii la tumorile HGC27 la soareci tratati
cu placebo, compus C si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 7.
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Tabel 11
lee ........................ Volunlmedlana]tunloru(mm3)
Mart0r4_s ........................................
0’0 ......................... 200’7194’8
2’0429’0358’6 ...................................
................................................................................................................................................................. 515’3

5,0 8355

Exemplul 6 (de referintd).

Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S in xenogrefe de prostatd umana. Scopul
acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S utilizand trei modele diferite de
xenogrefe de cancer de prostatd uman. Aceste modele corespund la liniile celulare PC-3, DU-145
si 22Rvl.

Compusul 4-S a fost furnizat sub formi de flacoane uscate prin congelare cu produs
liofilizat. Fiecare flacon a fost reconstituit cu api sterild pentru injectiec la o concentratie de 0,5
mg/mL. Alte dilutii au fost ficute cu solutie 5% dextrozd pentru injectic la concentratia de
formulare a dozei. Doza administrati de 4-S a variat in functie de studiu, fiind 1,25 mg/Kg cind
modelul de tumoare a fost PC-3, 1,00 mg/Kg cand modelul de tumoare a fost DU-145 si respectiv
0,75 mg/Kg cand modelul de tumoare a fost 22Rv1.

Placebo a fost furnizat sub form3 de turtd liofilizatd confinind 100 mg zaharoza + fosfat
diacid de potasiu 6,8 mg + acid fosforic q.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apd pentru
perfuzie.

In aceste experimente, 4-S, precum si placebo s-au administrat intravenos o datd pe
saptdmand pentru 3 sdptdmani consecutive in zilele 0, 7 si 14, oricind a fost posibil.

Tabelul 12 raporteazd evaluareca volumului median al tumorii la tumorile PC-3 1la
soareci tratati cu placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 8.

Tabel 12
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Zile

Tabelul 13 raporteazd evaluarea volumului median al tumorii la tumori DU-145 1la
soareci tratati cu placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 9.
Tabel 13

Tabelul 14 raporteazd evaluarca volumului median al tumorii la tumorile 22Rv1 la
soareci tratati cu placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt de asemenea prezentate in Figura 10.
Tabel 14
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(57) Revendicari;

1. Compus cu formula I sau o sare sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere farmaceutic

Formula I.

2. Compus conform revendicdrii 1, in care sarca este aleasd dintre clorhidrat, bromhidrat,
iodhidrat, sulfat, azotat, fosfat, acetat, trifluoroacetat, maleat, fumarat, citrat, oxalat, succinat,
tartrat, malat, mandelat, metansulfonat, p-toluensulfonat, sdruri de sodiu, potasiu, calciu si amoniu;
sdruri de etilendiamind, etanolamind, N, N-dialchilenetanolamind, trietanolamind si de aminoacizi
bazici.

3. Compozitie farmaceutica care cuprinde un compus conform oricireia dintre revendicdrile 1 la 2
sau o sare sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere farmaceutic si un purtitor acceptabil
din punct de vedere farmaceutic.

4.Formd de dozare care cuprinde o compozitie farmaceutici conform revendicirii 3.

5. Compus conform oricdreia dintre revendicarile 1 la 2 sau o sare sau ester al acestuia acceptabil
din punct de vedere farmaceutic, compozitie conform revendicdrii 3 sau o formd de dozare
conform revendicdrii 4, pentru utilizare ca medicament.

6. Compus conform oricdreia dintre revendicarile 1 la 2 sau o sare sau ester al acestuia acceptabil
din punct de vedere farmaceutic, compozitie conform revendicdrii 3 sau o formd de dozare
conform revendicarii 4, pentru utilizare in tratamentul cancerului.

7. Compus, compozitie sau forma de dozare conform revendicirii 6, in care cancerul este ales
dintre cancerul pulmonar incluzind cancerul pulmonar fird celule mici si cancerul pulmonar cu
celule mici, cancerul de colon, cancerul colorectal, cancerul de san, cancerul de pancreas, sarcom,
cancer ovarian si cancer gastric.
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8. Compus, compozitie sau forma de dozare conform revendicdrii 7, In care cancerul este ales
dintre cancerul pulmonar incluzind cancerul pulmonar fird celule mici si cancerul pulmonar cu
celule mici, cancerul de san, cancerul de pancreas si cancerul colorectal.

9. Procedeu pentru obfinerea unui compus cu formula I asa cum este definit in revendicarea 1 sau
o sare sau ester al acestuia acceptabil din punct de vedere farmaceutic

care cuprinde etapa de reactie a compusului cu formula II cu un compus cu formula IIT pentru a se
obtine un compus cu formula I'V:

Rs
RO
2 R4
Me Q _ |
X NH»
0]
\-o C

1] m
in care:
X este -NH-;

R; este acetil;
Rz este hidrogen;
R4 este -CH,OH.

10. Procedeu conform revendicdrii 9, care cuprinde o etapd suplimentard de inlocuire a grupdrii
ciano in compusul cu formula IV cu o grupare hidroxi pentru a se obtine un compus cu formula L

11. Kit care cuprinde o cantitate eficace din punct de vedere terapeutic de compus conform
oricireia dintre revendicdrile 1 1a 2 si un purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

12.Kit conform revendicirii 11 care cuprinde suplimentar instructiuni pentru utilizarea
compusului in tratamentul cancerului si mai preferabil un cancer ales dintre cancerul pulmonar
incluzand cancerul pulmonar fard celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici, cancer de colon,
cancer colorectal, cancer de san, cancer de pancreas, sarcom, cancer ovarian $i cancer gastric.
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str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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