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1. UVOD

Neustalé pokroky vbunééné a molekularni biologii méni naSe chépani normadlni
hematopoézy. Preziti, proliferace a diferenciace patii mezi zakladni bunécné procesy, které
definuji normalni hematopoetické bunky. OvSem u akutni myeloidni leukémie (AML)
rovnovahu mezi proliferaci, pfezivanim a diferenciaci bun¢k naruSuji rGzné abnormality
a heterogenni poruchy hematopoetickych progenitorovych bunék. Tyto abnormality
zpusobuji expanzi abnormalniho klonu kmenovych buné¢k.

Mnoho studii za posledni roky dosp€lo k zavéru, ze leukemonogeneze je proces,
pfi némz se na vyvoji maligniho fenotypu podili mnohocetné udalosti zahrnujici nezavislé
genetické zmény v protoonkogennich nebo supresorovych genech spolu s epigenetickymi
nebo enviromentdlnimi faktory (lrons a Stillman, 1996). Geny podilejici
se na leukemonogenezi jsou spjaty s ruznymi bunéénymi funkcemi zahrnujici interakce
ligand-receptor, signalni transdukci, intracelularni lokalizaci, kontrolu bunécného cyklu
a apoptozu. Mutace, jez jsou zakladem nastupu leukémie, se rozd¢€luji do dvou tiid. Mutace
ttidy I poskytuji blastickym buiikdm vyhodu proliferace a pteziti, typicky jakozto vysledek
aberantni aktivace signaliza¢nich cest. Mutace tiidy II vedou k naruseni diferenciace
prostfednictvim interference s transkripénimi faktory nebo koaktivatory. Kooperaci mezi
témito hlavnimi tfidami mutaci vznikaji leukemické bunky schopné proliferace, ale nikoliv
diferenciace (Gilliland, 2002).

Mutace uvnité genu FMS-like tyrosin kinazy 3 (FLT3) piedstavuji jednu
z nejCastéjSich genetickych zmén, které naruSuji signalizacni drédhy hrajici roli pfi
patogenezi leukémie. FLT3 je clenem rodiny tfidy III receptorové tyrosinkinazy, kam
se také tadi receptor rustového faktoru odvozeného od krevnich desticek (PDGFR),
receptor faktoru stimulujiciho kolonie makrofagti (FMS) a receptor faktoru kmenovych
bunék (c-KIT). S témito receptory sdili stejnou strukturu. Mezi nejcastéjs$i molekularni
abnormality pozorované v krevnich bunikach pacienti s AML spadaji aktivaéni mutace
v genu FLT3 véetné internich tandemovych duplikaci (ITD) a mutaci v aktivacni smycce
intracelularni kinazové domény (TKD). Tyto mutace vedou k nadmérné expresi nebo
konstitutivni aktivaci tyrosinkinazového receptoru (Motyckova a Stone, 2010). Studie
naznacuji, ze pacienti s mutaci FLT3 mivaji horsi prognozu na rozdil od pacientii bez zmén
v genu FLT3. Zejména ptitomnost interni tandemovd mutace FLT3 (FLT3-ITD) piimo
koleruje se zvysenym rizikem relapsu a narusenim celkové doby pieziti. Navic AML
s mutacemi FLT3-ITD se pravdépodobné vyskytuje pievazné de novo nez vlivem

sekundarnich pfic¢in a je pravdépodobnéjsi u pacientli s vySSim poctem bilych krvinek
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(Mrozek et al., 2007). Vliv mutace v aktiva¢ni smycce intracelularni kinazové domény
FLT3 (FLT3-TKD) na prognézu AML neni stale zcela jasny (Motyckova a Stone, 2010).

Kromé cytogenetickych abnormalit zjisténych pii diagnéze, které jsou samoziejme
nezavislym faktorem, jenz muze ovlivnit vysledek z hlediska pfeziti a trvani kompletni
remise, a to i u pacientli s normalnim karyotypem. A proto aberantn¢ aktivovana FLT3
kinaza je povazovana za velmi atraktivni terapeuticky cil a pro 1é¢bu AML byly vyvinuty
specifické malé molekuly inhibitort FLT3 tyrosinkinazy (TKI) a jiz mnoho let jsou
zkoumany v nadé&ji, ze mohou vést k revoluci v 1é¢bé AML (Gilliland et al., 2004).

U jiz znamych FLT3 inhibitori se i pies veSkera pozitiva objevuji problémy
S toxicitou a omezend ucinnost téchto 1€¢iv, a prestoze byly objeveny specifické inhibitory,
stale se fe$i problémy ohledn¢ ziskané rezistence. Byly proto vyvinuty nové
2,6,9-trisubstituované purinové derivaty s u¢innou inhibi¢ni FLT3 aktivitou, obsahujici
ve sv¢ struktufe mimojiné heterospirocyklicka jadra (Gucky et al., 2018).

V soucasné dobé¢ je zajem o spirocyklické oxetany a ob&écné heterospirocyklicka jadra
zdivodu, ze pfedstavuji zajimavy motiv, nabizejici moZnou modulaci
fyzikalné-chemickych vlastnosti (Carreira a Fessard, 2014). Pozornost na oxetany padla
zejména diky tomu, Ze jejich zavedeni mlze mit pfiznivy vliv na rozpustnost,
metabolickou stabilitu a lipofilnost slouceniny a také na acidobazické vlastnosti cilové
molekuly (Wuitschik et al., 2006).

Na zéklad¢ téchto Zadanych vlastnosti oxetani je o né velky zajem ve farmaceutickém
pramyslu. Casto se pouZivaji jako bioisostery a méni fyzikalng-chemické vlastnosti

slouc¢enin podobnym nékterym 1é¢iviim (Meanwell 2011).
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2. CILE PRACE

Cilem prace je syntéza vybranych novych inhibitord FLT-3 kindzy 2,6,9-trisubstituované
purinové fady, které nesou ve vybranych pozicich heterospirocyklickd jadra
(homospiromorfolin). Prace zahrnuje vicestupfiovou syntézu navrzenych latek, vcetné
klicovych prekurzort, studium jejich struktury zakladnimi metodami organické strukturni
analyzy a vyhodnoceni zakladnich biologickych dat snavrzenim piipadnych dalSich

moznosti prace na tomto poli.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Biologicky vyznam a funkce FLT-3 kinazy
3.1.1 Struktura FLT-3 kinazy

Gen pro FMS-like tyrosin kinazu 3 (FLT3) je lokalizovan na chromozému 13, piesnéji
na jeho dlouhém rameni (13q12). Tento gen se sklada z 24 exoni a jeho velikost odpovida
ptiblizn¢ 96 kb. Presna velikost neni znama piedevsim kvuli pfitomnosti velkého intronu
(>50 kb) Jeho proteinovy produkt je tvofen 993 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti
155 az 166 kDa. Vysledna posttranslaéni glykosylace umoziuje vazbu na membranu.
(Carrow et al., 1995; Agnés et al., 1994).

FLT3 spada do rodiny III. tfidy v membrané vazanych receptorovych tyrosin kinaz
(RTKs). Patii zde rovnéz strukturné podobné receptory pro rustovy faktor kmenovych
bun¢k (c-KIT), kolonie stimulujici faktor (CSFIR) anebo také receptory rastového
destickového faktoru (PDGRFa a PDGRFp). Spolu s nimi pfispiva ke spravné diferenciaci
a proliferaci hematopoetickych bunék (Griffith et al., 2004). FLT3 je primarné exprimovan
na myeloidnich a lymfoidnich progenitorech a jeho exprese byla popsana v organech jako
jsou jatra, slezina, thymus a placenta (Rosnet et al., 1993; Stewart D et al., 1998).

Z hlediska struktury se FLT3 receptor sklada ze &tyt casti (Obr. 1)
ato z N-termindlni extracelularni oblasti sestavajici z péti imunoglobulinu podobnych
domén. Tii z nich, nejvice distalné umisténé od plazmatické membrany, jsou zapojeny
do vazby ligandu FLT3 (FL), zatimco proximalni domény se zapojuji do dimerizace
receptoru. Nasleduje transmembranova doména, k niZ pfiléha intracelularni doména, taktéz
nazyvdna jako juxtamembranovd doména (JM). Posledni koncovéa tyrosin kindzova
doména (TKD) se rozd€luje diky hydrofilnimu inzertu na dvé Casti - prvni a druhou tyrosin

kinazovou doménu (TK1 a TK2) (Griffith et al., 2004; Agnes et al., 1994).
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Extracelulirni doména

Imunoglobulinu podobné domény

Mutace v extracelularni
doméné

. . Transmembrinova
Mutace v juxtamembrinové doména
doméné
‘ Inzerce v ramci
ITDs Juxtamembrinova
(inzerce od 3 do 400 bp) doména

Mutace v Tyrosinkinazova

tyrosinkindzovych doména
doménich (D835, 1836) 1oz ‘
| C-termindlni
doména

Obr. 1: Stavba FLT3 receptoru: Schématické znazornéni FLT3 receptoru sklidajiciho se z péti
funkcnich domén — extracelularni domény zahrnujici 5 imunoglobulinu podobnych domén,
transmembranovou doménu, juxtamembranovou doménu (JM), tyrosinkindzovou doménu 1 a 2
a koncovou C-termindlni doménu. Obrdzek také orientacné zachycuje interni tandemovové
duplikace (ITD) jakozto nejcastejsi mutace, dale mutace v tyrosinkinazové doméné (TKD)
avevelmi malém pocti pripadit identifikované mutace v extraceluldrni doméne (prevzato

a upraveno z Patnaik, 2017).

Jak jiz bylo zminéno vySe, extracelularni oblast je vysoce glykosylovand a zahrnuje
vazebnou doménu s vysokou afinitou pro svij ligand. Mist uréenych pro glykosylaci
je hned n€kolik. U mysich a lidskych FLT3 receptorti bylo nalezeno 9 az 10 potencialnich
mist pro N-vazanou glykosylaci (Lyman a Jacobsen, 1998). Zatimco neglykosylovana
izoforma ma molekulovou hmotnost 130 az 143 kDa a neni spojena s plazmatickou
membranou (Markovic et al., 2005).

V nestimulovaném stavu se receptor FLT3 nachdzi v monomerni, nefosforylované

form¢ s neaktivni kindzovou skupinou. Po interakci receptoru s FLT3 ligandem (FL),
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receptor podstupuje konformacni zménu, aktivuje se formace homodimeru a JM domény
se transfosforyluji na tyrosinech Y589 a Y591. Dochazi diky konformaéni zméné
K rozvinuti receptoru a odhaleni akceptorového mista pro fosfat na tyrosinkinazovych
doménach. Aktivita kindzy je negativné modulovdna tyrosin fosfatdzami, které
defosforyluji tyrosiny na nenavazané JM doméné. To dovoluje JM doméné zaujmout svou
autoinhibi¢ni konformaci. Expozice FL je rozhodujicim krokem pii regulaci aktivity
receptoru. FL je transmembranovy protein typu | a ¢len malé rodiny rastovych faktort,
které¢ stimuluji proliferaci a diferenciaci hematopoetickych bunék (Dosil et al., 1993;
Griffith et al., 2004; Tsapogas et al., 2017). Existuji tfi znamé izoformy FL. Prvni je
30 kDa glykoprotein se ¢tyfmi transmembranovymi alfa-helixy, aminoterminalni doménou
amalou cytoplazmatickou oblasti predstavujici exprimovanou formu vazajici
se na receptor, ¢imz ho aktivuje. Druhym typem je rozpustna a biologicky aktivni forma
ligandu, jenz vznikla S$tépenim transmembranové izoformy. A posledni piedstavuje
rozpustnou formu vytvofenou alternativnim sestiihem, ktery vytvaii pred¢asny stop kodon
(Griffith et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno vySe, FL hraje kli¢ovou roli béhem proliferace a diferenciace
myeloidnich a lymfoidnich progenitort, coz dokazuji studie u mysi, kdy byl zkouman vliv
nedostatku FL na hematopoézu. Tento nedostatek meél negativni dopad vedouci
k nedostatecné hematopoéze, postihujici primarné ,,natural killer* buiky (NK buiky),
dendritické buiky (DC) a bézné lymfoidni progenitory (CLP) (Parigi et al., 2018).

Podafilo se izolovat lidsky homolog mysiho genu FL a ukazalo se, Ze tento protein
je biologicky aktivni v primitivnich lidskych hematopoetickych buitkach. Mimo jiné takeé
lidsky FL je ze 72 % identicky na urovni aminokyselin s myS$im proteinem a zachovava si
tak mnoho vlastnosti mysiho proteinu véetné glykosylacnich mist (Lyman et al., 1994;
Lyman a Jacobsen, 1998). Exprese FL byla dokdzana v mnoha tkanich a organech.
Pocinaje od sleziny, thymu, periferni krve, kostni diené az po prostatu, vajecniky, ledviny,
plice, tlusté stievo, tenké stievo, varlata, srdce, placentu a buniky cévniho endotelu (Lyman
et al., 1993; Lyman et al., 1994; Yonemura et al., 1997; Kokonozaki et al., 2015). Vysoké
hladiny FL jsou spjaty stadou onemocnéni. Piikladem muze byt mnohocetny myelom
(MM) jakozto maligni nadorové onemocnéni plazmatickych bunék, kdy dochazi
k hromadéni abnormalnich bun¢k v kostech a v dusledku toho vznikaji 1éze zpusobujici
patologické zlomeniny. Hromadit se mohou také v kostni dfeni a znemoziuji tak normalni
produkci krevnich bunék tvorbou osteolytickych lozisek. Ptitomnost vysokych hladin FL
vV kostni dfeni a v periferni krvi je spojena s progresi tohoto onemocnéni a prahové

hodnoty > 92 pg/ml v kostni dieni a > 121 pg/ml v periferni krvi poukazuji na recidivujici
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nebo refrakterni pacienty s MM. Potvrzuji to navic studie zkoumajici hladiny rozpustného
FL v kostni dfeni, kdy mnozstvi FL bylo mnohondsobné vyss$i u pacientii pred 1écbou
s aktivnim MM nez ve srovnani s pacienty jiz po lécbé. MM zlstava nevylécitelnym
onemocnénim 1 pres zavedeni novych latek ¢i protilatek do 1éCby. Piesto celkové pieziti
bez progrese se v dusledku modernich terapii vyrazné zlepsilo (Kokonozaki et al., 2015;
Steiner et al., 2017).

FL jakozto transmembranovy protein typu I, mize byt uvoliiovan jako rozpustny
homodimerni protein. Jak membranové vazané, tak i rozpustné formy FL mohou aktivovat
tyrosinkindzovou aktivitu receptoru a stimulovat rist progenitorovych bun¢k v kostni dieni
a krvi. Nicmén¢ aktivita FL je minimalni, kdyZ ptsobi samostatné. FL. sam neindukuje
efektivné proliferaci normalnich myeloidnich a lymfoidnich progenitort, ale silné
synerguje s fadou jinych hematopoetickych ristovych faktorti a interleukini. Pfikladem
jsou studie dokazujici synergii FL s interleukinem 6 (IL-6) (Ebihara et al., 1997). Pii AML,
blastti. Hematopoetické progenitory mohou byt stimulovany lokélni sekreci FL nebo
pfimym kontaktem sFL exprimovanym na povrchu mononukledrnich bunck, coz
naznacuje moznost kontroly aktivace FLT3 pomoci parakrinni smycky nebo autokrinni

zpétné vazby (Lyman a Jacobsen, 1998).

3.1.2 Funkce FLT-3 kinazy

Role FLT3 kinazy je velmi rozmanitd a zahrnuje jak dulezité regulacni procesy
hematopoetickych bunék vcetné metabolismu fosfolipidt, tak i transkripci, proliferaci,
apoptozu a také se podili na leukemonogenezi. Nemutovany FLT3 (wild type; FLT3-WT)
aktivuje napiiklad signalni transduk¢ni drahy fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) a kaskady
RAS (Obr. 2). Tyto kaskady vedou Kk aktivaci proteinkinazy B (AKT), signalniho
transduktoru a aktivatoru transkripcniho faktoru (STAT) a také k aktivaci mimobunéénym
signalem regulované kinazy 1 a 2 (ERK1/2). AvSak vzhledem k Cetnym studiim zlstavaji

signaliza¢ni cesty FLT3 nejasné (Fakih et al., 2018).
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@® FLTS ligand

Preziti a proliferace

Obr. 2: Signalni kaskdada FLT3: Signaly generované FLT3 ligandem indukuji dimerizaci
receptoru FLT3 a vyvolavaji jeho fosforylaci a nasledkou aktivaci intraceluldrnich kinadz.
Signalizacni kaskdda je prendSena zejména cestami PI3SK a RAS, coZ vede k aktivaci AKT,
ERKI/ERK?2 a STAT. Zda se, ze FLT3 se nevaze primo na podjednotku PI3K zvanou p85, ale tvori
komplex s jinymi proteiny jako jsou SHC, SHP, SHIP, GRB2 a GAB2, které pak piisobi na RAS
a PI3K drahy. Funkce pro preziti FLT3 muze byt zprostiedkovana fosforylaci proapoptopického
BAD proteinu indukci antiapoptopického BCL-2 nebo prevenci indukce proapoptopického Bax.
FLT3 s ITD mutaci iniciuje aktivaci cest RAS a PI3K podobnym zpiisobem, pricemz STATS miiZe
hrat dilezitou roli v signalizaci FLT3-ITD. Také bylo prokdzdano, Zze FLT3-1TD inhibuje funkci
transkripcniho faktoru Foxo3, ¢imz inhibuje indukci proapoptopického Bim proteinu. Cesty
povazujici za prednostné aktivované diky mutacim FLT3-ITD jsou zobrazenmy modie (prevzato

z Markovic et al., 2005).

Aktivaci PI3K (prvni zminovana draha) dojde K pfenosu y-fosfatu na treti
hydroxylovou skupinu fosfatidylinositolu, aktivuje se tim AKT jakozto enzym, zamezujici
apoptoze a regulujici bunécény cyklus. PI3K dale fosforyluje 289 kDa serin/threonin kinazu
- sav¢i cil rapamycinu - (MTOR), jenz za pomoci ribozomalniho proteinu S6 a kinazy
p705K ma vliv na rist buriky, prezivani a jeji proliferaci (Martelli et al., 2010). Aberantni

aktivace drahy PI3K/AKT/mTOR ovSem naopak podporuje proliferaci a piezivani
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malignich bun¢k a také je spojovana s chemoterapeutickou rezistenci (Altman et al., 2011,
Lindblad et al., 2016). Vzhledem K tomu, ze p70°%% reguluje translaci proteintl, tak jeji
aktivace vede ke zvySeni celkové syntézy proteini a indukci pfeziti bunck
(Martelli et al., 2010). Krom¢ toho aktivace AKT blokuje apoptozu fosforylaci
proapoptopického proteinu BAD (BCL-2 antagonista buné¢né smrti). Preziti bunék tedy
FLT3 zprostiedkovava fosforylaci BAD na serinu 136, indukci antiapoptopického BCL-2
aprevenci indukce a aktivace proapoptopického Baxu (Kim et al., 2006). Mezi dalsi
dalezité¢ cile AKT patii transkripcni faktor FoxO3, ¢len rodiny FOXO transkripcnich
faktort podilejicich se na lipidovém metabolismu. FoxO3 se podili na transkripci apoptozy
aregulacnich genti bunééného cyklu a fosforylaci téchto faktord AKT inaktivuje jejich
funkci (Yang a Hung, 2009).

Druhd zminovand kaskada RAS souvisi s aktivnim FLT3, ktery se vaze
s adaptorovym proteinem (GRB2) a umozni tim aktivaci G-proteinu RAS. GRB2 protein
obsahuje SH3 doménu schopnou vézat ostatni proteiny bohaté na prolin jakym je protein
SOS. Ten stimuluje disociaci guanosindifosfatu (GDP) a naslednou vazbu
guanosintrifosfatu (GTP) na RAS. To vede k aktivaci RAS, schopného v tomto stavu vazat
serin/threoninovou kindzu RAF. Aby doSlo k aktivaci proteini ERK 1/2, je tfeba
fosforylace mitogenem aktivované proteinkinazy 1 a 2 (MEK 1/2) pravé kinazou RAF.
Aktivaci RAS se tedy stimuluji efektory RAF, ERK kindza a 90 kDa ribozomalni S6
kindza (RSK), esencialni v procesu translace a tyto efektory aktivuji protein vézajici
se v genomu na cyklickou adenosinmonofosfatovou jednotku (CREB), transkripéni faktor
(ELK) a STAT vedouci k transkripci genil zapojenych do proliferace. Rada studii
zkoumajicich velké podskupiny pacientl s vysokym rizikem akutni lymfoblastické
leukémie (ALL) ukazala, Ze mutace ovliviiujici drahu RAS jsou hlavnimi ukazateli
onemocnéni ve vyznamném podilu vysoce rizikovych ptipada (Zhang a Broxmeyer, 2000;
Martelli et al., 2010; Mansur et al., 2017).

Aktivita PI3K, jakoZto enzymu pfenaSejiciho v bunice fosfor a tim ovliviiujiciho
celou fadu dé&t, je pravdépodobné regulovédna rlznymi interakcemi mezi FLT3,
adaptérovymi proteiny SHC a jednim nebo vice proteiny SHIP (inositol fosfatiza
obsahujici SH2). Pravé zminovany protein SHIP nese velmi dulezitou roli tykajici se
mnozeni a prezivani leukocyti. U nemocnych pacientd tento protein aktivuje PI3K,
pfi¢emz dlouhodobéjsi aktivace PI3K vede v mnoha piipadech k leukémii, mnohocetnym
myelomtm ¢i lymfomim. Také bylo prokazano, ze savci protein tyrosin fosfatazy (SHP-1
a SHP-2), obsahujici taktéz dvé domény SH2, se podileji na signalizacnich drahach
ristového a cytokininového receptoru vcetné receptoru PDGF a CSF-1. SHP-1
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se v krvetvornych bunkach vaze na aktivni receptor c-kit a asociuje s receptorem PDGF
v nehematopoetickych butikdch. Nadmérna exprese SHP-1 potlacuje proliferaci bunek,
kterou indukoval CSF-1. Na rozdil od SHP-1, hrajici pfevazné negativni roli pii modulaci
signalizace pomoci rustového faktoru a cytokininovych receptort, tak je ziejmé, ze SHP-2
je spise pozitivnim mediatorem. SHP-2 se mize vazat pfimo na aktivovany receptor PDGF
a receptor c-kit a také na GRB2, pticemz je fosforylovan jakozto odpovéd na vazbu
ligandu (Zhang et al., 1999). Do urcité doby nebylo znamo zapojeni proteint z rodiny Gab
do signalizace FLT3. Studie, navazujici na ptedchozi, dokdzala, ze proteiny GABI
a GAB2 jsou substraty pro SHP-2 a interaguji s p85 (podjednotka PI3K) a SHP-2 pouze
po stimulaci FL. Predpoklada se také, ze SHP-2 s navazanymi GAB1/2, mtze tyto proteiny
defosforylovat a tim snizit interakci S SHP-2 ¢i p85. Oba GABI1/2 jsou prokazatelné
asociovany s GRB2 a SHC. OvSem, zda se vazi pfimo na SHC nebo je vazba

zprostiedkovana pres GRB2, je tieba jesté urcit (Zhang a Broxmeyer, 2000).

FLT3-WT je exprimovan ve vysokych hladinach u mnoha hematologickych malignit a to
u93 % piipadi AML, u témét 100 % akutni lymfoblastické leukémie vznikajici
v B-lymfocytarni bunééné populaci (B-ALL), také v 87 % ptipadl akutni lymfoblastické
leukémie vznikajici v T-lymfocytarni bunécné populaci (T-ALL) a v malém procentu
u myelodysplastického syndromu (MDS) a chronické lymfocytarni leukémie (CLL).
U chronické myeloidni leukémie (CML) neni patrné exprimovan (Kottaridis et al., 2003).
Vysoka procenta dokazuji studie zkoumajici zvySenou expresi FLT3, kdy byla potvrzena
U leukemickych blastii u 18 z 22 pacienti AML a u 3 z 5 ptipadd ALL. Nebo také vyssi
exprese FLT3 RNA byla nalezena v kostni dieni ve 33 liniich z 33 u B-ALL, u 11 z 12
ptipadd AML a 3 z 11 pacienti s T-ALL (Carrow et al., 1996). Nadmérna exprese FLT3
tedy hraje vyznamnou roli v pfezivani a proliferaci leukemickych bun€k. Mimo jiné
leukemické klonogenni bunky FL vykazuji urcity stupen stimulacni aktivity pii stimulaci
rastovymi faktory jako naptiklad G-CSF, GM-CSF, IL-3. V 90 % pftipadl byly tyto bunky
schopny klondlniho ristu (Piacibello et al., 1995). Tato abnormalni exprese pii kombinaci
s expresi FL. mlze dokonce vézt ke konstitutivni aktivaci receptoru, i bez pfitomnosti
ligandu a dochazi tim k deregulaci bunééného cyklu a vzniku malignich bunék (Armstrong
et al., 2003). Jiné studie dokazuji, ze zvySena exprese FLT3-WT u leukemickych blastt
muze byt spojena s hor$i prognézou. Vysledek pfinesla analyza pro celkové preziti, kdy
sice nadmérnd exprese méla tendenci byt hor§im prognostickym faktorem, i kdyz nebyl

statisticky vyznamny (Ozeki et al., 2004).
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V poslednich n¢€kolika letech bylo prokazano, ze somatické aktivaéni mutace FLT3
genu jsou nejbéznéjsimi genetickymi abnormalitami u AML a maji vyznamny dopad
na prognézu. Pfiblizn€ u 30 % piipadl pacienti s AML jsou nalezeny aktivacni mutace
genu FLT3 (Weisberg et al., 2018). U pacientti s AML byly identifikovany dva hlavni typy
aktivacnich mutaci. Prvnim typem jsou bodové substitucni, kratké¢ dele¢ni ¢i inzercni
mutace Vv oblasti tyrosinkindzové domény (FLT3-TKD). Druhym typem jsou délkové
mutace (FLT3-LM) v oblasti koédujici JM doménu, urcenou inzerci opakovanych
aminokyselinovych kyselin. Pod délkové mutace spadaji interni tandemové duplikace
(FLT3-ITD). Tyto mutace jsou nejcastéji lokalizovany dle starSich zaznamua v exonu 11,
ale neni vyjimkou, kdyz zasahuji do intronu 11 a exonu 12 (Schnittger et al., 2002).
Nov¢jsi studie jiz uvadéji exon 14 a 15 kodujici IM doménu (Kottaridis et al., 2003;
Meshinchi a Appelbaum, 2009). Tyto duplikace jsou vzdy nasobky téi a ve zminénych
exonech zachovavaji ¢teci rdmec. Délka duplikaci se pohybuje od 3 do vice nez 400 paru
bazi a vpodstat¢ se jednd o vkladani opakovanych aminokyselinovych sekvenci
do proménnych pozic JM a zaroven neni mozné mista duplikaci identifikovat za pomoci
b&znych cytogenetickych metod. Casto také dochazi k vloZzeni dal§ich 3 nebo 6 pard bazi
neznamého puvodu, které vedou k pfidani jedné nebo dvou novych aminokyselin
pied opakovanou oblast. Vysledkem ITD je dimerizace nezavisld na ligandu a aktivace
kinazové domény konstitutivni fosforylaci (Brown a Small, 2004). v JM doméné existuji
I aktivaéni mutace (FLT3-JM-PM), vyskytujicich se taktéz u pacienti s AML. Také vedou
ke konstitutivni fosforylaci, ale jejich biologicka a klinicka uloha stale zstava neobjasnéna
(Gianfelici et al., 2011). Velka ¢ast ITD mutaci se vyskytuje v karboxyterminalni oblasti
domény v exonu 14. Pfesto vyskyt mutaci neni omezen pouze na JM doménu. Dokazuje
to studie, do niZ bylo zahrnuto 753 AML pacienti s FLT3-ITD a piekvapivé u 216
pacientd (28,7 %) byly ITD mutace identifikovany V tyrosinkinazové doméné
(Breitenbuecher et al., 2009).

Nékolik studii zaznamenalo pifi mutaci FLT3-ITD konstitutivni aktivaci dilezitych
drah jako STATS nebo RAS/MAPK, které jsou za normdlnich podminek aktivovany
nativnim FLT3 jakoZto odezva na expozici FL. Také byl zkouman riist hematopoetickych
mysich bunéénych liniich 32D a Ba / F3, které jsou b&ézné zavislé na IL-3. OvSem
pfi FLT3-ITD mutacich buiky rostly 1 bez pfislusnych ristovych faktort
(Mizuki et al., 2000; Hayakawa et al., 2000). Nemutovana forma FLT3-WT receptoru
vV IJM doméné¢ ma konformaci a-helixu, kterd blokuje aktivaci kindzy a miZe inhibovat
vlastni dimerizaci. ITD mutace vSak zabraiuji jakémusi ochrannému spojeni mezi JM

doménou a kinazou, coz ji vystavuje konstitutivni aktivaci (Kottaridis et al., 2003).
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Jak jiz bylo zminéno vySe, exprese FLT3-ITD v bunikach Ba / F3 vede k aktivaci
AKT a k soubézné fosforylaci FoxO3. Fosforylace FoxO3 na threoninu 32 podporuje jeho
translokaci z jadra do cytoplazmy. Konkrétnéji exprese FLT3-ITD zabranuje apoptoze
zprostiedkované FoxO3, coz naznacuje, Ze onkogenni tyrosinkindza muze negativné
regulovat transkripcni faktory a tim potlacovat funkci FoxO3. To podporuje pieziti
a proliferaci bunék AML (Scheijen et al., 2004). Ackoliv n€kolik relativné ucinnych
inhibitorti zaméfenych na FLT3 zlepSuje klinické vysledky u pacienti s FLT3-ITD, stfedni
doba preziti je piiblizn¢ jeden rok. Jednou z hlavnich pfi¢in selhani 1écby je ziskana
rezistence na Iéky (Choi et al., 2018). Celkové jsou identifikovany mutace v genu FLT3
zhruba u 40 % pacientt s AML. Konkrétnéji u dospé€lych s de novo AML to je 20-30 %
ptipadt nesoucich mutaci FLT3-ITD a s mutaci FLT3-TKD 7-12 % pacientt. U déti je
vyskyt FLT3-ITD nizs§i. Pocet pfipadi je uveden do 16 %, pfi€emZ procento vyskytu
stoupa S vékem. Presto jiz okolo deseti let se vyskyt mutaci u déti vyrovnd procentu
u dospélych. Vypliva to ze studie, kdy z 58 détskych piipadi AML a mutacemi FLT3-1TD
bylo 39 ve véku deseti let a starSich. OvSem u populace dospélych pacientli patrné

neexistuje zadnd korelace mezi vékem pacienta a stavem mutace FLT3

(Levis a Small, 2003).

Druhym typem mutaci nalezenych Vv receptoru FLT3 jsou mutace spocivajici vV nahrazeni
aminokyselinového zbytku v tyrosinkinazové doméné (TKD). Tyto substituce jsou
zpusobeny bodovymi mutacemi exonu 20 zahrnujicimi kodony kyseliny asparagové 835
(D835) a isolouecin 836 (1836) (Yamamoto et. al., 2001; Mills et al., 2005). V samotném
kodonu D835 bylo nalezeno nejméné pét riiznych substituci. Pfevazné v tyrosinu (D835Y)
dané mutacemi GAT — TAT, méné Casté v histidinu (D835H) dané mutaci GAT — CAT,
ve valinu (D835V) typické mutaci GAT — GTT, vkyseliné glutamatové (D835E)
a v asparaginu (D835N) (Scholl et al., 2005). Kromé¢ toho piiblizné do 5 % de novo AML
obsahuje mutaci v exonu 20, ktera vede k vlozeni glycinu a serinu mezi aminokyseliny 840
a 841. U pacienti s cytogenetickymi abnormalitami, u kterych byl zaznamenan relaps, bylo
nalezeno nahrazeni tyrosinu cysteinem 842 (Y842C) a nahrazeni asparaginu 841
isoleucinem (N8411). A prave tato N841l mutace vede k aktivaci FLT3 receptoru, ktery je
vysoce citlivy na FLT3 inhibitor PKC412 (Jiang et al., 2004). Pouze vyjimecné byly
identifikovany inzerce nukleotidi kédujicich tyrosinkindzovou doménu. Kdyz je receptor
neaktivni, tak aktivacni smycka brani pfistupu ATP a substratu do kindzové domény. TKD
mutace interferuji s inhibi¢nim u¢inkem smycky a vedou ke konstitutivni aktivaci kinazy,

¢imz dochdazi k proliferaci nezavislé na ristovém faktoru prostiednictvim jiz zndmych drah
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RAS/MAPK, PIBK/AKT a STATS5 (Abu-Duhier et al., 2001; Hubbard, 2001). FLT3-TKD
jsou snadno identifikovatelné mutace, protoze vedou ke ztraté v misté restrikéniho enzymu
EcoRV v pfipadé¢, je-li mutovan jeden z koddénd pro D835 nebo 1836. Nasledny PCR
produkt odvozeny od kinazové domény, ktery neni Stépen EcoRV, signalizuje piitomnost
této mutace. (Levis a Small, 2003). Stépeni restrikénim enzymem EcoRV je pozadovano
za standardni metodu, kterd ovSem ma urcité nedostatky. Pfedevsim zavislost interpretace
vysledkti na Gc¢innosti S$tépeni. Detekovat FLT-TKD mutace lze ale iza pomoci
denaturacni vysokoucinné kapalinové chromatogratie (DHPLC), ktera je v porovnani
s predchozi metodou citlivéjsi. Pokud jsou mutace piitomny pouze v malé Ccasti
amplifikovanych alel, je vétSinou obtizné je detekovat pomoci S$té€peni restrikénim
enzymem, ale DHPLC metoda je vtomto piipadé spolehlivgjsi. Dal§im vyznamnym
omezenim resktrikéniho §tépeni je, ze detekuje mutace pouze ve specifické oblasti DNA,
obvykle 4 — 6 part bazi. DHPLC vs$ak detekuje mutace v Sirsi oblasti DNA. A v neposledni
fad¢ vysledny chromatograf umoznuje u DHPLC ptimou identifikaci mutaci ze vzorku bez

nutnosti sekvenovani (Ali et al., 2017).

3.1.3 Inhibitory FLT-3 kinazy, strukturni typy, selektivita,

terapeuticky potencial

Vzhledem k tomu, ze AML spada mezi nejcastéjs$i akutni leukémie u dospélych
S nejvyssi umrtnosti, je samoziejmosti snaha o navrzeni co nejvhodnéjsi 1écby. K volbé
spravné 1écby je tfeba mimo jiné cytogenetické klasifikace, jelikoz diagnostika karyotypu
je jednim z nejvice nezavislych prognostickych ukazateli AML, ktera slouzi k identifikaci
biologicky odligné podmnoziny onemocnéni. Siroce je pouZivana ve spojeni s informaci
ohledné¢ heterozygotni mutaci genu NPMI, s mutaci v transkripénim faktoru
CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) a také s FLT3 mutacemi u pacientd
S AML zejména v pfipadech s normalnim karyotypem, pro pfizplisobeni rizik spojenych
slécbou. Urcita omezeni nastdvaji v pfipadech, kdy je tfeba zpiesnit stavajici
cytogenetické klasifikacni systémy vzhledem Kk prognostickému vyznamu abnormalit
v karyotypu. Distribuce pacientli je zaloZzend ptedevSim na systémech dle European
Leukaemia Net a UK Medical Research Council, rozliSujici taktéz pacienty
s FAV-ptiznivym, INT-intermediate (1 a 2) a ADV-nepiiznivym karyotypem. Pacientim
S pfiznivym rizikem jsou v soucasnosti nabizena léciva rozdélend do kategorii na zakladé

jejich  mechanismu ucinku a pacientiim s nepfiznivym rizikem byvad predevSim
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doporucovana alogenni transplantace kmenovych bun¢k v prvni remisi (Grimwade et al.,
2010; Kadia et al., 2016).

Zde je uveden piehled nékterych nejslibnéjsich novych latek pro lécbu AML.
Pro lepsi pichlednost jsou popsané inhibitory zahrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Strucny piehled popsanych selektivnich a neselektivnich FLT3 inhibitorit vietné jejich
cilit inhibice, podstoupenych nebo probihajicich fazi klinickych studii a par piikladi

pozorovanych neZddoucich uéinkii (Pievzato a upraveno z Fakih et al., 2018).

FLT3 inhibitor Selektivita Cile inhibitoru  Faze klin. studii Toxicita
Sunitinib Neselektivni c-KIT, PDGFR, 1. Nechutenstvi,
(SU11248) FLT3 bolesti hlavy

Lestaurtinib Neselektivni ~ VEGFR, FLT3 I, M. Infekce, infarkt
(CEP701) myokardu
Tandutinib Neselektivni PDGFR, c-KIT, I, 1. Svalova slabost
(CT53518) FLT3
Quizartinib Neselektivni ~ PDGFR, c-KIT, I, I, 1. Arytmie
(AC220) FLT3
Sorafenib Neselektivni RAF-1, I, 1., 111 Kozni vyrazka,
VEGFR, Unava, zazivaci
PDGFR, c-KIT, potize
FLT3
Midostaurin Selektivni FLT3-ITD, I, 1., 111 Horecka, ptiznaky
(PKC412) FLT3-TKD podobné chiipce,
viedy v ustech,
neobvyklé
podlitiny a
krvaceni
Gilteritinib Selektivni FLT/AXL I, 1L, I Zazivaci potize,
(ASP2215) unava,
hepatotoxicita
Crenolanib Selektivni PDGFR, FLT3 I, 1L, I Prozatim neznamé
(CP-868596)
FLX925 Selektivni CDKA4/6, FLT3 1. Prozatim neznamé
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Sorafenib

Jednd se o multikindzovy inhibitor s prokdzanou inhibi¢ni aktivitou vi¢i RAF-1,
receptorové kinazy receptorit pro VEGFR, PDGFR, c-KIT a FLT3. Sorafenib byl oficidlné
schvalen jako prvni zéstupce cilené biologické léCby rendlniho a hepatocelularniho
karcinomu (Wilhelm et al., 2004). Jakozto inhibitor FLT3 vedlo v 1. fazi klinického
testovani jeho podavani 400 mg dvakrat denné u subjektd s AML Kk vyznamnému snizeni
blastll v kostni dfeni a periferni krvi. Sorafenib byl také mnohonasobn¢ uc¢ingjsi v indukci
apoptozy v bunikach Ba / F3 s mutacemi FLT3-ITD a D835G nez u bunék s FLT3-D835Y
(Zhang et al., 2008).

Ve II. fazi klinického testovani byla studovana molekularni odpovéd a relaps
U osmnacti pacientd s mutovanym FLT3 léCenych kombinaci sorafenibu s cytostatiky
idarubicinem a cytarabinem. Vybrani byli pacienti ve vékovém rozmezi 18 — 60 let s diive
nelécenou AML, coz bylo podminkou hlavné z divodu mozného vyskytu 1€kové rezistence
pii predchozi 1é¢bé. Po zavedené 1écbé sorafenibu v kombinaci s cytostatiky dosahli
vSichni pacienti bud’ kompletni nebo casteéné remise, prakticky u vSech pietrvavala
trombocytopenie. Vétsina pacientti ale nakonec pozdéji prodélala relaps onemocnéni, ktery
puvodné nebyl predpokladan (Al-Kali et al., 2011).

Do III. faze klinického testovani spada studie vyuzivajici selektivni interni radia¢ni
terapie, kterd vykazuje UuUCinnost u neoperovatelného hepatoceluldrniho karcinomu
Vv jatrech. Tato studie porovnavala bezpe¢nost a ucinnost radiacni terapie a sorafenibu
Upacientl s lokalné¢ pokroCilym hepatocelularnim  karcinomem. Celkem bylo
randomizovano 360 pacientil, z toho 182 se lécilo radiacni terapii a 178 sorafenibem.
Studie neprokdzala Zadné statisticky vyznamné rozdily, co se tyCe pfeziti pacientd
a Vv podstaté tato studie poukazuje na to, Ze radiani terapie mulZe nabidnout Iépe

tolerovatelnou alternativu k sorafenibu (Chow et al., 2018).
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Obr. 3: Sorafenib (CEP701)
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Lestaurtinib (CEP701)

Preklinické studie charakterizuji tuto ordln€é dostupnou slouceninu jako inhibitor VEGFR,
ale neni silnym inhibitorem jinych receptorovych tyrosinkinaz souvisejicich s FLT3.
CEP701 je cytotoxicky pro nékolik buné¢nych linii odvozenych od lidské leukémie
a primarnich bunéénych linii, pochazejicich z konstni diené, které nesou FLT3 mutace.
U testovanych mySich modeld s FLT3-ITD jim podavani CEP701 prodluzovalo celkové
preziti a dale byl inhibitor zkouman z hlediska bezpecnosti a snaSenlivosti u pacient
s rakovinou prostaty, lymfomia a nevylécitelnych solidnich nadora, pfi¢emz vykazoval
podobné farmakokinetické profily jako u zdravych dobrovolnikl. Jedna ze studii I. / 1L
faze klinického testovani slouzila k urceni hematologickych G¢inkd CEP701 v in vivo
podminkach jako zachranné 1écba u pacientt s refrakterni, relabujici nebo slab¢ rizikovou
AML s mutacemi FLT3. CEP701 byl dobfe snasen a nevyskytla se ani pii zvySeni davek
zadna vyznamna toxicita vedouci k ukonceni 1é¢by. CEP701 by se tedy mohl podavat jako
monoterapie pacientim s refrakterni AML ¢i relapsem onemocnéni (Smith et al., 2004).
Studie II. faze klinického testovani, prvni tohoto typu, zahrnula pfedevsim star$i
nelécené pocienty s AML, u kterych se nepovazovala za vhodnou intenzivni chemoterapie.
Podaval se jim CEP701 jako monoterapie, piicemz byl dobie tolerovan. Bézn¢ pozorovana
toxicita se projevovala nevolnosti, zvracenim, zacpou, prijmem a zvySenim koncentrace
alkalické fosfatdzy. Piesto CEP701 dosahl relativné malé klinické ucinnosti,
ale do budoucna studie doporucuje zavedeni kombinované 1é¢by (Knapper et al., 2006).
Rozsahla studie spadajici do III. faze klinickych studii zahrnula pacienty s nové
diagnostikovanou AML nebo vysoce rizikovym MDS. Randomizace pacientti probihala
nékolik let, poté pacienti podstoupili indukéni chemoterapii, po které¢ byli informovani
o stavu mutace FLT3, kterd se zjistila u vSech pacienti. Jednalo se o FLT3-1TD
i FLT3-TKD a zahajila se u nich 1é¢ba CEP701. Bohuzel ani tyto studie nedokazaly zadny
vyznamny klinicky pfinost, pokud jde o miru remisi a pfeziti pacientl (Knapper et al.,

2017).
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Obr. 4: Lestaurtinib (CEP701)

Tandutinib (CT53518)

Dalsi inhibitor, tandutinib, je schopen inhibovat proliferaci hematopoetickych kmenovych
bungk in vivo, které maji mutace FLT3-ITD a u bunék s touto mutaci indukuje apoptozu.
Lécivo bylo vyvinuto specidlné pro 1écbu AML s aktivaénimi mutacemi. Na zaklad¢
preklinickych studii u zvifat se zda byt 1é¢ivo vhodné diky vysoké oralni dostupnosti,
dlouhému plazmatickému polocasu a dobrému profilu bezpec¢nosti (Kelly et al., 2002).

V 1. klinické fazi testovani tandutinib vykazoval urcitou aktivitu u pacientl s
refrakterni nebo relapsovou AML s mutacemi FLT3-ITD. Nicméné byla prokazana toxicita
zévisla na davce, ktera se projevovala reverzibilni svalovou slabosti, nevolnosti
a zvracenim. Vykazuje vysokou oralni dostupnost a dosahuje srovnatelnych koncentraci
v mozkové tkani jako jsou koncentrace plazmatické. Klinické studie I. / II. faze u pacientl
s recidivujicim glioblastomem byla provedena celkem u padesati Sesti pacientli zahrnutych
v obou fazich studii. Studie nedosahly ptiliSného tspéchu 1 pres to, ze ackoliv tandutinib
dosahl adekvatnich koncentraci k dosazeni inhibice PDGFR-B v gioblastomu, nebyla
ucinnost tohoto cileného inhibitoru dostatecna. Studie sice vedly k negativnim vysledkim,
ale poskytly cenné informace, pomoci niZ lze hodnotit dal$i nova ¢inidla urena k lécbé

glioblastomu (Batchelor et al., 2017).
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Obr. 5: Tandutinib

Sunitinib (SU11248)

Sunitinib je multikindzovym inhibitorem uc¢innym viici c-KIT, receptoru kindzové inzertni
domény a PDGFR. V soucasné dob¢ se vyuziva predevsim k 1é¢b¢ karcinomu ledvinovych
bun¢k, gastrointestinalnich stromalnich nadort a neuroendokrinnich nadorti, u kterych
lécba jinym inhibitorem tyrosinkindzy selhala. Do studie bylo zahrnuto 312 pacientt
randomizovanych do dvou skupin. Prvni uzivajici sunitinib, druhd placebo. Sunutinib
zvysil oproti placebu dobu progrese nadoru, vedla i pieziti bez progrese a celkové mira
odpovédi na nddor byla vyznamné vys$s$i. Dand terapie byla u pacientd pfimétené
tolerovana az na nejcastéjs$i nezadouci U€inky, jakymi byla Ginava, priijem, zména barvy
kize a nevolnost (Demetri et al., 2006).

U pacientit s FLT3-ITD vedlo podavéani sunitinibu v I. fazi klinického testovani
ke kratkym remisim a vyznamnym toxicitam (Fiedler et al., 2005). Ve studiich I. / II. Faze
testovani pacienti nad Sedesat let s AML a s mutacemi FLT3 uzivali sunitinib v kombinaci
se standardni indukéni a konsolidacni chemoterapii a byla u nich zaznamenana kompletni
remise. Hlavni zaznamenana toxicita je hematologického rdzu, konkrétné¢ dochézelo
k neutropenii a trombocytopenii. Pfedpoklada se, ze tento nezadouci ucinek je zptisoben
pfidanim sunitinibu. Dale je nutné zminit také riziko kardiotoxicity, ptredstavujici hrozbu
zejména pro pacienty uzivajici soucasné antracykliny (Fiedler et al., 2015).

Studie ve II. / III. fazi klinického testovani pfinaseji souhrné vysledky z hlediska
dlouhodobé¢ odpovédi 1€¢iva u pacientil s metastatickym rendlnim karcinomem. Z velkého
poctu pacienti bylo u nemalého procenta pozorovano z dlouhodobéjSiho hlediska pteziti
bez dalsi progrese. Dlouhodoba 1écba sunitinibem byla spojena s moZznosti snizovat davky
l1é¢iva, zvyzila také dobu pfeziti a také dokonce bylo pozorovano zmenSeni nadoru

V porovnani s vychozim stavem na zacatku 1€¢by (Tannir et al., 2017).
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Obr. 6: Sunitinib (SU11248)

Quizartinib (AC220)

Multikindzovy inhibitor spadajici do druhé generace FLT3 inhibitorti vyvinutych k 1écbe
AML se vyznacuje vynikajici u¢innosti inhibice, selektivity 1 farmakokinetickych
vlastnosti v ramci skupiny téchto inhibitord. Jedna se o prvni 1€k specificky navrzeny jako
inhibitor FLT3 a zaroven ma vétsi ucinnost in Vvivo neZ inhibitory prvni generace
(Pratz et al., 2010). Obsahlejsi studie porovnavala quizartinib s dal§imi slou¢eninami jako
lestaurtinib, tandutinib, midostaurin, jeho hlavni metabolit CGP52421, sorafenib
a sunitinib. Co se tyce afinity pro FLT3, quizartinib mél druhou nejvyssi hodnotu afinity
po inhibitoru sunitinib. Nejvice vSak quizartinib inhiboval FLT3 v bunééném prostiedi
lidské leukemické linie. Dale byl vyuzit KinomeScan panel s 402 kindzovymi vazebnymi
testy, které reprezentuji témét 80 % lidskych proteinkindz. Ve vysledku byla
identifikovana pro AC220 nejvyssi afinita pro FLT3, dale pak také pro dalsi kinazy, jako je
KIT a PDGFR, blizce ptibuzné receptoru tyrosinkinazy (RTK).

Pro posouzeni farmakokinetickych vlastnosti se sledovaly dvacet ctyii hodin
plazmatické hladiny u mysi, jimz byla podana davka 10 mg/kg. Sloucenina se dobie
absorbovala, maximalni hladiny v plasmé 3.8 pM doséhla jiZz v pribéhu dvou hodin po
podani a zjevny biologicky poloCas v plasmé odpovidal pfiblizné c¢tyfem hodindam.
Maximalni koncentrace volného inhibitoru se ukazala vice jak tficet krat vyssi nez ICso pro

inhibici FLT3-ITD v bunécnych testech, a navic po uplynuti 24 hodin byl quizartinib stale

27



pritomen v koncentraci dostate¢né a vhodné pro kontinuélni inhibici aktivity FLT3 u mysi
(Zarrinkar et al., 2009).

V I. fazi studii u nemocnych s refrakterni a relabujici AML vcetné MTD byla
stanovena idealni davka 200 mg/den (Levis, 2014).

Na zakladé II. faze klinického testovani, provadéné na skupiné pacientl
S FLT3/ITD s prodélanym relapsem ¢i refrakci, byla doporuc¢ena davka 90 mg/den u zen
a 135 mg/den u muzu (Cortes et al., 2012). Pfedbézné vysledky randomizované studie vSak
hlasi niz§i davky quizartinibu a to sice 30 nebo 60 mg. Studie se provadéla za ucelem
stanoveni optimalni davky pro monoterapii FLT3/ITD, zachrannou chemoterapii nebo pro
pacienty s relapsem po transplantaci krvetvornych bunék (Cortes et al., 2013).

Diky pokrokim ve vyzkumu se celkové preziti détskych pacienti s AML zlepSily
vice nez u dospélych, nicméné¢ vzhledem k tendenci onemocnéni se vracet, je
pravdépodobnost pteziti stale Spatnd. Pfedevs§im u pacienti s FLT3/ITD, vyskytujici se uz
15 % pediatrickych pacientti a 30 % dospélych, je riziko relapsu onemocnéni vysoké.
Sorafenib a quizartinib jakozto inhibitory FLT3 tyrosinkinazy zpocatku prokazuji
klinickou odpovéd’, tak ptesto u vétSiny pacientil se onemocnéni stava rezistentnim béhem
nékolika mésicli aZ jednoho roku lécby. Proto je zapotiebi hledat vhodné&jsi terapie pro
noveé diagnostikované rezistentni FLT3/ITD. Nedavné ptredbézné analyzy se snazily
definovat, ¢im je rezistence zpusobena. Doslo se k zavéru, ze mechanismus rezistence je
zalozen na ziskavani sekundarnich bodovych mutaci ve FLT3 kindzové doméné, které
takto mohou ovlivnit vazbu 1é¢iva s/nebo dojde k autotaktivaci kinazy samotné. Nalezeny
byly mutace v kindzové doméné podporujici rezistenci vuéi léCivu quizartinib a to
konkrétné aminokyselinové zbytky v aktivacni smycce (D835, Y842) a nasledné zbytek
F691. Urcitou rezistenci, podobnou quizartinibu, taktéz vykazoval i inhibitor sorafenib.
Predpoklada se, ze zbytky D835 a Y842 stabilizuji neaktivni konformaci aktivaéni smycky
tvorbou vodikovych vazeb s amidovymi skupinami fetézce S838 a postranniho fetézce
D811. Vymeéna téchto zbytkii mize tak destabilizovat neaktivni konformaci, ¢imz se docili
nenavazani léCiva quizartinibu. Data byla sice odvozena z malého poctu pacientil, pfesto
budou muset byt v budoucnu ovéfena v rozsahlejSich studiich, protoze jak se zda,
substituce v F691 i D835 predstavuji vyznamné piekazky pii tlumeni choroby jak
u quizartinibu, tak i sorafenibu (Smith et al., 2012).

Nedostatek znalosti kokrystalické struktury quizartinibu navdzaného na FLT3 bréni
snaham o zlepSeni inhibitortt FLT3. Znalost struktury pomaha piedev§im v objasnéni
mechanismu mutaci vedoucich k Iékové rezistenci. Inhibitory malych molekul zaujimaji

mnoho raznych konformacnich stavll. Zatimco kinazy zaujimaji spole¢nou aktivni
28



konformaci, existuji odliSné neaktivni konformace. Dulezitym prvkem slouzicim
ke klasifikaci inhibitord kindz je konzervativni motiv Asp-Phe-Gly (DFG). Orientace
motivu DFG rozd¢luje kinazy do dvou reprezentativnich skupin. Skupinu, kam spadaji
inhibitory typu |, charakterizuje aktivni konformace DFG-in, kdy zbytek kyseliny
asparagové Vv motivu DFG, ktery lezi na N-konci aktivaéni smyc¢ky, je nasmérovan
k aktivnimu mistu pro koordinaci s ATP. Inhibitory typu II jsou definovany konformaci
DFG-out, ve které¢ neni kyselina asparagova vhodné¢ orientovdna a zaroven se u nich
predpokladd vyssi selektivita. Bylo zjisténo, ze pro zvySeni ucinnosti a selektivity
quizartinibu k FLT3 je nutné, aby inhibitor zaujal inaktivni konformaci zvanou Abl-like,
typickou i pro jiné kinazy jako c-KIT a VEGFR, a zaroven aktiva¢ni smycka musi byt
stabilizovana v orientaci DFG-out a ,,pfehnuta” zpét na kinazovou doménu (Zorn et al.,
2015).

Vzhledem K pfiznivym vysledkiim postoupil quizartinib jiz do III. faze klinického
testovani. Cilem studii je zjistit, zda monoterapie quizartinibem prodluzuje celkové pteziti
u pacientli s FLT3-ITD nereagujici na 1écbu nebo takovi, ktefi prodélali relaps béhem
6 mésicl po prvni zavedené 1écbé AML a zarovenn byli star§i osmnacti let. Testovani
v soucasné dobé probihd a predpokladad se jeho ukonceni ¢i prvni vysledky v zafi 2018
(ClinicalTrials, 2014), stejné jako dalsi studie probihajici pod stejnou spole¢nosti. Cilem je
porovnani ucinku quizartinibu s placebem, podavanym se standartni indukéni
a konsolida¢ni chemoterapii a poté podavany jako udrZovaci 1éba u pacientit s FLT-ITD.

Ukonceni studie se predpoklada az v roce 2020 (ClinicalTrials, 2016).
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Obr. 7: Quizartinib (AC220)
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Midostaurin (PKC412)

Midostaurin (Obr), objeveny v roce 1986, jakozto inhibitor proti protein kindze C. 1. faze
studii midostaurinu, podavaném pacientii se solidnimi nadory, prokéazala tolerovatelnou
davku 1éciva, ktera vedla k inhibici enzymu v in vivo podminkach. Pro tuto studii bylo
vyuzito tficeti dvou pacientli S pokroc¢ilymi solidnimi nadory, kterym bylo podévano sedm
raznych davek 1é¢iva v rozmezi 12,5 az 300 mg denné po dobu 68 cykld. Vysledky vedly
k zavéru, ze PKC412 muze byt nadale bezpeéné podavan oralni cestou a je vhodny pro Il.
fazi naslednych klinickych studii (Propper et al., 2001).

V nasledujici vyznamnéjsi studii bylo 1éc¢ivo testovano v II. fazi klinického
testovani u pacientll s prokadzanou relabujici ¢i refrakterni AML nebo pokrocilou
diagnézou myelodysplastického syndromu (MDS). V ptipadé AML byly u danych
pacientii pozadavkem pro vstup do testovani ITD nebo D835Y aktivujici mutace. Hlavnim
cilem studie bylo zhodnotit antileukemickou aktivitu PKC412 v davce 75 mg podavané
oraln¢ trikrat denn€ a posoudit tak farmakokinetiku 1é¢iva a zméfit inhibici FLT3 kinazy
Vv bunikéch ziskanych od 1écenych pacientli. FLT3 mutace byla potvrzena u vSech pacientt.
V 18 ptipadech z 20 se jednalo o ITD mutace mezi 18 a 189 parem bazi, u zbyvajicich
dvou pacientl byla zdokumentovana D835Y mutace. Celkové bylo 1é¢ivo dobfe snaseno,
vyskytovala se piedevSim pouze nevolnost. U mnohych pacienti doSlo k vyraznému
poklesu perifernich blasti (az o 50 %) a zaroven u nich se soucasné snizil pocet neutrofila.
Prestoze pozdéji doslo opét k navySeni neutrofili, hodnoty blastli zlstaly nadéale nizké.
Bohuzel u téchto pacienti bylo obtizné urcit, zda myelosuprese souvisela piimo
s podavanym lékem nebo nemoci. U tfech pacientl doslo k fatalni plicni udalosti, u nichz
jedna byla v souvislosti s postupnou leukocytézou a témér jisté nesouvisela s podavanym
1ékem.

Pro studium farmakokinetiky byly k dispozici udaje o plazmatické koncentraci
od patnacti z dvaceti pacienti. Koncentrace PKC412 vzrostla béhem prvnich dvou az tii
dnli od zahdjeni 1é€by a vrcholila mezi tietim az sedmym dnem. Pfi nésledném
pokracovani oralniho podédvani latky se koncentrace PKC412 casem snizila ptiblizné
070 % a to z hodnoty 5,39 pg/mL naméfené tfeti den az na 1,34 pg/mL odpovidajici
rovnovaznému stavu. Podobny koncentracni profil vykazoval i aktivni metabolit
CGP62221 (Obr. 9), kde jeho koncentrace dosahla vrcholu osmy den a snizila se zhruba
063 %. Nicméné koncentrace druhého metabolitu CGP52421 se zvySovala

az do dvacatého osmého dne a béhem 1é¢by ziistavala relativné stabilni. Vzhledem k tomu,
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ze Z farmakodynamického hlediska midostaurin inhibuje nékolik raznych kinaz, bylo
obzvlast’ dulezité prokazat inhibici FLT3 tyrosinkindzy in vivo, konkrétné inhibici
autofosforylace. Vzorky celkem péti pacientl vykazovaly hodnotitelny pokles signalu,
tudiz pozitivné reagovali na PKC412 (Stone et al., 2005).

Dalsi studie provadénd na celkem devadesati péti pacientech, spadajicich taktéz
do Il. faze klinického testovani, potvrdila G¢innost midostaurinu. Lécivo bylo podavano
oraln¢ v mnozstvi 50 nebo 100 mg denné. 71 % pacientti s FLT3 mutaci a 42 % pacientli
SFLT3-WT doséhlo vyznamného snizeni cirkulujicich blasti v kostni dfeni (vice jak
50 %). Co se tyce toxicity, tak nebyl pozorovan patrny rozdil mezi skupinami pacienti,
ktefi dostavali davku bud’ 50 nebo 100 mg (Fischer et al., 2010).

Snaha byla také to identifikaci dalSich cilti midostaurinu a ukazalo se, Ze je schopen
inhibovat autofosforylaci FLT3-WT stimulovaného FL v mySich bunikach Ba / F3
zavislych na IL-3 a také bylo dokazéano, ze inhibuje aktivitu mutovaného FLT3. Bylo
pozorovano, ze midostaurin indukuje programovanou bunécnou smrt u Ba / F3 bunék
transdukovanych lidskym FLT3-ITD onkogenem a to tak, ze inhibitor pfimo potlacuje
aktivitu FLT3 kinazy. Kazdopadné proliferace bunck je inhibovana midostaurinem jak
ubunék Ba / F3-ITD, tak Ba / F3-D835Y a to s hodnotou ICso men$i nez 10 nM.
Midostaurin indukoval zastaveni bunééného cyklu Ba / F3-ITD za méné nez dvacet Ctyfi
hodin a apopotdézu b&hem dvaceti Ctyt az Ctyficeti osmi hodin. Celkové vysledky studie
poukazuji na to, Ze midostaurin je potencidlné G€innym inhibitorem, a to hlavné vzhledem
K tomu, ze i ptfestoze FLT3 je Casto mutovan, tak midostautin je schopen oba typy
znamych mutovanych FLT-kindz inhibovat jiZ v nanomolarnich koncentracich. Tyto
vyznamné vysledky naznacuji, ze aktivita inhibitoru pozorovana v in vitro podminkach
by mohla byt tspésna i in vivo (Weisberg et al., 2002).

Pozdé&ji byly provedeny studie, kde midostaurin prokazal svou schopnost
inhibovat aktivitu FLT3 v lidskych bunéénych liniich pozitivnich na FLT3-ITD. Vybrani
byli pacienti nad 60 let s nové diagnostikovanou AML a pacienti nad 18 let s prodélanym
relapsem nebo rezistenci vuci 1é€b€. Podavala se jim maximalni tolerovanad davka
¢i doporucena davka misdostaurinu v kombinaci s intraveno6zni aplikaci protinadorového
1éku desitabinu. Vysledky studie naznacuji, Ze desitabin spole¢n¢ s midostaurinem muze
byt podavan veétSin€ pacientt, jelikoz jsou spole¢né dobie tolerovany. Prestoze nedoslo
k zadnému umrti pacienttl, zlstava dalezitym poznatkem to, ze u dvou pacientii doslo
k vyskytu plicni toxicity a u jednoho se projevila okultni infekce. Zavazna plicni toxicita
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denné, coz je pravdépodobné zplisobeno inhibici receptoru vaskularniho endotelového
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rustového faktoru timto inhibitorem. Farmakokinetické vysledky analyzy nasvédcuji tomu,
ze kombinace midostaurinu a desitabinu mohou byt bezpecné podavany bez vyznamnych
zmén metabolismu midostaurinu (Williams et al., 2013).

Na zaklad¢ relativné pozitivnich vysledki n€kolika studii midostaurin
postoupil do IIl. faze testovani se zaméfenim na pacienty mladsi Sedesati let s AML
s mutacemi FLT3. Zahrnuto bylo celkem 3277 pacientli, kterym se podaval midostaurin
nebo placebo, oboji se standardni indukéni chemoterapii. Jesté pfed podavanim 1écby byla
provedena randomizace pacient, a to dle podtypu mutace FLT3. K rozd€leni doslo
na pacienty s FLT3-ITD a vysokym ¢i nizkym pomérem mutantnich alel a skupinu
S FLT3-TKD mutacemi. Randomizovano bylo 717 pacienti a celkové pteziti pacient
se zvysilo pii kombinaci s midostaurinem (Stone et al., 2017). Uinnost midostaurinu
v kombinaci se standardni chemoterapii u pacienti s AML Smutaci FLT3 vedla
k piipadnému schvaleni ptipravku ze strany tGfadu pro zdravi Health Authority a je veden

pod odznacenim Rydapt® (Kaufman, 2017; Kim, 2017).

Obr. 8: Midostaurin (PKC412)

32



Obr. 9: Metabolit Midostaurinu (CGP62221)

Crenolanib (CP-868596)

Inhibitor FLT3, jez byl vyvinut pfedev§im jako silny selektivni inhibitor PDGFRa
a PDGFRp. Preklinické i klinické studie ukazaly crenolanib aktivni u gastrointestinalniho
stromalniho nadoru rezistentniho na imatinib, kde rezistence vznikla v souvislosti s mutaci
vV PDGFRa. Pozdégji studie prokazaly na zakladé komeréné dostupného testu kindzoveé
selektivity také jeho ucinnost jako inhibitor FLT3. Porovnavadna byla inhibi¢ni aktivita
FLT3 crenolanibu se sorafenibem a quizartinibem za pouziti buné¢nych linii exprimujicich
FLT3-ITD mutaci a FLT3-WT. Inhibitor prokazal dobrou inhibici autofosforylace
UuFLT3-ITD a FLT3-WT. Také vykazoval cytotoxicky Uc¢inek proti buiikdm na stejném
stupni jako sorafenib, ale ve srovnani s quizartinibem ponékud mén¢ (Galanis et al., 2014).
Zajimavé vlastnosti crenolanibu zahrnuji predevSim to, Ze inhibi¢nim cilem
quizartinibu, sorafenibu a ponatinibu je mimo jiné i c-KIT, coz mlZze byt méné Zadanym
ucinkem inhibitord. Ov§em crenolanib inhibuje FLT3 mutanty, ale z velké ¢asti na jeho
inhibici c-KIT nereaguje. Dokazuje to stonasobny posun v zivotaschopnosti bunék
Vv biochemickych testech. Kromé toho crenolanib vykazuje omezenou aktivitu viici dalSim
kindzam a miiZze byt takto spojen s nizsi toxicitou nez ostatni dostupné inhibitory. Dale
si uchovava inhibicni aktivitu proti FLT3-D835 mutacim v malych koncentracich. Jakozto
silny a selektivni inhibitor pfedstavuje velmi nadéjnou latku. (Smith et al., 2014).
Protinadorova ucinnost u pacientl s gastrointestinalnim stromalnim tumorem

s mutaci D842V se potvrdila i béhem II. faze klinického testovani a momentalné probiha
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III. faze s crenolanibem v porovnani s placebem. In silico modelovani dané studie
potvrdilo hypotézu, ze crenolanib vaze aktivni zbytky bez zapojeni sousedniho
alosterického mista, které je k dispozici pouze v neaktivni konformaci, ktera je vhodna pro
inhibitory typu II jako je imatinib a sunitinib. Crenolanib se zamétuje tedy na aktivni
konformaci tyrosinkinazové podjednotky PDGFR, ve které je aktivacni smycka
fosforylovana. U pacient nesoucich mutaci D842V by proto méli byt navrzeni pro 1é¢bu
inhibitorem tyrosinkindzy typu I, ktery se zaméfuje na vazebné misto ATP, je-li kinaza
v aktivni konformaci (Indio et al., 2018).

NH,

Obr. 10: Crenolanib (CP-868596)

Gilteritinib (ASP2215)

ASP2215 inhibuje funkci FLT3 a AXL, molekul zapojenych do ristu rakovinnych bungk.
Prokazal inhibi¢ni aktivitu vaci FLT3-ITD a FLT3-TKD, coz jsou bézné mutace FLT3,
které se objevuji u pacientd az v 30 % AML. Také inhibuje AXL receptor, ktery je znamy
pro svij rezistentni mechanismus v chemoterapii u rliznych pevnych a hematologickych
malignit. Momentaln¢ na zdkladé vyhodnoceni v klinické praxi je ASP2215 zaveden
pro 1é¢bu relabujici ¢i refrakterni AML s mutaci v FLT3.

Uveden je konkrétni ptipad dvaceti tfiletého muze s diagnézou AML s FLT3-ITD,
kterou odhalila mutacni analyza. Pacient obdrZzel standardni indukéni chemoterapii
S cytarabinem a daunorubidinem. Indukéni terapie byla zkomplikovana nekrézou neurcité
etiologie vyzadujici chirurgicky zasah. Po ¢tyfech tydnech biopsie kostni diené prokazala
pfetrvavajici onemocnéni s 10 % blastii v kostni dieni. Byla proto zavedena zachranna
terapie s 5-azacitidininem a sorafenibem. U pacienta doslo k relapsu. Nasledné byla
zah4jena lécba sorafenibem s novym FLT3 inhibitorem ASP2215. V pribéhu patého cyklu
1é¢by timto inhibitorem piinesly vysledky biopsie kostni diené¢ pozitivni snizeni blasta
na5 % (Kasi et al., 2016).
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Pro své pozitivni UCinky podstoupil ASP2215 dalsi studie, ve kterych byla
pfedevS§im zkouména jeho aktivita a také srovndvédna s ostatnimi zndmymi inhibitory
Vv klinickém vyvoji jako je midostaurin, sorafenib, quizartinib nebo crenolanib. Testovala
se inhibi¢ni aktivita gilteritinibu proti riznym formam FLT3 v buiikkach leukémie.
Pouzitim panelu bodovych mutaci FLT3, o kterych je znamo, ze poskytuji rezistenci viici
inhibitorim jako sorafenib a quizartinib, bylo zjisténo, ze gilteritinib vykazuje podobné
stupn€ inhibi¢ni aktivity proti mutacim TKD. Jednou z piekazek ve vyvoji inhibitort FLT3
je neschopnost dosahnout trvalé inhibice FLT3 in vivo. Proto se vyuzilo testu
inhibice aktivity plazmy pravé pro potvrzeni trvalé inhibice in vivo s plazmou odebranou
od pacientii. Vysledky ukézaly, Ze plazma od tfi pacient uzivajicich denni davku 120 mg
gilteritinibu zcela inhibovala fosforylaci receptoru FLT3-ITD v bunkach Molm14.

Je znamo, Ze midostaurin, quizartinib a v mensi mife crenolaniv inhibuji
c-KIT, ktery je nezbytny pro normalni hematopoézu. JelikoZ je quizartinib z téchto
zminénych inhibitorti nejucingjsi, srovnaval se gilteritinib s nim v ¢-KIT imunoblotovych
testech, ovSem gilteritinib nedosahl nikterak vysSich hodnot ICso. Ptesto gilteritinib
pfekonava vétsSinu piekdzek, které limituji ostatni inhibitory. Jeho u¢innost je povétSinou
stejnd jako u dalS$i FLT3 inhibitorti, inhibuje FLT3-TKD mutace odpovédné pievazné
za rezistenci, je nepravdépodobné, Ze bude gilteritinib myelosupresivni a pfedpoklada se,
ze by mohl dosahnout trvalé inhibice FLT3 in vivo. V§e naznacuje tomu, Ze by mohl byt

V budoucnu nejvice pouzitelnym dosud vyvinutym FLT3 inhibitorem (Lee et al., 2017).
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Obr. 11: Gilteritinib (ASP2215)

N\

CHs3

/
\

35



FLX925

FLX925 byl vybran pro nejnovéjsi klinické studie z diivodu vyskytujicich se ziskanych
sekundarnich mutaci FLT3 zpusobujicich omezeni az rezistenci terapeutickych ucinki
FLT3 inhibitora, pficemz FLX925 je navrZen tak, aby se t¢émto mechanismim rezistence
vyhnul. Jedné se o oralné¢ dostupny inhibitor FLT3 a cyklin dependentni kinazy 4 (CDK4)
a 6 (CDK®6) s potencialni protinadorovou ucinnosti. Po podani tohoto FLT3/CDK4/6
inhibitoru byla pozorovana specificka vazba a inhibice FLT3 kinazy a tim dochazelo
k snizené proliferaci u nadorovych bun¢k, které nadmérné exprimuji FLT3. Kromé toho
inhibuje CDK4 a CDK6 omezenim moznosti fosforylace retinoblastomového proteinu
(Rb) v ¢asné fazi G1 bunééného cyklu.

Pro prokézéni vynikajiciho profilu inhibitoru se provadély studie porovnévajici
FLX925 sFLT3 inhibitory jako je quizartinio (AC220) a gilteritinib (ASP2215).
Hodnoceno to bylo ve vice experimentalnich systémech. Napiiklad vytvofenim izigennich
bun¢k Ba / F3, které se navrhly tak, aby exprimovaly FLT3-ITD s rtiznymi zndmymi
sekunddrnimi mutacemi. Ve srovnani s gilteritinibem mél FLX925 ptiznivéjsi profil
ucinkil proti fad¢ vzniklych rezistenci u FLT3-ITD. Co se tye miry rezistence u mysich
a lidskych bunék, tak velikost rezistence na quizartinib a gilteritinib vyrazné pievySuje
miru pozorované rezistence na FLX925. Predpoklada se, ze zna¢na inhibi¢ni aktivita vici
CDK4/6, ktera je jedine¢nd pro tento inhibitor, pfispiva k jeho vynikajicimu profilu
rezistence. (Marubayashi et al., 2016).

V soucasn¢ dob& se FLX925 nachéazi v prvni fazi klinického testovani u lidi.
Testuje se jak eskalace davky, bezpecnost, farmakodynamika, farmakokinetika
a protinadorova aktivita u pacientl s relabujici a refrakterni AML. Pro klinickou studii byli
vybrani pacienti starsi ve véku > 18 let, u kterych je histologicky potvrzena AML a selhala
u nich piedchozi indukéni terapie nebo u nich doslo k relapsu po piedchozi 1é¢bé. Pacienti
jsou rozdéleni do tfi skupin. Prvni skupina pacientl s FLT3 mutaci (ITD nebo D835)
a s pfedchozi 1écbou FLT3 inhibitorem. Druha skupina zahrnuje pacienty s FLT3 mutaci
(ITD nebo D835) ale bez jakékoliv 1écby FLT3 inhibitorem a posledni skupinou jsou
pacienti bez zjistené FLT3 mutace v dobé zapisu do studie. Mimo jiné je tieba pro studii
dualezité, aby pacienti splnovali pfisna kritéria, mezi které¢ spada napiiklad absence klinicky
vyznamnych kardiovaskuldrnich onemocnéni, aktivni gastrointerstindlni choroby, které
by mohly narusit absorpci podavaného 1éku, dale také vyluCuji ze studii pacienty

s probihajicimi systémovymi infekcemi, hepatitidou B ¢i téhotné nebo kojici zeny.
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Vzhledem Kk tomu, ze se jedna o probihajici studii, nejsou prozatim k dispozici zadna

vyhodnoceni (ClinicalTrials.gov, 2015).
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Obr. 12: FLX925

Zminéné inhibitory jsou rozdéleny do dvou kategorii, na zdklad¢ jejich ucinnosti
a specifity pro FLT3. Inhibitory typu | (sunitinib, lestaurtinib, midostaurin, gilteritinib,
crenolanib) se vazi k domén¢ pobliz aktivacni smycky. Inhibitory typu II (sorafenib,
quizartinib) se zamétuji na oblast pfimo sousedici s ATP-vazebnou doménou receptoru
v jeho neaktivni konformaci. Inhibitory I typu jsou vétSinou obecné wU¢inné proti
FLT3-ITD i FLT3-TKD, zatimco inhibitory typu II maji specifickou ucinnost vici
FLT3-ITD, ale nejsou ucinné proti FLT3-TKD. Ptedevsim TKD-D835 mutace se ukazaly
byt hlavnim divodem rezistence u pacientll vii¢i inhibitorim typu II. Ale i u pacient
FLT3-ITD jsou pochopitelné¢ zaznamenany snizené¢ anebo Zadné odpovédi na 1écbu.
Rezistence vu¢i FLT3 inhibitorim mtize byt klasifikovana jako rezistence pted 1é¢bou
¢1 objevujici se béhem nebo po 1é¢bé danym inhibitorem.

Snahou nejnovejsich studii je tedy porozumét zakladnim mechanismiim rezistence
a vytvoreni lepSich pfistupt k 1é¢bé (Assi a Ravaldi, 2017). Byla proto vyvinuta cela rada
novych 2,6,9-trisubstituovanych purinovych derivati s uc¢innou inhibi¢ni FLT3 aktivitou,
obsahujici ve své struktufe mimojiné heterospirocyklickd jadra (Gucky et al., 2018).

Pro syntézu byl pouzit komeréné dostupny 2,6-dichlorpurin, v jehoZ poloze C®
se provedly nukleofilni substituce zvolenymi 4-substituovanymi anilinovymi nebo
2-substituovanymi-5-aminopyridinovymi derivaty. Na Obr. 13 lze vidét zminovany

purinovy skelet.
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Obr. 13: 2,6-dichlor purin (nalevo) a purinovy skelet s jii naznac¢enymi polohami provedenych

substituci - C*, C® a N° (napravo) (pievzato a upraveno z Gucky et al., 2018).

Do polohy C? se substituoval trans-1,4-diaminocyklohexan
nebo 2-aminopropan-1-ol. Zatimco do polohy N° se substituoval isopropyl, cyklopentyl
¢i benzyl aj. Vysledné latky se podrobily in vitro testim, ve kterych se studovala jejich
schopnost inhibovat FLT3-ITD a nasledné se vyhodnotila jejich antiproliferacni aktivita
V bunéénych liniich myeloidni leukémie. Jako buné&cné linie se zvolily MV4-11 (odvozené
od AML) a K-562 (odvozené od CML). Vysokou selektivity vici FLT3-ITD pozitivnim
bunkam  vykazovaly  slouCeniny se  substituovanym  cyklopentylem  na Ng
a trans-1,4-diaminocyklohexanem na C2. Pro lepsi piehlednost a porovnani biologické

aktivity uvadim tabulku se zlomkem pfipravenych derivati.
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Tab. 2: Vybrané nové syntetizované 2,6,9-trisubstituované purinové derivdty a srovndni jejich

biologické aktivity.

Substituenty ICs0 (uM)  Glso (uM)
R1 R2 R3 FLT3-ITD MV4-11 K562
1 cyklopentyl = nH, Br 0,004 0,010 0,670

2 cyklopentyl NNH’O‘NHZ Cl 0,005 0,021 0,840

3 isopropyl - nH, Br 0,010 0,0007 1,173
4 cyklopentyl _éN{'_fH Cl 1,723 0,235 10,910
5 benzyl -?NH OH Br 9,848 >4 9,447

Do tabulky byly vybrany derivaty s vysokou selektivitou vici FLT3-ITD (latky 1 a 2), ale také
naopak i svelmi nizkou selektivitou (litky 4 a 5) pro porovndani vztahu mezi strukturou
a biologickou aktivitou. | ztohoto malého mnozstvi zahrnutych derivati je patrné, Ze
4-aminocyklohexylamino a 4-halogenfenylaminové skupiny v polohach C*> a C°® spolus
s cyklopentylovou skupinou v poloze N° budou patrné mit viiv na inhibici FLT3-ITD bunécnych

linii (prevzato a upraveno z Gucky et al., 2008).

Dile se studoval vliv prodlouzenych substituenti v poloze C® zahrnujicich
heterospirocyklicka jadra (Tab. 3). Zde do tabulky jsou jiz zahrnuty veskeré ptipravené
latky.

Tab. 3: Derivdty se substituovanymi heterospirocyklickymi jadry a jejich srovnani biologické

aktivity (pFevzato a upraveno z Gucky et al., 2018).

Substituenty ICs0 (uM)  Glso (uM)

R1 R2 R3 FLT3-ITD MV4-11 K562
1 cyklopentyl ’;"'”NH—O—NHz -g.NC/ 0,003 0,018 0,940
2 cyklopentyl NNH*O—NHz _§_N©O 0,002 0,002 0,965
3 cyklopentyl ’;‘"‘"NH-O—NHZ _g_NCNJ 0,003 0,001 2,070
4 cyklopentyl ’;"'”NH—O—NHz S % 0,003 0,002 0,380

__/
5 cyklopentyl NNH,O_NHz _g_N%O 0,004 0,003 1,220
6 cyklopentyl =% NH,  FN 0,006 0,017 0,700
PAMeYe




Nejaktivnéj$i slouc¢enina 4 (Obr. 14) byla porovnavana s analogy nesouci ruzné
modifikace v poloze C? pro ovéfeni, zda 4-aminocyklohexylaminova skupina je idedlni
vzhledem kin vitro biologické aktivité. Zkoumany byly naptiklad aminoalkylaminy,
hydroxyalkylaminy, aromatické substituenty a dal$i. Piestoze ve srovnani s prozatim
nejslibnéjSim derivatem 4 vykazovaly né€které o néco vySsi aktivitd vuci FLT3-odrazilo
se to na druhou stranu v hodnotach Glso u bunéénych linii. Presto byla vybrana fada latek
apodrobena dalsim biologickym testovanim pro sledovani bunécné selektivity
na rakovinnych bunécnych liniich s odliSnym histologickym ptiivodem. Timto se potvrdila
selektivita latek viaci FLT3-ITD, jelikoz vykazovaly u linii MOLM-13 nanomolarni
aktivitu, zatimco u jinych rakovinnych linii se jejich aktivita pohybovala v rozmezi
mikromolarnim. Dulezitym poznatkem zlstava fakt, ze netransformované lidské bunky
nebyly témito latkami ovlivnény ani pii vysokych koncentracich. Celd tato fada latek
se stala tedy vhodnymi kandydaty pro vyvoj silnych a specifickych FLT3 inhibitorti
(Gucky et al., 2018).

I
-IIZ

Obr. 14: 2,6,9-trisubstituovany purinovy inhibitor N*-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-(4-
morfolin-4-ylmethyl-fenyl)-9H-purin-2,6-diamin
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3.2 Syntetické pristupy k vybranym heterospirocyklickym jadrim

Synteticky dobie dostupné, heteroatom obsahujici, derivaty spiro[3.3]heptanu
(Obr. 15) obecné vykazuji vyssi rozpustnost ve vodé nez jejich cyklohexanové analogy
a mimo jiné vykazuji zvySenou metabolickou stabilitu. Takova heterospirocyklicka jadra
mohu byt zakomponovana do slozitéjSich  struktur, napiiklad v kombinaci
s fluorochinolony za ucelem ziskani uc¢innych slouéenin s podobnou nebo dokonce vyrazné
zlepsenou metabolickou stabilitou. Heterocyklické derivaty spiro[3.3]heptanu se v posledni
dobé jevi jako nadé&jné nihrady za piperaziny, piperidiny, morfoliny a thiomorfoliny

(Burkhard et al., 2010).

s<><>|\|‘§ \O—S%N% 2}8(><>N%
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Obr. 15:  Spiro[3.3]heptany se  substituovanym  heteroatomem: vybér  moznych
heterospirocyklickych jader s potencionalneé vhodnymi viastnostmi pro vyvoj novych léciv

(PZevzato z Burkhard et al., 2010).

Ctyf¢lenné  heterocykly poskytuji —piileZitost ke zméné fyzikalnd-chemickych
a biochemickych vlastnosti analogické slouceniny. Pfi vzristajicim z&ymu o slouceniny,
které jsou nejen méné lipofilni, dobfe se zaclenuji do biologicky aktivnich latek a také se
snadno syntetizuji, padla pozornost na ctyiclenné heterocykly, konkrétné na oxetany a
Vtéto souvislosti za zminku wurCit€¢ stoji heterospyrocyklické jadro 2-0xa-6-

azaspiro[3.3]heptan (Obr. 16) (Wuitschik et al., 2006).

O NH

Obr. 16: Struktury: Nalevo struktura oxetanu a napravo 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan

2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan  se  ziskd vhodnym  zplusobem ziskd refluxem

s 3-brom-2,2-bis(brommethyl)-1-propanolem a p-toluensulfoamidem v bezvodém ethanolu
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a hydroxidem draselnym pii reakéni dobé 72 hodin. Chrénici skupina tosylu se odstrani
pomoci sonifikace praSkovym hotéikem. Prislucnou oxaldtovou sil je mozné vytvorit
pridanim kyseliny $tavelové, ¢imz se ziska 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (Obr. 17). Toto
heterospirocyklické jadro bylo piipraveno a) piidanim
3-brom-2,2-bis(bromomethyl)-1-propanolu = k  roztoku  hydroxidu  draselného
a p-toluensulfoamidu v bezvodém ethanolu, kdy reakéni smés je zahiivana k refluxu
po dobu 90 hodin. Rospoustédlo bylo odstranéno vakuovym zahusténim, ptidal se nasledné
IM hydroxid draselna a bild suspenze se nechala michat dal$i 2 hodiny pfi laboratorni
teploté. Smés se zfiltrovala a bila krystalickd latka se promyvala destilovanou vodou
do vymizeni zbarveni a latka (N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan) se poté vysusi.

Produkt piedchoziho kroku se rozpustil v methanolu a byl sonifikovan s praSkovym
hoi¢ikem po dobu 1 hodiny. Surovd smés se vakuové zahusti a nasledné¢ se micha
v diethyletheru po pfidani dekahydratu siranu sodného po dobu 1 hodiny. Poté byla
zfiltrovana, fitrat se vysusSil siranem sodnym bezvodym a nasledovala filtrace. Nyni
se naskytuji dvé moznosti. Pokud neni potieba 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan uchovavat, ale
je uréen k dal§im syntézam, tak se b) filtrat vakuové zahusti do podoby olejovité kapaliny,
kterd se popiipadé da kratkodobé uchovat pii -20 °C. Naskytd se ale mozZnost
dlouhodobého uchovani pfipravou oxalatové soli, kdy se kc) filtratu za soucasného
michani pfidal roztok bezvodé kyseliny Stavelové v ethanolu, pficemz se okamzité
vytvofila bila srazenina. Pevna latka se zfiltrovala a vakuové vysuSila, ¢im se ziska cista
2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan oxalatova sul v podobé amorfniho bilého prasku (Chen at al.,
2014).

Br 0 O
HO a) TsNH» / KOH b) Mg / CH30H / sonifikace
- - -
Br bezvody ethanol Et»0
Br N N
I
Ts H
c) — _
(COOH)> O
N C204
H
- 2
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Obr. 17: Schéma mozné piipravy 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu | : a) TsNH,, KOH, 76 %; b) Mg,
MeOH, sonifikace poté Et20, C) kyselina Stavelova za vzniku stabilni oxaldtové soli, 73 %
Vysvétlivky: TsSNH, = p-toluensulfoamid, Ts = p-toluensulfonyl, (prevzato a upraveno z Chen et al.,
2014).

Zminény pristup k syntéze 2-o0xa-6-azaspiro[3.3]heptanu je vhodny pro pfipravu v malém
meéfitku, jelikoz konkrétné v kroku, kdy je tfeba zfiltrovat hotecnaté soli, dochazi k velkym
ztratam materialu a tim padem nizkym vytézkim. Byl proveden ptechod na benzylovou
chrénici skupinu, ktera nabidla UCingj$i deprotekci a nasledné zpracovéani slouceniny.
Tento postup se osvéd¢il i ve veétsim méfitku, kdy 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan je
uchovavan ve stabilni formé oxalatové soli. Postup syntézy je znazornén na Obr. 18.

Jako prvni a) se 3-bromo-2,2-bis(bromomethyl)-1-propanol a tetrabutylammonium
hydrogen sulfat pfevede do vhodné nadoby s dusikem. Béhem michani smési se piida
toluen, nasledné 50 % vodny roztok hydroxidu sodného a pii 23 °C se smé&s micha po dobu
23 hodin. Pfid4 se po uplynuti reakéni doby destilovana voda a opét se micha po dobu
30 minut. Jednotlivé faze se po urcité dobé stani odd¢li. Nasledné se k roztoku piida
tetrabutylammonium hydrogen sulfat, 50 % vodny roztok hydroxidu sodného, smés
se zahfeje na 73 °C a bé¢hem 10 minut se piikape benzylamin. Opét se smés zahieje,
tentokrat na 83 °C a micha se 20 hodin. Po ochlazeni se ptid4 destilovand voda, nasleduje
michani 30 minut, opét se smes nechd stat a odd€li se jednotlivé faze. Organicka faze
se extrahuje 2M kyselinou octovou. Vodna faze se extrahuje toluenem. Spojené organické
faze se vakuové zahusti pfi 40 — 50 °C za poskytnuti svétle Zlutého oleje
2-benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptanu,  ktery se musi preCistit za  vzniku
2-benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptanu hydrochloridu.

Precisténi b) se provede pridanim isopropanolu do vhodné nadoby spolu
s 2-benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptanem, ptikape se 4 M kyselina chlorovodikova
v dioxanu a teplota se udrzuje na 0 — 5 °C. V tomto teplotnim rozmezi se micha 40 minut.
Suspenze se zfiltruje a promyje methyl-terc-butyletherem. Latku je tieba vysusSit a nadale
se pouZzije k syntéze ) pozadovaného spirocyklického jadra.

2-Benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptan hydrochlorid se pievede do vhodné nadoby,
ptida se destilovana voda, methyl-terc-butylether a nasyceny 5 M roztok hydroxidu
sodného se ptfidava az do pH 13. Poté se smés micha po dobu 30 minut a smes

se extrahuje. Vodna faze se extrahuje s methyl-terc-butylether. Spojené organické faze
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se vakuov¢ zahusti a ziska se 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan ve formé svétle zlutého oleje.
Vytézek je 99 % (Golden et al., 2016).

a) Aq NaOH, BusN* HSOy,

Br : i OH toluen
Br Br .
0] NH

b) HCI, Dioxan, i-PrOH

¢)NaOH, MTBE, voda

Cl

Obr. 18: Schéma moiné piipravy 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu Il : a) Priprava suroviny
2-benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptanu, 90 %; b) Precisténi za vzniku hydrochloridu
2-benzyl-6-oxa-2-azaspiro[3.3]heptanu, 55 %; c) Vyslednd syntéza 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptanu,
99 % Vysvétlivky: Aq NaOH = vodny roztok hydroxidu sodného, BusN*HSO*
= tetrabutylammonium hydrogen sulfat, i-PrOH = isopropanol, MTBE = methyl-terc-butylether
(prevzato a upraveno z Golden et al., 2016).

Dalsi spirooxetan byl ptipraven z nestabilniho a drahého 3-oxetanonu se substituovanym

konjugatem CO2Et, a syntéza pokracovala sledem nékolika krokt (Obr. 19).
O O
O B fﬁ e fﬁ
—_—
K{\ OMs OMs N
X R
B o
X = CO,Et R= UO>

piperonyl

Obr. 19: Schéma moZné piipravy 2-0xa-7-azaspiro[3.5]nonane: a) H.C(CO.Me),, NaH; b) NaCl,
DMSO, 160 °C, 82%, c)LiAIHs; d)MsCl, NEts; e)R'NH, 38%.  Vysvetlivky:

Ms = methansulfonyl, NEt; = triethylamin (prevzato z Wuitschik et al., 2008).
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Uvedeny synteticky pfistup je sice komeréné dostupny, ale relativné drahy. Proto byl
navrzen dal$i mozny piistup (Obr. 20).

N-Tosylpiperidin-4,4-diethyl ester (1) se pfipravi reakci diethylmalonatu
s N-tosylbis(2-bromethyl)aminem. Redukci hydridu lithno-hlinitého se ziska diol (2), ktery
se podrobi mesylaci a dochazi k uzavieni oxetanového kruhu (3). Tosylova skupina
se odstrani  sonifikaci s praSkovym hoicikem v methanolu, naslednym michanim
s diethyletherem a dekahydratem siranu sodného. Po zfiltrovani je mozné vytvofrit

oxelatovou sil pfidanim bezvodé kyseliny $tavelové k filtratu (4) (Gurry et al., 2015).

o ©
O O Na' -0 o
+ Br Br ——
/\oMo/\ ~ONTS 83 %
N
Ts
o ©
-0 0™ LiAlH,, THF /Ef MsCl, t-BuOK
0, 0,
N T ew T e N 3
Ts Ts
0 0
0
i) Mg, MeOH OH
Mo beot | (| wor ot s
N i) (COOH), N o
Ts H H

Obr. 20: Schéma moiné piipravy 2-oxa-7-azaspiro[3.5]nonan anebo také oxaldtové soli
2-0xa-7-azaspiro[3.5]nonanu: Schéma zobrazuje nejnovéisi pristup nejen i) Ksyntéze
2-0xa-7-azaspiro[3.5]nonanu, ale také kii) vytvoreni soli za pouZiti daného derivitu (prevzato
z (Gurry et al., 2015).

6-Oxa-3-azabicyclo[3.1.1]heptan byl syntetizovan  z (4-ethyloxetan-2-yl)methanolu
kratkou tfistupniovou reakci, kdy vznika 6-oxa-3-azabicyclo[3.1.1]heptanovy analog
s piperonylovou skupinou, kterou lze odstranit hydrogenolyzou (Obr. 21) (Wuitschik
et al., 2008; Wishka et al., 2011).
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Obr. 21: Schéma moziné piipravy 6-0xa-3-azabicyclo[3.1.1]heptanu | : a) Allylmagnesium

bromid, Et;0, 0 °C, reflux, 83 %; b) MCPBA, CH.Cly, 0 °C, 12 hodin, 84 %; c) BusSnOMe, 120 —
220 °C, 3 hodiny, 32 %, d) Hy, 20 % Pd(OH)./C, MeOH; 2 hodiny; e) MsCl, pyridin, 0 °C, pres
noc; f) piperonylamin, dioxan, reflux, 16 hodin, 20 %. Vysvétlivky. Bn = benzyl, Ms =
methansylfonyl, MCPBA = kyselina m-chlorperoxybenzoova, BusSnOMe = tributylinmethoxid.
(prevzato a upraveno z Wuitschik et al., 2008; Wishka et al., 2011).

Dalsi mozny pfistup popisuje kolektiv Donn G. Wishka (Obr. 22.), kdy se v roce 2011
podaftilo pfipravit 6-0xa-3-azabicyclo[3.1.1]heptan hydrotosylat. Jako prvni provedli reakci
a) (4-methoxyfenyl)methanaminu (vytvofeného in situ z 4-methoxy-benzaldehydu
a koncentrovaného vodného roztoku amoniaku) s epichlorhydrinem (1) za vzniku iminu
(2). Reakce b) pokracovala redukci iminu (2) za pouziti borohydridu sodného v methanolu
vznika  1-chloro-3((4-methoxymenbzyl)amino)propan-2-ol ~ (3).  Dale  zminuji,
Ze V pavodnim postupu syntézy reagoval epichlorhydrin piimo
s (4-methoxyfenyl)methanaminem bez nasledné redukce za vzniku (3). OvSem tento
postup je mén¢é V}’/nosn}'l, zatimco dvoufézovy optimalizovany postup poskytuje (3), jak
a-chloramid (4), ktery s koncentrovanym vodnym roztokem hydroxidu sodného umozni

uzavieni morfolinového kruhu a za stejnych podminek po 4 hodinach reakcniho casu
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vznika také v malém zastoupeni epoxid (5). Nasledovala intramolekularni cyklizaéni
reakce, kdy vychlazeny (0°) roztok morfolinu (4) reagoval s hexamethyldisilazidem
draselnym (jakozto silna bazi) za vyprodukovani laktamového enolatu, ktery prochazi
naslednou intramolekularni alkylaci s primarnim alkychloridem za vzniku (6). Redukce f)
karbonylové skupiny laktamu bylo dosazeno za pomoci boran-dimethyl sulfidového
komplexu a naslednym zpracovanim byl vyprodukovan achiralni morfolin (7)

(pokracovani na Obr. 23).

OMe
PMB
O “NH
a) b) OH C)
e \N e — e —
Cl 1 OH Cl
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O + ©
O
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4 e

Obr. 22:  Schéma  moiné  piipravy  6-Oxa-3-azabicyclo[3.1.1]heptanu 1l

a) (4-Methoxyfenyl)methanamin a epichlorhydrin, 92 %; b) redukce NaBHa4, MeOH, 0 °C, po dobu
1 hodiny c¢); 1. produkt vytvoren CICH,COCI, CH2CI2, vodny roztok NaOH, 0 °C, po dobu
1 hodiny, 73 % (4); 2. produkt vytvoien za stejnych podminek: 40% vodny roztok NaOH,
laboratorni teplota, po 4 hodindch, méné nez 10 % (5); d) KHMDS, toluene-THF (1:1), 0 °C
po dobu 1,5 hodin; €) BH3 'SMe,, THF, 0 °C, 24 hodin. Vysvétlivky: OMe = methoxy skupina, PMB
= 4-methoxybenzylova protektivni skupina, NaBHa = borohydrid sodny, CICH,COCI = chloracetyl
chlorid, KHMDS = hexamethyldisilazid draselny, BH; SMe, = boran-dimethyl sulfidovy komplex

(prevzato a upraveno z Wishka et al., 2011).

K syntéze kone¢ného produktu (8) bylo potieba odstranit chranici 4-methylbenzylovou
(PMB) skupinu. Tento krok zkousSely i jiné skupiny chemikt, pfi¢emz syntézy vedly
ke vzniku komplexnich smési produkti nebo pouze malému mnozstvi produktu (8)
¢ik reakci vibec nedoslo. 4-methoxybenzylova skupina byla nakonec odstranéna
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hydrogenolyzou slouceniny (7) za pfitomnosti monohydratu kyseliny 4-toluensulfonové
za vzniku bicyklického morfolinu (8). Redukéni aminaci (8) s piperonalem poskytuje
tercialni amin popsany v prvnim piistupu (str. 46) (Wishka et al., 2011).

TsOH
N 9) HN

—’.

o) O

Obr. 23: Schéma moiné piipravy 6-Oxa-3-azabicyclo[3.1.1]heptanu 1l-b: a) H, Pd(OH),,
TsOH H,O, MeOH, 36 hodin, 84 %. Vysvetlivky: TsOH H,O = monohydrdt kyseliny
4-toluensulfonové (prevzato a upraveno z Wishka et al., 2011).
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3.3 Farmakologicky potencial heterospirocyklii jako alternativnich
farmakoforu

3.3.1 Obecné principy

Oxetany, které zacinaji byt v posledni dobé opét pfedmétem zajmu v medicinské chemii,
byly v minulosti z velké ¢asti opomijeny z divodu pracného syntetického pfistupu a obav
0 chemickou a metabolickou stabilitu. OvSem na druhou stranu jejich pozitivni vlastnosti
jako tieba ovlivnéni rozpustnosti ve vod¢, lipofilnosti nebo metabolické stability
pfi nahrazeni bézné¢ pouzivanych funk¢nich skupin naptiklad gem-dimethylovych
¢i karbonylovych, pfispélo kdals§im vyzkumim tohoto nad&ného heterocyklu
(Wuitschik et al., 2010).

Co se tyCe fyzikalnich vlastnosti tak oxetan sdm o sobé je Ctyfclenny kruh
obsahujici atom kysliku. Prstenec zaujima v podstaté planarni strukturu s thlem otaceni
8,7° pii 140 K a 10,7°pti 90 K. Délka vazby uhlik — kyslik v nesubstituovaném oxetanu
je 1,46 angstrom (A) a délka vazby uhlik — uhlik je 1,53 A, a to vede k vazebnym uhltim
90,2° (C-0O-C), 92,0° (C-C-O) a 84,8°(C-C-C), coz bylo identifikovano rentgenovou
difrakéni analyzou pii 90 K (Luger a Buschmann, 1984). Deformovany thel vazby C-O-C
odhaluje kyslikovy par elektroni umoznujici oxetanu pusobit jako vynikajici akceptor
vodikové vazby (Searles a Tamres, 1951). Velkou vyhodou oxetant je schopnost ptsobit
jako akceptor H-vazeb svétsinou karbonylovych funkénich skupin jako naptiklad
s alifatickymi ketony, aldehydy a estery, ov§em dokonce s amidy poskytuji jako o néco
lepsi akceptory (Wauitschik et al., 2010).

Oxetanovy kruh se objevuje vpomérné malém poctu piirodnich produkti,
ale pokud je jiz pfitomen, tak vyznamna biologicka aktivita je Casto zpusobena praveé
ptritomnosti oxetanové struktury. Na Obr. 24 Ize vidét vyznamnou latku paclitaxel zvany
také jako Taxol, kterd byla poprvé izolovana v roce 1971 z kmenové kury zapadniho tisu
Taxus brevifolia a vyuziva se v chemoterapii rakoviny diky jeho antileukemickym a tumor
inhibujicim vlastnostem (Wani et al., 1971). Bylo prokazano, ze béhem bunécného déleni
Taxol piisobi na mikrotubuly a stabilizuje je béhem bunécéného déleni tim, Ze naruSuje
rovnovahu mezi tubulinem a mikrotubuly a =zastavuje se tak bunééné déleni,
ale konformace, ve které se Taxol vaze na mikrotubuly a skutecné vazebné misto nejsou
podrobné¢ znamy. Navrzeny byly rtizné hypotézy o vyznamu oxetanového kruhu
v souvislosti s aktivitou Taxolu. Bylo proto pfedmétem zkoumani nahrazeni atomu kysliku

v oxetanovém kruhu jinym heteroatomem, aby doslo k objasnéni, zda tloha oxetanového
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kruhu je primarn¢ konformacni (zda acetoxy skupina pfijima orientaci v prostoru pfiznivou
pro interakci s mikrotubuly) nebo primarné elektronova (zda se piimo podili na vazani
receptoru svym kyslikovym atomem prostiednictvim vodikovych vazeb). Nahrazenim
kysliku sirou v oxetanovém kruhu zpisobilo vyznamné snizeni aktivity tubulinu.
V souladu se zjizténim, ze nahrazeni kysliku dusikem také zpiisobuje vyrazné snizeni
aktivity podporuje hypotézu, ze oxetanovy kyslik pusobi jako akceptor vodikové vazby
a atom kysliku v oxetanovém kruhu hraje dulezitou roli v mechanismu, kterym Taxol
vykazuje svou protinadorovou aktivitu (Gunatilaka et al., 1999). Ptesto nedavné studie
ukazaly, Ze oxetan nemusi byt ve skuteCnosti nezbytny pro biologickou aktivitu Taxolu

(Wang et al., 2015).

OH a =

Obr. 24: Paclitaxel (Taxol): struktura ldtky izolované z Taxus brevifolia

o “H
= 0
HO d
@)

Z ptirodnich zdroji byly izolovany také dalsi slouceniny obsahujici oxetan. Oxetanocin A
(Obr. 25) byl izolovan z ptdnich bakterii Bacillus megaterium a prokazal aktivitu vaci
herpes simplex viru Il a pozorovana byla silna antibakterialni aktivita proti bakteriim
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa a Bacillus cereus
(Shimada et al., 1986).

OH
//\NH

QN NH

NN

Obr. 25: Ocetanocin A: struktura latky izolované z Bacillus megaterium
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Dalsi latkou je oxetin (Obr. 26), izolovan ze Streptomyces sp. OM-2317. Jedna se 0 prvni
pfirodni  produkt obsahujici oxetanovy kruh s prokdzanymi antibakteridlnimi

a herbicidnimi G¢inky (Omura et al., 1984).

NH
0
]
@

Obr. 26: Oxetin: struktura ldtky s antibakterialnimi a herbicidnimi ucinky

U latky zvané merrilakton A (Obr. 27), izolované z oplodi rostliny Illicium merrillianum,
se ukazalo, ze stimuluje u krys rist neurontt (Huang et al., 2000; Inoue et al., 2006). A pak
také bradyoxetin (Obr. 27), produkovany pudni bakterii Bradyrhizobium japonicum stoji
za zminku. Obsahuje totiz hned dva oxetanové kruhy (Loh et al., 2002).

Obr. 27: Merrilakton a bradyoxetin: struktury ldatek obsahujici oxetanové kruhy

Vyznamnym objevem byl fakt, ze pouZzije-li se substituce oxetanu misto gem-dimethylové
skupiny, rapidné se zvysi rozpustnost dané latky ve vodé a zaroven dochazi ve vétSiné
pfipadli ke snizeni metabolické degradace. V medicinské chemii se osvédcilo pouziti
3,3-disubstituovanych oxetant (Obr. 28). Gem-dimethylova skupina se bézné vyuziva
k blokovani metabolicky citlivych methylenovych mist. Nicméné zavedeni této skupiny
vede ke zvySeni lipofilnosti, coz samo o sobé mize mit nepfiznicé ucinky

na farmakokinetické vlastnosti slouc¢eniny (Wuitschik et al., 2010).
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Obr. 28: Hlavni vyhody zavedeni oxetanii misto gem-methylové skupiny: oxetan jakozto znacné
polarnejsi ekvivalent gem-dimethylové skupiny zajisti u latek vyssi metabolickou stabilitu,

ale zdrovern snizuje lipofilnost (prevzato a upraveno z Wuitschik et al., 2006).

Jakozto modelova sloucenina, u které se zkoumal U¢inek nahrazeni gem-dimethylové
jednotky za oxetan, byla zvolena lipofilni a zaroven amfifilni latka
N,N-dimethyl-4-(p-tert-butylphenyl)butylamin. Po zavedeni oxetanové jednotky se latka

stala zna¢né polarnéjsi a vice rozpustna (Wuitschik et al., 2006).

Tab. 4: Tabulka porovndvajici fyzikdlné-chemické vlastnosti latek se substituovanou oxetanovou

jednotkou.

Latka Termodynamicka rozpustnost Lipofilnost  pKa

pg/ml? logD (logP)

NMe, <1 18(43) 99

NMe, 4000 01(24) 99

NMe, 6100 0520 99

NMe,, 4400 08(33) 99

ey

Me

Termodynamicka rozpustnost v jednotkach ug/ml™ byla mérena v 50 mM fosfatovém pufiu pii pH
9,9 a 22,5 + 1 °C. Logaritmické rozdéleni (logD) oktanol/voda pri pH 7,4. Viastni lipofilnost

neutralni baze (logP) (Prevzato a upraveno z Wuitschik et al., 2006).

Pouziti oxetanii jako ndhradnich skupin za karbonylové skupiny (aldehydy, ketony
a estery) vedlo k fadé prospésnych zmén. Karbonylové slouceniny, které maji podobné

dipoly a vlastnosti vodikovych vazeb jako oxetany, jsou citlivé na vliv enzymu
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a deprotonaci/epimerizaci stereogennich center. OvSem oxetany jsou, jak se zda, vici tomu
stabilni. V nasledujici tabulce jsou shrnuty pro porovnani zjisténé fyzikalné-chemické
a biologické vlastnosti riznych spirocyklickych sloucenin obsahujicich oxetan a jejich

odpovidajici heterocyklické derivaty obsahujici karbonyl (Wuitschik et al., 2008).

Tab. 5: Tabulka porovnavajici fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti riznych
spirocyklickych sloucenin obsahujicich oxetan a jejich heterocyklické derivaty s karbonylovou

skupinou.

R= piperonyl Rozpustnost  Lipofilnost hCLint MCLint PKa
o) (ug/ mL*)  logD (logP)  (minY/mg?*/uL)®  (minY/mg*/uL)?

)

O

o4

4000 1,2 (1,6) 120 88 7.5
1
O
Ej 1400 1,0 (2,0) 6 22 8,3
N
2 R
/O
(g 4100 -0,1 (-0,1) 100 580 6,1
N
3 R
O
2
730 0,7 (1,5) 2 27 8,1
N
4 R
O
[N] 8000 1,5 (1,6) 9 8 7.0
|
5
O
% 24000 05 (1,2) 3 7 8,0
\
6 R

U derivatii 2 a 4 po zaclenéni oxetanového kruhu doSlo ke sniZeni rozpustnosti. Byly vSak

pozorovany protichiidné ucinky na lipofilnost. Co se tyce ale metabolické stability u derivati 2 a 4,
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tak doslo kjejimu znacnému zlepSeni. Rychlost vnitini clearance byla mérena na lidskych
mikrozomech jater (h) a na mysich (m). Zasaditost aminii ve vodé byla mérena spektrofotometricky

pri 24 °C. (Prevzato a upraveno z Wuitschik et al., 2008).

Pro zlepSeni rozpustnosti 1€kt ve vodé se zaclenuji do jejich struktury morfolinové kruhy,
ale prestoze zalepsi lepsi rozpustnost, naopak mohou takovéto slouceniny prochazet
nezadoucim oxida¢nim metabolismem. Vzhledem k podobnym strukturnim vlastnostem
byl navrzel spirocyklicky oxetanovy derivat 6. Ve srovnani s morfolinem 5
ma spirocyklicky oxetan 6 zvySenou rozpustnost ve vodé, snizenou lipofilnost, zatimco
zustava metabolicky stabilni viéi oxidaci (Wuitschik et al., 2008). Byly  uvadény
také spirocyklické struktury jakoZzto strukturni analogy heterocyklli véetné piperazinu
a piperidinovych a thiomorfolinovych analogti (Burkhard a Carreira, 2008; Burkhard et al.,
2010).

Jako soucést studie zaméetené na zkoumani farmakofort se zkouselo také zavedeni
oxetantl do aromatickych a hereroaromatickych systémi. Rada takovychto slouéenin byla
hodnocena in vitro screeningem pii inkubaci s lidskymi jaternimi mikrozomy
za ptitomnosti glutathionu a NADPH za ucelem detekce reaktivnich metaboliti. Ve vice
neZ poloviné piipadl nebyly pozorovany zadné konjugaty glutathionu, coZ poskytuje
ditkaz toho, Ze oxetan-3-yl miZe byt atraktivni strukturou pro medicinalni chemii (Duncton
et al., 2008).

3.3.2 Priklady vyuziti heterospirocyklickych latek pro upravu
vybranych biologickych vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, rozpustnost lipofilnich struktur se Casto zlepSuje
zavedenim morfolinové jednotky 1 piestoze se predpoklada, ze pravé morfolin podléha
oxida¢nimu metabolismu. Na trhu k roku 2010 bylo zndmo 17 na trhu dostupnych 1é¢ivych
latek obsahujicich morfolinovy zbytek. U 8 z téchto léCiv byla prokazana oxidacni
degradace morfolinového kruhu. Na Obr. 29 je uvedeno nékolik komeréné znamych 1é¢iv

s morfolinovou jednotkou (Wauitschik et al., 2010).
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Obr. 29: Pitehled vybranych léciv: A) Léky citlivé viici metabolické oxidaci - prodavané bézné
na trhu obsahujici morfolinovou jednotku. B) Spirocyklické oxetany, které by mohly byt pouZity

misto morfolinové jednotky (Prevzato a upraveno z Wuitschik et al., 2010.

Prvnim peroralné podavanym inhibitorem EGFR uvedenym na trh je gefitinib (Obr. 30).
Gefitinib je rozsahle metabolizovan cytochromem P450 a to CYP3A4 a CYP2D6. Oxidace
morfolinového kruhu, oxidaéni defluorace a O-demethylace methoxy substituentu
na quinazolinovém jadie predstavuji hlavni cesty metabolismu gefitinibu. Diky CYP3A4
jsou produkovany metabolity M537194, M608236 a M387783, zatimco CYP2D6 ptisobi
na metabolismus gefinitibu velmi rychle a extenzivné a vznika tak jeho hlavni metabolit
O-desmethyl gefitinib (M523595). Monitorovani metabolit je dalezité¢ hlavné z diivodu

minimalizace rizika Iékovych interakci a toxicity podavaného farmaka (Zheng et al., 2016).
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Obr. 30: Gefitinib
U mySich modeli hlavni cestou metabolismu gefinitibu byla piedev§im oxidace
morfolinového kruhu, u psti kromé toho probihala i O-demethylace. Byly také provedeny

studie metabolismu u zdravych lidskych dobrovolnikli, u kterych gefitinib byl

metabolizovan podobn¢ jako u pst. Informace z lidskych studii nebyly obsdhlé vzhledem
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k relativné nizkym podavanym peroralnim davkam. Piesto uréité mnozstvi metabolitt bylo
pozorovano v plasmé, pti¢emz koncentrace hlavniho metabolitu M523595 byla srovnatelna
s koncentraci samotného 1é¢iva (McKillop et al., 2004).

Jako piiklad modifikace gefitinibu heterospirocyklickou slouc¢eninou je uvedena

latka se substituovanym 2-0xa-6-azaspiro[3.4]oktanem (Obr. 31).

jod F
0™ HN cl HN/EjiCl

Obr. 31: Gefitinib (nalevo) a latka s nahrazenou morfolinovou jednotkou (napravo).

Latka byla podrobena imnhibi¢nimu testu tyrosinkindzové aktivity pro EGFR. Studovala
se také in vitro bunécna cytotoxicita proti lidskym plicnim rakovinnym bunécnym liniim
HCCB8027 a A549 s gefitinibem jako pozitivni kontrolou. Buné¢né linie HCC8027 nese
EGFR-aktiva¢ni mutace a je reprezentativni bunécnou linii fizenou EGRF. Bunécna linie
A549 byla pouzita k vyhodnoceni efekti bunééné toxicity. Ve srovnani s gefitinibem
modifikovana slou¢enina obsahujici 2-0xa-6-azaspiro[3.4]oktan ma vysokou aktivita proti
EGFR a HCC827 (ICso = 15 nM pro EGFR a 28 nM pro HCC827). Rozpustnost ve vodé
oproti gefitinibu je také mnohem vy3si (33,8 ug/mL? pro novou latku a 2,1 pg/mL*
pro gefitinib).

In silico experimenty jen potvrzuji vysledky ziskané in vitro. Ukotvenim
slouceniny do trojrozmérné struktury komplexu EGFR, doslo k navdzani latky na stejném
misté jako gefitinib. Tyto vysledky dokazuji, Ze nahrazeni morfolinové ¢asti gefitinibu
Ctyi€lennymi jednotkami vznika moznost modifikace inhibice EGFR a in vitro
protinadorové aktivity (Zhao et al., 2013).

Jiz v ptedchozi kapitole zminény paclitaxel neboli pod komerénim nazvem znamy
Taxol, je dilezitym chemoterapeutikem v soucasné klinické 1écb& rakoviny prsu,
vajeCnikli, malobunééného karcinomu plic a rakoviny prostaty. Urychluje polymerizaci
mikrotubulG a stabilizuje déleni bunck ve fazi G2/M a zaroven stimuluje apoptozu
nadorovych bunék. Vzhledem k jeho silnym protirakovinym ucinkim byl proveden
vyzkum zabyvajici se vztahem mezi strukturou latky a jeji aktivitou (SAR). Soucasny
vyzkum SAR u paclitaxelu ukazal, Ze jedine¢né oxetanové kruhy a postranni fetézce jsou

nepostradatelnymi aktivnimi skupinami, jelikoz analogy paclitaxelu bez oxetanového
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kruhu nebo postranniho fetézce vykazovaly vyznamné snizeni nebo dokonce ztratu
pozadované aktivity. Nakonec byla syntetizovana dvé nova paclitaxelova mimetika
obsahujici 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan. Na Obr. 32 je zobrazela struktura paxlitaxelu

a vytvorené mimetikum, ze kterého se dale vychéazelo pti syntézach novych mimetik.

Obr. 32: Struktura paclitaxelu (nalevo) a paclitaxelového mimetika (napravo): z mimetika

napravo se vychazelo pri dalsich syntézach.

Obé& navrZena mimetika prokazala dobrou rozpustnost ve vod¢é na rozdil od od Spatné
rozpustnosti protirakovinnych taxoidi. Mimetikum 1 i 2 (Obr. 33) byla testovana s cilem
stanoveni koncentraci potfebnych k inhibici rozpadu mikrotubuld. Hodnoty ICso u nové
syntetizovanych mimetik byly sice nizké, ale oproti paclitaxelu ovSem velmi vyznamné.
Provedeny byly také testy pro antiproliferacni aktivitu a ukdzalo se, Ze obé mimetika
vykazuji mirné antiproliferacni u€inky. Obzvlast’ stoji za zminku to, Ze mimetika maji
ptiznivé G¢inky proti nadorovym bunéénym liniim citlivym na paclitaxel, a naopak
vykazuji relativné nizké uCinky proti nadorovym bunécnym liniim necitlivym
na paclitaxel. TudiZ, maji pravdépodobné podobny protirakoviny mechanismus jako

paxlitaxel (Chen at al., 2014).
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Obr. 33: Novi paclitaxelového mimetika

Také 1écivo linezolid bylo modifikovano nahrazenim morfolinového kruhu
2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptanem. Krom¢ toho byly provedeny i vedlejsi modifikace, a to
nahrada N-acetylového konce riiznymi aromatickymi nebo alifatickymi funkcénimi

skupinami. Pfi¢emz nejlepsi profil jevila latka na Obr. 34 (Gadekar et al., 2016).
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Obr. 34: Struktura linezolidu (nalevo) a modifikovaného linezolidu (napravo): uvedend ldtka
modifikovand ndhradou morfolinu za 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan s nejlepsi antibakteridlnim
profilem z fady jinych modifikovanych latek. Zde probéhla pouze ndhrada morfolinu, N-acetylovy

konec byl ponechan.

Linezolid se pouziva zejména diky jeho uinkiim proti enterokokim, stafylokokiim
adalsim gram-pozitivnim bakteriim, vcetné¢ bakterii rezistentnich na methicillin
a vancomycin. Linezolid schvélil Utad kontroly potravin a 1é&iv a klinické studie
publikovaly pozitivni U€inky linezolidu u pacienti s komplexnimi infekcemi kiize
¢i infekcemi MRSA (Methicilin-Rezistentni Staphyloccocus Aureus) a dalSimi (Li a Xu,
2017).

Vysledny analog linezolidu s 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanem byl podroben zkoumani

antibakteridlni a antituberkuldrni aktivity. Sloucenina si zachovala antibakterialni profil
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jako linezolid s vyjimkou uplné abrogace neboli zastaveni aktivity Escherichia coli.
Antituberkularni aktivita se také zachovala. U dalSich testovanych kmenii bakterii

(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Basillus subtillus) se aktivita analogu
prili$ nelisila od linezolidu (Gadekar et al., 2016).
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4. DOSAZENE VYSLEDKY

Nasledujici kapitola pojedndva o dosazenych vysledcich a zahrnuje vybrané klicové
prekurzory a inhibitory vcetné schémat pfisluSnych reakci. Podrobné postupy vcetné
zpracovani latek jsou k nalezeni v kapitole 5.2 v piipadé klicovych prekurzori a v kapitole

5.3 popisujici ptipravu cilovych inhibitort.

4.1 Syntéza kli¢ovych prekurzoru

0] O
Il konc. NH,OH |

H4C ﬁ—CI = HsC ﬁ—NHZ
o 60°C o

Obr. 35: Schéma piipravy tosylamidu (1)

Prvnik krokem byla syntéza tosylamidu (1) (dle Ledesma et al., 2009), ktery jsem
ptipravila reakci 4-toluensulfonylchloridu s amoniakem ve vodném prostfedi. Reakce

probihala pfi teloté 60 °C po dobu 60 minut v dobrém vytézku a Cistote.

Br O§s/f
ﬁ Br Br KOH N\jC\
HsC S—NH, + - X
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Obr. 36: Schéma piipravy N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (2)

Dale jsem vyuzila tosylamid (1) pro syntézu N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (2).
Jedna se o reakci, kdy je dle literatury dosazeno vytézku okolo 76 % (Chen et al., 2014).
V tomto ptipadé jsem ale dosahla vytézku 54 %, ale za to vysoké Cistoty. Dle Gadekar et
al., 2016 je popsan postup pfipravy, kde reakéni doba je snizena pii 90 °C na 48 hodin

zaziskéani vytézku 57,7 %, ale v mém ptipad¢ kratsi reakéni doba nestacila.
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Obr. 37: Schéma deprotekce N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (2) za vzniku

H;C

2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptanu (3)

Béhem této reakce bylo nutné odstranit chranici skupinu tosylu sonifikaci s praSkovym
hoi¢ikem (dle Chen et al., 2014). Vzhledem Kk tomu, Ze jsem 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan
(2) ptipravovala v nékolika protokolech, nejvhodnéjsi reakéni doba pro tuto reakci jsou
2 az 3 hodiny, piestoze v literatufe je zminovana 1 hodina. Vysledny produkt je nestabilni

a je nutné jej uchovavat pii -20 °C.
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Obr. 38: Schéma pripravy 6-(4-nitrobenzyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu  (4)

nukleofilni substituce na brom

Pro ptipravu tohoto prekurzoru se vyzkouselo nékolik piistupt.

V prvnim piistupu a) jsem provedla reakci 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (3),
s 4-nitrobenzylbromidem a uhli¢itanem draselnym rozpusténym Vv bezvodém ethanolu
a smé&s byla zahtivana pti 100 °C po dobu 2 hodin. Pfestoze pfi TLC kontrole s mobilni
fazi hexan-ethylacetat 3:1 nebyla vychozi latka piitomna (ovéfeno naslednou
ninhydrinovou reakci), bylo na desce ptitomnych pét raznych produkti.

V druhém pfistupu b) 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (3) reagoval s bazi DIPEA,
4-nitrobenzylbromidem a suchym THEF. I po 12 hodinach reakce byla vychozi latka dle
TLC kontroly piitomna.
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V posledni pristupu ¢) byla DIPEA nahrazena hydrogenuhli¢itanem sodnym a smés
se michala pfi laboratorni teplot¢ po dobu 72 hodin. Po skonceni reakéni doby jsem
provedla TLC kontrolu, tentokrat s mobilni fazi hexan-ethylacetat 1:1. Vychozi latka
nebyla piitomna, ale na desce se vyskytovaly 3 skvrny. Produkt jsem ¢istila kolonovou

chromatografii na silice. Dle vysledné HPLC analyzy nebyl ziskan Zadany produkt (4).

o
SN d) (CH;C00);BHNa, THF suchy N
e) (CH3C00);BHNa, CH;COOH, THF suchy
HN o + -
_ I
3 o

Obr. 39: Schéma p¥ipravy 6-(4-nitrobenzyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (4) principem

reduktivni aminace

Reduktivni aminace byla uspésné provedena dle Fujimoto et al., 2017 s tim rozdilem,
ze byl pouzit 4-nitrobenzaldehyd v 1,2-dichloroethanu a piidan byl rac-2-methylmorfolin
hydrochlorid a po 30 minutach se pfidal triacetoxyborohydrid sodny. Vytézek byl 54 %.

Na zakladé vyse zminéné Uispé$né syntézy zadaného prekurzoru (4) jsem s nim
d) provedla reakci spolu s 4-nitrobenzaldehydem, triacetoxyborohydem sodnym a suchym
THF. Smés seza laboratorni teploty michala. Postupné jsem piikapala
2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan (3) a v inertni atmosféte se smés michala po dobu 20 hodin.
Vytézek odpovidal 57 %. Latka byla smési produktu a (4-nitrofenyl) methanolu v poméru
2:1 a proto jsem produkt Cistila kolonovou chromatografii.

Provedla jsem analogicky postup €) kde byla pouze pfidana kyselina octova. Latku
(4) jsem musela opét vycistit na kolong, ale vytézek odpovidal pouze 17 % a proto

predchozi ptistup k syntéze je patrn€ vhodné&jsi.
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Obr. 40: Schéma p¥ipravy 4-(2-0xa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yImethyl)anilinu (5)

Pro redukci nitroskupiny u 6-(4-nitrobenzyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (4) bylo
zvoleno pouziti Raney niklu. Ten spolu s produktem (4) byl rozpusténém v methanolu a
nasledné zahtfivan a michan pii 60 °C za soucasného chlazeni. Postupné jsem piikapavala
80 % hydrazin hydrat. Smés se zpracovala, pridala jsem nasledné vodu a ptikapavala 1M
kyselinu chlorovodikovou az do pH 2. Produkt jsem extrahovala s dichlormethanem,
vodnou fazi zneutralizovala 1M hydroxidem sodnym na pH 8 a vytfepala s ethylacetatem.

Produkt byl ptipraven v dobré Cistoté.

a) DIPEA HN N
N . .
N~ b) triethylamin ﬁ
* )\\ | \> = N/ \ N
o Yy N 100 °C /120 °C >:N \Q
Cl
NH,
Obr. 41: Dva vyzkousSené zpusoby pFipravy

NZ2-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-ylmethyl)anilin)-2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin  (6)
principem nukleofilni substituce pies chlor do polohy C°

V prvnim pfistupu a) jsem latku 4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-ylmethyl)anilinu (5)
nasledn¢ pouzila pro nukleofilni substituci na 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin

dopolohy C8  Prekurzor (5) reagoval za pfitomnosti baze DIPEA
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s 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinem a sm¢s se zahtivala na 120 °C po dobu 20 hodin.
Jako vhodna mobilni faze pro TLC kontrolu byl pouzit toluen-ethylacetat v poméru 1:1.
Presto dle vysledkii HPLC analyzy se syntéza produktu (6) nepodafila. Jako
pravdépodobny produkt je 2-chlor-9-cyclopentyl-N,N-di(propan-2-yl)-9H-purin-6-amin,
ktery je dle HPLC analyzy zastoupen z 91 % (Obr. 42).
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Obr. 42: Pravdépodobny produkt nukleofilni substituce prekurzoru (5)
na 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin do polohy C®

b) Vzhledem k tomu, ze baze DIPEA nemusela byt v této reakci vhodna, vyzkousela jsem
ptipravu latky (6) analogicky, ale s triethylaminem (TEA) pti 100 °C. Opét nebyl
syntetizovan pozadovany produkt a vyslednd latka nebyla dle HPLC analyzy ¢istd a ani
nebylo vhodné ji ¢istit kolonovou chromatografii.

Na zakladé piedeslych neuspéchi jsem tedy pokraovala v syntéze dalsiho

prekurzoru.

K,COs
HN 0 + >
100°C

Obr. 43: Schéma pripravy latky 6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (6)
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Opét jsem provedla nukleofilni substituci pies fluor. 2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (3) spolu
s uhli¢itanem draselnym rozpusténym v bezvodém ethanolu byl zahfivan na 100 °C.
Reakci jsem ukoncila po 2 hodinach dle vysledku TLC s mobilni fazi hexan-ethylacetat
v poméru 1:1. Vyslednou Zlutou krystalickou jsem nechala krystalizovat s ethylacetatem

pii -20 °C pies noc. Vysledny produkt (6) byl ptipraven v dobré ¢istoté.

5%Pd-C

Y

Obr. 44: Schéma p¥ipravy 4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yl)anilinu (7)

V nésledujicim  kroku  jsem  provedla redukci  nitroskupiny.  Hydrogenace
6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (6) s10 % palladiem na aktivnim uhli
a methanolem probéhla pii spotiebé 150 ml Hz. TLC kontrolu jsem provedla s mobilni fazi
hexan-ethylacetat v poméru 1:1, pficemz vychozi latka nebyla pfitomna. Produktem byla

bila krystalicka latka, ktera stanim na vzduchu rizovi. Dosdhla jsem vytézku 94 %.
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Obr. 45: Schéma nukleofilni substituce na 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin za vzniku
N-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-aminu
(8)

Provedla jsem dal$i nukleofilni substituci 4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yl)anilinu (7)
polohy C® na 26-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinu.  Prekurzor (7) rozpustény
v n-propanolu, za pritomnosti baze DIPEA byl s 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinem
zahfivan na 120 °C a michan po dobu 36 hodin. Mobilni fazi pro TLC kontrolu jsem
pouzila CHCI3-MeOH v poméru 40:1. Kdyz jsem latku zchladila na laboratorni teplotu,
zacala se vylucovat nazloutla krystalicka latka. Vzhledem k ¢istot¢ latky (8) (97 %), jsem ji
pouzila k dal§im substitucim do polohy C? (viz kapitola 4.2).
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Obr. 46: Schéma p¥ipravy 6-(5-nitropyridin-2-yl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu (9)

principem nukleofilni substituce pies brom

V nésledujicim experimentu jsem provedla nukleofilni substituci
2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptanu (3), ale tentokrat na 2-bromo-5-nitropyridin pies brom.
Ke zminénam substancim jsem pfidala uhli¢itan draselny a bezvody ethanol a reakci
nechala bézet pii 100 °C po dobu dvou hodin, kdy jsem udélala TLC kontrolu. Mobilni
faze byla pouzita hexan-ethylacetat v poméru 3:1. Vychozi latka nebyla jeSté vSechna
zreagovana, proto jsem reakci prodlouzila o dal§i hodinu a nyni jiZ nebyla vychozi latka
pfitomna. PO zpracovani byla odnhata Zzlutd krystalicka latka (9), kterda pies
noc krystalizovala s vychlazenym ethylacetatem. Latka vykazovala dle HPLC 100 %

éistotu.
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Obr. 47: Schéma piipravy 6-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yl)pyridin-3-aminu (10)

Nasledovala redukce nitro skupiny, které jsem pouzila 10 % palladium na karbonu jako
katalyzator celé reakce. Reakce 6-(5-nitropyridin-2-yl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (9),
s palladiem bézela az do teoretické spotieby Hz. Konec reakce jsem si ovétila TLC
kontrolou s mobilni fazi hexan-ethylacetat v poméru 3:1. Cistota produktu dle HPLC byla

92 % a pouzila se k nasledujici substituci.
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Obr. 48: Schéma nukleofilni substituce na 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin za vzniku
N-(6-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)pyridin-3-yl)-2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-

aminu (11)

Prekurzor (10) jsem rozpustila v n-propanolu a spolu s 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-

purinem za pritomnosti baze DIPEA smés byla michana a zahtivana na 120 °C po dobu
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36 hodin. TLC kontrolu s mobilni fazi hexan-cthylacetat v poméru 1:1 jsem provedla
po 24 hodinach reakce, pfiCemz vychozi latka byla stidle pfitomna a patrné
I 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin. Tudiz jsem reakci nechala bézet naplanovanych
36 hodin.  Produkt jsem nasledn¢ Ccistila kolonovou chromatografii s mobilni fazi
hexan-ethylacetat v poméru 1:1. Produkt bohuZel nebyl nakoloné zachycen, patrné

na zaklad¢ toho, Ze byl zastoupen pouze z 31 % (dle vysledku analyzy HPLC).
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4.2 Syntéza cilovych inhibitort

Prekurzor (8) jsem vyuzila pro nasledujici substituce do polohy C2. P¥i zpracovavani viech
cilovych inhibitorti jsem postupovala analogicky, proto uvadim postup zde.

Zpracovani produktt 12, 13, 14, 15 a 16: po ochlazeni roztoku bylo pfilita voda
a latka se extrahovala 3% s ethylacetatem. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuSeny siranem sodnym bezvodym, zfiltrovany a filtrat byl vakuové zahustén.

K odparku byl ptfiddm dichlormethan pro lepsi vysuseni a znovu vakuovée zahustén.
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Obr. 49: Schéma piipravy latky N°-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N2-(4-
aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-9H-purin-2,6-diaminu (12) mechanismem nukleofilni

substituce na C?

Prekurzor (8) jsem rozpustila v ethylenglykolu a prikapala trans-1,4-diaminocyklohexan
asmeés byla michana a zahfivana na 160 °C po dobu 200 minut. Pro TLC kontrolu
se pouzila mobilni faze CHCl3-MeOH-NH4OH v poméru 4:1:0,05. Vychozi latka byla
vV malém mnoZzstvi pfitomna. Latku jsem zpracovala. Surovy produkt jsem Cistila

kolonovou chromatografii se silikagelem a ziskala ocekavanou latku (12).
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Obr. 50: Schéma piipravy N°®-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N2-(4-
aminobutyl)-9-cyklopentyl-9H-purin-2,6-diaminu  (13) mechanismem  nukleofilni

substituce na C2

K syntéze latky (13) jsem pouzila dva pfistupy. Jako prvni a) jsem provedla substituci bez

baze, kdy prekurzor (8) jsem rozpustila v ethylenglykolu a ptikapala putrescin. Smés
se michala a zahtivala pfi 160 °C po dobu 4 hodin. Vychozi latka po skonceni reakéni
doby pfitomna nebyla — TLC s mobilni fazi CHCI3-MeOH-NH4sOH v poméru 4:1:0,05.
Latku jsem zpracovala dle obecného postupu zpracovéani. Vysledkem byla hutna amorfni
latka. Dle HPLC analyzy nevznikl o¢ekavany produkt (13).

Zvolen byl proto jiny piistup b), tentokrat za pfitomnosti baze DIPEA, kterou jsem
ptikapala k prekurzoru (8) a putrescinu. Reak¢ni doba byla prodlouzena na 24 hodin
ateplota se nastavila na 130 °C. Mobilni fazi pro TLC kontrolu jsem pouzila jako
nejvhodnéjsi hexan-ethylacetat v poméru 2:1 nebo 1:1. Tento reakcni postup se osvédcil
a produkt (13) byl pomoci né&j tspésné syntetizovan, tudiz bez pouziti baze latku pfipravit
nelze na rozdil od (12), kde k syntéze baze nebyla tieba. Ptesto je pravdépodobné, Ze s bazi
by moZna i tato syntéza prob&hla lépe. Dany postup byl nakonec aplikovan i na nasledujici

syntézy.
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Obr. 51: Schéma piipravy N°-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-9-cyklopentyl-

2-morfolin-9H-purin-6-aminu (14) mechanismem nukleofilni substituce na C?
Prekurzor (8), reagoval s morfolinem za piitomnosti baze DIPEA. Smés reagovala
pti 130 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni jsem provedla TLC kontrolu s mobilni fazi

CHCI3-MeOH-NH4OH v poméru 4:1:0,05 a CHCl3-MeOH v poméru 40:1. Veskera

vychozi latka zreagovala a latku jsem nasledné€ zpracovala.
%i éj
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Obr. 52: Schéma piipravy N°-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-9-cyklopentyl-
2-(4-methylpiperazin-1-yl)-9H-purin-6-aminu (15) mechanismem nukleofilni substituce
na C?
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Prekurzor (8) reagoval s n-methylpiperazinem a DIPEA. Smés jsem nechala reagovat pii
130 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni jsem provedla TLC kontrolu s mobilni fazi
CHCI3-MeOH v poméru 40:1. Vychozi latka byla zreagovana. Produkt (15) jsem nasledné

Cistila kolonovou chromatografii.
&O %
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Obr. 53: Schéma piipravy 1-((6-((4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)amino)-9-

cyklopentyl-9H-purin-2-yl)amino)propan-2-olu  (16)  mechanismem  nukleofilni

substituce na C?

Prekurzor (8) reagoval spolecné s 1-amino-2-propanolem a DIPEA. Smés reagovala
pti 130 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni jsem provedla TLC kontrolu s mobilni fazi
CHCI3-MeOH v poméru 40:1 a také se osvédéila mobilni faze Vecerkova -
EtAc-MeOH-NHsOH v poméru 34:4:2. Vychozi latka byla zreagovana. Produkt (15) jsem
nasledn¢ zpracovala podle obecného postupu. Vysledkem syntézy dle HPLC analyzy
nebyla pozadovana latka (15).
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material a metody

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla Cistota jednotlivych produktti kontrolovéna
na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem WF 60 254 (Merck) tenkovrstevnou
chromatografii (TLC). Pomoci UV lampy (Camag) byl pfi vinové délce A 254 nm
nebo 366 nm vizualizovan vysledek TLC.

Vysledna spektra nuklearni magnetické rezonance (*H NMR a*C NMR) byla
ziskana na spektrometru Jeol 500 od firmy Ltd pii 500 MHz (*H NMR) a 125 MHz (**C
NMR) a na spektrometru Bruker Avance AV 300 pii frekvenci 300 MHz. Veskeré latky
byly rozpustény v DMSO-ds a jednotky chemického posunu jsou udavany v ppm.

Cistota byla také kontrolovana metodou HPLC na RP-sloupci (150 mm, 5 mm,
4,6 mm, Microsorb C18, Varian). Vzorky latek pro HPLC byly rozpustény v mobilni fazi,
naneseny na kolonu, kde byly oddélené slozky vymyty pii pratoku 0,6 ml/min linearnim
methanolickym gradientem. Detekce se provadéla skenovanim UV absorbance eludtu
pfi vinovych délkach 240 nm a 300 nm.

Cisténi produkti bylo provedeno kolonovou chromatografii s vyuzitim silikagelu
o velikosti ¢4stic 230-400 mesh a velikosti port 60 A.

Pro syntézu byly pouzivany chemikalie od firmy Sigma-Aldrich a rozpoustédla
od firmy Lach Ner, DMSO-ds od firmy Sigma-Aldrich a silikagel od formy Grace.

Pro vakuové zahusténi produktl byly pouzivany vakuové odparky znacky Heidoplh
Instruments. K potfebnému vysuSeni produktii do konstatni hmotnosti se vyuZzilo susarny

znacky Memmert - UF 55.
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5.2 Syntéza klicovych prekurzori
p-Tosylamid (1)

O

HsC S——NH,

o

Vytézek: 80 %
Bil4 krystalicka latka
Sumarni vzorec: C7HgNO>S

Mr =171,22

IH NMR (DMSO-ds): 2,33 (5,3H, CHa); 7,24 (s(br),2H, NH); 7,33 (d, J=4.8, 2H, ArH);

7,67 (d, J=4,8; 2H, ArH)

13C NMR (DMSO-ds): 21,45; 126,15; 129,84; 141,95; 142,39

HPLC-MS (ESI+): 172,36 (99 %)

Piiprava: K vodného amoniaku (0,536 mol) se za stalého michani pfi laboratorni teploté

ptidava tosylchlorid (0,1 mol). Po ukonceni pfidavani se smés zahiiva Vv barce s kulatym

dnem pod zpétnym chladi¢em pti teploté¢ 60 °C po dobu 60 minut. Vysledny produkt byl

vakuové zahuStén a nasledné€ vysuSen ve vakuové susarné do konstantni hmotnosti.

TLC: CHCI3-MeOH-NH30H v poméru 4:1:0,05

N-Tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (2)

0
HsC |S|—N<></\O
g

Vytézek: 54 %
Bil4 krystalicka latka
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Sumarni vzorec: C12H1sNO3S

Mr = 253,31

'H NMR (DMSO-ds): 2,39 (s, 3H, CHs); 3,81 (s, 4H, 2xCHy>); 4,38 (s, 4H, 2xCHy); 7,44
(d, J=8,0; 2H, ArH); 7,64 (d, J=8,0; 2H, ArH)

13C NMR (DMSO-de): 21,61; 37,48; 59,78; 79,45; 128,73; 130,48; 144,74

HPLC-MS (ESI+): 254, 37 (100 %)

Piiprava: Smés KOH (215 mmol) a p-tosylamidu (80,6 mmol) byla rozpusténa ve 100 mli
ethanolu. Po pfidani 3-bromo-2,2-bis(bromomethyl)propan-1-olu (67,17 mmol) se smés
zahtiva v tlakové ampuli pii 80 °C po dobu 90 hod za soucasného chlazeni. Poté je smés
vakuoveé odpafena, vznika bila krystalicka latka. K odparku ptidan 2M KOH (2 mol), dale
100 ml H20 a smés se micha v baiice s kulatym dnem za laboratorni teploty po dobu 2 hod.
Produkt je zfiltrovan na frité, promyvan H20 do vymizeni zbarveni.

TLC: CHCI3-MeOH v poméru 9:1

2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (3)

HN @]

Vytézek: 54 %

Prlizracna olejovita latka, nutné uchovavat pii -20 °C

Sumarni vzorec: CsHgNO

Mr = 99,13

'H NMR: 7,69 (d, J=8.4, 2H), 7,47 (d, J=8,4; 2H), 4,42 (s, 4H), 3,85 (s, 4H), 2,41 (s,
3H)

13C NMR: 144,4; 130,9; 130,2; 128,5; 79,1; 59,5; 37,3; 21,3

(Pozn. signal NMR nebyl patrny, proto bylo NMR spektrum pievzato z Chen et al., 2014).

Priprava: V nasledujicich krocich byla provedena deprotekce.
N-Tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (19,7 mmol) (2) byl rozpustén ve 680 ml methanolu.
Poté je pridan praskovy hoté¢ik (177,3 mmol) a smés je nasledné sonifikovana pomoci

ultrazvuku po dobu 3 hodin. Soucasné je smés chlazena a sensoricky odhadovana teplota
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odpovida zhruba 40 °C. Usp&s$na deprotekce je kontrolovana pomoci TLC. Surova smés
se zfiltruje pres kiemelinu a vakuové se odpafi, pficemz vznika bila hutna latka. Nasledné
se prida 680 ml diethyletheru a 34,2 g Na2SO4 -10H20. Smés se intenzivné micha po dobu
1 hod. Smés je zfiltrovana, odnata je bila krystalicka latka. Filtrat je vysuSen NazSOa,
zfiltrovan a vakuové zahustén. Vysledkem zahusténi je olejovita latka, kterou je nutné
uchovavat v mrazaku.

TLC: hexan-ethylacetat v poméru 3:1.

6-(4-Nitrobenzyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (4)

Vytézek: 57 %

Sumarni vzorec: C12H14N203

Mr = 234,25

'H NMR (DMSO-ds): 3,29 (s, 4H, 2xCH3); 3,60 (s, 2H, CH>); 4,57 (s, 4H, 2xCHy); 7,48
(d, J=8,5; 2H, ArH); 8,13 (d, J=8,5; 2H, ArH)

13C NMR (DMSO-de): 23,43; 61,99; 63,48; 80,33; 723,91; 129,59; 146,91; 173,97
HPLC-MS (ESI+): 235,42 (98 %)

Piiprava: Kroztoku 4-nitrobenzaldehydu (2,00 mmol) a triacetoxyborohydridu
(3,60 mmol) v 10 ml THF se za laboratorni teploty prikape 2-0xa-6-azaspiro[3.3]heptan
(3,00 mmol) (3) a dale se micha po dobu 20 hodin v inertni atmosféfe za laboratorni
teploty. Po skonceni reakéni doby bylo pfiddno 10 ml methanolu a latka byla vakuové
zahusténa. Odparek byl rozdélen mezi 10 ml roztoku NaHCO3z a 10 ml ethylacetatu. Vodna

faze byla jesté extrahovana 2x10 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty

76



solankou, vysuseny Na>SOa, zfiltrovany a filtrat byl vakuové zahusStén. Produkt byl déle
¢istén na silica gelu.

TLC: hexan-ethylacetat v poméru 1:1

4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-ylmethyl)anilin (5)

NH,

Vytézek: 49 %

Sumarni vzorec: C12H16N20

Mr = 24,26

'H NMR (DMSO-ds): 3,14 (s, 4H, 2xCH>); 3,22 (s(br), 2H, NHy); 4,53 (s, 4H, 2xCHy);
6,43 (d, J=8.0, 1H, ArH); 6,82 (d, J=8,0; 1H, ArH)

13C NMR (DMSO-de): 38,77, 62,99; 80,68; 114,17; 125,57; 128,61; 129,53; 148,04
HPLC-MS (ESI+): 205,42 (82 %)

Priprava: 4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-ylmethyl)anilin (0,21 mmol) (4) byl pfeveden
do barky skulatym dnem, nasledné¢ bylo piidano cca 10 mg Raney niklu a 5,0 ml
methanolu. Smés byla zahtivana a michana pti 60 °C a soucasné chlazena po dobu 2 hodin.
Postupné byl ptikapavan béhem reakce 20 mmol hydrazin hydrat 80 %. Produkt byl
po skonceni reakéni doby zfiltrovan pies kifemelinu, promyt 2x5 ml methanolu a filtrat byl
vakuové zahu$tén. Pfiddva byla H2O a ptikapavana 1M HCI az do pH 2. Produkt
se extrahoval s dichlormethanem, vodna faze se zneutralizovala IM NaOH na pH 8 a byla
vytfepana s ethylacetitem. Spojené organické faze se vysuSily bezvodym Na>SOg,
zfiltrovaly na frit€ a filtrat byl vakuové zahustén.

TLC: CHCI3-MeOH v poméru 9:1
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6-(4-Nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (6)

Vytézek: 42 %

Zluta krystalické latka

Sumarni vzorec: C11H12N203

Mr = 220,22

'H NMR (DMSO-de): 4,17 (s, 4H, 2xCHy); 4,69 (s, 4H, 2xCHy); 6,40 (d, J=9,0; 2H,
ArH); 8,0 (d, J=9,0: 2H, ArH)

13C NMR (DMSO-ds): 38,68; 60,86; 80,19; 110,27; 126,37; 136,94; 154,86

HPLC-MS (ESI+): 221,43 (99 %)

Do tlakové ampule byl preveden 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (0,01 mmol) (3),
4-nitro-1-fluorbenzen (0,01 mmol), uhli¢itan draselny (0,0115 mmol), pfidano bylo 15 ml
bezvodého ethanolu a smés se michd po dobu 2 hodin pfi 100 °C. Produkt vakuové
zahustén, rozdélen mezi H2O (25 ml) a dichlomethan (25 ml). Vodna faze byla jesté
extrahovana 2x25 ml dichlormethanem. Spojené organické faze byly protiepany solankou
a vysuSeny bezvodym Na>SOs a nasledné prefiltrovany. Filtrat byl vakuové zahustén.
Vznikla Zluta krystalickd latka krystalizovala s 30 ml ethylacetatu pies noc pii -20 °C.
Latka byla odnata a promyta 2x5 ml vychlazeného (0 °C) ethylacetatu.

TLC: hex-EtAc v poméru 1:1.
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4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yanilin (7)

NH,

Vytézek: 94 %

Riizova krystalické latka

Sumarni vzorec: C11H14N20

Mr = 190,24

'H NMR (DMSO-ds): 3,73 (s, 4H, 2xCHy); 4,37 (s(br), 2H, NHy); 4,64 (s, 4H, 2xCHy);
6,18 (d, J=8,5; 2H, ArH); 6,43 (d, J=8,5; 2H, ArH)

13C NMR (DMSO-de): 38,99; 62,04; 80,49; 113,30; 115,51; 140,93; 143,98

HPLC-MS (ESI+): 191,42 (96 %)

Priprava: palladium na aktivnim uhli (23,6 umol) bylo pfevedeno do banky s 20 ml
methanolu, nasledné byl ptidan 6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (1,0 mmol)
(6). Sm&s se micha v baice napojené na hydrogenacni aparaturu pii laboratorni teploté
az do teoretické vodiku. Po uplynuti reak¢éni doby byla latka zfiltrovana pies kiemelinu
a promyta malym mnoZstvim methanolu. Poté byla vakuové zahusténa, pficemZ vznika
bila krystalicka latka, kterd na vzduchu riiZovi.

TLC: hex-EtAc v poméru 1:1.

79



N-(4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-
amin (8)

Vytézek: 60 %

Nazloutla krystalické latka

Sumarni vzorec: C21H23CINgO

Mr = 410,89

'H NMR (DMSO-ds): 1,71 — 1,84 (m, 2H); 1,86 — 1,97 (m, 4H); 2,14 — 2,17 (m, 2H); 3,95
(s, 4H, 2xCHy); 4,71 (s, 4H, 2xCHy); 4,78 (qui, J=7,02; 1H, CH); 6,44 (d, J=8,7; 2H,
ArH); 7,53 (d, J=8,7; 2H, ArH); 8,34 (s, 1H, CH); 9,99 (s, 1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): 24,04; 32,56; 38,88; 56,00; 61,90; 80,47; 112,09; 119,32; 123,60;
129,68; 140,81; 148,88; 149026; 152,75; 153,15

HPLC-MS (ESI+): 411,65 (97 %)

Piiprava: Zde jiz byla provedena nukleofilni substituce do polohy C® Smés
4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yDanilinu (0,74 mmol) (NB7), DIPEA (2,22 mmol)
a 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinu (0,74 mmol) v 2,5 ml n-propanolu byla v tlakové
ampuli michana a zahtivana po dobu 36 hodin pii 120 °C. Po uplynuti reak¢ni doby
se po ochlazeni na laboratorni teplotu vylucuje nazloutld krystalicka latka, ktera byla
odnata na frit¢ apromyta 2x5 ml n-propanolu. Latka byla rozdélena mezi 20 ml
dichlormethanu a 20 ml H20. Vodna faze byla jesté protiepana 2x20 ml dichlormethanu.
Spojené organické faze byly protfepany solankou a vysuSeny Na>SOs. Nasledovala filtrace
a filtrat byl vakuove zahustén.

TLC: CHCI3-MeOH v poméru 40:1.
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6-(5-Nitropyridin-2-yl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (9)

Vytézek: 87 %

Zluta krystalické latka

Sumarni vzorec: C1oH1:N303

Mr = 221,21

'H NMR (DMSO-de): 4,29 (s, 4H, 2xCH>); 4,69 ( s, 4H, 2xCH>); 6,39 (d, J =9,5; 1H,
ArH); 8,16 (dd, J=9,5; J'=3,0; 1H, ArH); 8,9 (d, J=3,0; 1H, ArH)

13C NMR (DMSO-ds): 21,44; 38,56; 80,24; 105,21; 132,82; 146,99; 160,97

HPLC-MS (ESI+): 222,44 (100 %)

Piiprava: 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan (3,00 mmol) (3) byl pfeveden do tlakové ampule
spolu s 2-bromo-5-nitropyridinem (3,00 mmol), uhli¢itanem draselnym (3,06 mmol)
a 5 ml ethanolu. Smés byla michana a zahtivana pii 100 °C po dobu 3 hodin. Reakéni smés
byla vakuové zahusténa a rozdélena mezi 25 ml H20 a 25 ml dichlormetanu. Vodna faze
byla extrahovdna 2x25 ml dichlormethanu, spojené organické faze byly protfepany
solankou, vysuSeny Na>SOs a zfiltrovany. Filtrat byl vakuové zahusStén a  poté
krystalizoval s 10 ml ethyacetatu pii -20 °C pies noc. Vysledna zluta krystalicka latka byla
ptefiltrovana pres fritu, promyta 2x2,5 ml vychlazeného (0 °C) ethylacetatu a ve vakuové
suSarné se susila do konstantni hmotnosti.

TLC: hex-EtAc v poméru 3:1.
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6-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-yl)pyridin-3-amin (10)

NH,

Vytézek: 94 %

Sumarni vzorec: C1oH13N30

Mr = 191,22

'H NMR (DMSO-ds): 3,86 (s, 4H, 2xCHy); 4,47 (s(br), 2H, NH>); 4,64 (s, 4H, 2xCH>);
6,18 (d, J=8,0; 1H, ArH); 6,85 (dd, J=9,0; J'=3.0; 1H, ArH); 7,49 (d, J=3,0; 1H, ArH)
HPLC-MS (ESI+): 192,41 (92 %)

Piiprava: Palladium na aktivnim uhli (0,09 mmol) bylo spolu se 40 ml methanolu
pievedeno do banky. Poté byl ptidan 6-(5-nitropyridin-2-yl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan
(3,84 mmol) (9) a smés byla hydrogenovana pfi laboratorné teploté do teoretické spotieby
Hz. Produkt byl zfiltrovan na frit¢ ptes kiemelinu a filtrat vakuoveé zahustén.

TLC: hex-EtAc v poméru 3:1.
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5.3 Syntéza cilovych inhibitori

N©-(4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N2-(4-aminocyklohexyl)-9-
cyklopentyl-9H-purin-2,6-diamin (12)

O

NH,

Vytézek: 67 %

Sumarni vzorec: Co7H3sNgO

Mr = 488,62

'H NMR (DMSO-de): 1,67 — 2,07 (s, 14H); 2,11 — 2,18 (m, 2H); 2,45- 2,5 (m, 4H); 4,71 -
4,74 (m, 4H); 3,92 — 3,94 (m, 4H), 4,83 (qui, J= 5,4; 1H); 4,48 (d, J=5,44; 1H): 6,48 (d,
J=8,50; 2H); 7,55 (d, J=8,50; 2H); 8,32 (s, 1H); 9,95 (s, 1H)

HPLC-MS (ESI+): 489,65 (94 %)

Priprava: Prekurzor (8) (0,24 mmol) v5 ml ethylenglykolu byl pteveden do tlakové
ampule a nasledné byl pfidan trans-1,4-diaminocyklohexan (6,57 mmol). Smés byla
zahiivana pii 160 °C a michdna po dobu 200 minut. Po skonceni reak¢ni doby byla smés
ochlazena. Latka byla rozdé€lena mezi 25 ml ethylacetatu a 20 ml H20. Vodna faze byla
jeste protfepana 2x25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly protfepany solankou
a vysuseny Na»SOa. Nasledovala filtrace a filtrat byl vakuové zahus$tén. Surovy produkt
byl vycistén za pomoci kolonové chromatografie na silice.

TLC: CHCI3-MeOH-NH4OH v poméru 4:1:0,05.
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N®-(4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N?-(4-aminobutyl)-9-cyklopentyl-9H-
purin-2,6-diamin (13)

N;f\
HN %
Yk( @
NTN

HN

H;C

Vytézek: 65 %

Bila krystalicka latka

Sumarni vzorec: CzsH3NgO

Mr = 462,59046

'H NMR (DMSO-ds): 1,34 — 1,40 (m, 2H, CHy); 1,48 — 1,54 (m, 2H, CHy); 1,59 — 1,67
(m, 2H, CH2); 1,78 -1,86 (m, 2H, CH2); 1,90 — 1,97 (m, 2H, CH); 2,02 — 2,08 (m, 2H,
CH>); 2,53 (t, J=7,0; H, CH2); 3,21 (q, J= 6,5, 2H, CH>); 3,87 (m, 4H, 2xCHy); 4,64 (qui,
J=7,5, 1H, CH); 4,67 (m, 4H, 2xCH>); 6,34 (d, J=8,5; 2H, ArH); 6,44 (t, J=5,0; 1H, NH);
7,71 (d, J=8,5; 2H, ArH); 7,80 (s, 1H, CH); 8,99(s(br) 1H, ArH)

Pozn. signal amino skupiny nebyl pozorovan nebo zanika v signalu H.O

13C NMR (DMSO-de): 24,24; 27,35; 29,60; 31,05; 32,32; 38,89; 41,84; 61,87; 80,57;
11,50; 112,0;122,03 131,79; 136,74; 145,26; 147,58; 152,63; 159,43
HPLC-MS (ESI+): 363,89 (93 %)

Piiprava: Prekurzor (8) (0,24336 mmol) byl pfeveden spolu s DIPEA

(0,24336 mmol) a putrescinem (4,867 mmol) do tlakové ampule. Smés byla michana
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a zahtivana pii 130 °C po dobu 24 hodin. Po skonéeni reakéni doby bylo k produktu pfilito
20 ml H20 a latka se extrahovala 3xEtAc. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuSeny bezvodym NaxSOs, zfiltrovany a filtrat byl vakuové zahustén. K odparku byl
piidam dichlormethan a znovu vakuové zahustén.

TLC: hex-EtAc v pom¢ru 2:1 nebo 1:1.

N®-(4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-9-cyklopentyl-2-morfolin-9H-purin-6-
amin (14)

Vytézek: 85 %

Bil4 aZ naZloutla krystalicka latka

Sumarni vzorec: C2sHz1N7O>

Mr = 461,55934

'H NMR (DMSO-de): 1,59 — 1,68 (m, 2H, CHy); 1,79 — 1,87 (m, 2H, CH); 1,90 — 197
(m, 2H, CHz); 2,05 — 2,11 (m, 2H, CH>); 3,57 — 3,80 (m, 8H, 4xCH>); 3,88 (m, 4H, 2x
CH2); 4,67 (m, 4H, 2x CH>), 4,69 (qui, J=7,5; 1H CH); 6,38 (d, J=9,5; 2H, ArH); 7,59 (d,
J=9,5; 2H, ArH) 7,90 (s, 1H, CH); 9,21 (s(br) 1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): 24,30; 32,31; 38,85; 45,48; 55,25; 61,85; 66,74; 80,48; 112,05;
114,62; 122,29; 131,03; 137,64; 147,94, 151,59; 152,46; 158,72

HPLC-MS (ESI+): 462,79 (94 %)
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Piiprava: Prekurzor (8) (0,24336 mmol) byl pfeveden spolu s DIPEA
(0,24336 mmol) a morfolinem (4,579 mmol) do tlakové ampule. Smés byla michana
a zahtivana pfti 130 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni bylo k produktu pfilito 20 ml H.O
a latka se extrahovala 3xEtAc. Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuseny
bezvodym NaxSQOs, zfiltrovany a filtrat byl vakuové zahustén. K odparku byl piidam
dichlormethan a znovu vakuové zahustén.

TLC: CHCI3-MeOH-NH4OH v poméru 4:1:0,05 nebo CHCI3-MeOH v poméru 40:1

N6-(4-(2-Oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-9-cyklopentyl-2-(4-methylpiperazin-1-
yl)-9H-purin-6-amin (15)

O

Vytézek: 66 %

Sumarni vzorec: CzsHzsNgO

Mr =474,60116

'H NMR (DMSO-ds): 1,60 — 1,68 (m(2H, CH>) ; 1,79 — 1,87 (m(2H, CHy); 1,89 — 196
(m(2H, CH2); 2,05 — 2,11 (m,2H, CH>); 2,18 (s, 3H, CHs); 2,32 — 2,38 (m, 4H, 2xCHy);
3,62 — 3,68 (m, 4h, 2xCHy); 3,88 (4H, 2xCHy); 4,67 (4H, 2xCHy); 4,68 (qui, J=7,5; 1H,
CH); 6,37 (d, J=9,0; 2H, ArH); 7,58 (d, J=9,0; 2H, ArH) 7,89 (s(1H, CH); 9,17(s(br) 1H,
NH)
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13C NMR (DMSO-ds): 24,17; 32,45; 38,97: 44,61; 46,19; 56,30; 61,98; 79,71; 80,62;
111,89; 114,48; 122,24; 131,21; 137,50; 147,88; 151, 83; 152,29; 158,72
HPLC-MS (ESI+): 475,83 (98 %)

Piiprava: Prekurzor (8) (0,24336 mmol) byl pifeveden spolu s DIPEA
(0,24336 mmol) a n-methylpiperazinem (4,865 mmol) do tlakové ampule. Smés byla
michana a zahfivana pii 130 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni bylo k produktu pfilito
20 ml H20 a latka se extrahovala 3xEtAc. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuseny bezvodym NaySOs, zfiltrovany a filtrat byl vakuove zahustén.

TLC: CHCI3-MeOH v poméru 40:1
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6. ZAVER

Cilem prace byla syntéza vybranych novych inhibitord FLT3 kinazy 2,6,9-trisubstituované
purinové fady, které nesou ve vybranych pozicich heterospirocyklicka jadra.
Ne¢kolikastupnovou  syntézou  byla  pfipravena tada  prekurzori  obsahujici
heterospirocyklické jadro, které se nasledné pouzily pro syntézu ¢tyf novych latek (12, 13,
14 a 15) jakozto potencidlnich FLT3 inhibitord. K pfipravé nékterych prekurzori
acilového inhibitoru 13 bylo vyuzito vice pfistupi a jejich syntéza byla takto

optimalizovéana.
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