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OZET

KANSER TEDAVISI iCiIN AKT VE MEK iNHIBE EDICI
BILESIKLERIN KOMBINASYONLARI

Bu bulus, a) formill I bilesigi: (formil I} veya onun farmasotik agidan

kabul edilebilir tuzunu; ve GDC-0973, PD-0325901 ve bunlarm

10 farmasotik agidan kabul edilebilir tuzlarn arasindan segilen baska bir

ajanl igeren Kombinasyonlar ortaya koyar. Bu kombinasyonlar,

bilhassa kanser gibi hiperproliferatif hastaliklarin tedavisi ig¢in

taydahidirlar.
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ISTEMLER

1. Kolon kanseri, melanom, akciger kanseri ve prostat kanseri
arasindan segilen bir hiperproliferatif hastaligin tedavisinde kullanim
i¢in, asagida gosterilen formiull I'e sahip olan bir bilesik veya onun bir
farmasotik acidan kabul edilebilir tuzu ile GDC-0973 veya onun bir

farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunun bir kombinasyonu:

2. [stem 1'e uygun kullanim igin, istem l'e uygun kombinasyon
olup, burada hiperproliferatif hastalik kolon kanseri, metastatik

melanom ve kiigiik hitcreli olmayan akciger kanseri arasindan segilir,

3. [stem 1 veya 2've uygun kullamum igin, istem 1’e veya 2'ye

uygun kombinasyon olup, burada:

a) formul T bilesigi veya onun tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile eszamanli uygulanir; veya
b) formill 1 bilesigi veyva onun tuzu ile GDC-0973 veya onun bir

farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu sirayla uygulanirlar; veya
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c) GDC-0973 veya onun bir farmasdtik agidan kabul edilebilir
tuzunun uygulanmasi, kombinasyonun uygulanmasindan yaklasik 1
ila yaklasik 10 giin donce baslar; veya

d) formul I bilesigl veya onun tuzunun uygulanmasi, kombinasyonun
uygulanmasindan yaklasik 1 i1la yaklasik 10 giin once baslar; veya

e) formil I bilesigi veva onun tuzunun uygulanmasi ile GDC-0973
veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunun uygulanmasi

ayni gin baslarlar.
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TARIFNAME

KANSER TEDAVISI ICIN AKT VE MEK INHIBE EDICi
BILESIKLERIN KOMBINASYONLARI

BULUSUN RUCHAN HAKKI

Bu bulus bagvurusu, 1 Nisan 2011 tarihinde basvurusu yapilmuis olan
61/471.038 sayili ABD Gegici Patent Bagvurusuna dayanarak riighan
hakki talep etmektedir.

BULUSUN ALANI

Bu bulus, genel itibariyla, kanser gibi hiperproliferatif hastaliklara
kars1 aktiviteye sahip olan bilesiklerden meydana gelen ve AKT kinaz
aktivitesini  inhibe eden  bilesikler barindiran  farmasotik

kombinasyonlar ile ilgilidir.

BULUSUN ARKA PLANI

Protein kinazlar (PK), terminal (gama) fosfatm ATP'den transfer
edilmesi  yoluyla proteinlerin tirozin, serin ve treconin artiklan
tzerindeki hidroksi gruplanmin fosforilasyonunu katalize eden
enzimlerdir. Bu enzimler, 0yle ya da boyle PK aktivitesine bagh
olarak, sinyal iletim vyolaklar1 araciliiyla hiicre bilylimesini,

farklilagsmasini ve proliferasyonunu, yani hiicre yasamiyla ilgili hemen
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hemen tiim evreleri modile ederler (Hardie, G. and Hanks, S. (1995)
The Protein Kinase Facts Book. I and 1I, Academic Press, San Diego,
CA). Dte yandan, anormal PK aktivitesi, psoriasis gibi hayati tehlikesi
nispeten diisik sayilabilecek hastaliklardan glioblastom (beyin
kanseri) gibi epey olumciill ve tehlikeli hastaliklara degin muhtelif
hastaliklarin bir belirtis1 olarak tamimlanmustir. Protein kinazlar,
onemli bir terapotik modiilasyon hedefi simifimi teskil ederler (Cohen,
P. (2002) Nature Rev. Drug Discovery 1:309).

WO 2008/006040 sayili Uluslararasi Patent Basvurusunda, asagida
gosterilen  (S)-2-(4-klorofenil)-1-(4-((SR,7R)-7-hidroksi-5-metil-6,7-
dihidro-5H-siklopenta [d]pirimidin-4-11) piperazin-1-11)-3-
(1zopropilamino)propan-1-on  (formiill I) bilesiginin  aralarinda

bulundugu bir dizi AKT inhibitori tartisilmaktadir:

e

NH

o
Cl N

(/)

N

=N
3 lN/)

HO Q).

WO 2010/006225 sayili Uluslararasi1 Patent Bagvurusunda, bir
proliferatif hastaligin, 6zellikle de bir solid timor hastaliginin tedavisi
igin Ras/Raf/Mek yolagini modiile eden bir bilesik ve bir fosfoinositid
3-kinaz inhibe edici bilesik igeren bir farmasotik kombinasyon; bu
gibi bir kombinasyon ihtiva eden bir farmasotik bilesim; bu gibi bir

kombinasyonun bir proliferatif hastaligin tedavisi i¢in olan bir ilacin



10

15

20

25

hazirlanmasinda kullamimi; eszamanh, ayr ayr veya sirali kullanima
yonelik bir kombine preparat olarak bu gibi bir kombinasyonu
barindiran bir ticari paket veya urun; ve bir sicakkanli hayvanin,
ozellikle de bir insamin tedavisine yonelik bir tedavi yontemi

tartisilmaktadir,

Kanser gib1 hiperproliferatif hastaliklarin tedavisinde kullanima

yonelik gelismig bilesimlere giiniimiizde hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

BULUSUN OZETI

Formill I'e sahip olan bilesik veya onun bir farmasotik agidan kabul
edilebilir tuzu belirli bagka spesifik ajanlar ile kombinasyon halinde
uygulanarak, in vitro ortamda ve in vivo ortamda kanser hucrelerinin
bliyimesinin inhibisyonunda aditif veya sinerjistik etkiler elde
edilebilecegi belirlenmistir. Bu kombinasyonlar ve ilgili yontemler,
kanser gibi  hiperproliferatif hastaliklarin tedavisinde faydah

olabilirler.

Bu bulusun birinci 6zelligi, kolon kanseri, melanom, akciger kanseri

ve prostat kanseri arasindan segilen bir hiperproliferatif hastaligm
tedavisinde kullamim igin olan ve asagida gosterilen formil I'e sahip
olan bir bilesik veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu
ile GDC-0973 veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir

tuzundan meydana gelen bir kombinasyondur;
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Bulusun yapilarindan birinde, bulusun birinci dzelligine gore kullanim
icin bulusun birinci 0zelligine uygun bir kombinasyon soz konusu
olup, burada hiperproliferatif hastalik kolon kanseri, metastatik
melanom ve kuiguik huicreli olmayan akciger kanseri arasindan segilen

bir hastaliktir,

Bulusun bir diger yapisinda, bulusun birinci dzelligine gore kullanim
icin bulusun birinci ozelligine uygun bir kombinasyon soz konusu

olup, burada:

a) formill I bilesigi veya onun tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile eszamanl uygulanir; veya
b) formill I bilesigl veya onun tuzu ile GDC-0973 veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu sirayla uygulanirlar; veya

c) GDC-0973 veya onun bir farmasotik ag¢idan kabul edilebilir
tuzunun uygulanmasi, kombinasyonun uygulanmasindan yaklagik 1
ila yaklasik 10 giin once baslar; veya

d) formill I bilesigi veya onun tuzunun uygulanmasi, kombinasyonun

uygulanmasindan yaklasik 1 11a yaklasik 10 giin 6nce baslar; veya
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e) formill 1 bilesigr veya onun tuzunun uygulanmasi ile GDC-0973
veya onun bir farmasotik acidan kabul edilebilir tuzunun uygulanmas:

aym gin baglarlar,

Bulusun belirli yapilarinda, kanser, PTEN mutasyonu ile iliskili bir

kanser hastaligidar.

Bulusun belirli  yapilarinda, kanser, AKT mutasyonu, asir1

ekspresyonu veya amplifikasyonu ile iligkili bir kanser hastalifidar.

Bulusun belirli yapilarinda, kanser, PI3K mutasyonu ile iliskili bir

kanser hastaligidir.

Bulusun belirli yapilarinda, kanser, Her2/ErbB2 amplifikasyonu ile

iliskili bir kanser hastaligidir.

Bulusun belirli yapilarinda, bir formiil I bilesigi veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile kombinasyon halinde

uygulanir.

Bulusun belirli yapilarinda, seg¢ilen kanserlerden biri i¢cin GDC-0973
ile tedavi goren bir hastanin yasam kalitesimi artirmak Uzere terapotik
maksatla kullanim i¢in olan bir formill I bilesigi veya onun bir

farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ortaya koyulmaktadir.

Bulusun belirli vapilarinda, AKT kinazin modille ettigi segilen

kanserlerden birinin tedavisinde kullanim i¢in olan ve a) bir formiil 1
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bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile b)
GDC-0973 ve PD-0325901'den meydana gelen bir kombinasyon
ortaya koyulmaktadir,

Bulusun belirli yapilarinda, segilen kanserlerden birinin tedavisinde
kullamim i¢in, bir formil T bilesigi veya onun bir farmasotik acidan
kabul edilebilir tuzunun, bir kabin ve formul I bilesiginin GDC-0973
ve PD-0325901 ile uygulanacagina isaret eden bir kullanma talimati

veya etiketin bulundugu bir kit ortaya koyulmaktadir.

Bulusun belirli yapilarinda, segilen kanserlerden birinin tedavisinde
ayr1 ayri, eszamanh veya sirali kullanim i¢in bir kombine preparat
olarak, formiill T'e sahip olan bir bilesik veya onun bir farmasotik
acidan kabul edilebilir tuzunun, GDC-0973'tin ve PD-0325901'in

bulundugu bir iirlin ortaya koyulmaktadir.

Aralarinda melanom, akciger, kolon, yumurtalik, bobrek, meme,
prostat, pankreas kanser hiicre hatlarinin bulundugu bir¢ok hiicre
¢esidinde n vitro ortamda GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyonu
verildiginde sinerji/aditivite godrulmektedir ve bu bulgu in vivo
ortamda melanom, kolon ve akciger ksenogreft modellerinde de teyit
edilmigtir. Ras/Raf'a veya her iki yolak aktivasyonuna da dayah tiumor
cesitlerinde  sinerji  gozlemlenmustir.  GDC-0068 ve GDC-0973
kombinasyonu muhtelif hiicrelere dozlandiginda melanom, akciger
(0megin  NSCLC) ve kolon hatlarmin sinerji  sergiledikleri
gorilmustir. GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyonu ile yapilan
dozlamada, (luminal (ER+), Her2+ ve bazal tiglil negatif meme kanser

hiticrelerinin  dahil oldugu) meme kanser hiicreleri de sinerji
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sergileyebilirler. GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyonu ile yapilan
uygulama karsisinda, tek basma Meki'yve duyarli hiicrelerde dahi

sinerji gozlemlenmistir,

Kanser hiicresinin mutasyon durumunun o kanser hiicresinin farkl
tedavi protokollerine nasil cevap verecegine isaret eden bir
biyomarker oldugu kesfedilmistir. Ornegin, Kras ve/veya Braf
mutasyonlar1 ile birlikte PI3K yolagi (ornegin PI3K veya AKT)
mutasyonlar1  barmndiran  kanser hiicreleri, burada agiklanan
kombinasyon tedavilerme pozitif (drnegin sinerjstik) cevaplar
verebilirler.  Ayrica, kanser hiicresinin  PTEN durumu da bir

biyomarkerdir.

A2058 (PTEN yok/Braf mutant) melanom modelinde, GDC-0068 ve
GDC-0973 kombinasyonu kullanildiginda kuvvetli  bir  sinerji
saptanmustir. Butin GDC-0973 dozlarinda ve yuksek GDC-0068
dozlarinda (75 ve 100 mg/kg), denk ve karsilastirilabilir tek ajan
timoOr bitylimesi inhibisyonu (TGI) kaydedilmistir, 50 mg/kg GDC-
0068 kullamldiginda TGl gorillmemektedir. Tki ilacin da yer aldig
kombinasyon bu modelde iyi tolere edilmis ve yaklasik %13

diizeyinde bir maksimum agirhk kaybi1 meydana gelmistir.
SEKILLERE DAIR KISA ACIKLAMALAR
Sekil I'de, GDC-0068 ile GDC-0973'ten (2,5 mg/kg) olusan

kombinasyon ile tiimor hacimlerine istinaden elde edilen sonuglar

gosterilmektedir.



10

15

20

25

Sekil 2'de, GDC-0068 1le GDC-0973'ten (5,0 mg/kg) olusan
kombinasyon ile tumor hacimlerine istinaden elde edilen sonuclar
gosterilmektedir,

Sekil 3'te, GDC-0068 ile GDC-0973'ten (7,5 mg/kg) olusan
kombinasyon ile timdr hacimlerine istinaden elde edilen sonuglar
gosterilmektedir.

Sekil 4'te, GDC-0068 1le GDC-0973'ten olusan kombinasyon ile in
vitro ortamda kolorektal kanser hiicre hatlarina karsi elde edilen
sonuglar gosterilmektedir.

Sekil 5'te, GDC-0068 ile GDC-0973'ten olusan kombinasyon ile HCT-
116'va (Kolon - PI3K ve Kras Mutant) karsi elde edilen sonuglar
gosterilmektedir. S6z konusu kombinasyonun HCT-116 huicrelerinde
hiicre viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu (2D) 1s1
haritalar1 sunulmaktadir. X ekseni lzerinde artan sirayla GDC-0068
konsantrasyonlari, y ekseni Uzerinde ise artan sirayla GDC-0973
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Sag tarafta, kombinasyon halinde
veya ayrl ajanlar olarak kullanilan GDC-0068 ile GDC-0973'in her
konsantrasyonuna i1stinaden kaydedilen inhibisyon yuzdelerinin
gosterildigi  yizde inhibisyon (% ihibisyon) 1s1  haritalan
bulunmaktadir; vehikiile (DMSO) maruz birakilan kontrol 0'a
ayarlanmistir. Solda godsterilen 1s1 haritalar ve her doz ¢ifti i¢in BLISS
skorlar1 hesaplanmustir.

Sekil 6'da, GDC-0068 ile GDC-0973'ten olusan kombinasyon ile in
vitro ortamda NSCLC hiicre hatlarina kars1 elde edilen sonuglar
gosterilmektedir,

Sekil 7'de, GDC-0068 ile GDC-0973'ten olugsan kombinasyon ile
H2122'ye (NSCLC - Kras Mutant) karsi elde edilen sonuglar

gosterilmektedir.  Soz  konusu  kombinasyonun ~ NCI-H2122
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hiicrelerinde hiicre viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu
(2D) 151 haritalan sunulmaktadir. X ekseni lzerinde artan sirayla
GDC-0068 konsantrasyonlari, y ekseni Uzerinde ise artan sirayla
GDC-0973  konsantrasyonlart yer almaktadir. Sag  tarafta,
kombinasyon halinde veya ayrt ajanlar olarak kullanilan GDC-0068
ile GDC-0973"in  her konsantrasyonuna istinaden kaydedilen
inhibisyon yuzdelerinin gosterildigi yuizde inhibisyon (% inhibisyon)
181 haritalarn  bulunmaktadir; vehikille (DMSO) maruz birakilan
kontrol 0'a ayarlanmustir. Solda gosterilen 1s1 haritalart ve her doz ¢ifti
igin BLISS skorlart hesaplanmustir.

Sekil 8'de, GDC-0068 ile GDC-(0973'ten olusan kombinasyon ile in
vitro ortamda Melanom hiicre hatlarma karsi elde edilen sonuglar
gosterilmektedir.

Sekil 9'da, GDC-0068 ile GDC-0973'ten olusan kombinasyon ile
A2058'e (Melanom - PTEN -/- ve Braf Mutant) kars1 elde edilen
sonuglar gosterilmektedir. S6z konusu kombinasyonun A2058
hiicrelerinde hiicre viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu
(2D) 1s1 haritalar1 sunulmaktadir. Solda gosterilen 1s1 haritalart ve her
doz ¢ifti i¢in BLISS skorlar1 hesaplanmistir. X ekseni Gizerinde artan
sirayla GDC-0068 konsantrasyonlar,, v ekseni Uizerinde ise artan
sirayla GDC-0973 konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Sag tarafta,
kombinasyon halinde veya ayr ajanlar olarak kullamilan GDC-0068
ile GDC-0973'in  her konsantrasyonuna istinaden kaydedilen
inhibisyon yuzdelerinin gosterildigi yilzde inhibisyon (% inhibisyon)
1s1 haritalar1 bulunmaktadir; vehikile (DMSO) maruz birakilan

kontrol 0'a ayarlanmustir.
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Sekil 10'da, tek ajan uygulamalarinda elde edilen sonuglara kiyasla
AKT ve MEK vyolak aktivitelerinde kaydedilen daha yiiksek
knockdown gosterilmektedir.

Sekil 11'de, GDC-0973 ile GDC-0068'den meydana gelen
kombinasyon 1le MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hattina karsi elde
edilen sonuclar gosterilmektedir.

Sekil  12'de, GDC-0068 1le GDC-0973'ten meydana gelen
kombinasyon ile in vitro ortamda meme kanseri hiicre hatlarina karsi
elde edilen sonuglar gosterilmektedir.

Sekil  13'te, GDC-0068 ile GDC-0973'ten meydana gelen
kombinasyon ile yumurtalik kanserine karsi elde edilen sonuglar
gosterilmektedir.

Sekil 14'te, GDC-0068 1ile GDC-0973'ten meydana gelen
kombinasyon ile in vitro ortamda prostat kanseri hiicre hatlaria kars
elde edilen sonuglar gosterilmektedir.

Sekil 15'te, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK inhibitori)
kombinasyonu ile MX-1 Meme Tumorlerinde elde edilen sonuglar
gosterilmektedir.

Sekil 16'da, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK mhibitorit)
kombinasyonu ile H2122 NSCLC Tumbrlerinde elde edilen sonuglar
gosterilmektedir,

Sekil 17'de, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK inhibitoril)
kombinasyonu 1ile SWI1990 Pankreas tumorlerinde elde edilen
sonuglar gosterilmektedir.

Sekil 18'de, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK inhibitori)
kombinasyonu ile Pa Tu-8302 Pankreas Tumbrlerinde elde edilen

sonuglar gosterilmektedir.
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Sekil 19'da, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 {MEK inhibitoril)
kombinasyonu ile 537Mel Melanom Tumorlerinde elde edilen
sonuglar gosterilmektedir.

Sekil 20'de, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK inhibitori)
kombinasyonu ile A2058 Melanom Tumborlerinde elde edilen sonuglar
gosterilmektedir.

Sekil 21'de, Oral Dozlanan GDC-0068 + GDC-0973 (MEK inhibitorit)
kombinasyonu ile HCT-116 Kolorektal Tumorlerinde elde edilen
sonuglar gosterilmektedir.

Sekiller 22a-22b'de, ¢esitli hiicre hatlarmda hiicre viyabilitesini inhibe
etme konusunda tek ajan tedavileri ile kombinasyon tedavisi arasinda
yapilan karsilastirmanin sonuglarn gosterilmektedir. GDC-0068 hucre
potensi PI3K/PTEN/HER2'deki alterasyonlardan kaynaklanan Akt
aktivasyonu ile iliskili bir profil ¢izerken, GDC-0973 hiicre potensi
RAS veya B-RAF mutasyonlarindan kaynaklanan MEK aktivasyonu
ile iliskili bir profil ¢izmistir. GDC-0068'e ve GDC-0973'e duyarli
hiicre hatlan genelde karsilikli olarak birbirlerini dislarlar. Test edilen
hiicre hatlarinin yaklasik {igte biri her iki ajana da direng gostermigtir
(bkz: Sekiller 22a-22b). GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyonu, test
edilen hiicre hatlarinin ¢ogunda tek ajan uygulamalarina kivasla hiicre
viyabilitesini daha kuvvetli dl¢iide inhibe etmistir. Kombinasyon
etkileri, BLISS bagimsizlik modeli (Lehar et al. 2007) kullanilarak
degerlendirilmistir.

Sekil 22a'da yer alan ustteki grafikte, Birden Cok Kanser Hucre
Hattinda GDC-0068 ve GDC-0973 i¢in kaydedilen Tek Ajan IC50
Degerleri gosterilmektedir. Hiuicreler, RPMI + %10 FBS'de artan
konsantrasyonlarda tek basmma GDC-0068 veya GDC-0973 ya da

bunlardan olusan kombinasyon ile islemden gecirilmis ve 4 gin
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gectikten sonra CellTiter-Glo kullanilarak viyabilite bakimindan
analiz edilmislerdir. Alttaki miutekabil grafikte, bir dizi spesifik
genotip 1¢in kaydedilen GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyon
sinerjisi gosterilmektedir. Renkli bloklar, bir Mutasyon, Delesyon
veya Aktivasyonun varlifma isaret etmektedir. B-RAF, RAS, HER?2,
PI3K veya PTEN'deki mutasyonlar/alterasyonlar, her hiuicre hatt
altinda renkli bir kare ile gosterilmektedirler (B-RAF, kahverengi;
RAS, kirmizi; HER2, mavi; PTEN, koyu yesil; PI3K've istinaden, agik
vesil PIK3CA'da kinaz domaini mutasyonlar1 bulunduguna isaret
etmektedir, a¢ik mavi ise kinaz domaminde olmayan bagka
mutasyonlar veya amplifikasyonlar bulunduguna isaret etmektedir).
PTEN alterasyonlan, ya bu proteine iligkin olarak Western blot ile
tespit edilebilir olmayan bir sinyal s6z konusu olduguna ya da gende
bir mutasyon bulunduguna isaret etmektedirler. Her hiicre hattina
istinaden doku kaynaklar1 da farkh renklerde gosterilmektedir ve ilgili
dokular1 temsil eden kisaltmalar soyledir: meme (Br), kolon (Co),
kiicik hiicreli olmayan akciger kanseri (Lu), melanom (Me),
yumurtalik (Ov), prostat (Pr) ve bobrek (Re).

Sekil 22b'de, Birden Cok Hicre hattinda GDC-0068 ve GDC-0973
igin  hesaplanan toplam pozitif kombinasyon Bliss Skorlar
gosterilmektedir. Toplam pozitif BLISS skorlar: ile anlasildigl iizere
birden ¢ok hucre hattinda, Ozellikle de RAS/RAF yolag
aktivasyonunun soz konusu hiuicre hatlarimnda ya da PI3K/Akt ve
RAS/RAF yolag: aktivasyonlarinin her ikisinin de soz konusu oldugu
hiicre hatlarinda sinerjistik etkiler gozlemlenmistir, GDC-0068 ve
GDC-0973'e iliskin toplam pozitif BLISS skorlar1 her hiicre hattinda

ayri ayr1 hesaplanmustir.
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Sekil 23'te, S37MEL Melanom, PTEN yok, Braf amp/delde GDC-
0068 ve GDC-0973 icin kaydedilen Bliss Is1 Haritas1 ve % Inhibisyon
gosterilmektedir; GDC-0068 ile GDC-0973'ten meydana gelen
kombinasyon her iki yolagi da inhibe etmis ve hiicre olumunil
arturnustir.

Sekil 24'te, GDC-0068 ve GDC-0973 1ile 24 Saat Boyunca
Uygulamaya Tabi Tutulan Insan HTC116 Kolon Hiicre Hattina Iliskin
Yapilan Western Blot Analizi gosterilmektedir. HCT-116 hucreleri,
belirtilen konsantrasyonlardaki GDC-0068 ve GDC-0973 ile yaklasik
3 saat boyunca inkitbe edilmislerdir. Akt, MEK ve onlarin
downstream markerlerinin fosforilasyonu Western blotlar ile analiz
edilmistir.

Sekil 25'te, 537MEL Melanom, PTEN yok, Braf amp/delde GDC-
0068 ve GDC-0973 kombinasyonunun daha 1yi bir etkinlik sagladig
gosterilmektedir.

Sekil 26'da, Vehikill Uygulanan Kontrole Kiyasla GDC-0068 ve
GDC-0973  Kombinasyonu  ile  Fosfo-Protein  Ekspresyon
Seviyelerinde Saglanan Istatistiksel Ag¢idan Anlamli  Degisimler
gosterilmektedir, Farelere tek doz halinde 100 mg/kg GDC-0068 veya
7,5 mg/kg GDC-0973 ya da kombinasyon verildikten 3 saat sonra
A2058x] timorler1 toplanmustir. Tumbdrler, ters faz protein dizisi
(RPPA) kullanilarak analiz edilmislerdir.

Sekil 27'de, A2058 ksenogreft tiimorlerinde Tek Ajan Uygulamalarina
Kiyasla GDC-0068 ve GDC-0973 Kombinasyonu ile dozlamadan
sonra Fosfo-Protein Ekspresyon Seviyelerinde Kaydedilen Istatistiksel
Acidan Anlamli Degisimler gosterilmektedir.

Sekil 28'de, MALME3M hiicrelerinde kombinasyonun hiicre
viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu (2D) 1s1 haritalar
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sunulmaktadir. X eksemi uzerinde artan swrayla GDC-0068
konsantrasyonlary, y ekseni lzerinde ise artan smrayla GDC-0973
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Yuizde inhibisyon (% inhibisyon) 1s1
haritasi, kombinasyon halinde veya ayri1 ajanlar olarak kullanilan
GDC-0068 ile GDC-0973'in  her konsantrasyonuna istinaden
kaydedilen inhibisyon yuzdelerini gostermektedir; kontrol vehikille
(DMSO) maruz birakilmustir ve ('a ayarlannstir,

Sekil 29'da, MALME3 hiuicrelerinde kombinasyonun hiicre
viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu (2D) 1st haritalar
sunulmaktadir. X eksem {izerinde artan swrayla GDC-0068
konsantrasyonlar,, y ekseni uzerinde ise artan sirayla GDC-0973
konsantrasyonlan yer almaktadir. Yuzde inhibisyon (% inhibisyon) 1s1
haritas1, kombinasyon halinde veya ayn ajanlar olarak kullamlan
GDC-0068 ile GDC-0973'in  her konsantrasyonuna istinaden
kaydedilen inhibisyon yuzdelerini gostermektedir; kontrol vehikille
(DMSO) maruz birakilmustir ve 0'a ayarlanmistir. Sagda gosterilen 1s1
haritalar ve her doz ¢ifti i¢cin BLISS skorlar1 hesaplanmastir.

Sekil 30'da, NCI-BL2122 hiicrelerinde kombinasyonun hicre
viyabilitesine etkilerinin gosterildigi iki boyutlu (2D) 1s1 haritalar
sunulmaktadir. X ekseni Uzerinde artan swrayla GDC-0068
konsantrasyonlari, y ekseni lizerinde ise artan sirayla GDC-0973
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Yiuizde inhibisyon (% inhibisyon) 1s1
haritasi, kombinasyon halinde veya ayn ajanlar olarak kullanilan
GDC-0068 ile GDC-0973"in  her konsantrasyonuna istinaden
kaydedilen inhibisyon yuzdelerini gostermektedir; kontrol vehikille
(DMSO) maruz birakilmigtir ve 0'a ayarlanmustir. Sagda gosterilen 1s1

haritalar1 ve her doz ¢ifti igin BLISS skorlar1 hesaplanmustir.
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Sekil 31'de, GDC-0068 ve GDC-0973 kombinasyonu 1le fosfo-protein
ekspresyon seviyelerinde elde edilen degisimler (24 saat) ve AKT ve
MEK yolaklarinda saglanan modillasyon gosterilmektedir. Farelere
teck doz halinde 100 mg/kg GDC-0068 veya 7,5 mg/kg GDC-0973 ya
da kombinasyon verildikten 24 saat sonra A2058x1 tumorleri
toplannugtir. Tumorler, ters faz protein dizisi (RPPA) kullanilarak

analiz edilmislerdir.

BULUSUN ORNEK NITELIGINDEKI YAPILARINA DAIR
AYRINTILI ACIKLAMA VE TANIMLAR

Bu tarifnamede ve istemlerde gecen "ihtiva eder”, "ihtiva eden",
"icerir", "iceren" ve tirevi kelime ve terimler, atif yapilan ozellikler,
tamsayilar, komponentler va da basamaklarin mevcut oldugunu
gosterirler, ancak bagka ozellik veya oOzelliklerin, tamsayr veya
tamsayilarin, komponent veya komponentlerin, basamak veya
basamaklarin ya da bunlardan olusan grup veya gruplarin mevcut
olmadigma ya da bulusun kapsamina dahil edilemeyecegine dair bir

yargi veya ima tasimazlar.

"Tedavi etme" ve "tedavi" terimleri, hem terapdtik tedaviyi, hem de
amaci istenmeyen bir fizyolojik degisim veya bozuklugu, Ornegin
kanserin  bitylimesi, gelismesi veya yayilmasimi onlemek veya
yavaslatmak (azaltmak) olan profilaktik veya onleyici uygulama ve
tedbirleri i¢ine alan bir anlam tasirlar, Bu bulusun amaglar
bakimindan, faydali ya da istenen klinik sonuglar arasmda, sadece
bunlarla sinirli kalmaksizin, tespit edilebilir diizeyde olsun va da

olmasin, semptomlarin hafiflemesi, hastaligin yayiliminin azalmasi,
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stabil (yani kotilesmeyen) hastalik durumu, hastalik progresyonunun
gecikmesi ya da yavaslamasi, hastahk durumunun iyilesmesi ya da
palyasyonu ve (kismi ya da tam) remisyon vardir, "Tedavi", tedavi
verilmeyen durumda beklenen sag kalima kiyasla sag kalimin
uzatilmas: anlamima da gelebilir. Tedaviye ihtiyact olanlar arasinda,
ilgili hastalik veya bozukluktan halihazirda mustarip olanlar, ilgili
hastalik veya bozukluga yatkinligi bulunanlar ve ilgili hastalik veya

bozuklugun meydana gelmesinin dnlenmesi gerekenler bulunur.

"Terapdtik agidan etkin muktar" tabiri, (1) belirli bir hastahgi,
rahatsizligl ya da bozuklugu tedavi etmek, (11) belirli bir hastalik,
rahatsizlik ya da bozukluga ait bir veya daha fazla sayida semptomu
hafifletmek, iyilestirmek veya ortadan kaldirmak ya da (ii1) burada
tanimlanan belirli bir hastalik, rahatsizlik ya da bozukluga ait bir veya
daha fazla sayida semptomun baslamasmi onlemek ya da geciktirmek
icin, bu bulusa konu olan bir bilesikten kullanilmasi gereken miktar
anlamia gelir. Kanser s6z konusu 1se, ilacm terapotik agidan etkin
miktar1, kanser hucrelerinin sayisini azaltabilir; timor boyutlarim
kuigultebilir; periferik organlara yonelik kanser hicresi infiltrasyonunu
inhibe edebilir (yani, belirli bir diizeve kadar yavaslatabilir ve tercihen
durdurabilir); timdr metastazini inhibe edebilir (yam, belirli bir
diuzeye kadar vyavaslatabilir ve tercihen durdurabilir); tiimor
bitytimesini belirli bir ditzeye kadar inhibe edebilir ve/veya kanserle
iliskili semptomlarin birini veya birden fazlasim belirli bir duzeye
kadar hafifletebilir, Tlag kanser hiicrelerinin gogalmasim onleyebildigi
ve/veya mevcut kanser hiicrelerini dldirebildigi diizeyde sitostatik

ve/veya sitotoksik olabilir. Kanser tedavisinde etkinlik, ornegin
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hastalik progresyonuna kadar gecen sure (TTP) degerlendirilerek

ve/veya cevap orani (RR) tayin edilerek dlculebilir.

"Kanser" ve "kanseroz" terimleri, normalde diizensiz ve kontrolstiz
hiicre buylimesi ile karakterize edilen ve memelilerde gorulen
fizyolojik durum ve hastaliklara atif yapar veya bu gib1 hastalik ve
durumlart tamimlarlar. Bir "tumor", bir veya daha fazla sayida
kanserdz hiicre igerir. Kanser hastaliklarina érnek olarak, sadece
bunlarla smrli kalmaksizin, karsinom, lenfoma, blastom, sarkom ve
losemi ya da lenfoid malignensiler gdsterilebilir. Bu tarz kanser
hastaliklarina verilebilecek daha somut Ornekler arasinda, skuamoz
hiicreli kanser (oregin epitel skuamoz hilcreli kanser); kiicuk hiicrel
akciger kanseri, kiiciik hiicreli olmayan akcier kanseri ("NSCLC™),
akciger adenokarsinomu ve skuamoz akciger karsinomu da dahil
akciger kanseri; peritoneum kanseri; hepatoseliller kanser;
gastrointestinal kanser de dahil gastrik kanser ya da mide kanseri;
pankreas kanseri, glioblastom; serviks kanseri; yumurtalik kanseri;
karaciger kanseri; mesane kanseri; hepatom; meme kanseri; kolon
kanseri; rektal kanser; colorektal kanser; endometrium ya da uterin
karsinomu; tikirlk bezi karsinomu; bobrek kanseri ya da renal
kanser; prostat kanseri; vulva kanseri; tiroid kanseri; hepatik
karsinom; anal karsinom; penis karsinomu; ve bas ve boyun kanseri
sayilabilir. Burada bahsi gecen gastrik kanser, midenin herhangi bir
kisminda gelisebilecek ve mide boyunca ve diger organlara, 6zellikle
de 0zofagus, akcigerler, lenf nodlar1 ve karacigere vayilabilecek olan

mide kanserini i¢ine alan bir anlam tasir.
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Bir "kemoterapotik ajan", nasil bir etki mekanizmasina sahip oldugu
fark etmeksizin, kanser tedavisinde faydal olan bir biyolojik (biuiylik

molekill) veya kimyasal (kiigik molekill) bilesigi teskil eder.

Bir "platin ajani”, karboplatin, sisplatin ve oksaliplatinin omek

gosterilebilecegi, platin i¢eren bir kemoterapotik ajandir.

"Memeli" terimi, sadece bunlarla simirhi kalmaksizin, insanlar, fareler,
siganlar, gine domuzlari, maymunlar, kopekler, kediler, atlar, inekler,
domuzlar, koyunlar ve kilmes hayvanlarim igine alan bir anlam tagir.
Hasta terimi bir memeliye atif yapar ve bulusun yapilarindan birinde,

hasta bir insandir.

"Kullanma talimat1" terimi, terapotik urlinlerin koyuldugu ticari
ambalajlara dahil edilen ve endikasyonlar, kullanim sekli, dozaj,
uygulama sekli, kontrendikasyonlar ve/veya ilgili terapotik irtinlerin
kullammmina 1liskin uyarilar hakkimda bilgi veren talimatname metnine

atif yapar.

Burada gegcen "farmasotik agidan kabul edilebilir tuz" ifadesi, bu
bulusa uygun bir bilesigin farmasotik agidan kabul edilebilir organik
veya Inorganik tuzlarma atif yapar. Ornek niteligindeki tuzlar
arasinda, sadece bunlarla smirli kalmaksizin, sulfat, sitrat, asetat,
oksalat, kloriir, bromir, iyodur, nitrat, bisulfat, fosfat, asit fosfat,
1izomkotinat, laktat, salisilat, asit sitrat, tartrat, oleat, tannat,
pantotenat, bitartrat, askorbat, suksinat, maleat, gentisinat, fumarat,
glukonat, glukuronat, sakkarat, format, benzoat, glutamat,

metansiilfonat "mesilat", ctansiilfonat, benzensulfonat, p-
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toluensiillfonat ve pamoat (yani 1,1'-metilen-bis-(2-hidroksi-3-naftoat))
tuzlar sayilabilir. Bir farmasotik acidan kabul edilebilir tuz, bagka bir
molekillil, ornegin bir asetat iyvonunu, bir sitksinat iyonunu ya da baska
bir karsit iyonu da igine alan bir yapida olabilir. Karsit iyon, parent
bilesik Uizerindeki yukii stabilize eden herhangi bir organik va da
mnorganik moiete olabilir. Bunun yani sira, bir farmasotik a¢idan kabul
edilebilir tuzun yapisinda birden fazla sayida yuklt atom bulunabilir.
Farmasotik agidan kabul edilebilir tuzun yapisinda birden fazla sayida
yikli atomun bulundugu hallerde, sz konusu tuz birden fazla sayida
karsit 1yona sahip olabilir. Sonug olarak, bir farmasotik agidan kabul
edilebilir tuz, bir veya daha fazla sayida yuklii atom ve/veya bir veya

daha fazla sayida karsit iyon icerebilir.

Istenen farmasotik acidan kabul edilebilir tuz, sektorde kullanilan
uygun herhangi bir yontem ile hazirlanabilir. Ornegin, hidroklorik
asit, hidrobromik asit, stilfiirik asit, nitrik asit, metansilfomk asit,
fosforik asit veya benzeri bir morganik asitle ya da asetik asit, maleik
asit, siikksinik asit, mandelik asit, fumarik asit, malonik asit, piruvik
asit, oksalik asit, glikolik asit, salisilik asit, bir piranosidil asit,
ornegin, glukuronik asit yva da galakturonik asit, bir alfa hidroksi asit,
ornegin sitrik asit ya da tartarik asit, bir amino asit, drnegin aspartik
asit ya da glutamik asit, bir aromatik asit, drmegin benzoik asit ya da
sinnamik asit, bir siilfonik asit, 0rnegin p-toluenslfonik asit ya da
etansillfonik asit veya benzeri bir organik asitle serbest bazi isleme
tabi tutmak suretiyle hazirlanabilir, Bazik farmasotik bilesiklerden
farmasotik agidan faydali veya kabul edilebilir tuzlar olusturmak igin
kullanima genelde uygun olduklari diisiintilen asitler, 6rnegin agagida

belirtilen eserlerde tartigilmaktadirlar: P. Stahl et al, Canulle G. (eds.)
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Handbook of Pharmaceutical Salts. Properties, Selection and Use.
(2002) Zurich: Wiley-VCH; S. Berge et al, Journal of Pharmaceutical
Sciences (1977) 66(1) 1 19; P. Gould, International J. of
Pharmaceutics (1986) 33 201 217; Anderson et al, The Practice of
Medicinal Chemustry (1996), Academic Press, New York;
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., (1995) Mack
Publishing Co., Easton PA; ve The Orange Book (Food & Drug

Administration, Washington, D.C.'nin web sitesinde yer almaktadir).

"Farmasotik agidan kabul edilebilir" tabiri, atif yapilan maddenin ya
da bilesimin formillasyonda bulunan diger bilesenlerle ve/veya
tedavinin uygulanacagr memeliyle kimyasal ve/veya toksikolojik

acidan gecimli olmasi gerektigine isaret eder.

Burada gegen "sinerjistik" terimi, tek baslarma uygulanan iki veya
daha fazla sayida ajanmin aditif etkilerinden daha etkin ve etkili olan bir
terapotik kombinasyonu nitelemek i¢in kullamilmaktadir. Formul T'e
sahip olan bir bilesik veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir
tuzu 1le GDC-0973 ve PD-0325901'den biri arasindaki bir sinerjistik
etkilesim, burada agiklanan eseylerden elde edilen sonuglar temelinde
belirlenebilir. Bu eseylerin sonuglari, bir Kombinasyon Indeksi elde
etmeye odakli CalcuSyn yazilimi ile Chou ve Talaly kombinasyon
yontemi ve Doz-Etki Analizi (Chou and Talalay, 1984, Adv. Enzyme
Regul. 22:27-55) gerceklestirilerek analiz edilebilirler. Burada sunulan
kombinasyonlar bir dizi farkli esey sisteminde degerlendirilmiglerdir
ve elde edilen veriler, antikanser ajanlar1 arasindaki sinerji, aditivite
ve antagonizmay1 dlgmeye yarayan bir standart program kullanilarak

analiz edilebilir., Chou ve Talalay imzali "'New Avenues in
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Developmental Cancer Chemotherapy', Academic Press, 1987"
eserinin ikinci bolimiinde dmek bir program anlatilmaktadir. 0,8'den
kiigilk Kombinasyon indeksi degerleri sinerji bulunduguna, 1,2'den
buyuk degerler antagonizma soz konusu olduguna ve 0,8 ile 1,2
arasinda kalan degerler aditif etkilerin bulunduguna isaret ederler.
Kombinasyon tedavisi "sinerji" saglayabilir ve "sinerjstiklik" soz
konusu oldugunu, yam etkin bilesenler birlikte kullanildiklarinda
ulasilan etkinin s6z konusu bilesikler ayr ayr1 kullanilarak elde edilen
etkilerin toplamindan burytik oldugunu kanitlayabilir. Etkin bilesenler
(1) bir kombine, birim dozaj formiillasyonu halinde birlikte formule
edilip eszamanh uygulandiklarmda veya verildiklerinde, (2) aymn
formillasyon halinde doniisimlii veya birbirlerine paralel olarak
verildiklerinde ya da (3) belirli bagka bir rejimle verildiklerinde bir
sinerjistik etkiye ulasilabilir. Dontisimlu tedaviye istinaden, bilesikler
sirayla, 0rnegin ayr1 enjektorlerle yapilan farkli enjeksiyonlar halinde
uygulandiklarinda veya verildiklerinde bir sinerjistik  etkiye
ulasilabilir. Genelde, donustimlu tedavi sirasinda her etkin bilesenin
etkin dozaj swrayla, yani art arda uygulanirken, kombinasyon
tedavisinde 1ki veya daha fazla sayida etkin bilesenin etkin dozajlan
birlikte uygulanirlar. Kombinasyon etkileri, hem BLISS bagimsizlik
modeli hem de en yilksek tek ajan (HSA) modeli kullanilarak
degerlendirilmiglerdir (Lehar et al. 2007, Molecular Systems Biology
3:80). BLISS skorlariyla tek ajan uygulamalarima kiyasla elde edilen
kuvvetlenme derecesi ol¢uliir ve bir (0'dan biyilk olan) pozitif BLISS
skoru basit aditiviteden daha fazlasinin soz konusu oldugunu gosterir,
Bir 250'den buyilk kumilatif pozitif BLISS skoru, test edilen
konsantrasyon araliklar1 dahilinde kuvvetli bir sinerji s6z konusu

oldugu seklinde degerlendirilir. Bir (0'dan buiyik) HSA skoru,
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miltekabil konsantrasyonlarda tek ajan kullammlarinda kaydedilen
cevaplarin maksimumundan daha buytk bir kombinasyon etkisi soz

konusu olduguna isaret eder.

TOomdr buylmesi inhibisyonunu (TGI) dlgme yoOntemler: sektorde
bilinirler. Bir ornek yontemde, tedaviden Once ve sonra hastanin
ortalama timor hacimleri belirlenir ve daha sonra kiyaslanir, Tiumor
hacimleri, sektorde bilinen herhangi bir yontemle, 6rnegin UltraCal IV
kumpas (Fred V. Fowler Company) veya PET (pozitron emisyon
tomografisi) ya da baska bir yontem kullamlarak iki boyut (uzunluk ve
genislik) cinsinden olgiilebilirler. Tiimor hacmi (mm3) = (uzunluk x
genislik’) x 0,5 denklemi kullamlabilir. Tiimdr hacimlerinin birden
¢ok zaman araliginda ol¢timi bir karma modelli Lineer Karma Etkiler
(LME)  yaklasim:  (Pmheiro et al.  2009)  kullanilarak
gergeklestirilebilir. Bu yaklasimla, tekrarlanan ol¢imlerin hepsi (ve
birden ¢ok hasta) dikkate alimp degerlendirilebilir. Kiibik regresyon
splaynlan kullamlarak, her doz seviyesindeki tiimor hacmine kargi
zaman i¢in lineer olmayan bir profil olusturulabilir. Daha sonra bu
lincer olmayan profiller karma model kapsaminda dozla
iliskilendirilebilirler. Vehikille gore bir yizde degeri olarak timor
biiylimesi inhibisyonu degeri, asagida gosterilen denklem kullanilarak,
vehiklle gore beher giinde olusturulan egri altinda kalan alanin (AUC)

yluzde cinsinden degeri olarak hesaplanabilir:

A UCtedavi/gﬁn )]

0% TG = 1001 —
% [ (A UCyepitar/gin
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Bu denklem kullanilarak elde edilen bir %100 TGI deger1 timor
stazina, yaklasik %1'den biyitk fakat yaklasik %100'den kiicuk bir
deger timor bityiimesi inhibisyonuna ve yaklasik %100'den buylik bir

deger tumoOr regresyonuna isaret eder.

BIR FORMUL I BILESIGININ HAZIRLANMASI

Formul I'e sahip olan bilesik ve onun tuzlari, WO 2008/006040 sayili
Uluslararas1 Patent Basvurusunda va da asagidaki Ornek 1'de tarif
edildigi gibi hazirlanabilir. Formiil 1 bilesikler1 hazirlanirken, ara
urtmlerin uzak fonksiyonalitelerinin (ornegin primer veya sekonder
aminler ve benzeri) korunmas: gerekebilir. Bu tarz bir korumaya
thtiva¢c duyulup duyulmadifi, uzak fonksiyonalitenin niteliine ve
hazirlama yontemlerinin kosullarina bagh olarak anlasilacaktir, Uygun
amin-koruma gruplarn1 (NH-Pg) arasinda, asetil, trifloroasetil, t-
biitoksikarbonil ~ (BOC),  benziloksikarbonil (CBz) ve 9-
florenilmetilenoksikarbonil (Fmoc) bulunur. Sektorde bilgi ve beceri
sahibi uzmanlar bu gibi bir korumanin saglanmasmin gerckip
gereckmedigmi kolayca belirleyebilirler. Koruma gruplart ve onlarm
kullanin hakkinda genel bir tarif ve agiklama icin bkz: T. W. Greene,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New
York, 1991.

AYIRMA YONTEMLERI

Formiul 1 bilesiklerini hazirlamak i¢in kullanilan sentez yontemlerinin
herhangi birinde, reaksiyon tiriinlerini birbirlerinden ve/veya baslangi¢

maddelerinden ayirmak fayda saglayabilir. Her basamak veya
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basamak serisinin istenen uriinleri, ulasilan urin, sektorde yaygm
kullamlan tekniklerden faydalamilarak istenen homojenlik derecesine
ulagilana dek ayristinlir ve/veya saflastirilirlar. Bu gibi standart
ayirma teknikleri arasinda, cok-fazli ekstraksiyon, bir ¢ozuch veya
¢oziicl karistmindan kristalizasyon, distilasyon, siiblimasyon ve
kromatograti bulunur. Farklhi bircok kromatografi yonteminden
herhangi biri uygulanabilir; bunlar arasinda drnegin sunlar sayilabilir:
ters-faz ve normal faz; boyut dislama; iyon degistirme; yluksek, orta ve
diisiik basmgl s1vi kromatografisi yontemleri ve aparati; kiigiik olgekli
analitik; benzetimh hareketli yatak (SMB) ve preparatif ince veya
kalin tabaka kromatografisi; ve ayrica kuigiik olgekli ince tabaka ve

flag kromatografisi teknikleri.

Bir diger ayirrma yontemi ¢esidi, bir istenen urun, reaksiyona
girmemis baglangic maddesi, reaksiyon yan Uriinll ya da benzeri bagka
bir maddeye baglanma veya onu ayrilabilir hale getirme kabiliyetine
sahip olmasindan dolay1 secilen bir reaktifin bahsi gecen maddenin
bulundugu bir karisima uygulanmasma dayanir. Bu gibi reaktifler
arasmda, aktif karbon, molekiiler elek, 1yon degistirme vasatlart ve
benzeri adsorbanlar ve absorbanlar bulunur. Reaktifler, alternatif
olarak, bir bazik madde sdz konusu ise asitleri, bir asidik madde soz
konusu ise bazlari, antikorlarin ornek gosterilebilecegi baglanma
reaktiflerini, baglanma protemlerini, tag¢ eterler gibi segici selatorleri,
sivi/sivi iyon degistirme reaktiflerini (LIX) veya benzeri baska

unsurlar teskil edebilirler,

Ayirma yontemi olarak hangi yontemin kullanilacagi, ayrilmasi

hedeflenen maddelerin tabiatina baghdir. Ornek vermek gerekirse,
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distilasyon ve siblimasyonda kaynama noktas1 ve molekul agirlig,
kromatografide polar fonksiyonel gruplarm bulunup bulunmamasa,
cok-fazli ekstraksiyonda maddelerin asidik ve bazik vasatlardaki
stabilitesi ve benzer1 faktorler obnem arz eder. Sektorde bilgi ve beceri
sahibi uzmanlar, istenen sonuca ulasmak i¢in hangi tekniklerin daha

verimli ve faydali olacagim anlayacaklardir.

Diastereomerik karisimlar, sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca
iyi bilinen yontemler, ornegin kromatografi ve/veya fraksiyonel
kristalizasyon yontemleri kullamlarak, fiziksel kimyasal farklar
temelinde diastereomerlerine ayrilabilirler. Enantiyomerler,
enantiyomerik karigimin optik bakimdan aktif uygun bir bilesikle
(0megin bir kiral alkol veya Mosher asit klorur gibi bir kiral
yardimciyla) tepkimeye sokularak bir diastereomerik karigima
donisturiilmesi,  diastereomerlerin =~ ayrilmast  ve  minferit
diastereoizomerlerin mittekabil saf enantiyomerlere doniistiirilmesi
(0rnegin hidroliz) yoluyla ayrnlabilirler. Ayrica, bulusa konu olan
bilesiklerden bazilar1 atropizomer (O0rmegin substitiisyonlu biariller)
olabilirler ve bu bulusun bir pargasi olarak degerlendirilirler.

Enantivomerler, bir kiral HPLC kolonu kullanilarak da ayrilabilirler.

Bir tekil stereoizomer, ornegin mitekabil stereoizomeri hemen hemen
hi¢ bulunmayan bir enantiyomer, rasemik karisimin ornegin optik
acidan  aktif ayrnistirict ajanlar  yardimiyla  diastereomerler
olusturulmasma dayanan bir yontem kullanilarak ayristirilmasi
yoluyla elde edilebilir (Eliel, E. and Wilen, S. "Stereochemistry of
Organic Compounds,” John Wiley & Sons, Inc., New York, 1994,
Lochmuller, C. H., J. Chromatogr., (1975) 113(3):283-302). Bulusa
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konu olan kiral bilesiklerden olusan rasemik karigimlar, uygun
herhangi bir yontem kullamilarak aynistirillabilir ve 1zole edilebilirler
ve bu gibi yontemler arasinda asagida belirtilenler sayilabilir; (1) kiral
bilesiklerle iyonik diastercomerik tuzlarin olusturulmasi ve bunlarin
fraksiyonel kristalizasyon veya baska yontemler tatbik edilerek
ayristirtlmasi; (2) derive edici reaktiflerle diastereomerik bilesiklerin
olusturulmasy, diastereomerlerin  aynstirilmast  ve bunlarm  saf
stereoizomerlere donustiriilmesi; ve (3) buyuk olgiide saf veya
zenginlestirilmis stereoizomerlerin dogrudan dogruya kiral kosullar
altmda aynstirilmasi. Bkz: "Drug Stereochemistry, Analytical
Methods and Pharmacology," Irving W. Wainer, Ed., Marcel Dekker,
Inc., New York (1993). Yontem (1)de, diastereomerik tuzlar, brusin,
kinin, efedrin, striknin, a-metil-f-feniletilamin (amfetamin) ve benzeri
enantiyomerik olarak saf kiral bazlarin karboksilik asit ve sulfonik asit
gibi asidik fonksiyonalite tasiyan asimetrik bilesiklerle tepkimeye
sokulmas:  yoluyla olusturulabilirler.  Diastereomerik  tuzlar,
fraksiyonel kristalizasyon veya 1yonik kromatografi yoluyla
ayrismalan yonunde indiklenebilirler. Amino bilesiklerinin  optik
1zomerlermin  aynistirilmast igin kamforsulfonik asit, tartarik asit,
mandelik asit veya laktik asit gibi kiral karboksilik veya sulfonik
asitlerin 1lave edilmesi de diasetereomerik tuzlarm olugmasini

saglayabilir.

Alternatif olarak, yontem (2)'de, ayristirilmas: hedeflenen substrat bir
kiral bilesigin bir enantiyomeri ile tepkimeye sokularak bir
diastereomerik ¢ift olusturulur (E. and Wilen, S. "Stereochemistry of
Organic Compounds"”, John Wiley & Sons, Inc., 1994, p. 322).

Diastereomerik bilesikler, asimetrik bilesiklerin metil derivatlar: gibi
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enantiyomerik olarak saf kiral derive edici reaktiflerle tepkimeye
sokulmasi ve ardindan diastereomerler ayristinilip hidrolize tabi
tutularak saf veya zenginlestirilmis enantiyomer elde edilmesi yoluyla
olusturulabilirler. Bir optik saflik belirleme yonteminde, rasemik
karistmin bir mentil ester, O0rnegin bir baz esliginde (-) mentil
kloroformat ya da Mosher esteri, yani a-metoksi-a-(triflorometil)fenil
asetat (Jacob III, J. Org. Chem., (1982) 47:4165) gibi kiral esterleri
olusturulur ve iki atropizomerik enantiyomer veya diastereomerin
bulunup bulunmadig: voninden 'H NMR spektrumu analiz edilir.
Atropizomerik Dbilesiklerin stabil diastereomerleri, atropizomerik
naftil-izokinolinler1 ayristirma amach vyontemler tatbik edilerek
normal- ve ters-faz kromatografisi yoluyla ayristinlip 1zole
edilebilirler (WO 96/15111). Yontem (3)'te, iki enantiyomerden
olusan bir rasemik karisim, bir kiral sabit faz kullanilarak
kromatografi yoluyla ayristirilabilir ("Chiral Liquid Chromatography™"
(1989) W. J. Lough, Ed., Chapman and Hall, New York; Okamoto, J.
of Chromatogr., (1990} 513:375-378). Zenginlestirilmig veya
saflastirilmis enantiyomerler, asimetrik karbon atomlar1 bulunan diger
kiral molekiller1 ayirt etmek maksadiyla, optik ¢evirme ve dairesel

dikroizm gibi yontemler uygulanarak ayirt edilebilirler.

KEMOTERAPOTIK AJANLAR

Belirli kemoterapotik ajanlar, formill I'e sahip olan bir bilesik veya
onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile kombinasyon
halinde kullanildiklarinda in vitro ve in vivo ortamlarda hucresel

proliferasyonu inhibe etme konusunda sasirtict ve beklenmedik
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ozellikler ortaya koymuslardir. Bu gibi kemoterapotik ajanlar

arasinda, GDC-0973 ve PD-0325901 ve bulunmaktadir.

XL-518 adwyla da bilinen GDC-0973, insan tumorlerinde siklikla
aktive olan RAS/RAF/MEK/ERK yolaginin kilit bilesenlerinden biri
olan mitojen aktive protemn kinaz kinaz (MAPKK) adiyla da bilinen
MEK'in segici bir inhibitorudir, MEK/ERK yolaginin uygunsuz
aktivasyonu, eksojen blyiime faktorlerinin bulunmadigi hallerde
hiicre buylimesini destekler ve artirnir. GDC-0973"in solid timbrlere
karst degerlendirildigi bir Faz I klinik deneyi halen devam etmektedir.
GDC-0973, WO 2007044515 (Al) sayilh Uluslararasi Patent
Basvurusunda tarif edildigi gibi hazirlanabilir. GDC-0973"in ads
sudur: (S)-(3,4-difloro-2-(2-tfloro-4-iyodofenilamino)fenil)(3-hidroksi-

3-(piperidin-2-il)azetidin-1-1)metanon; ve yapis1 asagida gosterildigi

gibidir:
HO,
0
N H
NH N
|

PD-0325901 (CAS Kayit No. 391210-10-9, Pfizer), kanser hastaliklar:
icin bir potansiyel oral tablet tedavisi olan bir ikine1 jenerasyon, ATP
kompetitif olmayan, allosterik MEK inhibitoradior (US 6960614; US
6972298; US 2004/147478; US 2005/085550). Meme timorleri, kolon
timorler1 ve melanomun potansiyel tedavisine iliskin olarak Faz 11

klinik deneyleri gergeklestirilmistir.  PD-0325901, (R)-N-(2,3-
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dihidroksipropoksi)  -3,4-difloro  -2-(2-floro-4-iyodofenilamino)
benzamid olarak adlandirilmaktadir ve asagida gosterilen yapiya

sahiptir;

FARMASOTIK BIiLESIMLER

Bulusa konu olan farmasotik bilesimler veya formilasyonlar arasinda,
formill I bilesiginin veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir
tuzunun, GDC-0973'in ve bir veya daha fazla sayida farmasotik
acidan kabul edilebilir tasiyici, glidant, seyreltici veya yardimei

maddenin yer aldigi1 kombinasyonlar bulunur,

Bir ornekte, GDC-0068 veya onun bir tuzu ile bir veya daha fazla
sayida farmasotik agidan kabul edilebilir tasiyici, glidant, seyreltici
veya yardimcr maddenin yer aldigi oral uygulamali bir birinci
formulasyon ve GDC-0973 veya onun bir tuzu ile bir veya daha fazla
sayida farmasotik acidan kabul edilebilir tagiyici, glidant, seyreltici
veya yardimci maddenin yer aldigi oral uygulamali bir ikinci

formilasyon bulunur.

Formill I bilesigi veya onun farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile
GDC-0973, solvatsiz formda bulunabilecekleri gibi, su, etanol ve

benzeri farmasotik agidan kabul edilebilir ¢oziiciler ile birlikte
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solvatli formda da bulunabilirler ve bu bulusun hem solvath formlar
hem de solvatsiz formlar icine alan bir kapsama sahip olmasi

hedeflenmektedir.

Formul I bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu
ve GDC-0973, tfarkh tautomerik formlarda da bulunabilirler ve bu gibi
tautomerik formlarin hepsi bu bulusun kapsanmu igerisinde sayilir.
"Tautomer" ya da "tautomerik form" terimi, farkli enerji degerleri
sergileyen ve bir dustik enerji bariyeri araciligiyla birbirlerine
donistiiriilebilecek olan yapisal izomerlere atif yapar. Ornegin,
(prototropik tautomerler olarak da bilinen) proton tautomerleri, keto-
enol veya imin-enamin izomerizasyonu gibi, bir proton migrasyonu
araciligiyla birbirlerine doniisturiilebilirler. Valans tautomerleri ise,
baglanma elektronlarinin bazilarmin yeniden duizenlenmesi yoluyla

karsilikli donustirilebilirler.

Farmasotik bilesimler, hem bulk bilesimi, hem de farmasotik agidan
etkin olmayan yardimci maddeler, seyrelticiler, tasiyicilar veya
glidantlar 1le birlikte bir formil 1 bilesigi veya onun bir farmasotik
acidan kabul edilebilir tuzu ve GDC-0973 dahil birden fazla sayida
(0rnegin 1ki) farmasotik agidan etkin maddeden olusan ayr dozaj
birimlerini kapsarlar. Bulk bilesim ve her bir ayn dozaj birimi,
yukarida bahsi gecen farmasotik agidan etkin maddelerden sabit
miktarlarda igerebilir. Bulk bilesim, henilz ayrnn munferit dozaj
birimleri haline burindirilmemis olan Griindur. Tablet, hap, kapsul ve
benzeri bir oral dozaj birim, bir temsili dozaj birimi olarak
gosterilebilir. Bulusa konu olan bir farmasotik bilesimi uygulamak

surctiyle bir hastayr tedavi etmeye dayanan burada agiklanan tedavi
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yontemi de benzer sekilde bulk bilesim ve miunferit ayrn dozaj
birimleri ile yapilabilecek uygulamalan ayri ayri i¢ine alan bir anlam

ve kapsamda tasarlanmstir,

Farmasotik bilesimler, bir veya daha fazla sayida atomun dogada
genelde bulunduklarn atomik kitle veya kiitle numarasindan farkli bir
atomik kiitle veya kutle numarasina sahip olan bir atomla ikame
edilmis olmasi hari¢ burada ag¢iklanan bilesiklerle 6zdes olan izotopik
olarak ctiketli bilesikleri de kapsar. Belirtilen belirli bir atom veya
elementin biitin izotoplari, bu bulusa konu olan bilesiklerin ve onlarin
kullanim sekillerinin kapsam dahilinde sayilirlar. Bilesiklere dahil
edilebilecek omek niteligindeki 1zotoplar arasinda, ’H, °H, ''c, “c,
4o N, BN, 0, 170, 1f0, 2P, PP, S, F, *°CL, 12T ve "1 gibi
hidrojen, karbon, nitrojen, oksijen, fosfor, sulfur, flor, klor ve iyot
izotoplar1 bulunur. Belirli izotopik olarak etiketli bulusa uygun
bilesikler (drnegin "H ve '*C ile etiketli olanlar), bilesik ve/veya
substrat doku dagilim eseylerinde kullanima uygundurlar. Trityumlu
(*H) ve karbon-14 (**C) izotoplarn, hazirlanmalar ve tespit edilmeleri
kolay oldugu i¢in faydahdirlar. Ayrica, doteryum (*H) gibi daha agir
izotoplarla ikame yapilmasi, s6z konusu durumda metabolik stabilite
daha kuvvetli olacak olmasina bagli olarak belirli terapotik avantajlar
saglayabilir (0rnegin, in vivo yari omru artirabilir ya da dozaj
gerekliliklerinin -+ azalmasimi  saglayabilir) ve dolayisiyla  bazi
durumlarda tercih edilebilir. "0, °N, ''C ve "*F gibi pozitron yayan
1zotoplar, substrat reseptoril kullaninum incelemek amaciyla pozitron

emisyon tomografisinde (PET) kullanilabilirler.

Formiil I bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu
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1le GDC-0973, insanlar da dahil olmak iizere memelilerde secilen
kanser hastaliklarindan birinin (profilaktik tedaviyi de i¢ine alan bir
anlamda) terapotik tedavisine yonelik bir terapotik kombinasyonda
kullamilmak tizere standart farmasotik pratige gore formule edilirler.
Bulusun yapilarmdan birinde, bir veya daha fazla sayida farmasotik
acidan kabul edilebilir tasiyici, ghdant, seyreltici veya yardimci
madde ile birlikte bir formil I bilesigi veya onun bir farmasotik agidan
kabul edilebilir tuzunu ve GDC-0973 igeren bir farmasotik bilesim
ortaya koyulmaktadir,

Kullamma uygun tasiyicilar, seyrelticiler ve yardimci maddeler
sektorde bilg1 ve beceri sahibi uzmanlarca 1y1 bilinmekte olup, bu tarz
maddeler arasinda oOrnegin karbonhidratlar, vakslar, suda ¢ozinur
ve/veya sisebilir polimerler, hidrofilik veya hidrofobik maddeler,
jelatin, yaglar, ¢oziiciiler, su ve benzerleri bulunur. Kullamilacak olan
tasiyict, seyreltici veya yardimci madde, bulusa konu olan bilesigin
hangi volla ve amacgla uygulanacagina bagh olacaktir. Cozuciler,
genelde, sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarin memelilere
yonelik uygulama i¢in giivenilir kabul ettikleri (GRAS) ¢oziictler
arasindan segilirler. Genel itibariyla, glivenli ¢dziicuiler, suyun ve suda
¢Oziinlir veya suyla karisabilir nitelikte olan diger toksik olmayan
cozuciilerin ornek gosterilebilecegi toksik olmayan akoz ¢ozuculerdir.
Uygun akdz ¢ozuculer arasida, su, etanol, propilen glikol, polietilen
glikoller (0rnegin PEG 400, PEG 300), benzeri maddeler ve bunlarm
karisimlart bulunur, Formillasyonlarda bir veya daha fazla sayida
tampon, stabilize edici ajan, yluzey aktif madde, 1slatici ajan,
kayganlastirict ajan, emulsifiye edici, stispanse edici ajan, koruyucu,

antioksidan, opaklastinnct  ajan, glidant, isleme yardimcisi,
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renklendirici, tatlandirici, koku verici ajan, aroma maddesi ve sik bir
ilag (0rmegin bulusa konu olan bir bilesik ya da onun bulundugu bir
farmasotik bilesim) sunumu saglayacak ya da farmasotik riintin (ilag)
uretiminde yardimci olacak bilinen baska katki maddeleri de

bulunabilir.

Formillasyonlar, = konvansiyonel ¢ozindurme ve  karstirma
prosedurleri uygulanarak hazirlanabilirler. Ornegin, bulk etkin madde
(vani bulusa konu olan bilesik ya da onun stabilize formu, dornegin bir
siklodekstrin derivati veya bilinen baska bir komplekslestirme ajan ile
olusturulmus  bir kompleks), yukarida agiklanan  yardimci
maddelerden birinin veya birden fazlasinin eshginde uygun bir
c¢oziicude cozinduruliur. Bulusa konu olan bilesik, normalde, ilag
dozajnm kolayca kontrol altinda tutulabilmesini saglayacak ve
hastanin recete edilen dozlama rejimine uyabilmesine olanak

saglayacak farmasotik dozajformlarinda formile edilir.

Uygulama i¢in hazirlanan farmasotik bilesim (veya formillasyon),
lacin hangi metotla uygulanacagina bagh olarak ¢esith farkli yollarla
ambalajlanabilir. Piyasaya suirtlen bir iriiniin biinyesinde genelde bir
kap ve bu kabin igerisinde uygun bir formda farmasdtik formillasyon
bulunur. Uygun kap cesitleri sektorde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlarca 1y1 bilinmekte olup, bunlara 6mmek olarak sise (plastik ve
cam), sase, ampul, plastik torba, metal silindir ve benzeri malzemeler
gosterilebilir, Kapta, uygun olmayan kigilerin ambalajin i¢indekilere
erisimini onlemeye yarayan kurcalamaya dayanikli bir diuzenek de

bulunabilir. Buna ¢k olarak, kabin fUzerine kabin igindekileri



10

15

20

25

34

tammmlayan bir etiket yapistirilir. Bu etikete, gerekiyorsa urunle 1lgih

uyarilar da yazilabilir.

Bilesiklerin farmasotik formullasyonlari, ¢esitli farkli uygulama yollar:
ve cesitlerine uygun farkli formlarda hazirlanabilirler. Ornegin,
istenen saflik derecesine sahip olan formul I bilesigi veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu, bir liyofilize formillasyon,
ogutulmils toz ya da bir akdz ¢ozelti formunda istege bagl olarak
farmasotik agidan kabul edilebilir seyrelticiler, tasiyicilar, yardimci
maddeler veya stabilizatorlerle (Remington's Pharmaceutical Sciences
(1995) 18th edition, Mack Publ. Co., Easton, PA) kanstirlabilir.
Formillasyon ¢alismasi, bilesigin istenen saflik derecesinde ve uygun
pH'de ortam sicakh@ altinda fizyolojik agidan kabul edilebilir
tasiyicilarla, yani kullamildiklart dozajlar ve konsantrasyonlarda
alicilar i¢cin toksik olmayan tasiyicilarla karigtirilmast yoluyla
gergeklestirilebilir. Formillasyonun pH seviyesi, temelde bilesigin
kullamim sekline ve konsantrasyonuna bagh olmakla birlikte, yaklasik

3 ile yaklasik 8 arasi degerlerde seyredebilir.

Farmasotik formillasyonun steril olmasi tercih edilir. Daha somut
ifade etmek gerekirse, in vivo uygulama igin kullanilacak olan
formilasyonlar steril olmahlidirlar. Bu sterilizasyon, formiilasyonu
steril filtrasyon membranlarindan gegirerek filtrasyona tabi tutmak

suretiyle kolayca saglanabilir.

Farmasotik formulasyon bir kati bilesim, bir liyofilize formulasyon

veya bir akdz ¢ozelti olarak saklanabilir.
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Farmasdtik formulasyonlar, 1y1 tip uygulamasma uygun bir tarzda,
yani s0z konusu ilkelere uygun miktarlar, konsantrasyonlar,
programlar, seyir, vehikuller ve uygulama yolu ile dozlanacak ve
uygulanacaklardir. Bu baglamda dikkate alinmasi gereken faktorler
arasinda, tedavi edilmesi hedeflenen hastalifin ne oldugu, tedavi
edilmes: hedeflenen memelinm tir, tedavi edilecek hastanin klinmk
durumu, hastaligin sebebi, ajanin uygulanacagr yer, uygulama
yontemi, uygulama programi ve tibbi uygulamayr yuriitecek
uzmanlarca bilinen baska faktorler bulunur. Uygulanacak olan
bilesigin "terapotik agidan etkin miktart”, bu gibi faktorler tizerine
yapilan mulahazalar temelinde tayin edilecek ve koagiilasyon faktorii
aracili hastalig1 onlemek, hafifletmek ya da tedavi etmek i¢in gereken
asgari miktar olacaktir. Bu miktarm konakci i¢in olan veya konakgiyl
kanamaya kars: istatistiksel agidan anlamli ol¢ide daha duyarh hale

getiren seviyeden diisiik olmasi tercih edilir.

Kabul edilebilir seyrelticiler, tasiyicilar, yardimeir maddeler ve
stabilizatorler, kullanildiklan dozajlar ve konsantrasyonlarda alicilar
i¢in toksik olmayan maddeler olup, bunlar arasinda fosfat, sitrat ve
baska organik asitlerin 6rnek gosterilebilecegi tamponlar; askorbik
asit ve metioninin drnek gosterilebilecegi antioksidanlar; koruyucular
(ornegin  oktadesildimetilbenzil amonyum klorir; heksametonyum
klorur; benzalkonyum klorur, benzetonyum klortur; fenol, bittil veya
benzil alkol; alkil parabenler, ornegin metil veya propil paraben,
katekol; rezorkinol; sikloheksanol; 3-pentanol; ve m-kresol); dusuk
molekil]l agirlikli (yaklasik 10 artiktan daha kisa) polipeptidler;
proteinler, drnegin serum albiimini, jelatin veya immiinoglobulinler;

polivinilpirolidon gibi  hidrofilik polimerler; glisin, glutamin,
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asparajin, histidin, arjmin veya lizin gibi amino asitler; glukoz,
mannoz veya dekstrinler gibi monosakkaritler, disakkaritler ve diger
karbonhidratlar; EDTA gibi selatlama ajanlari; sukroz, mannitol,
trchaloz veya sorbitol gibi sekerler; sodyum gibi tuz-olusturucu karsit-
iyonlar; metal kompleksleri (ornegin  Zn-protein  kompleksleri);
ve/veya TWEEN™_ PLURONICS™ veya polietilen glikol (PEG) gibi
iyonik olmayan yuzey aktif maddeler sayilabilir. Etkin farmasotik
bilesenler, ornegin koaservasyon teknikleriyle ya da araylzey
polimerizasyonuyla hazirlanan mikrokapsullerin, ornegin sirasiyla
hidroksimetilseliloz ya da jelatin-mikrokapsiller ve poli-
(metilmetakrilat) mikrokapsiillerin i¢inde, koloidal ilag tasima
sistemlerinin ~ (Omegm  lipozomlar,  albumin  mikrosferler,
mikroemillsiyonlar, nano-partikiiller ve nanokapsuller) i¢inde ya da
makroemulsiyonlarin i¢cinde hapsedilmis halde de sunulabilirler. Bu
teknikler, "Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition, (1995)

Mack Publ. Co., Easton, PA" eserinde agiklanmaktadir.

Bir formil T bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir
tuzundan siirekli-salimli preparatlar  hazirlanabilir.  Surekli-saliml
preparatlara verilebilecek uygun orneklerden biri bir Formiil I bilesigi
veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunun bulundugu
kat1 hidrofobik polimerlerden olusan yari-gegirgen matrisler olup, bu
matrisler sekillendirilmis materyaller formunda, ornegin film ya da
mikrokapsul formunda kullamlirlar. Surekli-salimli matrislere 6mek
olarak polyesterler, hidrojeller (0rmegin poli(2-hidroksietil-metakrilat)
ya da poli(vinilalkol)), polilaktidler (US 3773919), L-glutamik asit ve
gama-etil-L-glutamat kopolimerleri, bozundurulamayan etilen-vinil

asetat, bozundurulabilir laktik asit-glikolik asit kopolimerleri, drnegin
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LUPRON DEPOT™ (laktik asit-glikolik asit kopolimen ve loprolid
asetattan olusan enjekte edilebilir mikrosferler) ve poli-D-(-)-3-

hidroksibitirik asit gosterilebilir,

Farmasotik formillasyonlar, burada ayrintilariyla ac¢iklanan uygulama
yollart 1¢in uygun olan formilasyonlardir. Formillasyonlar birim dozaj
formunda sunulabilir ve eczacilik sektoriinde iyi bilinen uygun
yontemlerden herhangi biriyle hazirlanabilirler. Ilgili teknikler ve
formiilasyonlar genel hatlariyla "Remington's Pharmaceutical
Sciences 18th Ed. (1995) Mack Publishing Co., Easton, PA" eserinde
bulunabilirler. Bu yontemlerde, etkin bilesenin bir veya daha fazla
sayida yardimci bileseni teskil eden tasiyict ile bir araya getirildigi bir
basamak bulunur. Formillasyonlar genelde etkin bilesenin s1v1
tasiyicilar veya ince parcal kati tasiyicilar ya da hem s1vi hem de kat1
tasiyicilar ile iniform ve yogun ol¢iide bir araya getirilmesi ve daha

sonra gerekiyorsa iiriniin sekillendirilmesi yoluyla hazirlanirlar.

Bir formil T bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir
tuzu ve/veya kemoterapotik ajanm yer aldigi oral uygulama igin
uygun formillasyonlar, her birinde dnceden belirlenmis miktarda bir
formiil I bilesig1 veya onun bir farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu
ve/veya bir kemoterapotik ajan bulunan haplar, sert veya yumusak
kapsiiller, omegin jelatin kapsiller, kaseler, yuvarlak yassi haplar,
lozanjlar, akdz veya yag suspansiyonlari, dagilabilir tozlar veya
granuller, emulsiyonlar, suruplar veya eliksirler gibi ayr birimler
halinde hazirlanabilirler. Formul I bilesigi veya onun bir farmasotik
agidan kabul edilebilir tuzundan kullanilacak miktar ile kemoterapotik

ajandan kullamilacak miktar, bir birlesik formillasyon olarak bir hap,
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kapsul, ¢ozelti veya suspansiyon igerisinde birlikte formille edilebilir.
Alternatif olarak, formul I bilesigi veya onun bir farmasotik agidan
kabul edilebilir tuzu ile kemoterapotik ajan, donusimli uygulama ile
kullanilmak tuzere, bir hap, kapsil, ¢ozelti veya suspansiyonda

birbirlerinden ayr1 formiile edilebilirler.

Formillasyonlar, farmasotik bilesimlerin uretimine istinaden sektorde
bilinen uygun herhangi bir yontemden istifade edilerek
hazirlanabilirler ve bu tarz bilesimlere, lezzetli ve yenilebilir bir
preparat elde etmek maksadiyla tatlandirict maddeler, aroma
maddeleri, renklendiriciler ve koruyucularin aralarinda bulundugu bir
veya daha fazla sayida madde katilabilir. Sikistirllmus tabletler, 1stege
baglh olarak bir baglayici, kayganlastirici, inert seyreltici, koruyucu,
yuzey aktif madde ya da dagitict madde ile birlikte karistirilmis halde
olan ve serbest akiskan bir formda, drnegin toz ya da graniiller
formunda bulunan etkin bilesenin uygun bir makinede sikistirilmasi
yoluyla hazirlanabilirler. Kahplanms tabletler, bir inert siv1 seyreltici
ile nemlendirilmis haldeki toz halinde etkin bilesenden olusan bir

karisimin uygun bir makinede kaliplanmas: yoluyla yapilabilirler.

Tabletler, istege bagl olarak kaplanabilir veya ¢izilebilirler ve istege
bagli olarak, etkin bilesenin tabletten vavas veya kontrollii bir dlgude
salinmasmi saglayacak bir sekilde formile edilebilirler. Tablet
formundaki bir farmasotik formiillasyonda yardimci madde olarak
sunlar bulunabilir; Tableti meydana getirecek olan toz halindeki ilacm
bulk hacmini artirmak i¢in kullanilan dolgu maddesi (veya seyreltici);
Tableti yutuldugunda kirihip kitgik fragmanlar haline gelmeye, ideal

olarak ayr ilag partikillleri haline gelmeye yonlendirmek ve ilacin
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hizli  ¢ozinip absorbe olmasimm tesvik etmek i¢in  kullanilan
dagiticilar,; Graniller ve tabletlerin gerekli mekanik mukavemete
sahip olmalarimi saglamak ve bir tabletin sikistirildiktan sonra
formunu korumasim saglamak, oyle ki tabletin ambalajlama, sevkiyat
ve rutin ellegleme faaliyetleri sirasinda kirilip bilesen tozlarina
ayrilmasimi onlemek i¢in kullamilan baglayict; Tableti olusturan tozun
uretim sirasindaki akiskanhigini artirmak i¢in kullamilan glidant;
Tableti olustururken kullanilan tozun TUretim sirasmda tableti
preslemek maksadiyla kullanilan ekipmana yapismamasini saglamak
igin kullanilan kayganlastirict. Bu maddeler, toz karisimlarinimn
preslerden gecerkenki akigkanliklarim artirirlar ve bitmis tabletler
ekipmandan ¢ikarlirken meydana gelebilecek surtinme ve kirlma
olaylarm minimize ederler; Glidanta benzer bir isleve sahip olan ve
tableti olusturan toz ile Uretim sirasinda tablet basmak i¢in kullanilan
makine arasindaki yapismay1 azaltmak igin kullamilan yapisma
onleyici; Tabletlere daha hogs bir tat kazandirmak va da hos olmayan
bir tad1 gizlemek maksadiyla dahil edilen aroma maddesi; Urtiniin
tammmasina ve hasta uyumu saglanmasina yardimci  olmak

maksadiyla kullanilan renklendirici.

Etkin maddeyi, tablet Giretimi i¢in uygun toksik olmayan farmasotik
acidan kabul edilebilir yardimc1 maddelerle karisik halde ihtiva eden
tabletler kabul edilebilir sayilirlar. Bahsi gegen yardimci maddeler
arasida, ormegin, kalsiyum veya sodyum karbonat, laktoz, kalsiyum
veya sodyum fosfat gibi inert seyrelticiler; misir nisastasi veya alginik
asit gibi granile edici ve dagitici ajanlar; nisasta, jelatin veya akasya
gibi baglanma maddeleri ve magnezyum stearat, stearik asit veya talk

gibi kayganlastirict maddeler sayilabilir. Tabletler kaplamasiz bir
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sekilde sunulabilecekler1 gibi, hedef maddenmn gastromtestinal
sistemde dagilip adsorbe olmasmu geciktirmek ve boylelikle daha
uzun bir siire boyunca devam eden bir etki olugsmasmi saglamak
maksadiyla, mikroenkapsiulasyonun ornek gosterilebilecegi sektorde
bilinen tekniklerle kaplanarak da sunulabilirler. Ornegin, tek basma ya
da bir vaks ile birlikte gliseril monostearat veya gliseril distearat gibi

bir geciktirict madde kullanilabilir.

G0z veya baska harici dokularin, érnegin agiz ve cildin tedavisinde,
formillasyonlari etkin bilesen(ler)i 6rnegin %0,075 1le %20 a/a arasi
bir miktarda 1htiva eden bir topikal merhem veya krem formunda
uygulanmalar1 tercih edilir. Etkin bilesenler bir merhem formunda
formiile edilmislerse, bir parafinik veya suyla karisabilir merhem
baziyla kullanilabilirler. Alternatif olarak, etkin bilesenler, bir su
icinde-yag krem baziyla birlikte bir krem formunda formille

edilebilirler.

Istenirse, krem bazinin akdz fazina bir polihidrik alkol, yani propilen
glikol, butan 1,3-diol, mannitol, sorbitol, gliserol ve (PEG 400 de
dahil) polietilen glikol gibi iki veya daha fazla sayida hidroksil grubu
barindiran bir alkol ya da bunlarmm bir karisimi katilabilir. Topikal
formillasyonlarda etkin bilesenin cilde veya diger olasi etki altindaki
bolgelere  adsorbe  olabilmesini  veya nufuz  edebilmesinm
kolaylastiracak bir bilesik bulunmasi arzu edilebilir. Bu gibi dermal
penetrasyon artirnicilara ormek olarak dimetil sitllfoksit ve ona benzeyen

analoglar gosterilebilir.

Bir kat1 yag veya bir siv1 yag ya da hem bir kat1 yag hem de bir sivi
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yagi 1le en az bir adet emulsifiye ediciden olusan bir karistmm ormek
olarak gosterilebilecegi bu bulusa uygun emiulsiyonlarin yag faz
bilinen bilesenlerden bilinen bir yolla olusturulabilirler. Tercihen, bir
stabilizator gorevi goren bir lipofilik emulsitiye edici ile birlikte bir
hidrofilik emulsifiye edici kullanmilir. Stabilizator(ler)le birlikte va da
stabilizator(ler) olmadan emulsifiye edici(ler), emulsifiye edici vaks
denen olusumu meydana getirir ve bu vaks da, sivi yag ve kat1 yag ile
birlikte, krem formilasyonlarinin yagh dagmik fazim teskil eden
emillsifiye edici merhem bazimi olusturur. Formiilasyonda kullanim
igin uygun emilsifiye ediciler ve emillsiyon stabilizatorleri arasinda,
Tween® 60, Span® 80, setostearil alkol, benzil alkol, miristil alkol,

gliseril monostearat ve sodyum lauril siilfat bulunur.

Farmasotik formillasyonlarin akoz siispansiyonlarinda, etkin maddeler
akdz slspansiyonlarin Uiretimi i¢in uygun yardimci maddeler ile
karisim halinde bulunurlar. Bu yardimer maddelere o6rnek olarak,
sodyum karboksimetilselilloz, kroskarmelloz povidon, metilselilloz,
hidroksipropil metilseliiloz, sodyum alginat, polivinilpirolidon, kitre
ve akasya zamki gibi bir suspanse edici ajan ve bir dogada
kendiliginden olusan fosfatid (6rnegin lesitin), bir alkilen oksit ile bir
vag asidinin {ornegin polioksietilen stearat) bir kondenzasyon {irlini,
etilen oksit ile bir uzun zincirli alifatik alkolin (6rmegin
heptadekactilenoksisetanol) bir kondenzasyon uriinil, etilen oksit ile
bir yag asidi ve bir heksitol anhidritten (6rmegin polioksietilen sorbitan
monooleat) elde edilmig bir kismi esterin bir kondenzasyon trinu gibi
dagitic1 veya 1slatici ajanlar gosterilebilir. Akdz stispansiyon, etil veya
n-propil p-hidroksi-benzoat gibi bir veya daha fazla sayida koruyucu,

bir veya daha fazla sayida renklendirici ajan, bir veya daha fazla
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sayida aroma maddesi ve sukroz veya sakarin gibi bir veya daha fazla

sayida tatlandirici ajan da ihtiva edebilir.

Farmasotik bilesimler, bir enjekte edilebilir steril preparat formunda,
ornegin bir enjekte edilebilir steril akdz veya yagsi slispansiyon
formunda olabilirler. Bu stuspansiyon, yukarida daha dnceden bahsi
geemis olan uygun dagitict veya islatici ajanlar ve suspanse edici
ajanlar kullanilarak sektorde bilinen prosedurler ¢er¢evesinde formule
edilebilir. Enjekte edilebilir steril preparat, bir toksik olmayan,
parenteral olarak kabul edilebilir seyreltici veya ¢oziiciide hazirlanmsg
bir enjekte edilebilir steril ¢ozelti veya siispansiyon, ornegin 1,3-
butandiolde hazirlanmsg bir ¢ozelti olabilir ya da bir liyofilize tozdan
hazirlanabilir. Kullanilabilecek kabul edilebilir vehikuller ve
¢oziiculer arasinda, su, Ringer ¢ozeltisi ve i1zotonik sodyum klorir
¢oOzeltisi bulunur. Bunlarmn yani sira, konvansiyonel uygulamaya gore,
¢oziich veya suspanse edici vasat olarak steril sabit yaglar
kullamlabilir. Sentetik mono- veya digliseritler de dahil olmak uizere
herhangi bir hafif sabit yag bu amagla kullanilabilir. Enjekte edilebilir
preparatlar hazirlanirken, bunlarin yani sira oleik asit gibi yag asitlert

de kullanilabilir.

Tasiyic1 madde ile bir araya getirilip bir tekli dozaj formu tretilirken
kullanilacak olan etkin bilesen miktar, tedavi edilmesi hedeflenen
konak¢inmin hangi tiire mensup olduguna ve tatbik edilecek uygulama
yoluna bagh olarak farklihk gosterecektir. Ornegin, insanlarda oral
yolla kullanilmasi1 hedeflenerek hazirlanan bir sureli salimh
formiilasyon, toplam bilesim miktarinin (agurhik:agirhik) yaklagik %5'

ile yaklasik %695 aras: bir diizeyde olabilecek uygun ve ise yarar bir
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miktarda tasiyict madde ile bilestirilmis halde yaklagik 1 11a 1000 mg
etkin madde ihtiva edebilir. Farmasotik bilesim, uygulama ig¢in
kolayca olgulebilir miktarlar saglayacak sekilde hazirlanabilir.
Ornegin, intravendz infuzyonla uygulanmas: hedeflenen bir akoz
cozelti, yaklasik 30 mL/saat hizla uygun bir hacimde infuzyon
yapilabilmesi adma ¢ozeltinin her mililitresi bagina yaklasik 3 ile 500

ng arasi bir miktarda etkin bilesen i¢erebilir,

Parenteral uygulama i¢in  uygun formiillasyonlar arasinda,
formillasyonu uygulamanin yapilacagi alicinin kaniyla izotonik hale
getiren  antioksidanlar, tamponlar, bakteriyostatlar ve soliitlerin
bulunabilecegi akdz olan ve olmayan steril enjeksiyonluk ¢ozeltiler ve
stispanse edici ajanlar ve kivamlastiric1 ajanlarm bulunabilecegi akoz

olan ve olmayan steril sispansiyonlar yer alr,

Gozde topikal uygulama ig¢in uygun formillasyonlar arasinda, etkin
bilesenin uygun bir tasiyici, 0zellikle de soz konusu etkin bilesen i¢in
uygun bir akoz ¢ozucu igerisinde ¢ozundurilerek veya suspanse
edilerek  kullanildigi  goz damlalarnn  da  bulunur. Bu tarz
formiilasyonlarda etkin bilesen tercihen yaklasik %0,5 ile %20 a/a
arast, Oornegin yaklasik %0,5 ile %10 a/a arast bir konsantrasyonda,

ornegin yaklasik %1,5 a/a konsantrasyonunda bulunur.

Agizda topikal uygulama i¢cin uygun formillasyonlar arasinda, etkin
bileseni genelde sukroz, akasya veya kitre olmak Gizere bir aromal baz
biinyesinde ihtiva eden lozanjlar; etkin bileseni jelatin ve gliserin ya

da sukroz ve akasya gibi bir inert baz biinyesinde barindiran pastiller
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ve etkin bileseni uygun bir s1v1 tasiyicr igerisinde ihtiva eden agiz

gargaralarn bulunur.

Rektal uygulanmak tUzere hazirlanan formulasyonlar, 0rnegin kakao
vag1 veya bir salisilat thtiva eden uygun bir bazla bir supozituar olarak

sunulabilirler.

Intrapulmoner veya nazal uygulama igin uygun formulasyonlar,
keseciklere ulagabilmesi igin nazal pasaja dogru hizli inhalasyon
voluyla ya da agizdan inhalasyon yoluyla uygulanmak tizere, drnegin
(0,5 mikron, 1 mikron, 30 mikron, 35 mikron ve benzeri mikron
cinsinden artiglarin s6z konusu oldugu 0,1 ile 500 mikron aras:
partikil buytikliiklerini i¢ine alan bir anlamda) 0,1 ile 500 mikron
arast bir partikul buyukligunde hazirlanirlar. Uygun formulasyonlar
arasimnda, etkin bilesenin bulundugu akdz veva yagh c¢ozeltiler
sayilabilir. Aerosol veya kuru toz scklinde uygulama igin uygun
formillasyonlar, konvansiyonel yontemlere gore hazirlanabilir ve
baska terapotik ajanlarla, dmegin asagida belirtilen hastaliklarin
tedavisi veya profilaksisinde bugine dek kullamlagelmis olan

bilesiklerle birlikte uygulanabilirler.

Vajinal uygulama i¢in uygun formiilasyonlar, etkin bilesenin yani sira
ornegin sektorde bu tarz formiilasyonlarda kullamima uygun olduklar
bilinen tagtyicilann bulundugu peserler, tamponlar, kremler, jeller,

macunlar, kopukler ya da sprey formillasyonlar olarak sunulabilirler.

Formillasyonlar, birim doz veya c¢oklu doz kaplarinda, ornegin

sizdirmaz kapatilmig ampuller veya flakonlarda ambalajlanabilir ve
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kullammdan hemen dnce su gibi steril bir s1v1 tasiyicinmn eklenmesini
gerektiren dondurarak  kurutma (liyofilize) kosullar1  altinda
saklanabilirler.  Ekstamporane  enjeksiyonluk  ¢ozeltiler  ve
siispansiyonlar, daha onceden agiklannus olan tipte steril tozlar,
granuller ve tabletlerden hazirlanirlar. Tercth edilen birim dozaj
formillasyonlar1, etkin bilesenin burada yukanda aktanlms oldugu
gibi bir ginlik doz veya birim giinlitkk alt-dozunu ya da onun uygun

bir pargasini ithtiva eden formiilasyonlardir.

Bulusun bir yapisinda, bir veteriner tasiyici ile birlikte bir formil |
bilesigi veya onun bir farmasotik a¢idan kabul edilebilir tuzu ve GDC-
0973"in  bulundugu vetermer bilesimler ortaya koyulmaktadir.
Veteriner tasiyicilar, bilesimi uygulamak i¢in kullanilabilecek olan ve
veterinerlik sektoriinde inert veya kabul edilebilir olup etkin bilesenle
gecimli olan kati, s1vi veya gaz halindeki maddelerdir. Bu veteriner
bilesimler, parenteral yolla, oral yolla ya da tercih edilen baska

herhangi bir yolla uygulanabilirler.

KOMBINASYON TEDAVISI

Formill 1 bilesigi veya onun bir farmasodtik agidan kabul edilebilir
tuzu, premalign olan ve neoplastik olmayan ya da malign olmayan
hiperproliferatif hastaliklar ile birlikte tiimorleri, kanser hastaliklarini
ve mneoplastik doku durumlarmm i¢ine alan bir anlamda bir
hiperproliferatif hastalik veya bozuklugun tedavisi ig¢in olan bagka
kemoterapotik ajanlar ile kombinasyon halinde kullanilabilir. Bulugun
belirli yapilarinda, bir Formil I bilesigi veya onun bir farmasotik

acidan kabul edilebilir tuzu, kombinasyon tedavisini teskil eden bir
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dozlama rejimi kapsaminda GDC-0973 ile kombine edilir. Bulusun
yapilarindan birinde, bu terapotik kombinasyon, terapotik acidan etkin
miktardaki bir formiuil I bilesiginin veya onun bir farmasotik agidan
kabul edilebilir tuzunun gunde iki defa ile Ui¢ haftada bir defa (q3wk)
aras1 bir siklikta uygulandigi ve terapotik a¢idan etkin miktarda GDC-
0973"in giinde 1ki defa ile ¢ haftada bir defa arasi bir siklikta

uygulandig bir dozlama rejimi ile uygulanir.

Kombinasyvon tedavisi eszamanli ya da sirali bir rejim olarak
uygulanabilir. Sirali uygulama yapilacaksa, kombinasyon iki veva
daha fazla sayida uygulama vyapilarak uygulanabilir. Kombine
uygulama, hem ayr formillasyonlar kullanilarak gerceklestirilen
birlikte uygulamayi, hem de uygulamalar arasinda bir zaman arahig
birakilan fakat her iki etkin maddenin de (veya bitin etkin
maddelerin) sahip olduklar1 biyolojik aktiviteleri eszamanli olarak
ortaya koymalarma olanak saglayacak herhangi bir sirayla

gerceklestirilen sirali uygulamayi i¢ine alan bir anlam tasir.

Bulusun yapilarindan birinde, formil 1 bilesigi veya onun farmasotik
acidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973 uygulamasina baslandiktan
sonraki vaklasik 1 1la vaklasik 10 gunlak bir sire boyunca
uygulanabilir. Bulugun bir diger spesifik yapisinda, formul I bilesigi
veya onun farmasotik acidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973
uygulamasina baslanmadan onceki yaklasik 1 114 yaklagik 10 ginlik
bir siire boyunca uygulanabilir, Bulusun bir diger spesifik yapisinda,
formiil I bilesigi veya onun farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunun

uygulanmasi ile GDC-0973'in uygulanmasi ayni giin baslatilir.



10

15

20

25

47

Yukarida belirtilen birlikte uygulanilmas: tasarlanan ajanlarin uygun
dozajlan guniimiizde kullamlan dozajlardir ve yeni ortaya konmus
olan madde ile diger kemoterapdtik ajanlar veya tedavilerin kombine
etkisi (sinerji) sayesinde, ornegin terapotik indeksi artirmak ya da
toksisiteyl veya baska yan etkiler veya istenmeyen sonuglar
hafifletmek adina dusurilebilirler. Formul 1 bilesigi veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile GDC-0973"n miktarlan ve
uygulama zamanlamalari, istenen kombine terapotik etkiye ulasma

hedefi goz oniinde tutularak segileceklerdir.

FARMASOTIK BILESIMLERIN UYGULANMASI

Bilesikler, tedavi edilmesi hedeflenen hastalik i¢in uygun herhangi bir
yolla uygulanabilirler, Uygun yollar arasinda, oral, parenteral
(subkiitan, intramiiskiller, intravendz, intraarterivel, inhalasyon,
intradermal, intratekal, epidural ve infiizyon teknikleri dahil),
transdermal, rektal, nazal, topikal (bukkal ve dilalti dahil), vajmal,
intraperitoneal, intrapulmoner ve intranazal uygulama yollari bulunur,
Topikal uygulama kapsamimda ayrica transdermal uygulama, 6rmegin

transdermal yamalar veya iyontoforez cihazlar da kullanilabilir.

[laglarin formillasyonu, "Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th
Ed., (1995) Mack Publishing Co., Easton, PA" eserinde
tartisilmaktadir. "Liberman, H. A. and Lachman, L., Eds.,
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Decker, Vol 3, 2nd Ed., New
York, NY" eserinde, ilag formillasyonlarima dair baska Ornekler
bulunabilir. Lokal immiinosiipresif tedavisi igin, bilesikler, greftin

perfuzyonunu veya greftin transplantasyondan once inhibitor ile temas
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ettirilmesini icime alan bir anlamda intralezyonel uygulama ile
uygulanabilirler. Tercih edilen uygulama yolunun ormegin alicinmin
durumuna gore farklihk gosterebilecegi anlasilacaktir, Bilesik oral
volla uygulanacaksa, bir farmasotik agidan kabul edilebilir tasiyici,
glidant veya yardime1 madde ile birlikte bir hap, kapsil, tablet veya
benzeri bagka bir formda formille edilebilir. Bilesik parenteral yolla
uygulanacaksa, asagida detaylandirilms oldugu gibi, bir farmasotik
a¢idan kabul edilebilir parenteral vehikul veya seyreltici ile birlikte bir

enjekte edilebilir birim dozaj formunda formille edilebilir.

[nsan hastalarinda kullanilabilecek olan dozlar, beher giin igin
yaklasik 20 mg 112 1600 mg formul 1 bilesig1 veya onun bir farmasotik
acidan kabul edilebilir tuzu arasinda degisir. Yaklasik 50 mg ile
yaklasik 800 mg bilesik aras1 dozlar tipik dozlar olarak gosterilebilir,
Bir doz, bilesigin absorbsiyonu, dagilimi, metabolizmasi ve atilimini
igine alan bir anlamda farmakokinetik (PK) ve farmakodinamik (PD)
ozelliklerine bagh olarak giinde bir defa (QD), giinde ki defa (BID)
veya daha sik araliklarla uygulanabilir, Bunun yam sira, dozaj ve
uygulama rejimi toksisite faktorlerinden de etkilenebilir. Oral yolla
uygulanacak olan bir hap, kapsill veya tablet, belirlenmis bir stre
boyunca giinde iki defa, giinde bir defa veya daha az siklikta, drnegin
haftada bir defa veya iki haftada bir veya u¢ haftada bir alinabilir.

Rejim, bir dizi tedavi donguisit boyunca tekrarlanabilir.

TEDAVI YONTEMLERI

(1) Bir formiil 1 bilesigi veya onun bir farmasotik agidan kabul

edilebilir tuzu ile (2) bir kemoterapdtik ajandan olusan terapotik
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kombinasyonlar, sadece bunlarla smrh  kalmaksizim ve fakat
memelilerde AKT kinazin module edici etkisiyle gorulenler de dahil
olmak tizere hastaliklar, rahatsizliklar ve/veya bozukluklarin tedavisi
icin faydahidirlar. Burada acgiklanan vyontemlere gore tedavi
edilebilecek olan kanser hastaliklari arasinda, sadece bunlarla sinirh
kalmaksizin, mezotelyoma, gliom, pankreas kanseri, meme Kanseri,
akciger kanseri, yumurtali kanseri, prostat kanseri, melanom, gastrik

kanser, kolon kanseri ve bas ve boyun kanseri bulunur.

Belirli kombinasyonlarin belirli kanser fenotiplerine karsi gelismisg
etkiler sagladiklar1 belirlenmistir. Ornegin, belirli kombinasyonlar,
PTEN mutasyonu (veya dusuk veya yok durumu), AKT mutasyonu
(veya yuksek pAKT ekspresyon veya amplifikasyon seviyeleri), PI3K
mutasyonu, Her2/ErbB2 amplifikasyonu, RAS mutasyonlari, RAF
mutasyonlar1 veya yukarida belirtilenlerin bir kombinasyonu ile

baglantili kanserlere kars: gelismis etkiler saglarlar.

Buna bagh olarak, burada agiklanan belirli kombinasyonlar bilhassa

bu kanser ¢esitlerine kars: faydali olabilirler,

Ornegin kolorektal kanserde, RAS/RAF mutasyonlar: ile birlikte
PI3K/AKT mutasyonlarimin (dornegin PI3K H1047R, E5S45K, DS49N,
P421L, L568F, L569F, P449T veya bunlarin kombinasyonlari)
bulunmasi, burada aciklanan kombinasyonlara kuvvetli cevaplar
verileceginin - habercisidir  ve  GDC-0068 arti GDC-0973

kombinasyonuna istinaden kuvvetli sinerji gorilmugtur.
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Ayrica kugik hicreli olmayan akciger kanserinde, (1) PI3K/AKT
mutasyonlan (PI3K E545K, L997P, M772X, N996H veya bunlarin
kombinasyonlar1) ve RAS/RAF mutasyonlarinin (Q61H, GI12C,
Q61K, N85K, G128, BRAF V600E veya bunlarin kombinasyonlari)
birlikte bulundugu ve (11) PI3K mutasyonlarmin bulunmadif: ancak
RAS/RAF kombinasyonlarinm bulundugu durumlarda GDC-0068 art1
GDC-0973 kombinasyonuna 1stinaden kuvvetli smerji

gozlemlenmistir.

Ote yandan melanomda, (1) BRAF V600E mutasyonlarmin bulundugu
ve (11) PTEN mutasyonlari, yok veya diisik durumuyla ya da yiksek
pAKT ekspresyon veya aktivite seviyeleriyle birlikte BRAF V600E
mutasyonlar1 veya delesyonlarn veya amplifikasyonlarinin soz konusu
oldugu durumlarda GDC-0068 arti GDC-0973 kombinasyonuna

istinaden kuvvetli sinerji kaydedilmistir.

Bir hastada BRAF V600E mutasyonu bulunup bulunmadigimm test
etmek i¢in kullanilabilecek kitler ticari piyasada mevcuttur, Bunlarnn
bir 6rneg1, formaline sabitlenmis, parafine gomalmus (FFPET) nsan
melanom dokusunda BRAF V600E mutasyonunu tespit edebilen
COBAS® 4800 B RAF V600 Mutasyon Testidir (Roche Molecular
Systems Inc.). Bu triin ABD'de, BRAF geninin mutasyonlu formunu
barimdiran melanom tiimorlerinin yer aldigr hastalan tedavi etmek i¢in
tasarlanmms vemurafenib veya onun bir farmasotik agidan kabul
edilebilir tuzu ile tedavi ig¢in bir es tani testi olarak onaylanmistir,
Preklinik ve klinik arastirmalarda, Cobas® BRAF Mutasyonu Testi,
COSMIC veritabaninda rapor edilen biitin BRAF mutasyonlarinin >~
%85'mi temsil eden BRAF V600E (1799 T>A) mutasyonunu tespit
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etme konusunda %97,3 oranmnda pozitif uyusma gostermistir.
Formaline sabitlenmig, parafine gomusmus dokuda {(FFPET), Cobas®
BRAF Mutasyonu Testi, > %5 mutasyon seviyesindeki V600E
mutasyonlarin tespit edebilir. Test, V600D ve V600K gibi baska
V600 mutasyonlarii da tespit edebilir. Cobas® BRAF Mutasyonu
Test1, hastadan alman doku numunesi veya timor hiucrelert gibi
numunelerde numune ahnum  takip eden <& saat igerisinde
gergeklestirilebilir. Cobas® 4800 BRAF V600 Mutasyonu Testi,
Cobas® 4800 System, v2.0'de gergeklestirilen bir gergek zamanli PCR
testidir ve BRAF V600E mutasyonu tagiyan timorlerin bulundugu
melanom hastalarmin belirlenip se¢ilmesinde yardimcr olmasi igin

kullamhr.

PTEN yok (veya dusik) durumu, sektorde bilinen uygun herhangi bir
aracla Olcilebilir. Bunlara verilebilecek orneklerden biri IHC'dir.
Alternatif olarak, Western blot analizi de kullanilabilir. PTEN
antikorlar1 ticari piyasada mevcuttur (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, Cascade Biosciences, Winchester, MA). "Neshat, M. S.
et al. Enhanced sensitivity of PTEN-deficient tumors to inhibition of
FRAP/mTOR, Proc. Natl Acad. Sci. USA 98, 10314-10319 (2001)"
ve "Perren, A., et. al. Immunohistochemical Evidence of Loss of
PTEN Expression in Primary Ductal Adenocarcinomas of the Breast,
American Journal of Pathology, Vol. 155, No. 4, October 1999"
eserlerinde, PTEN durumunun tespitine yonelik IHC ve Western blot
analizi i¢in O0rnek prosedurler bulunabilir. Ek olarak, sektorde bilinen
teknikler kullanilarak, AKT mutasyonu, PI3K mutasyonu ve
Her2/ErbB2 amplifikasyonu ile baglantili kanserler de belirlenip

tanimlanabilir.
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Bir numunede aktive olmayan veya fosforlanmig olmayan AKT'nin
seviyesine kiyasla AKT aktivasyon veya fosforilasyon ("pAKT"
seviyesi) sektorde bilinen yontemlerle dlgiilebilir, pAKT durumu, bir
oran (ornegin bir tumor hicresindeki pAKT miktar1 aym tipteki
tumordz olmayan bir hiicredeki pAKT miktarina bolunerek elde edilen
deger) olarak veya bir ¢ikarma isleminin sonucu (d6rmegin bir timor
huicresindeki pAKT miktarindan hiicredeki veya aym tipteki timoroz
olmayan bir hiicredeki pAKT miktan ¢ikarilarak elde edilen deger)
olarak ifade edilebilir. pAKT profili, AKTnin fosforlanmis
downstream hedeflerinin (drnegin pGSK veya PRAS40) dlglilerek
hesaplanan yolagin aktivasyon seviyesi cinsinden de ifade edilebilir.
Bir yitksek pAKT, numunedeki genel AKT igeriginin aktivasyon veya
fosforilasyon seviyelerinin bir taban ¢izgisi degerinden daha yiiksek
olduguna isaret eder. Bir 0mekte, taban ¢izgisi degeri, belirli bir hiicre
tipine iliskin bazal pAKT sevivelerini teskil eder. Bir diger ornekte,
taban ¢izgisi degeri, belirli bir numune hiicresi popiilasyonundaki,
ornegin kanserdz olan veya olmayan hiicrelerdeki ortalama pAKT
seviyesidir. Bir diger ornekte, bir yitksek pAKT, ayn1 memeliden veya
bir hasta popillasyonundan alinan ayni tipteki normal ve saghkl
(0rnegin  timordz olmayan) hiicrelerin - ortalamasma  kiyasla,
fosforlanmis veya aktive AKT'vi asirt dizeyde eksprese eden veya
amplifiye eden bir timor hiicresinin bulunduguna isaret eder. pAKT
profili, baska markerlerle birlikte de kullamlabilir, drmegin belirli
PI3K/AKT kinaz yolagi inhibitorlerinin etkinligini kestirmek i¢in
FOXO3a lokalizasyon profilleriyle birlikte ya da Ornegin basta
metastatik veya cerrahi olarak ¢ikarilamayacak olan melanom gibi
vemeratenibe direngli kanser hastaliklarinin bulundugu hastalarda

olmak tizere formiil 1 bilesikleri ile vemurafenibden olusan belirli
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kombinasyonlarin etkinligini kestirmek i¢cin BRAF V600OE mutasyon
durumuyla birlikte kullanilabilir. Doku numunelerinde pAKT 6lctimit
yapmaya yaraya kitler ticari piyasada mevcuttur (6rmegin fosfo-Akt

(Thr308) STAR ELISA kiti, EMD Millipore).

PI3K, KRAS ve AKT mutasyonlarmm varligim test etmeye yarayan

kitler ticar1 piyasada mevcuttur (Qiagen).

URETIM NESNELERI

Bulusun bir diger yapisinda, yukarnda belirtilen hastaliklar ve
bozukluklarin tedavisinde faydali olan bir formil 1 bilesiginin veya
onun bir farmasotik acidan kabul edilebilir tuzunun bulundugu bir
Uretim nesnesi veya "kit" ortaya koyulmaktadir. Bulusun yapilarindan
birinde, kitte bir kap ve bir formil I bilesigi veya onun bir farmasotik

acidan kabul edilebilir tuzu bulunur.

Kitte, kabin tizerinde veya kap ile birlikte sunulan bir etiket veya
kullanma talimati da bulunabilir. "Kullanma talimat1" terimi, terapotik
uriinlerin koyuldugu ticari ambalajlara dahil edilen ve endikasyonlar,
kullanim sekli, dozaj, uygulama sekli, kontrendikasyonlar ve/veya
ilgili terapotik Girinlerin kullanimina iliskin uyarilar hakkinda bilgi
veren talimatname metnine atif yapar. Uygun kaplar arasinda, ornegin
siseler, flakonlar, enjektorler, blister ambalajlar ve benzerler
sayilabilir. Kap, ¢esitli farkli malzemelerden yapilmis, dmegin cam
veya plastikten vyapilmis olabilir bir kap olabilir. Kap, hedef
rahatsizlif1 tedavi etme konusunda ectkin ve etkili olan bir formiil I

bilesigini veya onun farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunu ya da
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onun yer aldigr bir formillasyonu barmdirabilir ve bir steril giris
portuna sahip olabilir (drnegin kap, bir hipodermik enjeksiyon ignesi
kullamlarak delinebilecek bir tipanin yer aldigi bir flakon ya da bir
intravendz ¢Ozelti torbasi olabilir). Bilesimde yer alan etkin
maddelerden en az birt bir formul 1 bilesigidir ya da onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzudur. Etiket veya kullanma
talimatinda, bilesimin secilen rahatsizh@, oOrnegin kanseri tedavi
etmek i¢in kullanildigina isaret edilir. Bulusun yapilarindan birinde,
etiket veya kullanma talimatinda, bir formiil I bilesigini veya onun
tarmasotik ag¢idan kabul edilebilir tuzunu igeren bilesimin anormal
hiicre blUylumesinden kaynaklanan bir hastaligr tedavi etmek igin
kullamlabilecegine isaret edilir. Etiket veya kullanma talimatinda,
bilesimin baska hastaliklan tedavi etmek i¢in kullanilabilecegine de
isaret edilebilir, Alternatif veya ek olarak, tiretim nesnesi kapsaminda,
ornegin bakteriyostatik enjeksivonluk su (BWFI), fosfat-tamponlu
salin, Ringer ¢ozeltisi ve dekstroz ¢ozeltisi gibi bir farmasotik agidan
kabul edilebilir tampon i¢eren bir ikinci kap da yer alabilir. Uretim
nesnesi kapsaminda, ticari agidan ve kullanici agisindan bakildiginda
uriinle beraber sunulmas: tercih edilebilecek olan baska materyaller,
ornegin baska tamponlar, seyrelticiler, filtreler, igneler ve enjektorler

de yer alabilir.

Kitte, bir formill I bilesiginin veya onun farmasotik acidan kabul
edilebilir tuzunun ve varsa ikinci farmasotik formulasyonun nasil
uygulanmasi gerektigini anlatan bir talimatname de bulunabilir,
Ornegin, eger ilgili kitte bir formil 1 bilesigini veya onun farmasotik
agidan kabul edilebilir tuzunu igeren bir birinci bilesim ve onun yani

sira bir ikinci farmasotik formillasyon varsa, bu kitte, s6z konusu
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birinci ve 1kinci farmasdtik bilesimlerin 1lgili tedaviye ihtiyacr olan bir
hastaya eszamanh olarak, sirayla veya ayn ayn uygulanmalarimin

gerektigini ortaya koyan bir talimatname de bulunabilir,

Bulusun bir diger vapismnda, bir formull I bilesiginin veya onun
farmasotik a¢idan kabul edilebilir tuzunun 6rnegin tablet veya kapsiil
gibi kat1 oral formlanyla yapilacak uygulamalara uygun kitler soz
konusudur. Bu gibi bir kitte bir dizi birim dozajin bulunmasi tercih
edilir. Bu gibi kitlerde, dozajlarin hedeflenen kullanim amacma gore
verlestirilmis oldugu bir kart da bulunabilir. Bu gibi bir kite
verilebilecek orneklerden biri "blister ambalaj'dir. Blister ambalajlar,
ambalajlama sektorinde 1y1 bilinmekte olup, farmasotik birim doza;
formlarim1 ambalajlamak icin yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Istenirse, rakam, harf veya baska tip bir isaret karakteri formunda ya
da tedavi programu igerisinde dozajlarmm uygulanabilecegi gunleri

gosteren bir takvim formunda bir hatirlatici da kite dahil edilebilir.

Bulusun yapilarmmdan birine gore, bir kit, (a) bir formuil I bilesiginin
veya onun farmasotik agidan kabul edilebilir tuzunun yer aldigi ve (b)
bir ikinci farmasotik formillasyonun yer aldigi bir ikinci kap ihtiva
edebilir ve burada bahsi gegen ikinci farmasotik formillasyonda GDC-
0973 bulunur. Alternatif veya ek olarak, kitte, bakteriyostatik
enjeksiyonluk su (BWFTI), fosfat-tamponlu salin, Ringer ¢ozeltisi ve
dekstroz ¢ozeltisi gibi bir farmasotik agidan kabul edilebilir tampon
igeren bir U¢lnct kap da bulunabilir, Kitte, ticari a¢idan ve/veya
kullanic1 agisindan tercih edilebilecek bagska materyaller, drnegin
baska tamponlar, seyrelticiler, filtreler, igneler ve enjektorler de

bulunabilir.
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Bir formul I bilesiginin veya onun farmasotik agidan kabul edilebilir
tuzunun yer aldig bir bilesim ile GDC-0973"ln yer aldig bir bilesimin
bulundugu bir kitte, ilgili bilesimleri ayri ayr igeren, Ornegin
bolumlere ayrilmis bir sise veya bolumlere ayrilmis bir folyo ambala;
igerisinde ihtiva eden bir kap ver alabilir; bununla birlikte, s6z konusu
bilesimler bolumlere ayrilmanus ayni kap igerisinde beraber de
sunulabilirler.  Kitte, normalde, ayn komponentlerin  nasil
uygulanmalar: gerektigini anlatan bir kullanma talimati dokiimam
bulunur. Ayr1 komponentlerin farkli dozaj formlar: (6rnegin oral ve
parenteral) halinde uygulanmalarmin tercih edildigi, farkli dozlama
araliklaniyla uygulanmalarinin  hedeflendigi ya da kombinasyon
bilesenlerinin uygulamay1 yiriiten doktor tarafindan titre edilmesinin

tercih edildigi durumlarda, kit formu bilhassa avantaj saglar.

SPESIFIK BULUS YAPILARI

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, PTEN mutasyonu ile iligkilidir.

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, AKT mutasyonu, asir

ekspresyonu veya amplifikasyonu ile iligkilidir.

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, PI3K mutasyonu ile iligkilidir.

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, KRAS mutasyonu ile

iliskalidir,

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, BRAF mutasyonu ile
iliskalidir,
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Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, (1) PTEN, AKT veya PI3K
mutasyonu ile (2) bir KRAS veya BRAF mutasyonunun

kombinasyonu ile iligkilidir.

Bulusun bir spesifik yapisinda, kanser, GDC-0068 ve GDC-0973 tek
ajan tedavilerinden birine veya her ikisine de direnclidir, fakat GDC-

0068 ve GDC-0973 kombinasyon tedavisine duyarhidir.

Bulusun bir spesifik ozelliginde, formill I bilesigi veva onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik acidan kabul edilebilir tuzu i1le kombinasyon halinde

uygulamr ve kanser, kolon kanseridir.

Bulusun bir spesifik 0zelliginde, formill T bilesigi veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik acidan kabul edilebilir tuzu ile kombinasyon halinde

uygulanir ve kanser, akciger kanseridir.

Bulusun bir spesifik ozelliginde, formiill 1 bilesigr veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu, GDC-0973 veya onun bir
farmasotik agidan kabul edilebilir tuzu ile kombinasyon halinde

uygulanir ve kanser, melanomdur.

ORNEKLER

Bulusu orneklendirmek amacryla asagidaki ornekler sunulmustur.

Bulusun kapsaminin bu drnekler ile smirli olmadigi, bu drneklerin



10

15

20

58

yalmzca bulusu tatbik ederken kullamlabilecek bir yontem onermek

maksadiyla sunulmus olduklari anlasilmalidir.

Ornek 1

(S)-2-(4-klorofenil)-1-(4-((5R,7R)-7-hidroksi-5-metil-6,7-dihidro-

SH-siklopenta|d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)-3-(izopropilamino)

propan-1-on

Basamak 1: EtOAc (900 mL) icerisinde yer alan etil pillegenat (130 g,
662 mmol) bir kuru buz-izopropanol banyosunda -78°C sicakliga
ulasana dek sogutuldu. Daha sonra bu karisim, rengi mora donene dek
ozonolize tabi tutuldu. Bu asamada ozon olusumu kesildi ve reaksiyon
karigini kuru-buz banyosundan ¢ikarildi. Reaksiyon karigiminin rengi
sartya donene dek icerisinden oksijen gegirildi. Akabinde, reaksiyon
karisimi vakum uygulanarak konsantre edildi ve kalan artik bir miktar
glasiyel asetik asitte (400 mL) c¢ozunduruldii. Cozelti 0°C sicakhga
ulasana dek sogutuldu ve ardindan 30 dakika boyunca par¢a parga Zn
tozu (65 g, 993 mmol) eklendi. Daha sonra, reaksiyon karigimi 2 saat
boyunca karismaya birakildi ve miuteakiben, bir Celite pedden

gecirilip filtrelenerek ¢inko tozundan arindinildi. NaOH ve NaHCO;



10

15

20

25

39

kullanilarak asetik asit ndtralize edilip pH seviyesi 7'yve getirildi ve
daha sonra asetik asit bir miktar eterle (3 X 800 mL) ekstrakte edildi.
Bir araya toplanan organiklerin tuzlu su ve MgSQ, ile kurutulmalan
ve ardindan konsantre edilmeleri sonucunda, kahverengi renkli bir siv1
formunda (2R)-ctil 2-metil-5-oksosiklopentan-karboksilat (107 g,
%95) elde edild:.

Basamak 2: MeOH (1,2 L) igerisinde yer alan bir (R)-etil 2-metil-5-
oksosiklopentankarboksilat (106,0 g, 622,78 mmol) ¢ozeltisine
amonyum asetat (240,03 g, 3113,9 mmol) ilave edildi. Elde edilen
reaksiyon karisimi oda sicakhign altinda 20 saat boyunca nitrojen
atmosferinde karistinildi ve ardindan TLC ve HPLC ile yapilan
degerlendirmeye gore reaksiyonun tamamlandig saptandi. Reaksiyon
karisimi konsantre edilerek MeOH ¢ikarildi. Kalan artigm DCM'de
¢oziinduirilmesi, H,O ile iki defa ve tuzlu suyla bir defa yikanmasi,
kurutulmasi (Na,;SOy,), filtrelenmesi ve ardindan konsantre edilmesi
sonucunda turuncu renkli bir yag formunda (R)-etil 2-amino-5-
metilsiklopent-1-enkarboksilat (102 g, %97) elde edildi. LC/MS
(APCI+) m/z 170 [M+H]+.

Basamak 3: Formamidde (303,456 mL, 7640,19 mmol) ver alan ve
(R)-etil 2-amino-5-metilsiklopent-1-enkarboksilat (161,61 g, 955,024
mmol) ve amonyum format (90,3298 g, 1432,54 mmol) igeren bir
cozelti, 150°C'ye tekabiil eden bir dahili sicaklifa ulasana dek 1sitildi
ve 17 saat boyunca kanstirildi. Daha sonra reaksiyon karigimi
sogutulup 2 L hacimli bir tek boyunlu siseye aktarildi. Akabinde,
yviksek vakumlu distilasyon uygulanarak fazla formamidin ¢ikarildi.

Formamidin ¢ikisi sona erdiginde, imbikte kalan yag DCM igerisinde
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coziindurilldu ve tuzlu suyla (3 X 200 mL) yikandi. Akoz yikama
sulart birlikte DCM ile ekstrakte edildiler. Bir araya toplanan organik
ekstraktlar kurutuldu (Na,SQ,), ardindan filtrelendi ve son olarak
konsantre edildiler. Elde edilen kahverengi renkli yag minimal DCM
igerisinde ¢ozuindiirilldil ve bu ¢ozelti bir ayirma hunisinin yardimiyla
bir karistirilmis eter ¢ozeltisine (vaklasik 5 hacim eter-DCM c¢ozeltisi)
eklenerek bir miktar kahverengi renkli presipitat olugsmasi saglandi.
Bu kahverengi renkli presipitat bir vasat sinter hunisinde filtrasyon
yapilarak ¢ikarildi ve bu huni daha sonra eterle durulanip akabinde
atildi. Olusan filtrat konsantre edildi, eterden triturasyon iki defa daha
tekrarlandi ve elde edilen urim yiksek vakum hatti Gzerinde
kurutularak kahverengi-yesil renkli bir macunsu kati1 formunda (R)-5-
metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin-4-ole (93,225 g, %65,00
verim) ulasildi, LC/MS (APCI-) m/z 149,2,

Basamak 4: DCE (1,2 L) igerisinde ver alan bir (R)-5-metil-6,7-
dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin-4-0l  (152,2 g, 1013  mmol)
cozeltising 0°C sicaklik altinda bir ekleme hunisi yardinmyla yavasea
sck POCl; (463,9 mL, 5067 mmol) ilave edildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra, elde edilen reaksiyon karisinu oda sicakligina
ulagana dek 1sitildi, ardindan geri akis sicakligma ulasana dek 1sitilds
ve 70 dakika boyunca kanstirildi. Reaksiyonun tamamlandigt HPLC
ile belirlendi. Reaksiyon karisimi oda sicakligina ulasana dek
sogutuldu ve akabinde POCI; fazlas1 4 parca halinde asagida tarif
edildigi gibi sondurilldi; Reaksiyon karisimi bir ayirma hunisine
aktarildi ve bir buz banyosu igerisinde sogutulmus doymus NaHCO;
ile buzdan olusan bir ¢ozeltinin bulundugu bir behere bu huni

aracihifiyla damlatildi. Reaksiyvon karistmimnin her bir kismui ilave
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edildikten sonra, sondurillmus olan karisim 30 dakika boyunca
kanstirilarak, ayirma hunisine aktarilmadan donce POCI;5'tin tamamen
ortadan kalktigindan emin olundu. Karigim ayirma hunisine aktarild
ve DCM 1le iki defa ekstrakte edildi. Bir araya toplanan ekstraktlar
kurutuldu (Na,SO,), ardindan filtrelendi ve son olarak konsantre
edildiler. Ham tUrin, asagida tarif edildigi gibi silika jel lzerinde
saflastirildi: Silika jel (1 kg) 9:1 oraminda heksan:etil asetatla birlikte 3
L hacimli bir sinterli huniye aktarilarak bulamag¢ haline getirildi,
vakum uygulanarak silika ¢okeltildi ve daha sonra bunun lizer1 kumla
kaplandi. Ham firiine bir DCM/heksan karisimi yiiklendi ve bilesik 1
L hacimli kollu siselerde vakum altinda eliie edildi. Ilk once yitksek
Rf degerlern ortaya koyan yan urunler elie oldu ve bu sayede
kahverengi renkli bir yag formunda (R)-4-kloro-5-metil-6,7-dihidro-
SH-siklopenta[d]pirimidin (104,4 g, %61,09 verim) elde edildi. Bir
miktar n-BuOH'de (250 mL) yer alan bir (R)-4-kloro-5-metil-6,7-
dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin (30,0 g, 178 mmol) ¢odzeltisinin
Uzerme trietilamin (93,0 ml, 534 mmol) ve tert-biitil piperazin-1-
karboksilat (34,8 g, 187 mmol) ilave edildi. Elde edilen reaksiyon
karisimi nitrojen atmosferi altinda gert akis sicakligina ulasana dek
isitildr ve gece boyunca (17 saat) kanstirildi, ardindan bir doner
buharlasgtiricida konsantre edildi. Olusan yag bir miktar DCM'de
cozunduruldii, H,O ile yikandi, kurutuldu (Na,SO,), filtrelendi ve son
olarak konsantre edildi. Olusan kahverengi renkli yagin once uriin
temiz bir sekilde eliie olana dek 2:1 heksanlar:etil asetat ile ve daha
sonra 1:1 ila 1:5 DCM:etil asetat gradyaniyla eliisyon yapilarak silika
jel Gizerinde saflastirilmasi sonucunda, bej renkli bir toz formunda (R)-

tertbiitil 4-(5-metil-6,7-dihidro-SH-siklopenta|d |pirimidin-4-il)
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piperazm-1-karboksilat (42,0 g, %74,1 verim) elde edildi. LC/MS
(APCI+) m/z 319,1 [M+H]".

Basamak 5: CHCls'te (310 mL) yer alan 0°C sicakliktaki bir (R)-tert-
butil 4-(5-metil-6,7-dihidro-5SH-siklopenta| d Jpirimidin-4-il)piperazin-
|-karboksilat (20,0 g, 62,8 mmol) codzeltisinin Uizerine bir miktar
maksimum %77 katt MCPBA (23,9 g, 107 mmol) parca parca ilave
edildi. Elde edilen reaksivon karisimu 5 dakika boyunca karistirildi,
ardindan oda sicakligina varana dek isitildi ve 90 dakika boyunca
karigtirlldi. 7,5 saat sonra HPLC ile bakildiginda benzer bir gorintd
gozlemlendi. Bunun tizerine reaksiyon karisimi 0°C sicakhiga ulasana
dek sogutuldu, daha sonra NaHCO; (13,2 g, 157 mmol) ve 0,5
esdegeri duzeyinde biraz daha m-CPBA ilave edildi. Reaksiyon
karngim takip eden gece boyunca (14 saat) kangtirildi, Ardindan
reaksiyon karisimu 0°C sicaklifa ulasana dek sogutuldu ve ekleme
hunisi yardimiyla H,O'de (50 mL) yer alan bir Na,S,0; (29,8 g, 188
mmol) ¢ozeltisi damlatildi. Bunu takiben, yine ekleme hunisi
aracihigiyla H,O'da (70 mL) yer alan bir Na,COs (24,6 g, 232 mmol)
cozelti eklendi. Reaksiyon karigimi muteakip 30 dakika boyunca
karistirildi ve daha sonra karisim bir miktar CHCl; (3 X 150 mL) ile
ekstrakte edildi. Bir araya toplanan ekstraktlarin kurutulmalar
(Na,SOy), filtrelenmeleri ve konsantre edilmeleri sonucunda N-oksit

elde edildi. LC/MS (APCI+) m/z 335,1 [M+H]+.

Basamak 6: Basamak 5'te elde edilen N-oksidin (21.0 g, 62.8 mmol)
uzerine AC,0 (77,0 ml, 816 mmol) ilave edildi. Elde edilen reaksiyon
karisimi 90°C sicakliktaki bir kum banyosunda nitrojen atmosferi

altinda 1sitildi ve 100 dakika boyunca karistirildi. Daha sonra
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reaksiyon karisinn oda sicakhgma ulasana dek sogutuldu ve asetik
anhidrit fazlasi doner buharlastirma uygulamasiyla uzaklagtinldi.
Olusan yag bir miktar DCM'de ¢oziunduruldi ve elde edilen ¢ozelti
buzla doygunlastirilmus Na,COsin  Uzerine dikkatle dokuldu.
Karistmin DCM ile ckstrakte edilmesi ve bir araya toplanan
ekstraktlarm kurutulmalar1 (Na,SO,), filtrelenmeleri ve Konsantre
edilmeleri sonucunda, kahverengi renkli bir kopitk formunda tert-biitil
4-(7-asetoksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin-4-
il)piperazin-1-karboksilat (23,6 g, %100) elde edildi. LC/MS (APCI+)
m/z 377,1 [M+H]+.

Basamak 7: 2:1 THF:H,0O'da (320 mL) yer alan 0°C sicakliktaki bir
(5R)-tert-biitil 4-(7-asetoksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d]
pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (23,6 g, 62,69 mmol)
¢ozeltisinin uzerine LiOH-H,O (6,577 g, 156,7 mmol) ilave edildi.
Elde edilen reaksiyon karisimi 10 dakika boyunca karistirildi ve daha
sonra oda sicakhigma ulasana dek isitildi. 3 saat ve 4,5 saat sonra
yapilan LC/MS'de aymi gorintll gozlemlendi. Bunun izerine reaksiyon
karisim 0°C sicakliga ulasana dek sogutuldu ve ardindan karisimin
tizerine doymus NH,Cl ilave edildi. Karisitm 5 dakika boyunca
karistirildi ve doner buharlastirma uygulamasiyla THF'nin biyiik bir
kismi uzaklastirildi. Karisim bir miktar EtOAc (3 X 250 mL) ile
ckstrakte edildi ve bir araya toplanan ckstraktlar kurutuldu (Na,SOy),
filtrelendi ve konsantre edildiler. Olusturulan ham uriin Biotage
65M'den hizla gecirildi: 4:1 DCM:etil asetat, daha sonra 1:1 ila 1:4
DCM:etil asetat gradyani. Urin elue olduktan sonra, etil asetat
kolondan gegirilip bosaltildi. Daha sonra 30:1 DCM:MeOH ile,

triniin gert kalani (8,83 g) elie edildi. Karigik fraksiyonlarin aym
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kosullar altinda Biotage 40 M'den yeniden hizla gecirilmelen
sonucunda 2,99 g daha trtin elde edildi ve sonug olarak, kahverengi
renkli bir kopiik formunda bir birlesik (5R)-tert-biitil 4-(7-hidroksi-5-
metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d] pirimidin-4-il) piperazin-1-
karboksilat (11,82 g, %356,38 verim) ¢iktisina ulasildi. LC/MS
(APCI+) m/z 335,1 [M+H]~+.

Basamak 8: DCM'de (150 mL) yer alan -78°C sicakliktaki bir ioksalil
kloriir (3,35 mL, 38,4 mmol) ¢ozeltisinin tizerine bir ekleme hunisi
aracithgiyla DCM'de (50 mL) yer alan bir DMSO (5,45 ml, 76,8
mmol) ¢ozeltisi damlatildi. Elde edilen reaksiyon karisimi miiteakip
35 dakika boyunca karistinldi ve daha sonra yine ekleme hunisi
araciligiyla DCM'de (80 mL) yer alan bir (5R)-tert-biitil 4-(7-hidroksi-
5-metil  -6,7-dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin-4-il)  piperazin-1-
karboksilat (9,17 g, 27,4 mmol) ¢ozeltisi yavasca ilave edildi. Daha
sonra reaksiyon karisumi -78°C sicaklik altinda 1 saat daha karistirilda
ve akabinde karisima sek trietilamin (18,0 ml, 129 mmol) eklendi.
Miteakiben reaksiyon karigimi oda sicakligima ulasana dek 1sinmaya
brrakildi ve daha sonra 30 dakika boyunca karistirildi. Akabinde H,O
eklendi. Karisim bir miktar DCM (3 X 200 mL) ile ekstrakte edildi ve
bir arava toplanan ekstraktlar kurutuldu (Na,SOy), filtrelendi ve
vakum altinda konsantre edildiler. Olugsan ham Uriin silika jelde
saflastirildi (Biotage 65M): Uriin eliie olana dek kolondan once
yaklasik 800 mL 4:1 DCM:EtOAc, ardindan 1:1 DCM:etil asetat
gradyam gegirildi, daha sonra 1:4 DCM:EtOAc ile Girtiin elue edilerek,
kahverengi renkli bir kopik formunda (R)-tert-butil 4-(5-metil-7-
okso-6,7-dihidro-5H-siklopenta [d]pirimidin-4-il) piperazin-1-
karboskilat (7,5 g, %823 verim) elde edildi. Bu kopugin
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DCM/heksanlardan konsantre edilmesi (3 X) sonucunda, ¢ok acgik
kahverengi renkli bir kopiik elde edildi. HPLC > %95 alan. LC/MS
(APCI+) m/z 333 [M+H]+.

Basamak 9: DCM'de (kullanilmadan 30 dakika once nitrojenle gazdan
armdirtlmis 210 mL) yer alan bir (R)-tert-buitil 4-(5-metil-7-okso-6,7-
dihidro-5H-siklopenta[d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (9,75
g, 29,3 mmol) ¢ozeltisinin Uzerine trietilamin (kullanilmadan 30
dakika once nitrojenle gazdan arindirilmis 4,33 ml, 31,1 mmol) ve
formik asit (kullanilmadan 30 dakika ©®nce nitrojenle gazdan
armndirilmis 1,36 ml, 36,1 mmol) ilave edildi. Elde edilen karisim 5
dakika boyunca kanstirildi ve ardindan Uzerine bir Ru katalizoriy
(0,0933 g, 0,147 mmol) eklendi. Akabinde kansim pozitif nitrojen
basinct altinda gece boyunca (18 saat) karistirlldi. Takiben reaksiyon
karisimi kuruyana dek konsantre edildi ve yiksek vakuma tabi
tutularak kurutuldu. Olusan saf olmayan madde, Biotage 65M'yve
yuklendi, 500 mL 1:1 DCM:etil asetatla yikandi, daha sonra tirine (2.
nokta) ulagilana dek 1:4 DCM:etil asetatla, ardindan sek etil asetata
varana degin ilgih gradyanla c¢lusyon yapildi, ardindan 25:1
DCM:MeOH ile iriiniin geri kalan elile edildi. Fraksiyonlar bir araya
topland1 ve bir doner buharlastiricida buharlastinldilar. Kalan artigin
DCM/heksanlardan tekrar konsantre edilmesi sonucundd, bej renkh
bir kopuk formunda bir tert-buitil 4-((SR,7R)-7-hidroksi-5-metil-6,7-
dihidro-5H-siklopenta  [d]pirimidin-4-11}  piperazin-1-karboksilat
(major) ve tert-butil 4-((5R,7S)-7-hidroksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-
siklopenta[d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (mindr) kariginm

(9,35 g, %95,3 verim) elde edildi. LC/MS (APCI+) m/z 335 [M+H]+.
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IH NMR (CDC13), karbmol metinin entegrasyonunun sagladig %88

oraninda diastereoselektivite s6z konusu oldugunu gostermektedir.

Basamak 10: DCM'de (110 mL) yer alan ve tert-butil 4-((5R,7R)-7-
hidroksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta|d Jpirimidin-4-il)piperazin-
|-karboksilat (7,0 g, 20,9 mmol) ve trietilamin (4,38 ml, 31,4 mmol)
igeren 0°C sicakliktaki bir ¢ozeltinin tizerine 4-nitrobenzoil klorir
(4,27 g, 23,0 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi gece boyunca
oda sicakliginda karistirildi ve daha sonra izerine doymus NaHCO;
eklendi. Daha sonra karisim 10 dakika boyunca karstinildr ve
ardindan DCM 1le ekstrakte edildi. Bir araya toplanan ekstraktlar
kurutuldu (Na,SQ,), filtrelendi ve konsantre edildiler. Ham {iriin
Biotage 65M'den hizla gecirildi (3:1 heksanlar:etil asetat ham uriine
yiklendi, daha sonra 2:1 heksanlar:etil asetatla tert-biitil 4-((5R,7R)-5-
metil-7-(4-nitrobenzoiloksi)-6,7-dihidro-SH-siklopenta[d] pirimidin-4-
il)piperazin-1-karboksilat ve birka¢ karisik fraksiyon eliie edildi).
Daha sonra 1:2 heksanlar:etil asetat kullanilarak tert-buitil 4((5R,7S)-
5-metil-7-(4-nitrobenzoiloksi)-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d] pirimidin-
4-il)piperazin-1-karboksilat  elae  edildi.  Urini  barmdiran
fraksiyonlarin doner buharlastirma voluyla konsantre edilmeleri
sonucunda, sar1 renkli bir kopiik formunda tert-butil 4-((5R,7R)-5-
metil-7-(4-nitrobenzoiloksi)-6,7-dihidro-SH-siklopenta[d] pirimidin-4-
il)piperazin-1-karboksilat (8,55 g, %84,5 verim) elde edildi. 1H NMR
(CDC13), tek diastereomer gostermektedir. Diger diastereomerin
bulundugu fraksiyonlarm doner buharlastirma yoluyla konsantre
edilmeleri sonucunda, kahverengi renkli bir kopitk formunda tert-burtil

4-((5R,7S)-5-metil-7-(4-nitrobenzoiloksi) -6,7-dihidro -5H-siklopenta
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[d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (0,356 g, %3,52 verim) elde
edildi. LC/MS (APCI+) m/z 484 [M+H]+.

Basamak 11: 2:1 THF:H,O'da (40 mL) yer alan 0°C sicakliktaki bir
tert-butil  4-((SR,7R)-5-metil-7-(4-nitrobenzoiloksi)-6,7-dihidro-5H-
siklopenta[d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (2,30 g, 4,76
mmol) ¢ozeltisinin tizerine L1IOH-H,O (0,499 g, 11,9 mmol) ilave
edildi. Elde edilen reaksiyon karisumi oda sicakligina ulasana dek
1sit1ilds ve 1 saat boyunca karistirildi. THF doner buharlastirma yoluyla
¢ikarildi, doymus NaHCO; eklendi ve karisim bir miktar etil asetat ile
ekstrakte edildi. Bir araya toplanan ekstraktlarin doymus NaHCO; ile
yikanmalar1 (1 X), kurutulmalar1 (Na,SO,), filtrelenmeler1 ve
konsantre edilmeleri sonucunda sar renkli bir kopiuk formunda 4-
((5R,7R)-7-hidroksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[ d]pirimidin-4-
il)piperazin-1-karboksilat (1,59 g, %100,0 verim) elde edildi. Workup
isleminden sonra yapilan HPLC'ye gore, iirinde sadece > %98 alan
safligr 6z konusuydu. LC/MS (APCI+) m/z 335 [M+H]+. Benzer bir
yontem kullamilarak tert-butil  4-((5R,7S)-7-hidroksi-5-metil-6,7-
dihidro-SH-siklopenta[d]  pirimidin-4-il)  piperazin-1-karboksilat

hazirland:.

Basamak 12: Dioksanda (15 mL) yer alan bir tert-buitil 4-((5R,7R)-7-
hidroksi-5-metil-6,7-dihidro-5H-siklopenta[d Jpirimidin-4-il)piperazin-
1-karboksilat (0,600 g, 1,79 mmol) c¢ozeltisinin Uzerine 4M
HCl/dioksan (11,2 ml, 44,9 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi
nitrojen atmosferinde oda sicakligi altinda gece boyunca (20 saat)
karistirildi. Daha sonra karisim kuruyana dek konsantre edildi ve

viuksek vakum hatti fizerinde kurutuldu. Ham rin eterde siispanse
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edildi, ultrasona tabi tutuldu ve 5 dakika boyunca kanstirlldi. Katilarm
nitrojen basinct yardimiyla bir orta boy sinterli huniden gegirilip filtre
edilerek izole edilmeleri, eter ile durulanmalar, nitrojen basimci
altinda kurutulmalar: ve bir yiiksek vakum hatti uizerinde bir kez daha
kurutulmalar1 sonucunda, sar1 renkli bir toz formunda (5R,7R)-5-
metil-4-(piperazin-1-il)-6,7-dihidro-5SH-siklopenta[d]pirimidin =~ -7-0l
dihidrokloriir (0,440 g, %79,8 verim) elde edildi. LC/MS (APCI+)
m/z 235. Benzer bir yontem kullanilarak (5R,7S5)-5-metil-4-
(piperazin-1-il)-6,7-dihidro -5H-siklopenta [d]pirimidin-7-ol

dihidrokloriir hazirland:.

Basamak 13: Bir miktar metil 2-(4-klorofenil)asetat (36,7 g, 199
mmol) ve paraformaldehit (6,27 g, 290 mmol), DMSO'da (400 mL)

cozindirildi/stispanse edildi ve NaOMe (537 mg, 9,94 mmol) ile
islemden gecirildi. Elde edilen karisim, TLC analizi ile ham uriine
ulagildigr anlasilip reaksiyon tamamlanana dek oda sicaklig altinda 2
saat boyunca kanismaya birakildi. Daha sonra karnsim buzlu soguk
suyun (700 mL; beyaz emiulsiyon) uzerine dokuldu ve 1M HCI
gozeltisi eklenerck notralize edildi. Akdz katman bir miktar ctil asctat
(3 X) ile ekstrakte edildi ve organikler bir araya toplandilar. Organik
katman bir miktar su (2 X) ve tuzlu suyla (1 X) yikandi, ayrildi,
MgSOy ile kurutuldu, filtrelendi ve vakuma tabi tutularak konsantre
edildi ve bu 1slemler sonucunda sar1 renkli bir yag formunda ham tiriin
elde edildi. Kalan artik, silika jel bulunan biiylk boy bir sinterh
filtreye yuklendi ve baglangic maddesi/olefin toplanana dek 9:1
heksanlar:etil asetat ile eliie edildi. Daha sonra, istenen saf uUrin

tamamen eliie olana dek dolgu 1:1 heksanlar:etil asetat ile eltie edildi.
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Konsantre saf fraksiyonlardan, renksiz bir yag formunda metil 2-(4-

klorofenil}-3-hidroksipropanoat (39,4 g, %92) elde edildi.

Basamak 14: Bir miktar metil 2-(4-klorofenil)-3-hidroksipropanoat
(39.4 g, 184 mmol) DCM'de (500 mL) ¢ozunduruldi ve TEA (64,0

mL, 459 mmol) ile islemden gecirildi. Cozelti 0°C sicakliga ulasana
dek sogutuldu ve Uzerine yavagga MsCl (15,6 mL 202 mmol)
uygulanarak islemden gec¢irildi, daha sonra TLC analizi ile yapilan
gozleme gore reaksiyonun tamamlandigr goriilene dek 30 dakika
boyunca karismaya birakildi. Daha sonra ¢ozelti 1IN HCI ¢ozeltisi ile
bolusturuldil ve akoz katman DCM 1le bir kez ekstrakte edildi. Bir
araya toplanan organik katmanlar IN HCI ¢ozeltisi ile bir kez daha
yikandilar, ayrildilar, seyreltil NaHCO; ¢ozeltisi ile yikandilar ve son
olarak ayrildilar. Organik katmanin MgSO, ile kurutulmasi,
filtrelenmesi ve vakum altinda konsantre edilmesi sonucunda turuncu
renkli bir yag olustu. Kalan artik, bir silika jel dolgusu bulunan biryiik
boy bir sinterh filtreye yuklenip 9:1 heksanlar:etil asetat ile eliie edildi
ve bu islemler sonucunda, TLC analizi ile saptandig Uizere 1stenen saf
urin elde edildi. Konsantre saf fraksiyonlardan, renksiz bir yag
formunda metil 2-(4-klorofenil)akrilat (30,8 g, %&5) elde edildi. Bu
metil (2-(4-klorofenil)akrilat (500 mg, 2,54 mmol), THF'de (1,35 mL)
yer alan bir ¢ozelti olarak, 0°C sicaklikta THF'de (5,0 mL) yer alan
karistirtlmig bir 1-PrNH, (217 uL, 2,54 mmol) ¢odzeltisinin {izerine
ilave edildi. Elde edilen reaksiyon karisimi, LCMS analiz ile
reaksiyonun tamamlandigi gorilene dek gece boyunca oda sicakligi
altinda karismaya birakildi. Daha sonra, surekli karistirilan aminin
tizerine pipet araciligiyla Boc20 (584 pL, 2,54 mmol) eklendi.
Reaksiyon, karisimda yapilan LCMS ve TLC analizi ile tamamlandig:
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tespit edilene dek gece boyunca karnigmaya birakildi. Cozeltinin
vakuma tabi tutularak konsantre edilmesi sonucunda, renksiz bir yag
formunda metil 3-(tert-bitoksikarbonil(izopropil )Jamino)-2-(4-
klorofenil)propanoat (854 mg, %94) elde edildi. LC/MS (APCI+) m/z
256,1 [M-Boc|+.

Basamak 15: Bir miktar metil 3-(ter-

butoksikarbonil(izopropil)amino)-2-(4-klorofenil)propanoat (133 g,
374 mmol) THF'de (1,0 L) ¢ozinduraldi ve oda sicakliginda KOTMS
(56,0 g, 392 mmol) ile iglemden gegirildi. Karisim, ham irinde
yapilan LCMS analizi ile reaksiyonun tamamlandigl saptanana dek
gece boyunca karigsmaya birakildi. Ardindan karisim vakum altinda
konsantre edilerek bir 1slak kopiik elde edildi ve bunun gece boyunca
vakum altinda kurumaya birakilmasi sonucunda beyaz renkli bir kati
formunda  3-(tert-butoksikarbonil(izopropil )amino)-2-(4-klorofenil)
propanoata (148,7 g, %105) ulagildi. LC/MS (APCI+) m/z 242,1 [M-
Boc-K]+.

Basamak 16: Bir miktar potasyum 3-(tert-

butkoksikarbonil(izopropil9amino)-2-(4-klorofenil9propanoat (77,2 g,
203 mmol) THF'de (515 mL) ¢ozindirildii ve oda sicakhifinda
pivaloil klortr (26,3 mL, 213 mmol) ile islemden gegirildi. Karisim,
karisik anhidrit olusana dek 3 saat boyunca karismaya birakildi. Ayn
bir sisede (S)-4-beziloksazolidin-2-on (46,1 g, 260 mmol) THF'de
(600 mL) ¢oziundurialdh ve -78°C sicakliga ulasana dek sogutuldu.
Cozelti n-BuLi (heksanlarda yer alan 102 mL hacminde bir 2,50 M
¢ozelti, 254 mmol) ile islemden gegirildi ve bir saat boyunca

karigmaya birakildi. Hazirlanan anhidr ¢ozelti, suirekli karistirilan Li-
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oksazolidinonun tzerme kanil yardimiyla ilave edildi ve karistm oda
sicakligina ulasana dek gece boyunca 1sinmaya birakildi. Daha sonra
karigim, doymus amonyum kloriir ¢ozeltisi eklenerek sondiriildun ve
daha fazla su ve ctil asetat arasinda bolustiruldil. Akoz katman birkag
defa ckstrakte edildi ve organikler bir araya toplandilar. Organik
katman once su ve ardindan tuzlu suyla yikandi, ayrildi, MgSQO,
tizerinde kurutuldu, filtrelendi ve vakuma tabi tutularak konsantre
edildi. Kalan artigin kromatografi (4:1 heksanlar:etil asetat ile ellisyon
yapilan silika jel) ile saflastirilmasi/ayristirilmas: (diastereomerler)
sonucunda, viskoz vyaglar formunda bulunan tamamen ayrigms
diastereomerler elde edildi: tert-butil  (R)-3-((S)-4-benzil-2-
oksooksazolidin-3-11)  -2-(4-klorofenil)-3-oksopropil ~ (1zopropil)
karbamat (12,16 g, asit rasematin 1/2'si temelinde %24) ve tert-butil
(S)-((S)-4-benzil -2-oksooksazolidin-3-il) -2-(4-klorofenil)-3-
oksopropil(izopropil)karbamat (39,14 g, asit rasematin 1/2'si
temelinde %77). LC/MS (APCI+) m/z 401,2 [M-Boc]+.

Basamak 17: THF (30 mL) ile suyun (15 mL) bulundugu oda

sicakligindaki surekli karistirilan bir ¢ozeltinin Gizerine ¢ozunene dek
LiOH-H-0 (168 mg, 4,00 mmol) ilave edildi. Elde edilen karisim bir
miktar hidrojen peroksit (suda yer alan 658 pL hacimli agirlik¢a
%35'lik bir ¢ozelti, 8,00 mmol) ile islemden gegirildi ve 10 dakika
boyunca oda sicakliginda karismaya birakildi. Daha sonra reaksiyon
bir buz banyosunda 0°C sicaklia ulasana dek sogutuldu ve 10
dakikalik bir sure boyunca THF'de (15 mL) yer alan bir ¢ozelti olarak
ekleme  hunisi  aracilifiyla  tert-butil  (S)-3((S)-4-benzil-2-
oksooksazolidin-3-il)-2-(4-klorofenil) ~ -3-oksopropil  (izopropil)
karbamat (1,00 g, 2,00 mmol) ilave edildi. Ham iriinde yapilan LCMS
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analizi ile reaksiyonun tamamlandig1 gozlemlenene dek, karisim oda
sicaklign altinda gece boyunca kansmaya birakildi. Reaksiyon 0°C
sicakliga ulasana dek sogutuldu ve daha sonra on dakikalik bir siire
boyunca ckleme hunisi araciligiyla 1M Na,SO; (9,00 mL) ¢ozeltisi ile
islemden gegirildi. Ekleme tamamlandiktan sonra, karistim oda
sicakligina varana dek 10 dakika boyunca 1sinmaya birakildi. Karisim,
icerisindeki THF'y1 ¢ikarmak maksadiyla konsantre edildi ve daha
sonra bir miktar su ile seyreltildi. Akdz katman etil asetat (atilmistir)
ile 1ki defa yikandi. Akdz katman, etil asetatla bolimlere ayrildi ve
daha sonra pH 2-3 seviyesine ulasilana dek stirekli karistirtlip izerine
IM HCI damlatildi. Akoz katman etil asetat ile iki defa ekstrakte
edildi ve organikler bir araya toplandilar. Organik bir miktar suyla
yikandi, ayrildi, MgS0O, ile kurutuldu, filtrelendi ve vakuma altinda
konsantre edildi. Renksiz yag tiriinl1 bir saat boyunca yitksek vakuma
tabi tutulup karigtirilarak, bir viskoz yag/kopiik formunda (S)-3-(tert-
biitoksikarbonil(izopropil)amino)-2-(4-klorofenil)propanoik asit (685
mg, %100} elde edildi. LC/MS (APCI+) m/z 242,1 [M-Boc]+.

Basamak 18: DCM (40 mL) ile DIEA'da (5,0 mL, 28,7 mmol) yer
alan ve (5R,7R)-5-metil-4-(piperazin-1-il)-6,7-dihidro-5H-siklopenta
[d]pirimidin-7-0l dihidrokloriir (2,92 g, 9,51 mmol) ve (S)-3-(tert-
butoksikarbonil(izopropil)amino)-2-(4-klorofenil)propanoik asit (3,25
g, 9,51 mmol) igeren bir ¢ozelti oda sicaklign altinda 10 dakika
boyunca karistirildi. Daha sonra karisimin uizerine HBTU (3,61 g,
9,51 mmol) ilave edildi. Karisim takip eden 1 saat boyunca oda
sicakligr altinda karistirildi. Ardindan ¢ozucii ¢ikarildi ve kalan artik
bir miktar etil asetatta (500 mL) ¢ozunduraldli ve su (6 X 100 mL) ile

yikandi. Organik faz kurutuldu ve konsantre edildi. Kalan artigin



10

15

20

25

73

kolon kromatografisine tabi tutulup EtOAc-DCM/MeOH (20:1) ile
eliie edilmesi sonucunda tert-butil (S)-2-(4-klorofenil)-3-(4-((5R,7R)}-
7-hidroksi-5-metil ~ -6,7-dihidro-5H-siklopenta[d]  pirimidin-4-1l)
piperazin-1-il)-3-oksopropil(izopropil)karbamat (3,68 g, %69) elde
edildi. LC/MS (APCI+) m/z 558.,2 [M+H]+.

Basamak 19: Bir miktar tert-biitil (S)-2-(4-klorofenil)-3-(4-({5R,7R)-
7-hidroksi-5-metil-6,7-dihidro ~ -5H-siklopenta  [d]pirimidin-4-il)
piperazin-1-il)-3-oksopropil(izopropil) karbamat (2,50 g, 4,48 mmol)
dioksanda (22,4 mL) ¢ozindurildii ve dioksanda (22,4 mL, 89,6
mmol) yer alan 4M HCI ile oda sicakhigl altinda islemden gegirildi.
Elde edilen ¢ozelti, ham trinde yapilan LCMS analizi 1le reaksiyonun
tamamlandigl saptanana dek gece boyunca karismaya birakildi. Daha
sonra ¢ozelti vakum altinda konsantre edilerek bir jel elde edildi ve bu
jel minimal miktarda metanolde (10 mL) ¢ozindiruldi. Ardindan
¢ozelti pipet yardimiyla karistirilmus etere (300 mL) aktarilarak beyaz
renkli bir presipitat halinde istenen urun elde edildi. S6z konusu
ckleme i1sleminin yaklagik olarak yarisinda, beyaz renkli presipitat
eriyip sar1 renkli bir jel haline geldi. Madde vakum altinda konsantre
edilerek sar1 renkli bir jel elde edildi ve bu jelin gece boyunca
indirgenmis basing altinda bekletilmesi sonucunda, agik sari renkli bir
toz formunda (S)-2-(4-klorofenil)-1-{4-((5R,7R)-7-hidroksi-5-metil-
6,7-dihidro-5H-siklopenta [d]pirimidin-4-il) piperazin-1-il)-3-
(1izopropilamino)propan-1-on dihidrokloriir (2,14 g, %90) elde
edildi. '"H NMR (D,0, 400 MHzoooo8,39 (s, 1H), 7,37-7,35 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,23-7,20 (d, ] = 8,4 Hz, 2H), 5,29-5,25 (m, 1H), 4,33-
4,29 (m, 1H), 4,14-4,10 (m, 1H), 3,89-3,19 (m, 11H), 2,23-2,17 (m,
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1H), 2,08-1,99 (m, 1H), 1,20-1,18 (m, 6H), 0,98-0,96 (d, ] = 6,8 Hz,
3H). MS (APCI+) [M+H]458.

Ornek 2: In Vitro Hiicre Proliferasyonu Eseyleri

Formil I bilesigi ile belirli spesifik kemoterapdtik ajanlarin bulundugu
kombinasyonlarin in vitro potensi, ticari piyasada Promega Corp.,
Madison, WI firmasindan edinilebilecek olan CellTiter-Glo®
Luminesan Hiicre Viyabilitesi Eseyi kullanilarak olgilebilir. Bu
homojen esey vyontemi, Coleoptera lusiferazinin rekombinan
ekspresyonuna dayanir (US 5583024; US 5674713; US 5700670) ve
metabolik agidan aktf hicrelerimir gostergest olan mevcut ATP
miktarma dair yapilan 6lcim temelinde kulturdeki canh hiicrelerin
sayisimt belirlemeye yarar (Crouch et al (1993) J. Immunol. Meth.
160:81-88; US 6602677). CellTiter-Glo® Eseyi 96 veya 384
kuyucuklu formatta gergeklestirilebilir ve bu olanak, eseyin otomatik
yuksek verimli taramada (HTS) kullanilmasimi mimkim kilar (Cree et
al (1995) AntiCancer Drugs 6:398-404). Homojen esey proseduriinde,
reaktif (CellTiter-Glo® Reaktifi) tek basina dogrudan serum takviyeli
vasatta klltirlenen hiicrelere eklenir. Hiicrelerin yikanmasina, vasatin
¢ikarilmasma ve birden ¢ok pipetleme yapilmasma gerek yoktur. Bu
sistem, reaktif ilave edilip igerik kanstinldiktan sonraki 10 dakika
igerisinde bir 384 kuyucuklu formatta 15 hiicre/kuyucuk kadar az bir

seviyede belirleme yapabilir.

Homojen "ekle-karistir-6l¢" formati, mevcut ATP miktariyla orantili
bir liminesan sinyalin olusmasi ve hiicre lizisi sonucunu dogurur.

ATP miktar1, kitltiirde bulunan hiicrelerin sayisiyla dogru orantilidir.
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CellTiter-Glo® Eseyi, kullanilan hucre tipme ve vasata bagh olarak
yar-omrit  genellikle bes saatten daha wuzun olan, lusiferaz
reaksiyonuyla iretilen bir "1g1lti-tip1" liminesan sinyal olusturur, Canli
hucreler, bagil luminesan birimleriyle (RLU) ifade edilir. Substrat
olarak kullanilan Kinkanatli Lusiferini, reckombinan atesbocegi
lusiferazi ile oksitlenerek karboksilden armndirnlir ve eszamanh olarak
ATP AMP'ye donusir ve fotonlar olusur. Bahsi gecen daha uzun
stureli yar-omiir, reaktif enjektorleri kullanma ihtiyacini ortadan
kaldirir ve birden ¢ok plakada yurutilen siirekli veya kesikli isleme
igin esneklik saglar. Bu hiicre proliferasyonu eseyi, ¢esitli farkl ¢ok-
kuyucuklu formatlarla, ornegin 96 veya 834 kuyucuklu formatla
kullanilabilir. Veriler, luminometre veya CCD kamera goruntilleme
cthazi ile kayit altina alinabilir. Luminesans ciktisi, zamana kars

ol¢iilen bagil 151k birimleri (RLU) cinsinden ifade edilir.

Ornek 3: In Vivo Tumoér Ksenogreft EtKkinligi

Bulusa uygun temsili kombinasyonlarm etkinligi, kanser hicrelen
allogreftler: veya ksenogreftler: siganlara implante edilerek ve timor
barindiran hayvanlar s6z konusu kombinasyonlar ile tedavi edilerek in
vivo ortamda ©0l¢ildil. Hucre hattina, timdr hiicrelerinde belirh
mutasyonlarin bulunup bulunmadigma, bilesiklerin hangi sirayla
uygulandigina, dozlama repmine ve baska faktorlere bagli olarak
degisken sonuclar beklenebilir. Denek fareler, ilag(lar) veya kontrol
(Vehikil) ile uygulamaya tabi tutuldular ve timorin iki katina
katlanmasina, logaritmik hiicre olimine ve timodr inhibisyonuna
kadar gegen suireyi 0lgmek maksadiyla birkag hafta veya daha uzun bir

siire boyunca izlendiler. Bu modelde test edilmis olan bulusun temsili



10

15

20

25

76

kombinasyonlarma ait sonuglar Sekillerde sunulmaktadir. Sekillerde
gosterilen veriler, temsili kombinasyonlarin ilgili ajanlar tek baslarina
uygulandiklarinda elde edilen sonuglara kiyasla daha iyi gelismis

sonuglar sagladiklarim kamitlamaktadir.

Ornek 4: PTEN Durumunun Ol¢iilmesi

PTEN durumu, sektorde bilinen uygun herhangi bir yolla dlgulebilir.
Bunlara verilebilecek orneklerden biri IHC'dir. Alternatif olarak,
Western blot analizi de kullanilabilir. PTEN antikorlari ticari piyasada
mevcuttur (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, Cascade
Biosciences, Winchester, MA). "Neshat, M. S. et al. Enhanced
sensitivity of PTEN-deficient tumors to inhibition of FRAP/mTOR,
Proc. Natl Acad. Sci. USA 98, 10314-10319 (2001)" ve "Perren, A.,
et. al. Immunohistochemical Evidence of Loss of PTEN Expression in
Primary Ductal Adenocarcinomas of the Breast, American Journal of
Pathology, Vol. 155, No. 4, October 1999" eserlerinde, PTEN
durumunun tespitine yonelik IHC ve Western blot analizi i¢in ormek
prosedurler bulunabilir. Ek olarak, sektorde bilinen teknikler
kullanilarak, AKT mutasyonu, PI3K mutasyonu ve Her2/ErbB2

amplifikasyonu ile baglantili kanserler de belirlenip tanimlanabilir.

Ornek 5: Hucre Viyabilitesi Eseyleri

Hiicreler, siyah renkli ve berrak tabanh 384 adet kuyucuktan olusan
plakalara (Katalog 353962; Becton Dickinson; Franklin Lakes, NI)
kuyucuk basina 1500 hiicre diisecek bir vogunlukta yatirildilar ve
37°C sicaklik, %5 CO,'de tim geceyi igine alan bir ile 1,5 glin arasi



10

15

20

25

77

bir siire boyunca mkitbe edildiler. Daha sonra hiicrelere GDC-0068,
GDC-0973 veya bunlarm kombinasyonunun seri seyreltileri ilave
edildi ve elde edilen igerik 96 saat daha inkitbe edildi. Daha sonra,
ureticinin ortaya koydugu protokol (CellTiter-Glo luminesan Hiucre
Viyabilitesi Eseyi kiti; Katalog G7573; Promega, Madison, WI) takip
edilerek hiicresel adenozin trifostat (ATP) seviyeler1 dl¢ulip hiicre
viyabilites: belirlendi. Luminesans sinyali, bir EnVision 2101 Cok-
etiketli Okuyucuda (PerkinElmer; Waltham, MA) kaydedildi. Yuzde
inhibisyon, asagida ifade edildigi gibi, GDC-0068 ve GDC-0973
kombinasyonuna maruz birakilan hiicrelerin bagil 1sik birimi (RLU)
DMSO'ya maruz birakilan hitcrelerin RLU'suna boluniip ¢ikan sonug

1'den cikarilarak hesaplandi:

% inhibisyon =1- (RLUkombinasyon / RLU[)MS())

BLISS analizinde, beklenen % inhibisyon (E=EqpcosssTEape-0973-Eape-
00s8<Egpc.og7s), deneysel olarak gozlemlenen % mhibisyon Eggg ile
karsilastirildi. BLISS skoru, beklenen % inhibisyon E ile deneysel
olarak gozlemlenen inhibisyon Eqops arasindaki farki (AE=Fggps-E)

teskil etmektedir.

BLISS skorlartyla tek ajan uygulamalarima kiyasla elde edilen
kuvvetlenme derecesi olgulir ve bir pozitif BLISS skoru basit
aditiviteden daha fazlasimin s6z konusu oldugunu gosterir. Bir 250'den
biiyiik toplam pozitif BLISS skoru, test edilen konsantrasyon araliklar
dahilinde kuvvetli bir sinerji soz konusu oldugu seklinde

degerlendirilir.
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Asagida belirtilen ¢ kanser hucre hattina istinaden olusturulan 1s
haritalan ile kombinasyon potenslerine dair ornekler gosterilmektedir:
PTEN bulunmayan ve B-RAF"** mutasyonu bulunan bir melanom
hiicre hattt olan A2058 (bkz: Sekil 9);  PIK3CA"™™® ve
KRAS"”" mutasyonlar1 bulunan bir kolorektal kanser (CRC) hiicre
hatti1 olan HCT-116 (bkz: Sekil 5); ve bir KRASY"*¢ mutasyonu
bulunan bir kiicik hiticreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre
hatt1 olan NCI-H2122 (bkz: Sekil 7). Ug hiicre hattinda da 0,37 ile 10
um arasinda kalan GDC-0068 konsantrasyonlart ve 0,062 ile 0,56 pm
arasinda kalan GDC-0973 konsantrasyonlarinda, her doz ¢ifti i¢in >
15 olan BLISS skorlarn esliginde kuvvetli sinerjistik etkiler

gozlemlendi.

GDC-0068 ile GDC-0973 arasindaki sinerjistik etkinin RAS/RAF
ve/veya PI3K/Akt yolaklarmin aktivasyonuna bagli olup olmadigini
arastirmak maksadiyla, bir melanom hastasindan alman bir hiicre
hatlar1 setinde kombinasyon etkileri karsilastmldi: MALME3M B-
RAFY®  metastatik melanom hiicre hatti ve hasta-eslestirilmis
MALME3 normal cilt fibroblastlari. MALME3M hiicreleri, diisiik
konsantrasyonlarda GDC-0973'e duyarlihk gosterdi ve GDC-0068'in
tek ajan aktivitesinin s6z konusu olmamasma ragmen dusitk GDC-
0973 konsantrasyonlart1 ve genis bir GDC-0068 konsantrasyon
araliginda kuvveth sinerjistik etki gozlemlend: (bkz: Sekil 28). Buna
karsm, MALME3 hicreleri GDC-0973'e kars1 direng gosterdi ve
GDC-0068 ile yapilan kombinasyonda sinerjizm tespit edilmedi (bkz:
Sekil 29). Benzer sekilde, NSCLC hiicre hatti NCI-H2122 olarak ayni
hastadan alimmig olan NCI-BL2122 normal B lenfoblastlar1 da NCI-

H2122 huicrelerinde gorulen kuvvetl: sinerjinin (bkz: Sekil 7) tersine
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GDC-0973 ve GDC-0068 kombmasyonuna karst herhangit bir
sinerjistik cevap sergilemediler (bkz: Sekil 30). Bu sonuglar,
RAS/RAF yolagimin ya da hem PI3K/Akt yolagim1 hem de RAS/RAF
volagmin aktif oldugu kanser hiucrelerinde MEK  ve Akt
inhibitorlerinden meydana gelen kombinasyonlarla segici olarak

terapotik bir fayda elde edilebilecegini gostermektedir.

Ornek 6: Western Blot Analizi

Kaplara (10 cm®) 10 mL hacmindeki iki milyon hiicre ekildi ve takip
eden gece boyunca (yaklasik 16 saat) %5 CO; atmosteri altinda 37°C
sicaklikta mkibasyon gerceklestirildi. Daha sonra hilcreler 3 saat
boyunca 1 ve 3 uM GDC-0068, 0,25 ve 0,75 uM GDC-0973 veya 1
UM GDC-0068 art1 0,25 uM GDC-0973'¢ tabi tutuldular. Bu islemin
ardindan hiicreler soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandilar ve
proteaz inhibitdrleri (Roche, Almanya), 1 mM fenilmetansiilfonil
floriir (PMSF) ve Sigma (St. Louis, MO) mamulil Fosfataz Inhibitoril
Kokteylleri 1 ve 2 takviyeli Biosource (Carlsbad, CA) mamulu 1 X
Hucre  Ekstraksiyon  Tamponunda lize  edildiler.  Protein
konsantrasyonu, Bradford yontemi (Bio-Rad Protein Eseyi (Bio-Rad,;
Hercules, CA) ile belirlendi. imminoblotlar i¢in, Tris-Glisin %4-20
gradyanh jellerle (Invitrogen; Carlsbad, CA) gerceklestirilen
elektroforez ile esit miktarlarda protein ayristinldi, proteinler, Bio-
Rad'in gelistirmis oldugu Criterion sistemi ve protokoll kullamilarak

nitroselilloz membranlara aktarildilar.

Aksi belirtilmedikge, hepsi Cell Signaling Technologies'den {(Beverly,

MA) temin ¢dilmis olan agagida antikorlar kullanilmistir:
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anti-pAkt (S473)

anti-pAkt (T308)

anti pMEK1/2 (S217/221)

anti-pFoxOl (T24)/FoxO3a (T32)

anti-pPRAS40 (T246)

anti-p4EBP1 (T37/46)

anti-pERK1/2 (T202/Y204)

anti-pTSC2 (T1462)

anti-pS6 (5235/236)

anti-pS6 (5240/244)

poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve yarilmis PARP
GAPDH (Advanced ImmunoChemical; Long Beach, CA)

Kombinasyonun Akt ve Mek sinyaline etkisini incelemek i¢in, 1 ve 3
uM GDC-0068, 0,25 ve 0,75 uM GDC-0973 ya da sinerjistik etkinin
gozlemlendigi 1 pM GDC-0068 arti 0,25 uM GDC-0973
kombinasyonuna maruz birakilan HCT-116 CRC hiicrelerinde
Western blotlar tizerinden Akt ile MEK'in her ikisinin de downstream
hedefler1 degerlendirildi. Sekil 24'te gosterildigi gibi, kombinasyon
kullamldiginda Akt ile MEK'in her ikisinin de downstream
hedeflerinin birlikte knockdown oldugu, pTSC2, pS6 (hem s235/236
hem de §5240/244), PARP ve yarilmis PARP gibi bir dizi hedefin
kuvvetli dl¢iide knockdown oldugu, ajanlardan herhangi birinin tek
basina ama daha yuksek bir dozda kullanildigi duruma kiyasla daha

1y1 bir knockdown meydana geldigi gozlemlendi.

Ornek 7: AKis Sitometrisi Eseyleri
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HCT-116 hiicrelert 96 kuyucuklu doku kulturi plakalarina ekildiler.
37°C, %5 CO,'de gece boyunca inkitbasyon yapildiktan sonra,
hiicreler 4 gin boyunca artan konsantrasyonlarda GDC-0068 veya
GDC-0973 va da bu ikisinin kombinasyonuna tabi tutuldular.
Apoptozu tespit etmek i¢in, 4 mM CaCl,, 5 pL anneksin V-floresein
izotlosiyanat (FITC) (BD Pharmingen; Franklin Lakes, NI) ve 5
pg/mL propidyum iyodir (PI) igeren 100 pL PBS'ye 100 pL hiicre
suspansivonu eklendi. Karisim 30 dakika boyunca buz uzerinde
inkitbe edildi ve hiicreler bir akis sitometresi (BD Biosciences; San

Jose, CA) ile analiz edildiler.

Hem tek basma ajan uygulamalarinda hem de GDC-0068 ve GDC-
0973 ¢iftinden olusan kombinasyon ile vyapilan uygulamada
propidyum iyodiur- (PI) veya anneksin V- (AV) pozitif hiicrelerin
yuzdesi 0l¢ldil ve hilcre dlimil indiiksiyonuna yonelik sinerjistik etki
BLISS analizi ile analiz edildi. Kombinasyon uygulamast tek ajan
uygulamalarma kiyasla daha yiiksek bir PI'/AV" hiicre yiizdesi sagladi
ve 0,37 1la 10 pM GDC-0068 1le 0,185 ila 0,556 uM GDC-0973'te
kuvveth sierjistik etki (BLISS skoru > 15) gozlemlendi. Dolayisiyla,
GDC-0068 ve GDC-0973 arasindaki kombinasyon HCT-116
hiicrelerinde hiicre dlimil induksiyonu konusunda da sinerjistik etki

sagladi.

Sektorde bilgi ve beceri uzmanlari kolaylikla anlayabilecekleri tizere
yukarida gosterilen yapr ve proseste pek c¢ok modifikasyon ve
degisiklik yapilabilir ve dolayisiyla bulusun kapsaminin yukarida
anlatildigi  gibi olan vyap1 ve proses ile smurlhi kalmasi

hedeflenmemektedir.
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SEKIL 1

A =GDC - 0068 ve GDC - 0973

B = Tumodr Hacimleri

C = Ortalama Tumor Hacmi
D = Munferit Tiumodr Hacmi
E = Vehikil

F = Tumoér Hacmi

G = Test Ajani

H = Uygulama Yolu

[ = Program

I'=Doz

K = Gun

L = Son Giun

M = (hacim)

N = (alt,ust)

SEKIL 4

O = In Vitro Kolorektal Kanser
P =1C50’ler

R = Bliss Skorlan

S = Doku

T = Hucre Hatti

U =Akt yolagi aktivasyonu

V = Ras/Raf aktivasyonu

Y = digerleri

Z = Toplam Pozitif
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Al = Toplam

B1 = Kolon

C1 = molekiler alt - tip

D1 = PI3K aktivasyonu

El = MAPK aktivasyonu

F1 = Cevrim

G1 = Maksimum

H1 = PI3K ve Ras yolagi mutasyonlar1 yiksek siklikta birlikte
goriilmilslerdir

I1 = Her iki yolak motasyonunun da bulundugu hicrelerde kuvvetli
sinerji gorulmustiir

J1 = AKT2 mutasyonu

K1 = PI3K Mutasyonu

SEKIL 5

Ll = (kolon — PI3K ve Kras Mutant) in vitro Mek ve Akt
Kombinasyonu

M1 = Toplam Bliss

N1 = Pozitif Bliss

O1 = Minumum

P1 = Bliss Skoru Aralhigi

R1 = Bliss skoru

S1 = Inhibisyon

SEKIL 6

T1 = molekuler alt-tip
Ul = akciger

V1 = B Lenfoblastt
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Y1 = Bilinen herhangi bir PI3K yolagi mutasyonunun yer almadig,
yalmzca Ras / Raf mutasyonlarinmm bulundugu hiicreler de dahil test
edilen butin hiicrelerde kuvvetli sinerp gorulmustur.

Z1 = (NSCLC —Kras Mutant) /n Vitro Mek ve Akt Kombinasyonu

SEKIL 8

A2 = Melanom

B2 = Normal Fibroblast
C2 = yuksek

D2 = Siklikla Pten- ile birlikte, bazen PI3K mutasyonu veya Akt3 asir
ekspresyonu ile birlikte gorillen agirlikli olarak Braf mutasyonu

E2 = Bilinen herhangi bir PI3K yolag mutasyonunun yer almadig,
yalnizca BRat mutasyonunun bulundugu hiicreler de dahil test edilen

biitin melanom huicrelerinde kuvvetli sinerji gorulmustur,

SEKIL 9

F2 = Maksimum % Inhibisyon

G2 = Kombinasyon

H2 = Sadece

2 = A2058 (Melanom — PTEN -/- ve Braf Mutant) /n Vitro Mek ve
Akt Kombinasyonu

J2 = Minimal /n Vitro Tek Ajan Aktivitesi

SEKIL 10

K2 = Tek ajan uygulamalarina kiyasla her iki yolak aktivitesinde de
kaydedilen daha kuvvetli knockdown

L2 = meme

M2 = hiicre viyabilitesinin % inhibisyonu
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N2 = Bliss ek skoru

02 = Kombinasyon etkisi
P2 = Akti etkisi

R2 = MEKi etkisi

S2 = tek ajan etkisi

SEKIL 11

T2 = Sinerji

U2 = MDAMB468’de tek bilesik dozu cevabi

V2 = MDAMB468’de normalize edilmis tek bilesik dozu cevabi
Y2 = Viyabilite

Z2 = Normalize Veriler

A3 =Bagl

B3 = Mutlak

C3 = kombinasyon

SEKIL 12

D3 =PTEN yok

E3 = Bazal alt - tip

F3 = Artan sinerji

(3 = Bazal

H3 = Luminal

[3 = 0068 + MEKi, bazi meme kanseri hilcre hatlarinda 1y1

kombinasyon faydalan gostermektedirler.

SEKIL 13
J3 = Yumurtalik
K3 =KOPYA
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L3 = PI3K ve Ras yolagi mutasyonlarr disuk sikhkta birlikte
gorillmilslerdir.

M3 = Yumurtalik kanserlerinde Raf-1 ve A-Raf aktivasyonu gorilmus
ancak Braf aktivasyonu gorulmemistir.

N3 = Tek basina GDC — 0068 kullanimina ya da her 1ki ajanin birlikte
kullamimma diren¢li huicreler de dahil olmak tizere bilinen herhangi

bir Ras / Raf mutasyonu bulunmayan huicrelerde sinerji gorulmustur.

SEKIL 14
03 = Prostat
P3 = Hem PI3K mutasyonu hem de Brat mutasyonu bulunan bir hiicre

hattinda smerj goralmustir.

SEKIL 15
R3 = MX-1 Meme Tiuimorlerinde Oral Dozlanan GDC — 0068 + GDC-
0973 (MEK inhibitoril)

SEKIL 16

S3 = metil seliloz tween

T3 = H2122 NSCLC Tumorlerinde Oral Dozlananan GDC-0068 +
GDC 0973(MEK inhibitori)

SEKIL 17
U3 = SWI1990 Pankreas Tumorlerinde Oral Dozlanan GDC-

0068+GDC-0973 (MEK inhibitori)

SEKIL 18
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V3 = Pa Tu-8902 Pankreas Tiimorlermde Oral Dozlanan GDC-0068
+ GDC-0973 (MEK inhibitorix)

SEKIL 19
Y3 = 537Mel Melanom Tumbrlerinde Oral Dozlanan GDC-9968 +
GDC-0973 (MEK inhibitoril)

SEKIL 20
Z3 = A2058 Melanom Tumorlerinde Oral Dozlanan GDC-0068 +
GDC-0973 (MEK inhibitoril)

SEKIL 21
Ad = HCT-116 Kolorektal Tumorlerinde Oral Dozlanan GDC-0068 +
GDC-0973 (MEK inhibitori)

SEKIL 22a

B4 =Tek Ajan IC50’lent

C4 = Genotipler

D4 = Birden Cok Hiuicre Hattinda GDC-0068 ve GDC-0973

Kombinasyonunun Siner jisi

SEKIL 22b
E4 = Kombinasyon Bliss Skorlar

SEKIL 24
F4 = Yarilms

SEKIL 25
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G4 = LME’ye Uydurulmus Tamodr Hacmi

H4 = Kombinasyon gruplarinda daha kuvvetli TGI gorulmiistur.

14 = Kombinasyonun sagladig1 TGI %81 dir.

J4 = Tek ajan GDC-0068 aktivitesinin sagladigit TGI <%0
duzeyindedir.

K4 = Tek ajan GDC-0973"un sagladigi TGI %30°dur.

SEKIL 26

L4 = Vehikill Ugulanan Kontrole Kiyasla Fosfo-Protein Ekspresyon
Seviyelerinde Saglanan Istatiksel A¢idan Anlamli Degisimler

M4 = Ekspresyonda Meydana Gelen Misli Degisim

N4 = alfa

04 = Histon

P4 = Fosfo — Proteinler

SEKIL 27

R4 = Tek ajan Uygulamalarma Kiyasla Kombinasyon Uygulamasi ile
Fosfo-Protein Ekspresyon Seviyelerinde Saglanan Istatiksel Agidan
Anlaml Degisimler

S4 = GDC-0068’¢ kivasla kombinasyon

T4 = GDC-0973’¢e kiyasla kombinasyon

SEKIL 31
U4 = Fosfo-Protein Ekspresyon Seviyelerindeki Degisimler (24 saat)
V4 = Vehikille Kiyasla Log2 Misli Degisim
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