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1 Uvod

Akutni myeloidni leukémie (AML) je heterogenni porucha krvetvorné tkané
progenitorové builky, ktera zplisobuje abnormality, jez maji vliv na rovnovahu mezi
proliferaci bun¢k, jejich pfezivanim, a také diferenciaci [1]. Jednd se o nddorové
onemocnéni, jehoz 1éCba v soucCasnosti neni dostaCujici. Neddvné pokroky
v molekularni biologii vSak umoznily 1épe pochopit biologii AML, coz vedlo k objevu

mnoha genti souvisejicich s touto chorobou, véetné moznych cilii pro jeji 1écbu [2].

Mutace uvnitt genu FLT3 pfedstavuji jednu z nejcastéji identifikovanych
genetickych zmén, kterd narusSuje intracelularni signalni drahy, jez maji dulezitou
ulohou v patogenezi leukémie. FLT3 (Fms — like tyrosin kinase) je ¢lenem III. tfidy
rodiny receptorovych tyrosin-kindz, kam ¢lenime i receptor pro rustovy faktor odvozeny
od krevnich desticek (PDGFR), receptor stimulujici kolonie makrofagti (FMS) a faktor
kmenovych bunék (c-KIT). FLT3 s témito receptory sdili stejnou strukturu [3]. Po vazbé
na extracelularni ligand se FLT3 dimerizuje, autofosforyluje a nasledné aktivuje sled
signalnich drah, véetné RAS/MAPK, JAK/STATS a PI3K/AKT. Tyto drahy spolecné

podporuji rust, proliferaci, pfeziti a diferenciaci myeloidnich bunék [4].

Nejbéznéjsi skupinou mutaci FLT3, nalezenych u 23% vSech pacientii s AML,
jsou interni tandemové duplikace (ITD) sriznou polohou i délkou. Zminéné ITD
mutace podporuji na ligandu nezavislé dimerizace a jejich délka ovliviiuje prognézu [5].
U pacientt s delsimi ITD mutacemi se projevily horsi vysledky a nizsi celkové preziti
[6]. Pon¢kud casté jsou i ,,missense* bodové mutace v tyrosi-kinazové doméné (TKD),
které se vyskytuji pfiblizné u 7% vsech piipadit AML [3,4]. Tyto mutace stabilizuji

kindzu v aktivni konformaci a podporuji jeji konstitutivni aktivaci [3].

Mnoho studii naznacuje, Ze pacienti s mutaci FLT3 maji horsi prognézu nez
pacienti bez FLT3 kindzovych zmén. Zejména ptitomnost FLT3-ITD koreluje se
zvySenym rizikem relapsu a s naruSenim celkového preziti pacientli [3]. Na zakladé¢
téchto zjisténi byl zahdjen vyvoj specifickych inhibitortt FLT3 pro 1é¢bu AML, z nichz
jista cast byla podrobena klinickému testovani [7,8,9]. Prvni série inhibitord, kam
fadime sunitinib, sorafenib ¢i lestaurtinib, byla cilena nejprve obecné na tyrosin-
kindzové receptory, az pozd¢ji byla zjisténa aktivita proti FLT3. Tyto inhibitory byly
zprvu vyvinuty pro jiné indikace [8]. V preklinické studii byly velmi G€¢inné, avSak v I. a

II. fazi klinickych zkouSek u pacientii s AML selhaly [4]. Hlavnim problémem téchto



latek byla toxicita a omezena Gc€innost pravdépodobné kvili jejich Siroké specifité vici
receptorovym tyrosin-kindzam [8,9]. Proto byla iniciovana ptiprava II. Generace
gilteritinib. Tyto slouceniny potvrdily u pacienti s AML [8] vyznamny pocet Uplnych i
asteénych odpovédi. Casto téZ vykazovaly aktivitu v buitkaich AML, a také projevily
aktivitu na quizartinib-rezistentnich AML butikach se sekundarnimi FLT3 bodovymi

mutacemi [10,11].

Aberantné aktivovana FLT3 kinaza je v AML povazovana za atraktivni kliCovy
bod pro cilenou terapii. I pfes to, ze byla pfipravena jiz fada latek s pozitivnimi
vysledky inhibice CDK i FLT3 kindz, je jejich rezistence vici nadorovym buinikam stale
vysokd. Tato skute¢nost vybizi védce k vyvoji novych potencidlné uc¢innych molekul
v nad&ji, Ze se podafi nesyntetizovat preparaty vedouci k zdsadnimu pokroku v lécbe

tohoto zavazného typu nddorového onemocnéni [12].



2 Cile prace

Cilem prace je syntéza vybranych novych dudlnich inhibitorii cyklin-dependentnich a
FLT3 kindz s pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovym jddrem 53-60. Priace zahrnuje
vicestupiiovou syntézu navrzenych latek, vcetné klicovych prekurzori, studium jejich
struktury zdkladnimi metodami organické strukturni analyzy a vyhodnoceni zdkladnich

biologickych dat s navrzenim piipadnych dalSich moZnosti prace na tomto poli.
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Obr. 1: Navrzené cilové inhibitory 3,5,7-trisubstituovaného-pyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinu.



3 Teoreticka Cast

3.1 Biologicky vyznam a funkce FLT3 kinazy
3.1.1 Struktura FLT3 receptoru

FLT3 receptor (Fms like tyrosin kinase 3), téZ zndmy jako FLK?2 (fetdlni jaterni kindza),
STK-1 (tyrosin kindza ,,z kmenovych bun€k*), nebo CD 135, je kédovan genem FLT3.
Tento gen se nachdzi na chromozomu 13gl2 [13-14] a je sloZzen z24 exond,
pokryvajicich piiblizné¢ 96 kilobazi (kb). Jeho piesna velikost neni zndma kvili
pritomnosti velkého intronu (>50 kb), leziciho mezi exony 2 a 3 [15,16,17]. Délka
transkriptu (ptepisu) FLT3 genu, ktery zahrnuje pseudogen v otevieném ¢tecim ramci
2979 part bazi (pb), je 3,7 kb [15]. Onen kdédovany protein, tedy transmembrianovy
receptor, obsahuje 933 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 155-160 kDa a naleZi do
3. tfidy tyrosin-kindzové receptorové rodiny (RTK) [15,18]. Struktura receptoru sestava
ze 4 oblasti: a) N-koncové extraceluldrni oblasti (541 aa) s péti imunoglobulinovymi
doménami, z nichZ 3 nejodlehlejsi od plazmatické membrany jsou zapojeny do vazby
ligandu, zatimco zbylé proximdlni domény se podileji na dimerizaci receptoru;
b) transmembranové domény (21 aa); c¢) juxtamembranové domény (JM) a konecné d)
intracelularni C-koncové oblasti (431 aa) se Stépici koncovou doménou. Interkinazovou
doménu zdroven propojuji dvé podstruktury: N-smycka slozend z tyrosin-kindzové
domény 1 (TK1) a C-smycka z tyrosin-kindzové domény 2 (TK2) (Obr. 2) [16,19].
Extracelularni vazba N-koncové oblasti je vysoce glykosylovand a vykazuje vysokou
afinitu k jejimu ligandu (ligand FLT3, ¢1 FL) [20]. Neglykosylovand izoforma md

molekulovou hmotnost 130-143 kDa a neni propojena s plazmatickou membranou [21].




Obr. 2: Schematické zndazornéni FLT3 receptorového monomeru: Ig-like domain =
imunoglobulinové domény, ECD = extraceluldrni doména (N-konec), TM =
transmembrdnovd doména, PM = plazmatickd membrdna, CP = cytoplazma, JM =
Jjuxtamembrdnovd doména, KI = interkindzovd doména, TK 1 = tyrosin-kindzovd
doména 1 (N-smycka), TK2 = tyrosin-kindzovd doména 2 (C-smycka), AL = aktivacni

smycka [12].

3.1.2 Funkce FLT3 receptoru

FLT3 je strukturné podobna receptorim FMS, ¢-KIT a PDGFR [3]. FLT3 je primarn¢
exprimovana na myeloidnich a progenitorovych bunkéch, s proménlivou expresi na
zralych elementech monocytarni linie. Mimo to byla popsdna exprese FLT3
v lymfoidnich hematopoetickych organech, pfedevS§im v jatrech, thymu, sleziné¢ a
placenté [18,22,23]. Pokud je FLT3 receptor v nestimulovaném stavu, nachdzi se
v monomerni, nefosforylované forme s inaktivni doménou. Po interakci s FLT ligandem
(FL) dojde ke konformac¢ni zméné, dimerizaci receptoru a aktivaci intracelularni
tyrosin-kindzové domény (Obr. 3). Aktivovany enzym rozpoutd kaskadovou fosforylaci
v intraceluldrni doméné prostfednictvim fady cytoplazmatickych proteini (SHC
proteind, dale GAB2, GRB2, CBL, SHIP, atd.), coz dava vznik komplexiim s protein-
proteinovymi interakcemi. Diky tomuto procesu se zaktivuji sekundarni mediatofi,
véetné MAPK, STAT a AKT/PI3K. Aktivovani mediatofi jsou poté prevedeni do
jaderné interfdze s HSP90, z niZ po slouceni s HSP90 vyslou signél do jadra. Tento
signal nakonec umozni v jadru buiiky spustit sled Zivotn¢ dulezitych funkci, mezi které
|ze zaradit naptiklad bunécny rist, preziti bun€k, diferenciaci, proliferaci, opravu DNA

¢i apoptozu [23,24,25].
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Obr. 3: Signdlni draha FLT3: popis viz vyse [23].

3.1.3 AML a FLT3 mutace

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni klonalni onemocnéni krvetvorby, které se
vyviji z jediného klonu hematopoegické/progenitorové buiikky. V. AML byla pozorovédna
pritomnost minimalné¢ 2 druh@t mutaci [26,27,28]. Zminéné abnormality spousti
nekontrolovanou proliferaci, blokaci diferenciace a potlaeni apoptézy bunék, coZ usti
v akumulaci leukemickych blastli v kostni dieni [29]. V souvislosti s timto zdvaznym
druhem onemocnéni byla popsana fada genetickych defektl, velmi Casto se jednalo o
translokace sméfujici ke vzniku proteinli s aberantni funkci a faznich gent.
K porozuméni patologie AML u nemocnych s normdlnim karyotypem (AML-NC) byl
nutny objev dal§ich genovych mutaci s podporou bunééné proliferace (FLT3, RAS, c-
KIT), ddle mutaci, které v genech umozni regulaci bunécného cyklu (p53, NPM1) a

kone¢n¢ genovych mutaci, dulezitych pro myeloidni diferenciaci (CEPBA, RUNX1). K



nejvyznaméjSim prediktorim prognézy u AML s NC fadime pravé mutacni status FLT3

genu [30].

Aktivni mutace FLT3 genu byly u AML identifikovany jiz v roce 1996 [5]. Nyni
v AML piedstavuji nejfrekventovanéjsi molekularni abnormality, diky ¢emuz se FLT3
stdvd vynikajicim terapeutickym cilem pro lé€bu pacientl stimto zdvaznym typem
onemocnéni. Byly vypozorovany dva rtizné druhy FLT3 mutaci: interni tandemova
duplikace (ITD) a bodové mutace tyrosin-kindzové domény (TKD) (Obr.4) [31]. Jejich

strucny popis je uveden nize.

Ig-like
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Intern tandem _;.‘ ‘ JM domain
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Obr. 4: Struktura FLT3 genu se znazornénymi misty aktivace mutaci. Intertni tandemovd
duplikace lezici v JM doméné v exonu 14 a bodové mutace v exonu 20 kindzové domény

TK2 [31].

Nejcastéjsi formou FLT3 mutace je ITD. Dochazi kni v juxtamembrinové
doméné a vyskytuje se ptiblizné u 20-30% pacienti s nové diagnostikovanou AML.
Tyto mutace lezi v exonu 14, mohou vSak zasahovat i do intronu 14 a exonu 15 [29,32].
FLT3-ITD je Casto spojovana s délkou FLT3. Velikost duplikované ¢asti ITDs se miize
lisit od 3 bp az nad 400 bp, variabilni je 1 misto inzerce. Vyslednym ziskem je vzdy
transkript v in frame mutaci (tedy bez poruSeni ¢i posunu ¢teciho ramce). Tento jev pak
dava vznik funkénimu proteinu, ktery ovSem vykazuje aberantni vlastnosti [32,19].
Protein, ktery je kédovén libovolnou FLT3-ITD mutaci, nevyzaduje pro svou aktivaci
ligand [33,34]. Diky jeho mutaci dojde k naruSeni autoinhibi¢ni konformace JM
domény, coz udrzuje FLT3 kinazu stale v aktivni formé [19]. Béhem mutace FLT3-ITD



dochdzi nejprve k dimerizaci, nésledné¢ je zahajena autofosforylace s konstitutivni
aktivaci, kterd ma za nasledek sled po sob¢ jdoucich signélnich drah, jez se podileji na

regulaci diferenciace, proliferaci a bunécné smrti [33,34].

Ptitomnost FLT3-ITD byva obvykle propojena se zhorSenou progndzou
onemocnéni, kvtli vysSimu riziku relapsi, kratSimu celkovému pieziti (OS) a zkracené
dob¢ preziti bez relapsu (RFS). Vysledky v zavislosti na poctu riznych ITD mutaci,
délce a lokaci jejich inzerce na prognézu AML se prozatim lisi [35,36]. U studie 354
pacienti s pozitivni FLT3-ITD mutaci nebyla, v zavislosti na poc¢tu duplikovanych
nukleotidl, potvrzena vyznamna odlisnost v délce pieziti, ani v incidenci relapsii. Slaba
tendence mifici k jednodussimu dovrSeni kompletni remise byla potvrzena pouze u
pacientdi s krat$i duplikaci [36,37]. V dalsi studii 48 pozitivnich FLT3-ITD pacienti
s rostouci délkou mutace byla zjiSténa niZsi pravdépodobnost dosaZeni CR, horsi OS a
krats$i doba pfteziti bez relapsu [6,38]. Jiny vyzkum vénovany 18 nemocnym se stejnym
typem FLT3 mutace, a taktéz s delsi ITD, ptedchozi studii vyvraci s tvrzenim del§iho
OS u téchto pacientti [39]. Aktualng€jsi zkousky u pacientl se sttedni délkou mutace (48
az 60 bp) ukazuji nejkratsi RFS 1 OS, kdezto progn6za u nemocnych s duplikaci kratsi
nez 48 bp ¢i delsi nez 60 bp projevila lepsi odezvu [36,40]. Bylo taktéZ zjisténo, ze se
mimo délku duplikace ITD mize u jednotlivych pacientt lisit 1 pocet riiznych ITD, a to
od 1, ktera je nejcast&jsi, aZ po 4 odlisné [32,41]. Ackoli Kottaridis et al. 2001 ve své
publikaci tvrdi, ze u nemocnych s vice riznymi mutacemi ITD je doba preziti kratsi,
jiné studované skupiny neprokazaly zZadny vliv odlisSného mnoZstvi duplikaci na prib&h

AML [36,37,38,41].

Rozsifeni AML s FLT3-ITD mutaci zavisi na v€ku. U déti trpicich AML je nizsi
frekvence vyskytu, naopak s narlistajicim v€kem se pak objevuje Castéji. Pfitomnost
FLT3-ITD mutaci byla zjisttna nejen u AML, byla téZ potvrzena u akutni
lymfoblastické leukémie, myelodysplastického syndromu a chronické myeloidni

leukémie [23,5,42,43].

Méng cCasté jsou bodové mutace v polohach D835 a 1836, lezici v TK2 doméné,
tzv. FLT3-TKD mutace. Jejich vyskyt je pfipisovan pfiblizné 7 - 12% ptipadi u AML
[29,44]. Celkem bylo popsdno nejméné 6 forem mutaci v D835 pozici a pouze jedna
v 1836 pozici. Tyto bodové mutace nesou oznaceni ,,missense mutace* diky tomu, Ze pii

mutaci D835 umoziiuji zaménit aspartat za tyrosin (¢i jiné aminokyseliny) a pfi mutaci



I836 zaménit izoleucin metioninem [33,45,46]. Vliv FLT3-TKD na prognézu
onemocnéni neni tak jasny jako u FLT3-ITD. Je diskutabilni, zdali neni za tuto
skutecnost zodpovédny pravé nizky vyskyt téchto bodovych mutaci. Jisté studie
prokazaly zhorSenou prognozu [45,47,48], dalsi naopak projevily slaby, nebo témét

zadny dopad TKD mutaci na OS pacientli s AML [36,46,49,50].

3.1.4 Inhibitory FLT3 Kinaz, strukturni typy, selektivita, terapeuticky potencial

Aktivovand FLT3 kinaza ma schopnost ovlivnit diferencia¢ni a proliferacni aktivitu
krvetvornych bunék, a také muze mit vliv na dalSi bunécné drahy. U nemocnych
s AML, kde je potvrzena mutace FLT3, probihd spontanni aktivace FLT3. Pravé
moznost blokace signalni drdhy FLT3 se jevi jako vhodny terapeuticky cil.
Vyhovujicim prostfedkem k tlumeni aktivity FLT3 jsou inhibitory tyrosin kindz (TKI),
které inhibuji pifimo intracelularni tyrosin-kindzové useky. Zahdjenim in vitro testi u
nespecifickych TK inhibitort, napt. AG1295, herbimycin, AG1296, bylo zjisténo, ze
prave tyto latky tlumi aktivitu FLT3/ITD, ¢imZ vyvolaji apoptézu u bunék s touto FLT3
mutaci [43,51]. Pokracujici studie pak vedly k vyvoji mnoha dalSich TKI (SU5416,
SU5614, SU11248, PKC412, MLN518, CEP-701 a CEP-5214), jez vykazuji stejnou
funkei [52,53,54,55,56]. Rada jiz zminénych TKI je efektivni v 1é¢bé nékolika druhti
rakoviny, vcetné nemalobunééného karcinomu plic, chromické myeloidni leukémie
(CML), akutni myeloidni leukémie (AML), myelofibrézy, karcinomu renalnich bun¢k,
melanomu, gastrointestindlniho stromdlniho nddoru, hepatocelularniho karcinomu a
sarkomu [57]. Dosud byly publikovany odezvy klinickych zkouSek napft. u sunitinibu
(SU11248), midostaurinu (PKC412), lestaurtinibu (CEP-701) a tandutinubu (MLNS518)
[52,53,54,55,56]. VSechny tyto latky byly zkouSeny v terapii u nemocnych
s chemorezistentni, ¢i relabujici AML, u nichZ byla 1écba obvykle dobie snaSena. Dale
byla citovdna i inhibice FLT3 fosforylace. U zhruba poloviny z téchto pacientii byla
prokdzana redukce cirkulujicich blastd v kostni dfeni 1 v periferni krvi, avSak
s kratkodobou tuc¢innosti (cca né€kolik tydnll). Na zdkladé¢ ptedchozich nepiilis
pozitivnich vysledk byla zkouSena i kombinovand 1é¢ba TKI s chemoterapii, u niz
veédci predpokladali podobny ucinek. Nekteré studie s kombinovanou terapii predbézné
prokazaly pomérné vysoké procento kompletni remise (CR), u zbylych se na vysledky

teprve ¢eka [43,59,60]. Dodnes byla vyvinuta fada TKI s inhibici FLT3 a diky svym



vyjimecnym vlastnostem rozvoj téchto malych a velmi efektivnich molekul trvé i naddle
s nadéji zisku dalSich 1¢kt s kladnou odezvou na vySe uvedené a tieba i jiné druhy

onemocnéni [31]. Pro zajimavost jsem uvedla podrobnéjsi popis k nékterym z nich.

Inhibitory FLT3 kindaz (FLT3i) Ize klasifikovat dle mechanismu interakce
s receptory na inhibitory 1. a II. typu a téZ podle specifity k FLT3 na 1. a 2. Generaci.

Inhibitory typu I a I1

Inhibitory typu I a II jsou FLT3 inhibitory s klasifikaci ur¢enou na zéklad¢ jejich
mechanismu interakce s receptory [61]. Po aktivaci prochdzi FLT3 konformaéni
zménou zahrnujici preskupeni tii zbytkl, konkrétné Asp-Phe-Gly (D-F-G). Aktivni a
neaktivni konformace se pak nazyvaji DFG-in a DFG-out. VSechny inhibitory FLT3
interaguji s ATP-vazebnym mistem intracelularni TKD a kompetitivné inhibuji vazbu
ATP, ¢imz zabraiiuji autofosforylaci receptori a aktivaci proudu signalizaci. Kdyz je
receptor aktivni, inhibitory typu I se vazi na ATP-vazebné misto. Naopak inhibitory
typu II interaguji s hydrofobni ¢asti bezprostiedné sousedici s ATP-vazebnym mistem,
kterd je pristupnd pouze tehdy, pokud je receptor v neaktivni konformaci a bran{
aktivaci receptoru. Nejcastéj$im mistem mutaci TKD je mutace D835, kterd podporuje
aktivni konformaci receptoru. Diky tomu inhibitory typu I blokuji signalizaci FLT3
v bunikach u pacient trpicich AML s mutacemi ITD ¢i TKD, zatimco inhibitory typu II
blokuji pouze FLT3 sITD mutaci, nikoli s TKD, 1 kdyZ nékteré mutace D835
zachovavaji citlivost [62]. Dulezité viak je, Ze vyvoj mutaci D835 v buiikach s ITD je
mechanismem ziskané nebo sekundéarni rezistence vuci inhibitoriim FLT3 typu II [63].
Do skupiny inhibitora typu I Ize zahrnout sunitinib, lestaurtinib, midostaurin, crenolanib
a gilteritinib. Inhibitory typu II naopak reprezentuje naptiklad sorafenib, quizartinib a

ponatinib [64].

Strucny piehled vybranych FLT3 inhibitorui — 1. Generace

Inhibitory prvni generace, v¢etné sunitinibu, sorafenibu, midostaurinu, lestaurtinibu a
tandutinibu, postradaji specificitu pro FLT3. Inhibice vice RTK muiZe zvysit G¢innost
proti leukemii tim, Ze inhibuje cile podél FLT3, a to bud’ v paralelnich signalnich
drahach, nebo blokuje jiné cile v buitkaich AML. Nicméné¢, aktivity mimo cil bohuzel

zpusobuji toxické ucinky [64]
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Midostaurin, ¢ili PK412 (Obr. 5), se na trhu objevuje pod ndzvem Rydapt [65] a
vyvinula jej spole¢nost Novartis Pharma AG. Jde o multi-cileny indokarbazolovy
inhibitor typu I, ktery byl zkoumdn v lécb¢ akutni myeloidni leukémie (AML),
myelodysplastického syndromu (MDS) a pokrocilé systémové mastocytdzy. Tato latka,
strukturné podobnd staurosporinu, se zprvu jevila jako inhibitor protein-kindzy C
(PKC), posléze u ni byla zjisténa i inhibi¢ni aktivita FLT3, VEGFR, PDGFR a c-KIT.
Pravé u FLT3 kindz se projevila jako Sirokospektralni a oraln¢ biologicky dostupny
inhibitor, ktery se nachdzi jiz v pozdnich fazich klinického testovani. V preklinickych
studiich zprostfedkoval Midostaurin nejen zastaveni bunééného cyklu, indukoval i
apoptézu v mutovanych FLT3-pozitivnich buiikdch, a to inhibici aktivity FLT3 kindz
v buitkach Ba/F3-FLT3-ITD s hodnotou ICs, piiblizné 0,01 pM a blokaci fosforylace
FLT3-ITD s ICsp = 30 nM (Tab. 1) [66]. V L-b fazi klinického testovani byli nové
diagnostikovani pacienti s AML léceni pomoci PK412 v soubéZznych a sekvencnich
kombinacich indukovanych s daunorubicinem a cytarabinem + konsolidaci vysokymi
davkami cytarabinu. To vedlo k Gplné remisi u 100% pacientli s pozitivni FLT3 mutaci,
u nichz byly pozorovany ptechodné, ¢i reverzibilni vedlejsi ucinky [67]. Ve II. fazi
téchto zkousek byl midostaurin obecné dobfe snasen s redukovanym poctem perifernich
blastli, coZz bylo pozorovdno pfiblizné u tretiny pacientll s relapsy/refrakterni AML
1éGenych pravé touto latkou, se stiedni dobou odezvy — 13 tydnil [53,68]. Urovei
hematologické odezvy u nemocnych s pokrocilou AML, lécenych PK412, byla podobna
jako u pacientli s CML blastickou krizi, ktefi dostdvali Imatinib [69]. V neddvno
popsané studii III. faze byl midostaurin kombinovan se standardni chemoterapii, coz
vedlo k vyznamnému zlepSeni celkového pteziti (OS) a preziti pacienti bez piihod
(EFS). Tato skute¢nost naznacuje mozné podani tohoto preparatu pacientiim mladsiho

véku s AML [70].
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Midostaurin (PKC412/Novartis)

Obr. 5: Struktura Midostaurinu [103].

Dal$im nemén¢ dulezitym inhibitorem II. typu, cilenym na FLT3, c-KIT a
PDGFR s inhibici autofosforylace FLT3-ITD ~ 200 nM (Tab. 1), je piperazinyl
chinazolinovy derivat — tandutinib (MLN518, ¢i CT53518) (Obr. 6), ktery byl vyvinut
biofarmaceutickou spole¢nosti Millenium Pharmaceuticals [71]. MLN518 byl testovédn
v ¢asnych klinickych studiich u pacientd s recidivujici, ¢i refrakterni AML. 1. faze
klinickych zkouSek byla zaméfena na testovani bezpecnosti a tolerance peroralnich
davek této latky u nemocnych trpicich AML, mimo to byl tandutinib podroben testovéani
v kombinaci se standardni induk¢éni chemoterapii pro terapii pacientll s nové
diagnostikovanou AML. Co se tyce vysledkit MLN518 vykazoval jako jediny zastupce
omezenou aktivitu proti AML a myelodysplastickému syndromu, nicméné kdyz byl u
nemocnych snové diagnostikovanou AML poddvan spole¢n€ s cytarabinem a
daunorubicinem [72], bylo dosazeno 90% kompletni remise. U pacientll s nové
diagnostikovanou AML, ktefi se po uvazeni zdali jako nevhodni pro lécbu timto
ptipravkem, nebo pfimo odmitli podstoupit standardni indukcni terapii, byl preparat
MLNS518 pted zahdjenim II. fdze klinického testovani staZzen. Tandutinib se momentéalné
nachdzi ve II. fazi klinickych zkouSek proti progresivnim prostatickym a kostnim
metastdazim a glioblastomu. Byla téz dokoncena II. faze studii MLNS518 u pacientd s
metastazujicim rendlnim karcinomem a probihd I. a II. faze testovani, kde je zminény
preparat zkouSen proti recidivujicimu, ¢i progresivnimu glioblastomu. Tandutinib se
také nachdzi v kombinaci s bevacizumabem ve II. fazi testovani pro 1écbu nemocnych

s vysokym stupném recidivujicich glyomi [69].
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Tandutinib (MLN518,CT5318/Milennium)

Obr. 6: Struktura Tandutinibu [103].

Vyznamnym inhibitorem FLT3 kindz je 1 indokarbazolovy alkaloid
Lestaurtinib, neboli CEP-701 (Obr. 7), vyrobeny biofarmaceutickou spolecnosti
Cephalon. CEP-701 je inhibitorem typu I, ktery blokuje rast bun¢k Ba/F3 - FLT3-ITD
sICsp = 5 nM a inhibuje fosforylaci FLT3-ITD s hodnotou ICsy = 3 nM (Tab. 1).
Dalsimi proteinovymi cily pro tuto latku jsou mimo FLT3 kinazy i TrkA a VEGFR
[73]. V pocatecni fazi klinickych studii vykazovali pacienti s recidivujici nebo
refrakterni AML na tuto latku kratkodobé klinické odezvy [74,75]. U né€kolika pacientil
byla potvrzena kompletni inhibice autofosforylace FLT3 bez soubézné klinické
odpovédi, zatimco u ¢asti dalSich se ukdzal pokles perifernich leukemickych blast na
<5%. Ve II. fazi klinickych zkouSek pro starS§i pacienty trpici AML, ktefi nebyli
povazovani za vhodné kandidaty pro intenzivni lé€bu chemoterapii, byly zjiStény
prechodné klinické odpovédi [76]. Nedavno byla ukoncena studie II1. fize u nemocnych
s recidivujici AML s mutantni FLT3, kterd byla plivodné zahajena jako studie II. faze.
Mimo to pokracuje III. faze klinického testovani ve Spojeném krélovstvi Velké Britanii
a Severniho Irska, zkoumajici G¢inky chemoterapie spole¢né s piipravkem CEP-701,
kde se ucastni jak pacienti s mutantni, tak 1 nemutantni FLT3. Lestaurtinib byl taktéz
testovan v I. fazi klinickych zkousek u pacientl s vysoce rizikovym neuroblastomem a

ve II. fazi klinickych studii na 1écbu rakoviny prostaty [69].
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Lestaurtinib (CEP-701/Cephalon)

Obr. 7: Struktura Lestaurtinibu [103].

Indolinonovy derivat Sunitinib, téz znaceny SU112448 (Obr. 8) a proddvany
jako ptipravek SUTENT od spolecnosti Pfizer [77], je perordlné podavanym
inhibitorem I. typu fady receptorovych kindz, které vykazuji protinadorovou a
antiangiogenni aktivitu na mnoha in vivo a in vitro modelech [78]. Preparat SU11248
blokuje mutované formy FLT3 kindz, konkrétn¢ FLT3-ITD a FLT3-D835Y [77], se
stejnou ucinnosti - napft. rist bunék MV11-4 tlumi s hodnotou ICsp = 10 nM (Tab. 1)
[79]. Kromé& FLT3 se potvrdila inhibi¢ni schopnost této latky i u PDGFR, c-KIT,
VEGFRI1, receptory kolonie stimulujictho faktoru (CSF-1R) a receptory pro
neurotroficky faktor odvozeny od glidlnich bunék (RET, glial cell — line derived
neutrotrophic factor receptor) [80]. V1. fazi klinického testovani Sunitinib
v monoterapii AML vedl k ¢astecné ¢i Uplné morfologické remisi u vSech 4 pacientl
s FLT3-ITD, nicméné¢, remise byla kratkd a u nemocnych se projevila vyznamna
toxicita [81]. V nasledujici I/II fazi klinickych studii se projevila okamzitd kompletni
remise u 59% starSich pacientii s FLT3 mutaci [82]. V soucasnosti se Sunitinib pouziva
pfedevS§im k lécb¢ rendlniho karcinomu ledvin, neuroendokrinnich nadorti a pokud

nezabira 1écba Imatinibem, tak 1 k terapii gastrointestindlnich stromalnich tumort [83].
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Sunitinib (SU11248,SUTENT/Pfizer)

Obr. 8: Struktura Sunitinibu [103].

Biaryl-mocovinovy derivat — Sorafenib, t¢zZ BAY43-9006 (Obr. 9), ¢i piipravek
s oznaCenim Nexavar od firmy Bayer, byl zprvu vyvinut jako RAF inhibitor, ktery
projevil svou aktivitu proti VEGFR, PDGFR a c-KIT. Posléze byla u Sorafenibu, tedy
inhibitoru typu II, zjisténa aktivita i proti FLT3 (konkrétn¢ FLT3-ITD a D835G)
[84,85,86], kde fosforylaci FLT3-ITD inhibuje s hodnotami ICsy = 2,8 nM a riist bun¢k
MV4-11 s ICsy = 0,88 nM (Tab. 1) [86]. Co se tyce klinickych studii, byla tato litka
testovdna v I. f4zi u pacientl s refrakterni nebo relapsovou AML, coZ se u nemocnych
s AML pozitivni na FLT3-ITD projevilo sniZenim procenta vyskytu leukémie v kostni
dieni [84]. Tento preparat byl ndsledné schvalen FDA pro 1é€bu pokrocilého karcinomu
ledvin (2005), hematoceluldrniho karcinomu (2007) a karcinomu §titné Zlazy (2013).
Momentaln€ se tato substance nachdzi v klinickém hodnoceni pro gastrointestindlni

stromdlni nddory (GIST) rezistentni na imatinib a sunitinib [69].
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Sorafenib (BAY43-9006/Bayer)

Obr. 9: Struktura Sorafenibu [103].

Tabulka 1: Cyrotoxicita vybranych bunécnych linii a inhibicni aktivita fosforylace FLT3-1TD
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u FLT3 inhibitoru 1. Generace [66,71,73,79,86].

Zkous$ené " Ba/F3- MV4-11- fosforylace
16¢ivo Cisle prr3.01D FLT3-ITD FLT3-ITD
1Cs I1Cs I1Cs
Midostaurin 1 0,01 uM - 30 nM
Tandutinib 2 - - ~ 200 nM
Lestaurtinib 3 5nM - 3 nM
Sunitinib 4 - 10 nM -
Sorafenib 5 - 0,88 nM 2,8 nM

Strucny pi‘ehled vybranych FLT3 inhibitorii — 2. Generace

Naproti tomu inhibitory FLT3 druhé generace, ziskané racionalnim vyvojem €k, jsou
specifictéjsi, ucinngjs$i a maji taktéz méné toxickych ucinkli spojenych s nepiiznivymi
vlivy. OvSem, inhibitory FLT3 druhé generace vétSinou smétuji pouze k FLT3 a
nevykazuji aktivitu proti cilim podél FLT3, a to bud’ v jiz vySe zminénych paralelnich
signalnich drahach, ¢i v bunkach AML. Inhibitory druhé generace quizartinib,
crenolanib a gilteritinib a dal$i nize uvedené se momentalné nachdzi v klinickych

studiich [64].

Gilterttinib, pyrazinkarboxamidovy derivat se zkratkou ASP2215 (Obr. 10), je
selektivni, uc¢inny a aktivni proti rGznym typim pozitivnich FLT3 mutaci [87]. Tato
mald molekula se fadi mezi FLT3 inhibitory I. typu (Tab. 2) [88]. VI a II. fazi
klinického testovani ASP2215 byla u 46% pacientli, bez ohledu na stav FLT3 mutace,
pozorovana kompletni remise. Dilezité je, ze 29% pacientd s FLT3/TKD mutaci
dosdhlo dplné remise [89,90]. V soucasné dob¢ probihaji klinické studie giltertinibu

v kombinaci s dal§imi chemoterapeutiky [91].
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Obr. 10: Struktura Giltertinibu [103].

Latka s oznacenim AC220, neboli quizartinib (Obr. 11), byl specificky navrzen
jako FLT3 inhibitor s vysokou tG¢innosti a selektivitou (Tab. 2) [92]. Pozitivni klinicka
odpovéd’ byla pozorovana jiz v I. fazi klinickych zkouSek u 30% pacientl, a to bez
ohledu na typ FLT3 mutace [93]. Klinickd odezva se tykala 53% pacientti s FLT3-ITD a
14% pacientti s FLT3-WT mutaci. Navic, Gplnd inhibice FLT3-ITD byla pozorovana na
zaklad¢é in vitro plazmatickych inhibi¢nich testi. Nasledovala II. fiaze klinického
testovani AC220 za ucasti 333 pacientil, kde 44% pacientii s FLT3-ITD a 34% pacientii
s FLT3-WT dosahli CR [94]. Nyni probiha III. faze klinickych studii s oznacenim
Quantum, v nizZ je quizartinib hodnocen jak v monoterapii, tak 1 spolecné se standardni

induk¢ni chemoterapii [95].
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Quizartinib (ACP220/Amibt)

Obr. 11: Struktura Quizartinibu [103].

Crenolanib (t¢Z CP-868-596) (Obr. 12) byl zprvu vyvinut jako inhibitor PDGFR,
posléze i jako FLT3 inhibitor druhé generace, ovSem I. typu. CP-868-596 potvrdil
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silnou cytotoxicitou vici bunéénym leukemickym liniim nesoucim mutace FLT3-ITD
nebo FLT3 D835 (Tab. 2) [96]. Ve II. fazi klinickych studii u pacientt s recidivujici ¢i
refrakterni AML prokazal Crenolanib vyssi aktivitu u nemocnych, ktefi nebyli dosud
1é¢eni FLT3 inhibitory [97]. Soucasna studie NCT02283177 se zamétuje na kombinaci
této latky s indukénimi chemoterapeutiky u pacientii s nové diagnostikovanym

onemocnénim AML s FLT3-ITD nebo TKD mutacemi [98].

O
T

Crenolanib (CP-868,596/AROG Pharmaceuticals)

Obr. 12: Struktura Crenolanibu [103].

Ponatinib, neboli AP23534 (Obr. 13), je FLT3 inhibitorem II. typu, ktery
vykazuje inhibi¢ni aktivitu i u BCR-ABL. Tento I¢k byl vyvinut firmou Ariad a pouziva
se pod obchodnim nazvem Iclusig. AP23534 projevil jiZ v preklinickych studiich silnou
cytotoxicitu proti leukemickym bunkdm s FLT3-ITD a v mensi mife i s FLT3-TKD
mutacemi (Tab. 2) [99]. Na zéklad¢ téchto vysledki byly provedeny I. a II. faze
klinického testovani, hodnotici bezpecnost a ucinnost tohoto Iéku v kombinaci
s konsolidaci cytarabinu u nemocnych s ITD mladSich 70 let (NCT02428543), a také s
¢1 bez azacitidinu u nelécenych pacientl trpicich AML s FLT3-ITD, kteti nebyli
schopni podstoupit chemoterapii (NCT02829840) [64].

18



ZT

IS z N
~N" ) © N~
LN "/
F
FF
9

Ponatinib (AP24534,ICLUSIG/Ariad)
Obr. 13: Struktura Ponatinibu [103].

KW-2449 (Obr. 14), multikindzovy inhibitor FLT3 (Tab. 2), ABL, Aurora
kindzy a c-KIT [100], je studovan v 1écbé pacientii s leukémii. V I. fazi klinickych
zkousek KW-2449 umoznil pokles perifernich blastd [101,102]. KW-2449 byl téz
nedavno zatazen do II. faze klinického hodnoceni u FLT3-pozitivni AML [69].

10
KW-2449 (Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd)

Obr. 14: Struktura KW-2449 [103].

Tabulka 2: Hodnoty IC50 FLT3-ITD a D835Y u vybranych FLT3 inhibitorii 2. Generace

[87,104,105].

Zkouéené Eislo FLT3-ITD FLT3-D835Y
1é¢ivo I1C50 (nM) ICs5y (nM)
Giltertinib 6 1,6 1,4
Quizartinib 7 1,2 >100
Crenolanib 8 57 58
Ponatinib 9 <1 92
KWwW-2449 10 41 >200
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3.2  Syntetické pristupy k pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovému skeletu

Dodnes byla popsdna celd fada syntetickych metod sméfujicich k tvorbé
pyrazolo[1,5a]pyrimidinového jadra a vyvoj novych cest k jejich pripravé nadale roste.
U vétsiny metod se vychazelo z rizné substituovaného aminopyrazololového
heterocyklu. V této kapitole jsou struéné¢ zminény nckteré zdkladni, jiz dfive

publikované ptistupy.

Jednou z moznosti syntézy pozadovaného pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového
skeletu je pfiprava pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovych karboxylatd. V tomto ptipad¢ se
vychdzi z 5-aminopyrazolkarboxylové kyseliny Ia, Ib, pro jejiz cyklizaci je vyzadovana
ptitomnost trifluoromethyl-pB-diketonu II. Reakce bézi v prostfedi kyseliny octové pod
refluxem 5 hodin. Ve schématu jsou uvedeny 2 ptiklady této syntetické cesty se ziskem

81% vytézku latky IIla a 90% latky IIIb (schéma 1) [106].

Schéma 1: Syntéza pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovych karboxylatii Ila, ITIb (R* = az 14-ti

substitucnim moznostem, viz ¢lanek: Liquid phase synthesis)

0O O
R R? CF3 R
HoN I R2 N
| —CcooH - >—COOH
N-p x-N-N
N AcOH/HCI/H,0
Ta, Ih reflux, 5h CF3
CR2_
la:R'=H IL: R”= fenyl Ila: R' = H a R2 = fenyl (90%)
Ib: R'=Cl IIIb: R' = Cl a R?= fenyl (81%)

Dalsi moZnosti je reakce B,y-nenasyceného vy-alkoxy-a-ketoesteru IV s 5-
aminopyrazolem V, kterd je vysoce selektivni k zisku pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu
nesouciho v poloze 7 esterovou skupinu. Tato syntéza probiha za niZze popsanych
podminek, opét pod refluxem 10 hodin. Vytézek IV ¢ini 87% (schéma 2). Publikace dle
Stepaniuk et al., 2013 popisuje sérii latek pfipravenych timto syntetickym pfistupem se
zajimavou aktivitou a s potencidlem moznych terapeutickych cili v 1écbé nadorovych

onemocnéni [107].

Schéma 2: Syntéza pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu VI s funkcni esterovou skupinou v poloze 7.
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Almansa et al., 2001 nasyntetizovali rizné pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny napiiklad
kondenzaci 1,3-dikarbonylu s 4,5-disubstituovanym pyrazolem. Prvni syntetickd cesta
s vychozi latkou VIII a 1,3-dikarbonylovou slou¢eninou VIIa probihd za podminek A a
dava zisk 54% produktu IXa. Druhd popisuje reakci VL VIII s VIIb, kterd pro zisk
53% IXb vyzaduje podminky B (schéma 3) [108,109].

Schéma 3: Syntéza pyrazolo[ 1,5-a] pyrimidinovych derivatii IXa a IXb.

F
A\

N

H

R'" R® HoN A: pyperidin, EtOH. 78°C, 18 h RN
g
o)\/&o ' SO,Me O SO,Me
R? B: toluen. 111°C, 8 h R2 XN~
R3

VIIa: R! =Me, R2=H, VIII

R3 = Me IXa: R! = Me, R? = H, R = Me (54%)
VIIb: Rl =Me R2 =Me IXb: Rl = Me, Rz = Me, }{3 =Me (53%)

R3=Me

Jinym zplGsobem Ize =ziskat napf. 2-(arylamino)-5,7-dimethylpyrazolo|[1,5-
a]pyrimidin-3-karboxamidy. Tvorba téchto derivati je umoznéna diky reakci 5-amino-
4-pyrazolkarboxamidu Xa, Xb s acetoacetatem v ledové kyselin€¢ octové pod zpétnym
chladi¢em, s 6-ti hodinovou reakéni dobou. Po zpracovéani jsou produkty izolovany

rekrystalizaci z etanolu s vytézky 82% XlIla a 78% XIIb (schéma 4) [110].

Schéma 4: Syntéza pyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinovych derivatii XIla a XIIb.

o O r .

o) 0 W 0

NH, N N=
ledova AcOH HO /
- - -
N — NH - - N
Ar<, N Ar N =N i Ar N =N

N reflux, 6 h
H H H

Xa: Ar = fenyl
Xb: Ar = 4-MeO-fenyl

XlIa: Ar = fenyl (82%)

XIa, XIb XIIb: Ar = 4-MeO-fenyl (78%)
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Reakce rlizné substituovanych acetofenontt XIIIa, XIIIb s dimethyl oxaldtem,
v pfitomnosti methoxidu sodného a rozpoustédle THF, probihajici za laboratorni teploty
8 hodin, vedou k tvorbé B-diketoestertt XIV, které jsou nésledné refluxovany 2 hodiny v
ethanolu s 3-amino-5-fenyl-1H-pyrazolem (bifunkénim elektrofilem) za zisku 2,7-
difenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-karboxylati XVIa, XVIb spomémé vysokou
vytéznosti 80-90% (schéma 5) [111].

Schéma 5: Synteticky pristup k tvorbé 2,7-difenylpyrazolof 1,5-a]pyrimidin-5-karboxyldtii

XVlIa, XVIb.
O O
R dimethyl oxalat, NaOMe R OCH H,N
OCH, THF, r.t., 8h 3 >/’\>\
_— - +
(0] N
R? R2 N~ Ph
R® R® H
XlIIla: R'=R?2=R3=H X1V XV
XIIIb: R'=H, R2=0CH3,R*=H
kat. HCI, EtOH,
reflux, 2 h
N\
NN
R! < __ocH,
R? ©

XVIa:R'=R?=R3=H %0
pl_ 2_ 3_ A
XVIb:R'=H,R*=OCH3,R*=H g0,

Nasledujici schéma znazoriiuje 4-hodinovou syntézu smési oxoalkanonitrill
XVIIIa, XVIIIb s 80% hydrazin hydridtem, benzaldehydem a malononitrilem pod
refluxem. Pevné produkty XIXa, XIXb této reakce je mozno ziskat rekrystalizaci

z etanolu s vytézky nad 70% (schéma 6) [112].

Schéma 6: Syntéza pyrazolo[ 1,5-a] pyrimidinovych derivati XIXa a XIXb.
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XVIIIa: Ar = fenyl NH;

XVIIIb: Ar = p-(Me,)N-C¢H, XIXa: Ar = fenyl (71%)

XIXb: Ar = p-(Me,)N-C¢H, (75%)
Hassan et al., 2015 ve své publikaci uvedli reakci 2-(4-
methoxybenzyliden)malononitrilu s derivaty litek XXa a XXb, které byly podrobeny
6-ti hodinovému refluxu v etanolu a v pfitomnosti katalytického mnozstvi triethylaminu

za piipravy sloucenin s oznatenim XXla (83%) a XXIb (78%). Izolace pevnych

produktii byla provedena pomoci rekrystalizace z ethanolu (schéma 7) [113].

Schéma 7: Syntéza 7-amino-N-aryl-6-kyano-5(4-methoxyfenyl)-2-[amino Jpyrazolo[l,5-

alpyrimidin-3-karboxamidii.

OCHj,
0 CN
NH, 0
H
Y = 7N EtOH, tricthylamin "™ e
H _ NH , triethylamin H _ . /
N > ,
HN + =N NH,
reflux, 6 h HN
OCH,4
OCHj XXI Sck,
XXa: Ar = fenyl
XXb: Ar=4-Cl-C¢H, XXIla: Ar = fenyl (83%)

XXIIb: Ar =4-CI-C¢H, (80%)

Dalsi moZnosti syntetickych ptistupli k pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovému skeletu
jsou i reakce B-keto esterovych derivath (ve schématu 8 je jako ptfiklad uveden ethyl
acetoacetit XXIV) opét s vychozimi aminopyrazoly XXIIla, XXIIIb v kyselém
prostiedi kyseliny octové za 10-ti hodinového michani pod refluxem. Vysledkem

(schéma 8) jsou pak latky XXVa (91%) a XX Vb (86%) [114].

Schéma 8: Syntéza pyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinovych derivatii XXVa a XXVb.
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Jak bylo podotknuto vySe, existuje mnoho syntetickych ptistupt k pyrazolo[1,5-
alpyrimidovému skeletu. Jednu z moznych cest vedoucich k tomuto jadru popisuji i v
praktické casti této diplomové prace, jejiz feSend problematika se tyka ptipravy novych
3,5,7-trisubstituovanych-pyrazolo[1,5-a]pyrimidovych derivati s potencidlni inhibicni

schopnosti k CDK a FLT3 kin4dzdm.

3.3  Vybrané priklady biologicky aktivnich pyrazolo[1,5-a]pyrimidini

Biologicky vyzkum pyrazolo[1,5-a]pyrimidint ukézal, ze substituce riznych skupin na
tomto jadfe umoznuje, skrz inhibici riznych enzymt, odhalit jejich protinadorovou
aktivitu. Tato kapitola popisuje aktivitu vybranych pyrazolo[l1,5-a]pyrimidinovych
inhibitort Src, CHK1 a B-Raf kinaz a CDK [115].

Src inhibitory

Src, ¢len non-receptorového proteinu tyrozin-kinazové rodiny (SFK), je tvotfen
9-ti riznymi proteinovymi tyrosin-kindzami (c-Src, c-Yes, Fyn, Lck, Hck, Blk a c-Fgr —
kde je Src prototypem) [116]. Src se uCastni pfechodné komunikace mezi mnoha
signdlnimi drahami, v¢etn€ receptorti EGFR, Ras/Raf, PI3K/AKT, JAK/STAT drahy a
integrin/FAK, které podporuji bunécnou adhezi, migraci, invazi, proliferaci, metastazi a
tumorigenezi [117,118]. ZvySena hodnota Src + jeji abnormalné zvySend katalyticka
aktivita byla pozorovdna u fady lidskych rakovin, naptiklad u rakoviny prsu, plic,
vajecnikl, krku a hlavy [119], tlustého stfeva a zaludku [120,121]. SFK ma téz
uplatnéni v pieziti a ristu nddorovych bunék a motilit¢ v riznych nadorovych entitach,
vcetné osteosarkomu a Ewingové sarkomu [122]. Src dokaZe pozménit invazi 1 migraci
buniky prostiednictvim interakce s ohniskovou adhezni kindzou (FAK), integriny a
regulatory rodiny Rho-GTPas [123,124]. Mukaiyama s jeho kolektivem zkoumali v roce
2007 [114] neuroprotektivni aktivitu pyrazolo[1,5-a]pyrimidint (latky 13a-e) jako

potencialnich Src kinazovych inhibitort (Tab. 3) pfi lidské mozkové mrtvici. Také
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zjistili, Zze se tyto molekuly podileji na prevenci vaskularni permeability indukované
VEGF, umi blokovat angiogenezi, snizit vyskyt edému a funkénich ztrat spojenych

s nadory, experimentalni vaskuldrni okluzi mozku a infarktem myokardu [125].

Tabulka 3: Hodnoty ICsy sloucenin 12, 13a-e u c-Src [114,115].

Me
Slouenina R R’ R’ ¢-Src/ICsy (uM)
12 3"-MeO 5-MeO  -CH,CH,NH, 0,64
13a 3-MeO 5-MeO -CH,CH,NHMe 2,73
13b 3°-MeO 5-MeO  -CH,CH,NMe, 27,8
13c 3-MeO 5-MeO  -CH,CONH, 33,7
13d H -CH,cPr 2,48
13f 3-MeO 5-MeO  -CH,C(CH;),NH, 0,18

Vztahy mezi strukturou a aktivitou (SAR) syntetizovanych sloucenin odhalily,
ze koncovy primdrni amin i délka uhlikového fetézce jsou dulezitymi faktory
v inhibi¢ni aktivité c-Src, a ze 7-ethylendiaminova skupina napodobuje trifosfatovou
skupinu adenosin trifosfatu (ATP kapsu). Navic bylo zjiSté€no, Ze nahrada alifatickych
aminQ aryl- ¢i heteroaryl-aminy v poloze 4, které se podili na hydrofobni interakci
s hydrofobni vazbou sousedici s ATP vazebnym mistem, zvySuje inhibi¢ni schopnost
této tyrosin-kinazy. 3-karboxyamidova skupina a NH skupina 2-aminofenylového kruhu
interaguje s n¢kolika aminokyselinovymi rezidui, to vede k ristu jejich vazebné afinity
k vazebnému mistu ATP, diky ¢emuZz elektron-donorové substituenty na fenylovém
jadie (pf. methoxy skupina) zvySuji inhibici c-Src [126]. Slou¢enina 13e (Obr. 15),
s hodnotou ICsy = 0,18 nM, projevila vyznamnou intraceluldrni inhibici c-Src
v bunéném testu, ELISA testu (Enzyme-linked immunosupresive assay), za pouZiti
COS7 bunék. Hydrochlorid latky 13e dobie pronikd do CNS mozku a je povazovan za

nové terapeutické ¢inidlo pro 1é¢bu akutni ischemické mozkové mrtvice [115,126].
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Obr. 15: Schématické zndazornéni vazebného modu latky 13e v c-Src kindze. NH 3-
karboxamidové skupiny vytvari H-vazbu s karbonylovou skupinou Glu317 (Glu 341
v c-Src) a karbonylovd skupina 13e interakci s NH skupinou Met 319 (Met 343 v c-
Src). N-4 pyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinu tvori vodikovou vazbu s OH skupinou Thr 316
(Thr 340 v c-Src) a koncovd primdrni amino-skupina v pozici-7 formuje skrz H-vazbu

premosténi k Asn 319 [115].

Inhibitory CHK1

Lidské kontrolni kindza CHKI je specifickou serin-threoninovou kindzou, ktera
ma dilezitou ulohu v regulaci bunééného cyklu v G2/M kontrolnim bodé [127].
Kontrolni body umi v ur€itych fazich, v reakci na varovné signdly, zastavit bunécny
cyklus (BC). Signdly upozoriiuji hlavné na poskozeni DNA a mitotického vieténka
nebo na nekompletni bunéény proces, Cili replikaci DNA nebo usporadani chromozomii
[128]. CHKI1 je zodpovédna za dozor nad kontrolnimi body S a G2 faze, nikoli vSak G1
faze. Funkce proteinu pS3-deficitniho na nddorové buiiky je odkdzédna na CHKI1, kterd v
odpovédi na zastaveni replikace ¢i poskozeni DNA zaktivuje S- a G2- kontrolni body
[129]. Abnormdlni hladiny CHK1 v mRNA byly pozorovany naptiklad u nemocnych
s kolorektdlnimi karcinomy a s trojit€¢ negativni rakovinou prsu (se ztrdtou exprese pro
ER, progesteron receptor a HER2) [130,131,132]. Lécba p53-deficitnich nadorh sestava
ze dvou fazi: prvni je Cinidlo, které vyvola replikaci nebo genotoxicky stres, druhou je

CHKI1 inhibitor, spoustéjici apoptdzu nadorovych bunek [133].
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Marc a jeho spolupracovnici identifikovali vr. 2011 nové struktury
pyrazolo[1,5-a]pyrimidintt (14, 15a-c) jako CHKI1 inhibitory se srovnatelnou
selektivitou k CDK2 (Tab. 4) [134]. Zminéna skupina védcl se vénuje rozvoji SAR
tohoto jadra v C5 a C6 pozicich, v kombinaci diive odhalenych SAR v pozicich C3 a
C7. Je zajimavé, ze slouceniny 15a-c s halogenem v poloze 6 projevily 20 krat vyssi
aktivitu CHKI1 nez plGvodni sloucenina 14. Litky 15a-c¢ obsahuji v pozici C3 (N-
methylpyrazol) a v poloze C5 (3-piperidin), coz bylo difive rozliSovano jako nezbytné
pro u¢innost CHK1. Dale je vhodné mit substituent s odstupujicim elektronem, napft. 6-
halogen derivaty, které hraji rozhodujici roli v modulaci kyselosti sousedni C7-NH,

skupiny [135].

Tabulka 4: CHK1 a CDK?2 inhibicni aktivita pyrazolo[1,5-a]pyrimidini 14, 15a-c [134].

H e
=
RITNANN
NH»

o HK1 DK2/cycA
Sloucenina R Igs o(UM) CICSO (/:K;)
14 H 0,06 6,1
15a Cl 0,003 0,31
15b Br 0,003 0,16
15¢ I 0,003 0,33

B-Raf kindzové inhibitory

Proteinovéd kindza B-Raf je klicovym prvkem bunécéné signalni drahy (RAS-
RAF), fidici bunétnou proliferaci a pieziti bun€k pod kontrolou extracelularnich
rustovych faktorti a hormont [136]. Abnormality/mutace v kindzové doméné genu B-
Raf mohou vést k nekontrolované aktivaci enzymu, coz vede k deregulaci proudu
signalizaci MEK & ERK, nadmérné proliferaci bunék a jejich pteziti nezavisle na
vnéjSich bunécnych signdlech. Podle toho draha RAS-RAF-MEK-ERK hraje
rozhodujici roli v tumorigenezi [137,138]. Onkogenni signalizace B-Raf je pozorovédna

piiblizné¢ u 50% melanoma, 30-70% papilarnich nadort S§titné zlazy, 30% low-grade
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serdznich karcinomt vajecniku a 8-10% kolorektalnich karcinomt [137]. Vyvoj novych
B-Raf inhibitor sméfuje k velmi rychlym nddorovym odezvadm a zvysSuje celkové

pieziti ve srovnani se standardni chemoterapii [139,140,141].

Berger a spol. pfipravili vroce 2009 [142] sérii C3 substituovanych N-(3-
(pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-yl)fenyl)-3-(trifluoromethyl)benzamidi (16a-d). Nejvyssi
ucinnost je pozorovana u para-substituovanych slouc¢enin 16b-d, naopak nizsi aktivita
se projevila u meta-substituovanych analogt (pf. 16a). Bunécna aktivita téchto derivatt

16a-d proti B-Raf, WM266-4 a HT29 liniim je popsdna nize (Tab. 5) [142].

Absence H-vazby kzavésné oblasti a hydrofobni vazebné interakce
trifluoromethylbenzamidové skupiny s enzymy jsou povazovany za hlavni divody,
které zvySuji vazebnou afinitu k analogu 16b, jelikoz jim to umoznuje velmi dobie
zapadnout do hydrofobni kapsy. Déle tvofi 2 H-vazby, jednu z amidové NH- skupiny
k Glu500 a druhou z amid-karbonylu k Asp593 s extra hydrofobnimi interakcemi mezi
C-3 fenylovym jadram a rezidui Leu596 a I1e462 cileného enzymu [142].

Tyto zminéné slouceniny 16a-d byly profilovany proti panelu 16-ti kindz. Latka
16b byla ekvipotentni proti c-Raf s hodnotou ICsy = 0,025 uM. Mirnd selektivita byla
pozorovéna u této latky proti p38a (ICsp = 0,216 uM) a CAMKII (ICsp = 0,822 uM),
zatimco vysoka selektivita byla potvrzena napi. proti PI3Ka, PDK1, CKD2, CDK4,
JNKIT a Src s ICs5p > 2 uM [142].

Tabulka 5: B-Raf kindza a bunécna aktivita pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovych analogii 16a-d

[142].
H
N
YQCFs
(0]
~N
= J\j\?
& S
N
R1
Sloutenina R! B-Raf WM266-4 HT29
ICso (M) IG5 (uM)  ICsp (uM)
16a 3-Ph-CH,-N(CHs;), 0,044 1,3 0,8
16b 4-Ph-CH,-N(CH5;), 0,024 0,92 0,78
16¢ 4-Ph-CH,-pyrrolidin 0,02 2.1 0,65
16d 4-Ph-CH,-methyl 0,038 0,82 0,7
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Piperazin

Inhibitory cyklin-dependentnich kindz (CDKi)

Lidsky genom kéduje 21 cyklin-dependentnich kindz (CDKs), 7 z nich (CDK1-
4, 6, 10 a 11) ma zasadni dlohu v regulaci bunééného cyklu (BC). CDK4 a CDK6
zprostiedkovavaji postup skrz G1 fazi, CDK2 je hlavnim reguldtorem G1 a S faze BC
[143]. V G1 fazi je CDK2 slu¢ovana s cyklinem E (cyc E), v S fazi s cyklinem A (cyc
A) v komplex, ktery skrz fosforylaci proteint fidi syntézu DNA a zaroven inaktivuje
transkripcni faktory E2R [144.145]. CDKI1 po asociaci s cyc A a cyc B fidi pfechod
mezi G2 a M fazi [146]. Dalsi cyklin-dependentni kindzy ptebiraji zodpoveédnost za
aktivaci jinych CDK (nepfima role u CDK3), regulaci transkripce (CDK7-9) a
neurondlni funkce (CDKS) [143]. CDK?7 spole¢né s cyklinem H a MATI1 tvoii CDK-
aktivacni kinazu (CAK), ktera aktivuje CDKs bunécného cyklu fosforylaci na
treoninovém zbytku v T-loop vazebné smycce a CDK9 je po interakci scyc T
zodpovédna za kontrolu transkripce RNA polymerazy I [147.148.149]. CDKs maji roli
nejen v fizeni BC, jsou nepostradatelné i pii epigenetické regulaci, jiz vySe zminéné
transkripci, metabolismu, subregulaci kmenovych bunék, funkci neuroni a
spermatogenezi [159]. Béhem dvou desitek let védci vyvinuli fadu CDK inhibitort,
znichz byla zna¢na c¢ast, diky své vyznamné selektivité, podrobena uspéSnym
klinickym zkouskdm [150,151]. Proto se tyto nizkomolekularni slouceniny (< 600
g/mol) jevi jako vhodné cile pro 1é¢bu mnoha typi naddorového onemocnéni, ale i
dalsich, jako napiiklad neurodegenerativni ¢i kardiovaskularni choroby, virové infekce,

glomerulonefritifu a onemocnéni zplisobené¢ jednobunéénymi parazity [145,152].

Dean a spol. piedstavili vr. 2010 [148] novy pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovy
derivat 17 (BS-194), jako selektivni a u¢inny CDKi, ktery inhibuje CDK1, CDK2,
CDKS, CDK7 a CDK9 s ICsp = 3, 30, 30, 250 a 90 nM (tabulka 7). Bunétné studie
ukdazaly, Ze tato latka inhibuje fosforylaci substratu, Retinoblastoma protein (Rb) a C-
koncové domény RNA polymerazy II, zplisobenou proudem regulaci cycA, cycE a
cycD1, které vedou k zablokovéani BC, jak v G1/M, tak i v S fazi. BSK-194 t¢Z popsuje
antiproliferacni aktivitu u 60 nadorovych bunéénych linii s IC50 = 280 nM. Tyto
poznatky zacleniuji BSK-194 do kategorie selektivnich CDKi s potencidlem pro ordlni
podéni pacientim s rakovinou. Ve srovnani s analogy 2,6,9-trisubstituovanych purini

(Tab. 6), jako je napf. roscovitin 18, vykazujici pozitivni farmakologické i biologické
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vlastnosti jako CDK-selektivni ATP antagonisté [153]. SAR podotykd, Ze volnd OH
skupina je nezbytnd pro dobrou selektivitu a vysokou inhibici CDK7 [115].

Tabulka 6: Inhibicni aktivita roskovitinu a BS-194 u CDKs [153].

HN HN
N Z NN
o PN
HN” ON” N HN” N
r'\ )\ HO\/T\_L\\OH
OH OH
18 17
(R)-roskovitin BS-194
Kinaza 18, roskovitin 17, BS-194
1Cso (uM) (SD) ICso (uM) (SD)
CDK1 2,1(0,5) 0,033 (0,01)
CDK2 0,1 (0,05) 0,003 (0,001)
CDK4 13,5(0,2) 20 (1,3)
CDKS5 0,16 (0,2) 0,03 (0,006)
CDK6 23,5 (1,3) 35,5 (1,3)
CDK7 0,54 (0,09) 0,25 (0,04)
CDK9 0,95 (0,17) 0,09 (0,01)

SD = smérodatna odchylka ze 3 experimentui.

Paruch a jeho kolektiv ve stejném roce odprezentovali dal$i novou latku na bazi
pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu, a to dinaciclib (SCH727965 nebo MK-7965). SCH727965
(Obr. 16) je jednim z piedstaviteld CDKi, ktery vykazuje inhibi¢ni G¢inky proti CDK1,
CDK2, CDKS5 a CDK9 s ICsp v rozmezi 1-4 nM [153,154,155,156]. Dinaciclib je
schopen blokovat transkripci apoptotickych proteind, jejich rist, migraci, tvorbu kolonii
pankreatickych nadorovych bunék i jinych nddord. SCH727964 byl téz zaclenén do
klinickych zkousSek u rakoviny prsu, solinich a hematologickych malignit. Nachazel se
jiz ve III. fazi klinickych studii u pacientl trpicich CLL, bohuZel byl v této fazi, kvili
nezadoucim vedlej$im ucinktim, stazen [153,154,155,156,157].
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19
dinaciclib
CDK1,2,5,9: IC5y = 1-4 nM

Obr. 16: Struktura dinaciclibu a jeji inhibicni aktivita k CDK1,2,5 a 9 [153.154.155.156].

Phillipson a jeho vyzkumny tym uvedli v r. 2015 [158] novou sérii selektivnich
CDK inhibitort (20, 21, 22a-b, 23a) s jejich inhibi¢ni aktivitou k CDK7, CDK9, PI3Ka
a FLT3, znézornujici antiproliferani u¢inky na leukemické bunécné linii MV4-11 (Tab.
7). Zaménou metabolicky labilni hydrazinové skupiny ve slouc¢eniné 20 za ethylamino
linker (latky 21, 22a-b) dojde ke zvySeni aktivity CDK9, kromé& toho vede k jejimu
zlepSeni i N-methylace sulfonamidu. Zavedenim heterocyklu jako linkeru (23a-c) ztraci
CDK9 veskerou aktivitu, a to kvili jejich snizené flexibilité, ktera pak témto
sloucenindm neumoznuje vstoupit do ATP vazebného mista. Nicméné latky 23a a 23c
predstavuji dobrou aktivitu pro PI3K. Téméf u celé série latek popsanych Phillipsonem

a jeho kolegy byla pozorovéana zajimava inhibicni aktivita pro FLT3 [158].

Tabulka 7: ICs, sloucenin 20, 21, 22a-b, 23a-c u CDK7, CDK9, PI3Ka a FLT3 [158].

W
X7

0

CDK7 CDK9 PI3Ka FLT3
| (O° ICs | (&7 | (&7 MV4-11

Sloucenina R X | (nM) (nM) (nM) mM) ICs5y(nM)
20 CN EAN/:\,J‘H 22 3590 2960 33 0,364
21 NO, WO T\,f 1144 NT 900 184 0,166
22a NO, N N > 265 NT 1870 516 0,374



I
N
22b CN NN 203 >10000  >10000 219 0,177

~ N\ o
g2

23c NO, 4 >10000 NT 164 58 0,123

23a NO, >10000 1680 194 361 1,9

23b NO, >10000 NT 1070 346 1,28

NT = netestovdno.

Tato price zahrnuje piipravu derivati 3,5,7-trisubstituovanych-pyrazolo[1,5-
a]pyrimidinu, jako potencidlnich inhibitorGi nejen cyklin-dependentnich, ale i FLT3

kinaz.

3.4  Vyznam FeSené problematiky ve vztahu k cilim diplomové prace

Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hand pro biologicky a
technologicky vyzkum UP v Olomouci se jiz fadu let vénuje studiu struktury a
biologické aktivity vybranych derivati 2,6,9-trisubstituovaného purinu. Na zakladé
zjisténi jejich vyznamné CKD inhibi¢ni aktivity (pfedevs§im CDK2) a zajimavé
cytotoxicity u vybranych leukemickych linif, byla jistd skupina derivatl téchto latek
podrobena dalSim zkouskam, pro zji$téni jejich schopnosti inhibovat rekombinantni
FLT3-ITD kinazu, a také pro vyhodnoceni jejich antiprolifera¢ni aktivity v bunéénych
liniich myeloidni leukémie (hlavné u MV4-11 — akutni, FLT3-ITD pozitivni a K562 —
chronickd, FLT3-ITD negativni) [4].

Testovani bylo provedeno u série nové pfipravenych purinovych derivati,
konkrétn€ji u  6-(4-substituovanych-anilino)purint a  6-(5-substituovanych-3-
aminopyridinovych)purinovych derivatid. Vztahy mezi strukturou a aktivitou byly
zapocaty studiem dvou molekul se substituci 4-aminocyklohexylamino skupinou
v pozici C2, 4-chlorfenylamino a 4-bromfenylamino skupinami v pozici C6 a
cyklopentylem v pozici N9. Tyto latky vykazovaly vysokou selektivitu vici FLT3-ITD

pozitivnim buiikdm a slabou aktivitu pouze u bunééné nadorové linie K562 [4].
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Pro studium vlivu substituce v pozici N9 purinového jadra byly tyto pocatecni
slouceniny porovnavany na sérii analogli se stejnymi substituenty v polohdch C2 a C6,
ale sizopropylovou, tetrahydropyran-2-ylovou ¢i benzylovou skupinou v pozici N9.
Nejnizsi hodnoty cytotoxicity (Glso) byly prokazany u slouc¢enin nesoucich v této pozici
izopropylové (7 nM) a cyklopentylové substituenty (10 a 21 nM), také bylo zjisténo, Ze
tyto latky jsou velmi uCinnymi inhibitory FLT3-ITD. Pfitomnost zminéné
tetrahydropyran-2-ylové skupiny snizuje jak buné¢nou, tak i kindzovou inhibi¢ni
aktivitu sloucenin. Podstatn¢ horsi biologicka aktivita byla vypozorovana u sloucenin,

které byly v pozici 9 substituovany benzylem [4].

K ovéteni pozitivniho vlivu substituce v poloze N9 byla zaménéna i pozice C2, a
to ndhradou 4-aminocyklohexylamino skupiny za rtizné rozvétvené alkylaminy nebo
objemné morfolino ¢i 4-methylpiperazin-1-ylové skupiny. VSechny analogy
substituované timto zpiisobem vykazovaly slabsi antiprolifera¢ni i FLT3-inhibi¢ni
aktivitu nez 4-aminocyklohexylamino substituované slouceniny. U téchto molekul byly

zaznamenany podstatné vyssi hodnoty Glsg i ICsq [4].

Dale byl zkouman vliv prodlouzeni substituentu v pozici C6, s cyklopentylovou
skupinou v pozici N9 a s 4-aminocyklohexylamino skupinou v pozici C2 (24a-f) (Tab.
8). Halogen fenylaminového substituentu hlavni molekuly byl nahrazen pyrrolidin-1-
ylem (24a), morfolin-4-ylem (24b), 4-ethylpiperazin-1-ylem (24¢), morfolin-4-
ylmethylem (24d), 2-oxa-6-azaspiro[3.3]hept-6-ylem (24e) nebo N-4-benzyl-pyperazin-
I-ylem (24f). Tyto slouceniny byly mezi nejaktivnéjSimi v celé sérii: jejich hodnoty
cytotoxicity v FLT3-ITD pozitivnich MV4-11 bunkach byly zjiStény v jednomistném
nanomolarnim rozsahu a pfiblizné¢ 100 krat niz§i nez hodnoty odpovidajici buitkdm
K562. Projevily také silnou inhibici enzymatické aktivity FLT3-ITD pii nizkych
nanomolarnich koncentracich. Z toho vyplyva, Ze pozice C6 muze hostit rizné

substituce bez vyznamné ztraty in vitro aktivity [4].

Tabulka 8: 2-(4-aminocyklohexylamino)-6-(4-substituované-fenyl)amino-9-
cyklopentyl-9H-puriny 24a-f a jejich biochemické (rekombinantni FLT3-

ITD) a bunécné aktivity [4).

FLT3- FLT3- FLT3-
ITD ITD ITD
ICs ICs ICs
Latka R R? R} (uM) (uM) (uM)
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H

N,
oYL D
N
2a % NH, % 0,003 0018  0.940
H
N,
oL S
_N
24b Y NH, % 0,002 0,002 0965
¥ J
N,,
_N
2Uc ¥ NH, % 0,003 0001 2,070
H o)
/N’/, (\
oA O \—
24d % NH, §—/ 0,003 0,002 0380
H
N,,
DY, ST
N
2Ue % NH, % 0,004 0,003 1220
N
YO, O
_N
uat % NH, % 0006 0017 0,700

Bylo zjisténo, Ze nejaktivnéjsi slouceniny série (24b-24d) maji prodlouzené 6-
(4-substituované-fenylamino) skupiny a cyklopentylovou skupinu v pozici N9. Zbyvalo
jeste prozkoumat analogy téchto latek v pozici C2, aby se zjistilo, zdali je 4-
aminocyklohexylaminovd skupina optimalni substituent s ohledem na aktivitu in vitro.
Byly zkoumdny linedrni aminoalkylaminy, hydroxyalkylaminy, objemné nasycené
heterocyklické ¢asti nebo aromatické substituenty [4]. Slouceniny s 4-aminobutylamino
skupinou v poloze C2 vykazovaly srovnatelnou u¢innost proti FLT3-ITD k poc¢ate¢nim
molekuldm (24d, 24b a 24c¢) a inhibovaly proliferaci MV4-11 buné€k pfi nizkych
nanomolarnich koncentracich s hodnotami Glso ~ 11 nM. Dlouhé aminoalkylové
postranni fetézce vedly ke slabSim antiproliferacnim a inhibi¢nim kindzovym aktivitam:
hodnoty ICsy u FLT3-ITD pro butylem, pentylem a hexylem substituované slouceniny
byly 1, 5 a 10 nM a piislusné hodnoty Glsp u MV4-11 byly 11, 35 a 86 nM. Slouceniny
s hydroxyalkylaminy v poloze C2 vykazovaly slabsi biologickou aktivitu: nejsilnéjsi
z téchto derivati byl 6 krat méné ucinny nez molekula 24d a vzhledem k FLT3-ITD
inhibici mél 40 krat vysS§i hodnotu Glsp v MV4-11 bunkidch [4]. Zkraceni
hydroxyalkylového fetézce (hydroxyethylamin a hydroxypropylamin) dale snizuje in

34



vitro aktivitu. Podobné nizké aktivity v pozici C2 byly dosazeny u sloucenin nesoucich
objemné morfolinové nebo methylpiperazinové substituenty, nejméné ucinné
slouceniny ve skupiné byly ty, které nesly piperidinové, benzylaminové nebo 4-

methoxybenzylaminové zbytky [4].

Tento synteticky pfistup umoznil dalsi modifikaci prvniho aromatického kruhu
v pozici C6, zdménou fenylaminu s pyridinaminem a jeho prodlouzenim morfolinem.
Tato modifikace ovSem nezlepSila biologickou aktivitu molekul, vykazovala spise

obdobnou aktivitu k fenylaminovému protéjsku 24d [4].

Zajimalo nas, zdali se podobna biologickd aktivita prokaze také u 3,5,7-
trisubstituovanych-pyrazolo[1,5-a]pyrimidinii. Na zékladé toho byla pfipravena série
téchto derivatii pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu, které nesly v pozici C3 cyklopentylovou,
vpozici C5 4-aminobutylamino, (R)-(1-ethyl-2-hydroxyethyl)-amino a  4-
aminocyklohexylamino skupiny a kone¢né¢ v pozici C7 vybrané amino-derivaty.
Biologicka aktivita tii ptipravenych molekul 54, 58 a 59 je popsdna nize (viz. kapitola

4.5).
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Dosazené vysledky

Schéma 9: Syntéza prekurzorii aminu 27 a 32.
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Schéma 10: Celkové schéma 9-ti stupriové syntézy jednotlivych prekurzorii a cilovych

inhibitori 53-60.
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Tabulka 9: Substituce klicovych prekurzorii 48-52 v pozici 7C.

Latka 48 (86%)

5473 gro

49(76%) 50(74%) 51(81%) 52(79%)

O

&

N
R! 33 34 35 27 32
Tabulka 10: Substituce cilovych prekurzorit 53-60 v pozici C5 a C7.
53 54 55 56 57 58 59 60
Produkt (94%) (59%) (34%) (60%) (20%) (54%) (76%) (15%)
Vychozi
Latka 48 49 49 50 50 51 51 52
NH, NH, NH, Z NH, NH,
E ] E ] E Y O
HN
HN\; o NH \ HN\; HN\;
R? 36 36 37 36 38 37 36 36

4.1  Syntéza prekurzori aminu

Latka 27 [165] byla pfipravena pomoci 2 reakénich kroki:

Nejprve byla ptipravena latka 26 [165] reakci 3-nitrobenzylbromidu 25, morfolinu, baze

K,COj3 a rozpoustédla etanolu za danych reakcnich podminek. Pro zisk Cistého produktu

bylo potieba provést extrakci ethylacetditem. Surovy produkt byl ziskdn ve vysokém

vytézku a bez detekce vedlejSich produktd. Diky tomu nebylo nutné latku dale

optimalizovat a bylo ji mozné ihned pouzit pro nasledujiciho kroku reakce.

Produkt z ptfedchozi reakce 26 byl poté redukovdn v methanolu za pfitomnosti

katalyzatoru Raney niklu a postupného ptikapavani 80% hydrazin hydratu. Hydrazin
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hydrat bylo nutné ptfikapavat velmi opatrn€, aby nedochézelo k bouilivé reakci. Pii
dodrzeni danych podminek méla reakce hladky pribéh. Surovy produkt 27 [165] byl
pomoci extrakce vyizolovan ve vysoké Cistoté. Nepodléhal tedy dalSimu ¢isténi a byl

rovnou pouzit k substituci pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového jadra v pozici C7.

Ptiprava spirocyklického amino derivatu 32 [4] byla provedena pomoci 4-stupiiové

syntézy:

Vychazelo se dle publikace od (Chen et al., 2014) z komercéné dostupného p-tosylamidu
28, ktery byl refluxovdn s ethanolem, hydroxidem draselnym a 3-bromo-2,2-
bis(brommethyl)propan-1-olem [166]. V rdmci mé diplomové prace se podafilo
nasyntetizovat sice jen 53 % pevného produktu 29, za to vSak ve 100% Cistot&. Pro zisk
takového vytézku byla vyzadovana delsi reakéni doba (90 hodin), nez uvadi ve své praci

Gadekar et al., 2016 [167].

Nasledovalo odchranéni N-tosylu z N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 29 za zisku
2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 30. Deprotekce byla provedena (dle Chen et al., 2014)

sonifikaci latky 29 s praSkovou médi v metanolu [166].

Reakci 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan 30 s 4-nitro-1-fluorbenzenem, s pouzitim baze
uhli¢itanu draselného v absolutnim etanolu byl pfipraven 6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-

azaspiro[3.3]heptan 31 [4].

Konec¢né byla provedena hydrogenace 6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 31
za atmosférického tlaku a laboratorni teploty v methanolu s pouzitim katalyzatoru 5%
palladia na aktivnim uhli [4]. Produkt 32 byl bez nutnosti dal§iho ¢isténi pouzit pro

substituci pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového jadra v pozici C7.

4.2  Syntéza vychozich prekurzori
Latka 45 [163] byla pfipravena pomoci 5-ti stupiiové syntézy:

Ptiprava této latky vychazela z komercné dostupnych reagentti: cyklopentanonu
39 a kyseliny kyanooctové 40 v prostiedi octanu amonného a rozpoustédla toluenu.
Tato reakce probihala za podminek azeotropni destilace a jeji pribéh byl kontrolovan na

zakladé mnozstvi predestilované vody. Vysledkem byl zisk 55 % produktu 41 v dobré
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Cistoté, bez nutnosti optimalizace. Sharma a Bhatia, 1989 [160] uvadi podobny postup
s pouzitim rozpoustédla benzenu s vytézkem 84%, ovSem tato moznost béhem mé

diplomov¢ prace zkousena nebyla.

Nésledovala dekarboxylace 41 za pouziti katalyzatoru praskové médi. Reakce

probihala pfi vysoké teploté 160°C za vzniku slouceniny 42 bez nutného ¢isténi.

Poté byla provedena redukce dvojné vazby latky 42 pro piipravu substance 43, a
to pomoci plynného vodiku za ptfitomnosti katalyzatoru 10% paladia na aktivnim uhli a
v rozpoustédla ethanolu [161]. Tato katalytickd hydrogenace probihala za laboratorni
teploty a atmosférického tlaku. Jeji pribéh byl hodnocen na zaklad¢ spotieby vodiku.
Produktem byla molekula 43, u nizZ nebyly detekovany vedlejsi produkty.

Latka 43 byla dédle ponechdna reagovat s 2M lithiumdiisopropylethylamidem a
ethylformiatem v tetrahydrofuranu za chlazeni suchym ledem na -78 °C [162]. U této
reakce také nebyly zjistény vedlejsi produkty, proto ziskany aldehydicky derivat 44 jiz

nepodléhal dalsimu cisténi.

Kone¢né¢ byla provedena cyklizace latky 44 za ptitomnosti 80% hydrazin
hydratu, kyseliny octové a danych reakénich podminek. Surovy produkt 45 [163] byl
gistén nejprve acidobazickou extrakci, nasledné i kolonovou chromatografii. Cisty
amino-pyrazolovy derivat byl nestabilni a tvofil 2 tautomerni formy: 4-cyklopentyl-1H-
pyrazol-3-amin 45a a 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin 45 (Obr. 17). Prostfednictvim
NMR analyzy bylo zjiSténo, ze mirngjsi preferenci vykazuje 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-

5-aminova forma 45.

45a 45

Obrazek 17: Ldtka 45 a jeji tautomerni forma 45a.

Pted zahajenim cyklizace latky 45 byl nejprve pfipraven epoxid sodny reakci sodiku
s absolutnim etanolem. Poté byla latka 45 ponechana reagovat s Cerstvé pfipravenym
ethoxidem sodnym (baze) a diethylesterem kyseliny malonové za danych reak¢nich
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podminek. Vznikla suspenze byla zfiltrovana, pevna latka byla nasledné rozpusténa ve
vodé a pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové byl vysrazen pevny produkt ve
100% cistoté [164]. Produkt cyklizace vytvarel také 2 tautomerni formy: 3-cyklopentyl-
7-hydroxypyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5(4H)-on 46a a  3-cyklopentylpyrazolo[1,5-
a]pyrimidine-5,7(4H,6 H)-dion 46 (Obr. 18). Pomoci NMR analyzy lze odhadnout, ze
vys$$i preference nalezi pravdépodobné 3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidine-
5,7(4H,6H)-dionové form¢ 46. Byly vyzkouSeny i1 jiné moznosti syntézy této latky,
ovSem neuspeésne. Reakce bud’ to viibec neprobéhly, nebo vedly k zisku velmi nizkého
vytézku pozadovaného produktu. Ptiklady nezdafenych cyklizaci vedoucich k tvorbé

latky 46 jsou uvedeny nize (Tab. 11).

OH 0
N N
/I/%\N ) - ﬁN )
- =
07N 0" "N
I H
46a 46

Obrazek 18: Ldtka 46 a jeji tautomerni forma 46a.

Tabulka 11: Priklady nevspésnych reakcnich postupii k ldtce 46. Reakce byly provedeny

v tlakové ampuli za inertizace dusikem.

VL Reaktant Kyselina/Baze Rozpoustedlo Teplota Cas Produkt

45 DEM Toluen
(1,0eq.) (3,0eq.) - (5 ml) 130 °C 24 h Ne
45 DEM Kys. octova Ano
(1,0eq.) (3,0eq.) (3 ml) - 120°C 2h (<10%)
45 DEM Ethoxid sodny Ethanol Ano
(1,0eq.) (3,0eq.) (1,2 eq.) (15 ml) 85 °C 4 h (<10%)

VL = vychozi latka; DEM = Diethylester kyseliny malonové

Latka 47 [164] byla pfipravena chloraci 46 v pozici C5 a C7, a to v tlakové
ampuli za pouZiti baze N,N-dimethylanilinu, chloracniho €inidla trichloridu fosforylu a
vhodnych reak¢nich podminek. Pro zisk pozadovaného dichlor-derivatu bylo potieba
provést extrakci v dichlormethanu a surovy produkt déle izolovat pomoci kolonové
chromatografie. V ramci pfipravy chlorovaného produktu 47 bylo odzkouseno vice
reakénich postupli. Byly provedeny reakce za pouziti riznych bazi 1 bez baze, oviem
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ani v jednom piipadé nebyl ziskdn pozadovany produkt. Vysledkem téchto reakci byla
smés vedlejSich produkti, pravdépodobné vcetné monochlorderivatu. Piiklady

neuspesnych chloraci jsou popsany nize ( Tab. 12).

Tabulka 12 : Priklady nevuspésnych reakcnich postupii k ldtce 47.

Vychozi Chlorad. Reak¢éni Reak¢ni

latka ¢inidlo Baze nadoba Teplota doba Produkt
46 POCI3 Pyridin

(leq. (6 eq.) (6 eq.) Banka,reflex 120 °C 1,5h Smes
46 POCI3  Triethylamin Tlak. ampule,

(leq.) (6eq.) (6eq.) inert. atm. N, 100°C 22 h vedlejsich
46 POCI3 2,6-lutidin ~ Tlak. ampule,

(leq.) (6eq.) (6eq.) inert. atm. N, 60 °C 2h produktt
46 POCI3 Tlak. ampule,

(1eq.) (6 eq.) - inert. atm. N, 100 °C 2h (mchd.)

mchd. = monochlorderivat

4.3  Syntéza kli¢ovych prekurzori — Sy v poloze C7

Vychozi latkou pro piipravu latek 48-52 [4] byl dichlor-derivat 47, jehoz piiprava je
popséna vyse. Reakce probihaly za podminek substituce nukleofilni v tlakové ampuli za
bazické katalyzy N, N-diisopropyl-N-ethyleminem s pouzitim rozpoustédla n-propanolu.
Pro zisk cistych latek bylo nutné provést extrakci ethylacetdtem, ptipadné surové

produkty nasledné precistit kolonovou chromatografii.

4.4  Syntéza cilovych prekurzorii — Sy v poloze C5

VSech 5 prekurzort pfipravenych za podminek Sy 48-52 bylo ddle podrobeno substituci
nukleofilni v pozici C5, kdy byl chlor nahrazen bud’ 4-aminocyklohexylamino, 4-
aminobutylamino ¢i (R)-(1-ethyl-2-hydroxyethyl)amino skupinou za vzniku cilovych
inhibitort 53-60 [4]. Reakce probihaly v tlakové ampuli v pfitomnosti ethylenglykolu.
Priprava latek vyzadovala vyssi teplotu, ale za to krats$i reakéni dobu nez pfiprava
prekurzori za podminek Sy substituovanych v poloze C7. Pro zisk Cistych latek bylo
nutné provést extrakci ethylacetatem a nasledné ziskané produkty jeSté vycistit na
kolonég. Nejvyssi vytézek (94%) byl ziskan u latky 53 v 98% Cistoté, naopak nejméné
bylo vyizolovéno latky 60 (15%) v 82% cistoté. Latku 57 s vytézkem 20 % bylo nutné

kvili obtiznému déleni podrobit dvojimu ¢isténi na kolonové chromatografii nejprve
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s mobilni fazi: chloroform:methanol — 9:1, poté jeSt¢ s mobilni fazi: chloroform:

metanol — 19:1. I pfes to se podafilo ziskat tuto latku pouze v 70% cistoté.

4.5  Vysledky studia biologické aktivity syntetizovanych sloucenin

Cast z ptipravenych pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovych inhibitorii byla podrobena studiu
vybranych biologickych aktivit. Testovani téchto latek jsem bohuzel neprovadéla ja, ale
Mgr. Eva Reznitkova, Ph.D. z Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu
Hana Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého a Ustavu experimentélni botaniky
AV CR. V ramci zkousek byla sledovana inhibi¢ni aktivita latek PP9-3-3 (54), PP202
(59) a PP201 (58) zejména u CDK2, nékterych mutovanych forem FLT3 kinaz, a také
cytotoxicita u vybranych bunéénych leukemickych linii (MV4-11, K562 a EOL-1).
Vysledky u zminénych latek byly uvedeny v mikromoldrnich koncentracich a
porovnany s vyznamnymi purinovymi inhibitory ze série BPA. Ve své bakalarské praci
jsem vénovala pozornost pravé syntéze litek BPA302 (61) a BPA303 (62), které
projevily jak vyznamnou cytotoxickou, tak i CDK2 inhibi¢ni aktivitu. Co se vSak tyce
nové pfipravenych latek, nejsou tak ucCinné, jako jiz zminéné purinové derivaty.
Zajimavé hodnoty byly zaznamenany predevs§im u latky PP9-3-3, kde byla pozorovéina
jen o fad niz§i CDK2 a FLT3-WT inhibi¢ni aktivita nez u latky BPA302. Méné
pozitivni vSak byly vysledky cytotoxicity této latky u uvedenych leukemickych linii.
Meta-morfolinovy derivdt PP202 oproti para-morfolinovému PP9-3-3 vykazoval ve
vSech studovanych parametrech horsi vysledky. Nejniz8i aktivita ze zkouSenych latek
byla zjisténa u slouc¢eniny PP201, kde se hodnoty cytotoxicity i inhibice pohybovaly
okolo 1 - 5 uM. Biologické experimenty byly provedeny dle publikace Gucky, et al.,
2013 [4]. Vysledky namétenych dat u zminénych latek jsou uvedeny nize (Tab. 13, 14,
15). Hodnoty ICsg byly ziskany ze 3 méfeni, jejichZz smérodatna odchylka neptfevySuje

15%.

Tabulka 13: Porovnani inhibicni aktivity a cytotoxicity u latek BPA302, BPA303 a PP9-3-3.
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HaN™ BPA302 HoNY BPA303 PP3 3-3
62
MV4-11 K562 EOL-1 FLT3-WT FLT3-ITD CDK2
Cislo Zkratka  (uM) (uM) (M) (uM) (uM) (uM)
61 BPA302 0,002 0,693 0,001 0,013 0,003 0,007
62 BPA303 0,002 0,965 0,008 0,021 0,002 0,017
54 PP3-3-3 0,227 1,046 0,201 0,048 - 0,022

Tabulka 14: Porovnani inhibicni aktivity a cytotoxicity u latek BPA302, BPA1208 a PP202.

%Q” L @f@ J@u@

PP202

MV4-11 K562 EOL-1 FLT3-WT FLT3-ITD CDK2

5 Gls Gls Gls, ICs ICs ICs
Cislo Zkratka  (uM) (M) (M) (M) (M) (M)
61 BPA302 0,002 0,965 0,001 0,021 0,002 0,007
63 BPA1208 0,017 1,329 0,023 0,012 - 0,030
59  PP202 0,464 3,625 0,521 0,073 - 0,117

Tabulka 15: Porovnani inhibicni aktivity a cytotoxicity u latek BPA302, BPA1208 a PP201.
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BPA233 BPA1212 PP201

64 65 58
MV4-11 K562 EOL-1 FLT3-WT FLT3-ITD CDK2
5 Gl Gl Gl ICso ICso ICs
Cislo Zkratka  (uM) (M) (M) (M) (M) (M)
64 BPA233 0,011 2,095 0,041 0,006 0,001 0,923
65 BPA1212 0,038 8,400 0,049 0,022 - 1,691
58  PP201 1,018 4,580 1,355 1,433 - 3,948
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Material a metody

Silikagel (Grace), TLC desky (Merck), rozpoustédla DMSO-ds (Sigma Aldrich), ostatni
rozpoustédla (Lach-Ner), ostatni chemikélie (Sigma Aldrich).

Cistota meziproduktd a produktd byla kontrolovdna pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na hlinikovych deskdch pokrytych silikagelem 60 WF 254
(MerckKGaA). Vizualizace TLC byla sledovana pod UV lampou (Camag) pii vinové
délce A 254 nm nebo 366 nm. Cisténi reakénich produkti bylo provedeno kolonovou
chromatografii s vyuzitim silikagelu zakoupeného u firmy Sigma Aldrich (o velikosti
&astic 230-400 mesh a velikosti portt 60 A). Pro odpafeni rozpoustédel bylo pouzito
vakuovych odparek znacky Heidoplh Instruments. K vysuSeni n¢kterych produktti bylo
vyuzito susarny znacky Memmert (UF 55).

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla méfena na NMR
spektrometru Jeol ECA 500 spektrometru pii frekvenci 500 MHz (‘H) a 125 MHz (°C).
Piipravené latky byly rozpustény v DMSO-ds a hodnoty chemickych posunli byly

zaznamendny v jednotkach ppm.

Analyza pfipravenych latek byla provedena na plynovém chromatografu Shimadzu
GCMS-QP2010 Plus. Byla pouzita kapilarni kolona DB 5-MS (Agilent Technologies)
[20 m, 0,18 mm, 25 um], nosny plyn He, typ injektoru: splitless (teplota injektoru
250°C), bezdélicové davkovani (1ul) s teplotnim programem: (60°C drzeno 1 min;

20°C/min ramp do 260°C; 25°C/min ramp do 280°C, 280°C drzeno 5 min).

Hmotnostni  spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru  Polaris
(ThermoScientific) s vyuzitim elektronové ionizace EI (elektron impact), s ionizacni
energii 70 eV. Detekce sniméni kladnych iontii byla provedena ve full scan médu v
rozmezi 50-500 m/z. HPLC analyza produkti byla provedena chromatografii na
reverzni (C18) fazi [150 mm x 4,6 mm, 5 um] (Microsorb C18, Varian). Vzorky byly
rozpu$tény v mobilni fazi, naneseny na kolonu a oddélené slozky byly vymyty
linearnim methanolickym gradientem pfi pritoku 0,6 ml/min. Detekce byla provedena
skenovanim UV absorbance eludtu mezi 240 a 300 nm. Hmotnostni spektra byla

zméfena na hmotnostnim spektrometru (Waters ZMD 2000) s vyuzitim pozitivni
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ionizace elektrosprejem. Detekce snimani kladnych iontil byla provedena ve full scan

modu v rozmezi m/z 50-800 Da.
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5.2 Syntéza prekurzori aminu
5.2.1 Piiprava 4-(3-nitrobenzyl)morfolinu 26 [165]

Do suché¢ kulaté baniky byl pfidan 3-nitrobenzylbromid 25 (9,26 mmol), morfolin (9,72
mmol), biaze K,CO; (9,72 mmol) a rozpoustédlo ethanol (15 ml). Reakéni smés byla
nasledné zahiivana pod zpétnym chladi¢em pii teploté 85°C po dobu 2 hodin. Priibéh
reakce byl ovéfen pomoci TLC na silikagelu (s mobilni fazi: hexan:ethylacetat — 3:1),
poté byla reakce ukoncena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés zfiltrovana,
pevna latka (KBr) byla promyta 3x5 ml ethanolu a filtrat nasledn¢€ odpatren na vakuové
odparce. Odparek byl rozdélen mezi ethylacetat (25 ml) a vodu (25 ml). Vodna faze
byla nasledné jesSté protiepana 1 x 25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly
promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpateny na RVO. Ziskany

produkt byl pouzit do nasledujici reakce.

NO,

N

(]

O
26

Vytézek: 93 %
Sumarni vzorec: C;1H4N,O5 (222,24)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 59,45; H, 6,35; N, 12,60

HPLC-MS (ESI+): 223,56; HPLC-UV: (95 %)

5.2.2 Priprava 3-(morfolinomethyl)anilinu 27 [165]

4-(3-nitrobenzyl)morfolin 26 (8,55 mmol) byl vlozen do dvojhrdlé kulaté banky a
rozpustén v ethanolu (40 ml). Dale byl pfidan Raney nikl (~500 mg) a na baiku
piipevnén zpétny chladi¢. Do piikapéavaci nadoby bylo odebrano pozadované mnozstvi
80% hydrazin hydritu (40,0 mmol), nddoba s timto roztokem byla nasazena na druhé

hrdlo baiiky a baiika byla nasledné zahtivana v olejové ldzni na 85 °C. Postupné a velmi
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opatrné byl do reakéni smési pfikapavan 80% hydrazin hydrat (aby nedoslo k bouflivé
reakci). Pfiblizné po 1 - 2 hodindch byla reakce ukoncena. Prubéh reakce byl
kontrolovdn pomoci TLC na silikagelu (s mobilni fazi: hexan:ethylacetat - 3:1). Reak¢éni
smés byla nasledné zfiltrovana ptfes kiemelinu, katalyzator Raney nikl promyt
ethanolem (1 x 5 ml) a filtrat odpafen na RVO. Odparek byl rozdélen mezi vodu (25 ml)
a ethylacetat (25 ml). Vodna faze byla extrahovana jest¢ 2 x 25 ml ethylacetatu. Spojené
organické faze byly promyty solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny na RVO. Ziskany produkt byl bez nutnosti CiSténi pouzit k substituci
pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového jadra v pozici C7 za vzniku substanci 51 (viz

podkapitola 5.4.4).

NH,

L

27
Vytézek: 99 %
Sumarni vzorec: C,;H;;N,O0(192,26)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 68,72; H, 8,39; N, 14,57

HPLC-MS (ESI+): 193,81; HPLC-UV: (90 %)

5.2.3 Priprava N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 29 [166,167]

Smés p-tosylamidu 28 (80,6mmol), ethanolu (100 ml), hydroxidu draselného (215
mmol) a 3-bromo-2,2-bis(brommethyl)propan-1-olu (67,17 mmol) byla v kulaté baiice
zahtivana na 80°C pod zpétnym chladi¢em po dobu 90 hodin. Pribéh reakce byl ovéien
pomoci TLC na silikagelu (s mobilni fazi: chloroform:methanol — 9:1), poté byla reakce
ukoncena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés odpafena na RVO. K bilemu
krystalickému odparku bylo nasledné ptfidano 100 ml 2M roztoku KOH a smés byla

dale ponechdna michat za laboratorni teploty po dobu 2 hodin. Poté byla reakéni smés
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zfiltrovéna a ziskany pevny podil byl kone¢né promyvan vodou do odbarveni. Pevny

produkt byl ziskédn ve 100% cistot¢, proto byl rovnou popouzit do dalsi reakce.

0=S=0

CHj3

Vytézek: 56%

Sumarni vzorec: C;,H;(NOsS (253,32)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 56,90; H, 5,97; N, 5,53
HPLC-MS (ESI+): 254,39; HPLC-UV: (100 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 2,39 (s, 3H, CHs); 3,81 (s, 4H, 2xCH,); 4,38 (s, 4H, 2xCH,);
7,44 (d, J= 8,0, 2H, ArH); 7,64 (d, J/=8.0; 2H, ArH).

BC NMR (DMSO-dy): 21,61; 37,48; 59,78; 79,45; 128,73; 130,48; 144,74.

5.2.4 Priprava 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 30 [166]

Pro piipravu 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 30 bylo nutné provést deprotekci N-tosyl-2-
oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 29. Smés N-tosyl-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 29 (19,7
mmol), methanolu (680 ml) a praskového hoiciku (177,3 mmol) byla pod zpétnych
chladi¢em sonifikovana pfi odhadované teplot€¢ 40°C po dobu 3 hodin. Priib&h
deprotekce byl kontrolovan pomoci TLC na silikagelu (s mobilni fazi: hexan:ethylacetdt
— 3:1). Po skonceni reakce byla smé&s zfiltrovana a filtrat vakuové odpaten. Déle byl
tuhému bilému odparku ptidan diethylether a piipraveny dekahydréat siranu sodného
(15,1 siranu sodného + 19,1 ml vody) a tato smés byla za laboratorni teploty ponechdna
hodinu michat. Poté byla pevnd latka zfiltrovana, filtrat jest€ vysuSen bezvodym

siranem sodnym a vakuové odpatfen. Vysledkem zahus$téni byla za laboratorni teploty
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nepiili§ stabilni sloucenina, proto ji bylo nutné pouzit ihned do dalsi reakce, pfipadné na

§O€
N
H
30

kratkou dobu uchovat v mrazaku.

Vytézek: 53 %
Sumarni vzorec: CsHgNO (99,13)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 60,58; H, 9,45; N, 14,13

"H NMR (DMSO-dy): 3.51 (s, 4H); 4,54 (s, 4H).

5.2.5 Piiprava 6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 31 [4]

Smés 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptanu 30 (1,00 mmol), 4-nitro-1-fluorbenzenu (1,05
mmol), uhli¢itanu draselného (2,00 mmol) a absolutniho etanolu (10 ml) byla v tlakové
ampuli zahfivana na 100°C po dobu 4 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci
TLC na silikagelu (s pouZzitim mobilni faze: chloroform:methanol — 19:1, detekce
ninhydrinem), poté byla reakce ukonfena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla
reak¢éni smés vakuoveé odpaiena a odparek byl nasledné rozdélen mezi vodu (25 ml) a
dichlormethan (25 ml). Vodna faze byla jeSt€ podrobena extrakci 2 x 25 ml
dichlormethanu. Spojené organické faze byly promyty vodou, solankou, vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a nakonec odpafeny na RVO. K odparku byl ptidan
ethylacetat (30 ml) a tato smés byla ponechana krystalovat do druhého dne v mrazaku
pii -20°C. Vznikla zlutd krystalickd latka byla zfiltrovana, promyta jesté¢ 2 x 5 ml
vychlazeného ethylacetatu (0°C) a seSkrabana do Petriho misky. SuSena byla volné na
vzduchu, poté v susarné (nejprve 30 minut pii 60°C, poté 1,5 hodiny pii 80°C). Sucha

krystalicka latka byla ziskdna opét ve vysoke Cistoté a pouzita rovnou do dalsi reakce.
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NO,
31

Vytézek: 69 %

Sumarni vzorec: C;H,N,05(220,22)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 59,99; H, 5,49; N, 12,72
HPLC-MS (ESI+): 221,43; HPLC-UV: (99 %)

"H NMR (DMSO-dy): 4,17 (s, 4H, 2xCH,); 4,69 (s, 4H, 2xCH>); 6,40 (d, J=9,0, 2H,
ArH); 8,0 (d, J=9,0, 2H, ArH).

BC NMR (DMSO-dy): 38,68; 60,86; 80,19; 110,27; 126,37; 136,94; 154.86.

5.2.6 Priiprava 4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)aniline 32 [4]

6-(4-nitrofenyl)-2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan 31 (0,75 mmol) byl hydrogenovéin za
atmosférického tlaku a laboratorni teploty v methanolu (50 ml) s 5% palladiem na
aktivnim uhli (50 mg). Po spotiebé vodiku (50 ml) byla reakéni smés zfiltrovana ptes
kfemelinu, promyta methanolem a odpafena za sniZzené¢ho tlaku na RVO. Surovy
produkt byl rozpuStén v 2M kyseliné chlorovodikové (50 ml) a vytfepan s
dichlormethanem (25 ml). Vodnda faze byla poté neutralizovina 5%
hydrogenuhli¢itanem sodnym. Vznikla sraZenina byla zfiltrovana a promyta vodou.
Surovy produkt byl vysuSen v exsikdtoru a bez dal§itho déleni podroben substituci
pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového jadra v pozici C7 za ptipravy latky 52 (viz podkapitola
54.5).
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NH,
32

Vytézek: 56 %

Sumarni vzorec: C;H4N,0 (190,24)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 59,99; H, 5,49; N, 12,72
HPLC-MS (ESI+): 191,52; HPLC-UV: (100 %)

"H NMR (DMSO-dy): 3,73 (s, 4H, 2xCH,); 4,37 (s(br), 2H, NH,); 4,64 (s, 4H, 2xCH,);
6,18 (d, J=8,5 2H, ArH); 6,43 (d, J=8,5, 2H, ArH).

BC NMR (DMSO-dy): 38,99; 62,04; 80,49; 113,30; 115,51; 140,93; 143,98.

5.3  Syntéza vychozich prekurzori
5.3.1 Priprava 2-kyano-2-cyklopentylidenoctové kyseliny 41 [160]

Do suché dvojhrdlé baiky byly postupné smichany reaktanty: cyklopentanon 39
(126 mmol), kyanooctové kyselina 40 (126 mmol), octan amonny (19 mmol) a toluen
(80 ml). Barka s touto smési byla umisténa do olejové 14zn€ a opatfena nastavcem pro
azeotropni destilaci. Reakce probihala za stalého michani pfi teploté 140 °C po dobu 2
az 3 hodin. Béhem reakce bylo sledovdno mnoZstvi zkondenzované vody (teoreticky
zisk vody ¢inil 2,32 ml, skutecny objem byl 2,30 ml). Prib¢h reakce byl kontrolovan
pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC), za pouziti mobilni faze:
toluen : dioxan:kyselina octovd — 17:3:1. Po skonfeni reakce byla smés ochlazena
nejprve na laboratorni teplotu, poté byla umisténa do mrazaku (-5 °C) na 30 minut.
Timto ochlazenim se vytvofily krystaly, které byly nasledné zfiltrovany na frit¢ a
promyty vychlazenym toluenem (3 x 10 ml). Ziskané krystaly byly z frity seSkrabany

do Petriho misky a zvdzeny. Mokry produkt byl nasledné¢ umistén do susarny, kde byl
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pfi 60°C suSen do nasledujictho dne. Nakonec byl vysuSeny produkt opét zvazen

a pouzit do dalsi reakce.

NG
/[ "OH

41
Vytézek: 55 %
Sumarni vzorec: CsHoNO, (151,17)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 63,56; H, 6,00; N, 9,27
HPLC-MS (ESI+): 152,31; HPLC-UV: (100 %)

'"H NMR (DMSO-d): 1,64-1,74 (m, 4H, 2xCH,); 2,65-2,68 (m, 2H, CH,); 2,83-2,86
(m, 2H, CH>).

BC NMR (DMSO-dy): 25,15; 26,59; 35,51; 37,67; 101,82; 116,97; 163,62; 186,48.

5.3.2 Piiprava 2-cyklopentylidenacetonitrilu 42

Do vysuSené kulaté banky byla pfiddna 2-kyano-2-cyklopentylidenoctova kyselina 41
(76,1 mmol), praSkovd méd’ (7,61 mmol) a ethylenglykol (70 ml). Reak¢ni smés byla
umisténa do olejové lazné a k banice byl pfipojen zpétny chladi¢. Tato smés byla poté
michana pfi teplot€¢ 160 °C po dobu 2 hodin. Po ovéfeni pribéhu reakce metodou
tenkovrstevné chromatografie (s pouZzitim mobilni faze: ethylacetat:hexan — 1:1 a
detekci manganistanem draselnym) byla reakce ukoncena. Reakéni smés byla
ponechana ochlazeni na laboratorni teplotu, zfiltrovana pies kfemelinu a promyta
ethylacetitem (3 x 10 ml). Kfiltradtu byla pfiddna destilovand voda (350 ml)
a ethylacetat (150 ml). Organickd faze byla oddélena a vodnd faze byla
ddle extrahovdna3 x 100 ml ethylacetitu. Spojené organické faze byly promyty
solankou, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym, zfiltrovany a odpatfeny za snizen¢ho
tlaku na rotacni vakuové odparce (RVO). Suchy odparek byl zvazen a pouzit do

nasledujici reakce.
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NC

42
Vytézek: 85 %
Sumarni vzorec: C;HgN (107,15)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 78,46; H, 8,47; N, 13,07

GC-MS (EL M+ (relint. m/z)): Rt = 4,79; 67 (100); 107 (24); 78,95 (18); 65,95 (12);
76,95 (10).

5.3.3 Piiprava 2-cyklopentylacetonitrilu 43 [161]

Do suché Erlenmeyerovy banky byl pfidan 2-cyklopentylidenacetonitril 42 (86,6 mmol)
a methanol (150 ml). Reakéni smés byla po dobu 5 minut inertizovana dusikem. Poté
bylo k reakéni smési pfidano 10% paladium na aktivnim uhli (1 mol %). Hydrogenace
probihala za stdlého michani a jeji prabéh byl kontrolovdn na zdklad¢ spotieby
plynného vodiku. Teoretickd spotfeba vodiku c¢inila 1,94 1. Po ukonceni reakce byla
reakéni smés inertizovana dusikem, poté zfiltrovana pifes kiemelinu, promyta
methanolem (3 x 10 ml) a vakuové odpafena na RVO. Priibéh reakce byl zhodnocen
metodou TLC (s mobilni fazi: chloroform:metanol — 19:1), produkt reakce zvdzen a

pouzit do dalSiho kroku reakce.

NC

43
Vytézek: 84 %
Sumarni vzorec: C;H; N (109,17)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 77,01; H, 10,16; N, 12,83
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"H NMR (DMSO-dy): 1,14-1,22 (m, 2H, CH,); 1,43-1,52 (m, 2H, CH>); 1,53-1,62 (m,
2H, CHy); 1,71-1,77 (m, 2H, CH»); 2,06 (sep, J=7,0, 1H, CH); 2,48 (d, J=6,5, 2H,
CHo).

BC NMR (DMSO-dy): 22,16; 25,12; 31,97; 36,16; 63,2; 120,69.

5.3.4 Priprava 2-cyklopentyl-3-oxopropannitrilu 44 [162]

Do vysusené dvojhrdl¢é baniky byl pridan tetrahydrofuran (100 ml). Baiika byla umisténa
do chladici l4zné s ethanolem a rozpoustédlo bylo pomoci suchého ledu ochlazeno na
-78 °C a krétce inertizovano dusikem. Teplota byla kontrolovana rtutovym teplomérem.
Za stalého michani byl do baiiky postupné pfidan 2M roztok lithia diisopropylamidu
(LDA) (64,22 mmol). Reak¢ni smés byla ponechdna michat 20 minut pii teploté okolo
-78 °C, poté byl pomoci ptikapavaci nalevky postupné ptidan 2-cyklopentylacetonitril
43 (47,56 mmol) rozpustény v tetrahydrofuranu (50 ml). Reakéni smés byla ponechana
michat pfi teploté -78 °C po dobu 20 minut. Nasledné¢ byl k reakéni smési pomoci
pfikapavaci nalevky postupné piidan ethylformiat (57,07 mmol) smichany
s tetrahydrofuranem (50 ml). Reak¢éni smés se nechala michat pfi teploté -78 °C po dobu
45 minut a poté byla ponechidna za stalého michani ohfat na laboratorni teplotu
do nasledujiciho dne. Druhy den byl pribéh reakce zkontrolovan metodou TLC (s
mobilni fazi: petrolether:ethylacetat — 3:1 a detekci manganistanem draselnym).
Rozpoustédlo bylo zreakéni smési odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky.
K odparku byl poté pfidan ethylacetat (100 ml). Nasledn€ byl tento roztok umistén
do chladici 14zn€¢ a ochlazen na -5 °C. Za stidlého michani a chlazeni byl k roztoku
postupné piidan 5% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (100 ml). Tato reakéni smés
byla ponechdna michat 20 minut pfi teplot€¢ okolo -5 °C. Nasledné byla oddélena
organicka faze pomoci délici nalevky. Vodna faze byla poté extrahovéana ethylacetatem
(3x 100 ml). Spojené organické fiaze byly promyty nasycenym roztokem chloridu
sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym, zfiltrovdny a odpafeny na RVO.

Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit do nasledujici reakce.
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NC.

44
Vytézek: 81 %
Sumarni vzorec: CgH;{NO (137,18)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 70,04; H, 8,08; N, 10,21

5.3.5 Piiprava 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-3-aminu 45 [163]

Do suché kulaté banky byl pfidan 2-cyklopentyl-3-oxopropannitril 44 (54,0 mmol) a
ethanol (30 ml). Roztok byl ponechidn michat za laboratorni teploty, dokud
se 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril v rozpousStédle zcela nerozpustil. Poté byl
k roztoku postupné ptiddn 80% vodny roztok hydrazin hydritu (323,0 mmol), a ten byl
opét ponechan michat 20 minut za laboratorni teploty. Nésledné byla pfidana kyselina
octova (540,0 mmol), reakéni smés byla pielita do tlakové ampule, kratce profouknuta
dusikem, poté umisténa do olejové lazné vyhtaté na teplotu 100 °C a ponechéana
reagovat 36 hodin. Prib¢h reakce byl zhodnocen metodou TLC (s mobilni fazi:
chloroform:metanol - 19:1 a detekovan ninhydrinem). Po skoneni reakce byla reakcni
smés ochlazena na laboratorni teplotu, ptelita do baiiky a rozpoustédlo bylo odpateno na
RVO. K odparku byla pfidana destilovana voda (150 ml). Dale bylo nutné provést
kontrolu hodnoty pH pomoci indikatorovych pH papirkil, jehoZ hodnota by méla byt 6
- 7. Reakéni smés byla nasledné extrahovéana ethylacetdtem (3 x 150 ml). Spojené
organické faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodnym siranem

sodnym, zfiltrovany a odpatfeny s vyuZzitim vakuové odparky.

Nasledné¢ bylo potieba surovy produkt oddélit od vedlejSich produkti
acidobazickou extrakci. Produkt byl rozpustén v ethylacetatu (100 ml). K roztoku byla
pfidana 1M kyselina chlorovodikova (100 ml) a poté bylo zkontrolovano pH, jehoZz
hodnota by neméla byt vyssi nez 2. Roztok byl ponechdn michat 5 minut za laboratorn{
teploty. Dale byla pomoci dé€lici ndlevky oddélena organickd faze. Vodna faze byla

protiepéana s ethylacetatem (1 x 100 ml) a organicka faze byla opét oddélena. Nasledné
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byla vodna faze neutralizovana ptidavkem 1M hydroxidu sodného (110 ml) za kontroly
hodnoty pH, jejiz hodnota pH by neméla byt vyssi nez 7. Dale byla vodna faze opét
extrahovdna ethylacetitem (3 x 100 ml). Spojené organické faze byly promyty
nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodym siranem sodnym,
zfiltrovany a odpatreny na RVO. Cistota produktu byla zkontrolovana metodou TLC (s
mobilni fazi: chloroform:metanol — 19:1 a detekovdna ninhydrinem). Produkt byl
nasledné Cistén pomoci kolonové chromatografie (s mobilni fazi: chloroform:metanol —
19:1; silikagel 95 g). Frakce obsahujici pozadovany produkt byly slity dohromady a
pomoci vakuové odparky odpafeny. VysuSeny produkt byl zvdzen a pouzit do dalSich

reakci.

“ zT

NH,

45
Vytézek: 90 %
Sumarni vzorec: CgH3N5(151,21)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 63,54; H, 8,67; N, 27,79
HPLC-MS (ESI+): 152,35; HPLC-UV: (98 %)

"H NMR (DMSO-d): 1,28-1,36 (m, 2H, CH,); 1,46-1,55 (m, 2H, CH,); 1,59-1,67 (m,
2H, CHy); 1,83-1,90 (m, 2H, CHy); 2,63-2,70 (m, 1H, CH); 4,22 (s(br), 2H, NH»); 7,05
(s, 0,58H, CH); 7,06 (s(br), 0,42H, CH); 11,10 (s(br), 1H, NH).

5.3.6 Priprava 3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3,5-(4H,6H)-dionu 46 [164]

Nejprve byl pfipraven ethoxid sodny. Do vysusené dvouhrbé banky byl nalit absolutni
ethanol (20 ml), na hlavni hrdlo bailky byl nasazen zpétny chladi¢
opatieny chlorkalciovym uzavérem a druhé hrdlo bylo uzavieno zatkou. Bailka byla
vloZena do chladici 14zné s ethanolem. Poté byl zlahve s petroletherem vytaZen

hranolek sodiku na filtraéni papir, kousek zné byl odfiznut a nasledné¢ zbaven
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zoxidované ¢asti. Na Petriho misce bylo navazeno pozadované mnozZstvi
nezoxidovaného sodiku (13,04 mmol), které bylo ndsledn¢ vlozeno boc¢nim hrdlem
banky do etanolu. Banka byla opét zazatkovana, aby nedochédzelo u rozpoustédla
k pohlceni vzdusné vlhkosti. Za stalého michani a chlazeni suchym ledem byl sodik
béhem 45 minut v absolutnim ethanolu rozpustén za vzniku pozadovaného ethoxidu

sodného.

Do tlakové ampule byl pfidan 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-3-amin 45 (6,52mmol),
piipraveny ethoxid sodny a diethylester kyseliny malonové (7,17mmol). Reakéni smés
byla v dusikové atmosféte zahiivana na 80°C po dobu 6,5 hodiny. Pribéh reakce byl
kontrolovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (s mobilni fazi: chloroform:methanol
— 19:1). Po ukonceni reakce byl roztok ponechdn ochlazeni na laboratorni teplotu,
nasledné zfiltrovan, promyt trochou ethanolu a rozpustén ve vodé€ (5 ml). Nasledné bylo
pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové za chlazeni na ledové lazni upraveno
pH na hodnotu 1 - 2, coz dalo vznik lehce naZloutlé srazening. Tato srazenina byla poté
zfiltrovana, promyta vodou a ponechana susit na vzduchu do druhého dne. Kone¢né byl
pevny produkt jesté 2 hodiny susen v susarné pfi teplot€¢ 60°C. Takto vysuSena pevna

bila latka byla zvazena a bez Cisténi pouZita do nésledujici reakce.

O
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46

Vytézek: 62 %

Sumarni vzorec: C;1H3N30,(219,24)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 60,26; H, 5,98; N, 19,17
HPLC-MS (ESI+): 220,45; HPLC-UV: (100 %)

"H NMR (DMSO-dy): 1,35-1,48 (m, 2H, CH,); 1,5-1,6 (m, 2H, CH,); 1,65-1,74 (m,
2H, CH,); 1,82-1,95 (m, 2H, CH,); 2,94 (qui, J=8.5, 1H, CH); 3,02 (qui, J=8.5, 1H,
CH); 3,13 (s(br), 1H, OH); 3,70 (s, 2H, CH,); 4,86 (s, 1H, CH); 7,63 (s, 1H, CH); 7,27
(s, 1H, CH); 11,32 (s, 1H, NH); 11,98 (s(br), 1H, NH).
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BC NMR (DMSO-dy): 25,10; 25,22; 33,02; 33,56; 33,70; 41,42; 76,65; 109,37;
138,82; 140,23; 145,65; 160,99; 161,35; 164,67; 166,02.

5.3.7 Priprava 5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidinu 47 [164]

Do suché tlakové ampule byl vlozen 3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3,5-
(4H,6H)-dion 46 (4,04 mmol), baze N,N-dimethylanilin (11,32 mmol) a vychlazeny
trichlorid fosforylu (11 ml). Reak¢ni smés byla nejprve 10 minut michdna za laboratorni
teploty, poté zahfivana na 100°C v atmosféte dusiku po dobu 6,5 hodiny. Pribéh reakce
byl zhodnocen metodou TLC (s mobilni fazi: chloroform: metanol — 19:1). Po skonc¢eni
reakce byla smés prelita do kulaté banky, tlakova ampule vyplachnuta toluenem a
reakéni smées odpatena na RVO. Odparek byl rozpustén v dichlormethanu (40 ml), nalit
do ledové tfist€¢ (cca 100 ml) a ponechdn michat 15 minut. Poté bylo ptfidavkem
pevného hydrogenuhli¢itanu sodného upraveno pH na hodnotu 7-8. Organicka faze byla
oddélena a vodné faze byla extrahovana jesté dichlormethanem (2 x 50 ml). Spojené
organické faze byly promyty vodou (3 x 50 ml), vysuSeny bezvodym siranem

hotecnatym a odpatfeny za pomoci rota¢ni vakuové odparky.

Ziskany produkt bylo nutné ptecistit kolonovou chromatografii (mobilni faze:
chloroform:methanol — 19:1, silikagel 95 g). Frakce obsahujici pozadovany produkt
byly slity dohromady a pomoci vakuové odparky odpateny. Cisty produkt byl nasledné

podroben dalsi reakci.

Cl
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o
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47

Vytézek: 59 %
Sumarni vzorec: C;1H;;Cl,N3 (256,13)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 51,58; H, 4,33; N, 16,41

HPLC-MS (ESI+): 257.4; HPLC-UV: (98%)
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'"H NMR (DMSO-dy): 1,58-1,69 (m, 4H, 2xCH,); 1,70-1,79 (m, 2H, CH,); 1,97-2,04
(m, 2H, CHy); 3,18 (qui, J=7,5, 1H, CH); 3,30 (s, 2H, CH»); 7,53 (s, 1H, ArH); 8,27 (s,
1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,2; 33,85; 34,93; 108,51; 116,49; 140,12; 144,82; 144,93;
147,74.

5.4  Syntéza kli¢ovych prekurzori

5.4.1 Priprava N-(4-brombenzyl)-5-chlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-
7-aminu 48 [4]

Smés  5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidinu 47  (0,77mmol), 4-
bromobenzylamin hydrochloridu 33 (0,77mmol) a N-ethyl-N,N-diisopropylaminu (3,08
mmol) v n-propanolu (3 ml) byla zahfivana v tlakové ampuli za stdlého michéani pfti
teploté 100 °C po dobu 21 hodin. Po ovéfeni prubéhu reakce pomoci TLC na silikagelu
(s mobilni fazi:chloroform:methanol — 19:1) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byla reakéni smés odpatfena za sniZzeného tlaku na rotacni vakuové
odparce. Odparek byl rozdélen mezi vodu (25 ml) a ethylacetat (25 ml). Vodna vrstva
byla jesté 2 x extrahovana 25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty
solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za snizen¢ho tlaku na
rotacni vakuové odparce. Ziskany produkt byl zvaZzen a bez dalsiho ¢iSténi podroben

dalsi reakci za ptipravy latky 53 (viz podkapitola 5.5.1).

Br

HN

-N
/N\
N A=

Cl N

48
Vytézek: 86 %

Sumarni vzorec: C3H3sBrCIN, (405,72)
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Elementarni analyza: Vypocteno: C, 53,29; H, 4,47; N, 13,81
HPLC-MS (ESI+): 407,49; HPLC-UV: (99 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,52-1,64 (m, 4H, 2xCH,); 1,66-1,76 (m, 2H, CH,); 1,92-1,99
(m, 2H, CHy); 3,05-3,12 (qui, J=7,0, 1H, CH); 4,55-4,57 (d, J=6,0, 2H, CH,); 6,05 (s,
1H, ArH); 7,30-7,32 (d, J=10,0, 2H, ArH); 7,49-7,51 (d, J=10,0, 2H, ArH); 8,02 (s, 1H,
ArH); 8,91 (t, J=6,0, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,16; 33,86; 34,79; 84,39; 112,89; 113,32; 120,84; 129,83;
131,93; 137,85; 142,72; 144,73; 147,80; 149,70.

5.4.2 Priprava 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7-aminu 49 [4]

Smés 5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinu 47 (0,39 mmol), 4-(morfolin-
4-yl-methyl)anilinu 34 (0,45 mmol) a N-ethyl-N,N-diisopropylaminu (1,17 mmol) v n-
propanolu (1,5 ml) byla zahfivana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté 110
°C po dobu 17 hodin. Po ovéfeni pribehu reakce pomoci tenkovrstevné chromatografie
na silikagelu (s mobilni fazi: toluen:ethylacetdt - 1:1) byla reakce ukoncena. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byla reak¢ni smés odpafena za sniZzeného tlaku na
rotacni vakuové odparce. Odparek byl rozdélen mezi vodu (25 ml) a ethylacetat (25 ml).
Vodna vrstva byla jeSté 2 x extrahovana 25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze
byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpatfeny za snizené¢ho
tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Ziskany produkt byl nasledné¢ podroben ciSténi
pomoci kolonové chromatografie (s mobilni fazi: toluen:ethylacetat — 1:1; silikagel 30
g). Frakce s produktem byly slity do baiky a odpafeny na RVO. Cisty produkt byl
zvéazen a pouZit pro piipravu molekul 54 a 55 (viz podkapitoly 5.5.2 a 5.5.3).
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Vytézek: 76%
Sumarni vzorec: C,,H»sCIN5O (411,93)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 64,15; H, 6,36; N, 17,00; Nalezeno: C, 61,87; H,
5,71; N, 14,51

HPLC-MS (ESI+): 412,81; HPLC-UV: (92 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,60-1,68 (m, 4H, 2xCH,); 1,71-1,77 (m, 2H, CH,); 1,96-2,02
(m, 2H, CHy); 2,32-2,36 (m, 4H, 2xCH,); 3,11-3,17 (qui, J=7,0, 1H, CH); 3,44 (s, 2H,
CH,); 3,54-3,56 (m, J=5, 4H, 2xCH,); 5,99 (s, 1H, ArH); 7,34-7,38 (m, 4H, 4xArH);
8,10 (s, 1H, ArH); 10,22 (s, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-ds): 25,20; 33,88; 34,83; 53,71; 62,48; 66,74; 85,40; 113,67;
125,15; 130,58; 135,94; 136,48; 143,0; 144,98; 146,68; 149,60.

5.4.3 Priprava 5-chlor-3-cyklopentyl-N-((6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-
yDmethyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-aminu 50 [4]

Smés 5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[ 1,5-a]pyrimidinu 47 (0,39 mmol), (6-(thiofen-
2-yl)pyridin-3-yl)metylamin dihyrochloridu 35 (0,43 mmol) a N-ethyl-N,N-
diisopropylaminu (1,17 mmol) v n-propanolu (1,5 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli
za stdlého michani pii teplot€ 110 °C po dobu 20 hodin. Po ovéfeni pribéhu reakce
pomoci  tenkovrstevné chromatografie na  silikagelu (s mobilni  fazi:
petrolether:ethylacetét - 3:1) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
byla reakéni smés odparena za snizen¢ho tlaku na rotac¢ni vakuové odparce. Odparek
byl rozdélen mezi vodu (25 ml) a ethylacetat (25 ml). Vodné vrstva byla jesté¢ 2 x
extrahovana 25 ml ethylacetdatu. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuseny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za snizené¢ho tlaku na rota¢ni vakuové
odparce. Ziskany produkt byl podroben ¢isténi s vyuzitim kolonové chromatografie (s
mobilni fazi: petrolether:ethylacetit — 3:1; silikagel 40 g). Frakce s produktem byly slity
do baiiky a odpateny na RVO. Cisty produkt byl zvazen a pouzit k piipravé sloucenin
56 a 57 (viz podkapitola 5.5.4 a 5.5.5).
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Vytézek: 74 %

Sumarni vzorec: C,H»oCIN;S (409,93)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 61,53; H, 4,92; N, 17,08
HPLC-MS (ESI+): 410,75; HPLC-UV: (100 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,57-1,64 (m, 4H); 1,69-1,75 (m, 2H); 1,92-1,98 (m, 2H); 3,09
(qui, J=7,0, 1H, CH); 4,62 (d, J=6,5, 2H, CH,); 6,20 (s, 1H, CH); 7,11 (dd, J=8.5,
J=3,5, 1H, ArH); 7,58 (dd, J=5,0, J=1,0, 1H, ArH); 7,71 (dd, J=5,0, J=1,0, 1H, ArH);
7,80 (dd, J=8,0, J=2,0, 1H, ArH); 7,85 (dd, J=8,5, J=1,0, 1H, ArH); 8,02 (s, 1H, ArH);
8,93 (t, J/=6,5, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-ds): 25,16; 33,86; 34,80; 42,42; 60,29; 84,49; 113,34; 118,92;
125,70; 128,85; 128,93; 132,47; 136,64; 142,71; 144,68; 147,65; 149,06; 149,69;
151,42.

5.4.4 Priprava 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(3-(morfolinomethyl)fenyl) pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-7-aminu 51 [4]

Smés  5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidinu 47  (0,39mmol), 3-
(morfolinomethyl)anilinu 27 (0,47mmol) a N-ethyl-N,N-diisopropylaminu (1,17mmol)
v n-propanolu (1,5 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté
115 °C po dobu 21 hodin. Po ovéteni prabéhu reakce pomoci tenkovrstevné
chromatografie na silikagelu (s mobilnifazi: toluen:ethylacetat - 1:1) byla reakce
ukoncena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés odpatena za sniZzeného
tlaku na rotac¢ni vakuové odparce. Odparek byl rozdélen mezi vodu (25 ml) a ethylacetat
(25 ml). Vodna vrstva byla jesté 2 x extrahovana 25 ml ethylacetatu. Spojené organickeé

faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za
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snizeného tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Surovy produkt byl¢istén pomoci kolonové
chromatografie (s mobilni fazi: toluen:ethylacetdit — 1:1; silikagel 45 g). Frakce
s produktem byly slity do baiiky a odpateny na RVO. Cisty produkt byl zvaZen a pouzit
do dalsich 2 reakci k priprave latek 58 a 59 (viz podkapitola 5.5.6 a 5.5.7).
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Vytézek: 81 %
Sumarni vzorec: C,,H,cCIN5O (411,93)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 64,15; H, 6,36; N, 17,00; Nalezeno: C, 62,51; H,
5,77; N, 15,59

HPLC-MS (ESI+): 412,73; HPLC-UV: (99 %)

'"H NMR (DMSO-d): 1,58-1,68 (m, 4H, 2xCH,); 1,71-1,78 (m, 2H, CH,); 1,96-2,03
(m, 2H, CHy); 2,30-2,38 (m, 4H, 2xCH,); 3,11-3,17 (qui, J=7,5, 1H, CH); 3,48 (s, 2H,
CH,); 3,54-3,56 (m, 4H, 2xCHy,); 6,00 (s, 1H, ArH); 7,18-7,21 (m, 1H, ArH), 7,27-7,32
(m, 1H, ArH); 7,37-7,40 (m, 2H, 2xArH); 8,10 (s, 1H, ArH); 10,24 (s, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,28; 33,74; 34,96; 53,63; 62,26; 66,77; 85,45; 113,85;
123,74; 125,22; 127,17; 129,88 137,15; 140,05; 142,93; 145,05; 146,75; 149,69.

5.4.5 Priprava N-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-5-chlor-3-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-aminu 52 [4]

Smés 5,7-dichlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidinu 47 (0,20 mmol), 4-(2-oxa-6-
azaspiro[3.3]hept-6-yl)anilinu 32 (0,23 mmol) a N-ethyl-N,N-diisopropylaminu (0,60
mmol) v n-propanolu (2 ml) byla zahtivdna v tlakové ampuli za stdlého michéani pii
teploté¢ 120 °C po dobu 22 hodin. Po ovéreni pribéhu reakce pomoci tenkovrstevné
chromatografie na silikagelu (s pouZitim mobilni faze: chloroform:methanol — 19:1)byla
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reakce ukoncena. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés odpafena za
snizeného tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl rozdélen mezi vodu (25 ml) a
ethylacetat (25 ml). Vodnad vrstva byla jesté 2 x extrahovana 25 ml ethylacetatu.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a
odpateny za snizeného tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Ziskany produkt byl podroben
Cisténi s vyuzitim kolonové chromatografie (s mobilni fazi: chloroform:methanol —
19:1; silikagel 35 g). Frakce s produktem byly slity do baiiky a odpafeny na RVO. Cisty
produkt byl zvazen a pouzit pro ptipravu substance 60 (viz podkapitola 5.5.8).
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Vytézek: 79 %

Sumarni vzorec: C,,H»4CIN5O (409,91)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 64,46; H, 5,90; N, 17.09
HPLC-MS (ESI+): 410,72; HPLC-UV: (99 %)

'"H NMR (DMSO-d): 1,57-1,66 (m, 4H, 2xCH,); 1,69-1,77 (m, 2H, CH,); 1,93-2,01
(m, 2H, CHy); 3,09-3,15 (qui, J=7,5, 1H, CH); 3,95-3,99 (m, 4H, 2xCH,); 4,68-4,70 (m,
4H, 2xCHy); 5,68 (s, 1H, ArH); 6,47-6,49 (d, J=9,00, 2H, 2xArH); 7,16-7,17 (d, J=8,5,
2H, 2xArH); 8,06 (s, 1H, ArH); 9,95 (s, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,18; 33,96; 34,83; 38,84; 61,80; 80,44; 84,82; 112,73;
113,55; 126,38; 127,06; 142,93; 145,04; 147,66; 149,51; 150,72.

5.5  Syntéza cilovych prekurzori
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5.5.1 Piiprava N’-((1r,4r)-4-aminocyklohexyl)-N’-(4-brombenzyl)-3-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 53 [4]

Smés N-(4-brombenzyl)-5-chlor-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-aminu 48
(0,24 mmol), trans-1,4-diaminocyklohexanu 36 (2,4 mmol) a ethylenglykolu (1,5 ml)
byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté¢ 160 °C po dobu 4 hodin.
Po ovéfeni prubéhu reakce pomoci TLC na silikagelu (s pouzitim mobilni faze
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného — 9:1:0,05) byla reakce
ukoncena. Po ochlazeni reak¢ni smési na na laboratorni teplotu byla tato smés za stalého
michani vlita do vody (25 ml) a vznikl4 suspenze extrahovédna 3 x 25 ml ethylacetatu.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny za snizeného tlaku na RVO. Surovy produkt byl ¢istén kolonovou
chromatografii na silikagelu (40 g) (s pouZzitim mobilni faze o sloZeni: chloroform:
methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného - 9:1:0,05). Frakce s produktem
byly slity do baiiky a odpafeny na vakuové odparce. Izolovany produkt byl zvdzen a

preveden do vialky.
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Vytézek: 94%
Sumarni vzorec: Co4H3BrNg (483,45)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 59,63; H, 6,46; N, 17,38; Nalezeno: C, 56,05; H,
6,71; N, 15,35

HPLC-MS (ESI+): 485,77; HPLC-UV: (98%)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,08-1,22 (m, 2H, CH,); 1,26-1,35 (m, 2H, CH,); 1,54-1,59 (m,
2H, CHy); 1,62-1,74 (m, 4H, 2xCHa); 1,84-1,96 (m, 7H, 3xCH,, 1xCH); 2,82-2,88 (m,
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1H, CH); 2,93-3,00 (qui, J=8,0, 1H, CH); 3,36-4,37(d, J=6,5, 2H, CH,); 4,97 (s, 1H,
ArH); 6,44-6,46 (d, J=7.0, 1H, NH); 7,25-7,27 (d, J=8.,5, 2H, 2xArH); 7,48-7,50 (d,
J=8,00, 2H, 2xArH); 7,57 (s, 1H, ArH); 7,79-7,82 (t, J/=6,5, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 22,55; 30,85; 33,48; 35,36; 44,62; 49,59; 108,63; 120,45;
129,40; 131,84; 138,62; 146,01; 146,68; 156,18.

5.5.2 Priprava N° -((1r,4r)-4-amin0cyklohexyl)-N7-(4-morfolinomethyl)fenyl)
pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 54 [4]

Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-
aminu 49 (0,12 mmol), trans-1,4-diaminocyklohexanu 36 (2,4 mmol) a ethylenglykolu
(1,5 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michéni pfi teploté¢ 160 °C po dobu
4 hodin. Po ovéfeni prub&hu reakce pomoci tenkovrstevné chromatografie na silikagelu
(s pouzitim mobilni faze: chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu
amonného — 4:1:0,05) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni
teplotu byla tato smés za stalého michani vlita do vody (25 ml) a vznikla suspenze
extrahovdna 3 x 25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za sniZzené¢ho tlaku na RVO. Surovy
produkt byl ¢istén kolonovou chromatografii na silikagelu (35 g) s mobilni fazi:
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného - 4:1:0,05. Frakce

s produktem byly slity do baiiky a odpafeny na vakuové odparce. Cisty produkt byl
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zvéazen a pieveden do vialky.

54
Vytézek: 59 %

Sumarni vzorec: CosH3oN;0 (489,66)
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Elementarni analyza: Vypocteno: C, 68,68; H, 8,03; N, 20,02; Nalezeno: C, 60,74; H,
6,93; N, 17,14

HPLC-MS (ESI+): 490,72; HPLC-UV: (100 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,91-1,98 (m, 2H, CH,); 1,98-2,20 (m, 1H, CH); 2,11-2,19 (m,
2H, CH»); 2,35-2,43 (m, 2H, CH»); 2,47-2,58 (m, 4H, 2xCHy); 2,72-2,76 (m, 4H,
2xCHy); 2,81-2,83 (m, 2H, CH,); 3,10-3,18 (m, 4H, 2xCHy»); 3,65-3,72 (m, 1H, CH);
3,83 (qui, J=8,5, 1H, CH); 4,22 (s, 2H, CH>); 4,35-4,37 (m, 4H, 2xCH,); 4,44 (s(br),
2H, NH»); 6,40 (s, 1H, CH); 7,46 (d, J=7,5, NH); 8,08-8,12 (m, 4H, ArH); 8,44 (s, 1H,
CH); 9,79 (s(br), 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 26,19; 31,47; 34,30; 36,24; 49,36; 50,50; 54,48; 56,29; 63,29;
67,55; 81,28; 110,0; 124,53; 131,09; 135,24; 138,49; 141,94; 145,78; 147,40; 156,8.

5.5.3 Priiprava N5-(5-aminobutyl)-3-cyklopentyl-N7-(4-
morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 55 [4]

Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-
aminu 49 (0,12 mmol), putrescinu 37 (2,4 mmol) a ethylenglykolu (1,5 ml) byla
zahfivéana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté 160 °C po dobu 4 hodin. Po
ovéfeni pribchu reakce pomoci TLC na silikagelu (s pouzitim mobilni féze:
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného — 4:1:0,05) byla reakce
ukoncena. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu byla tato smés za stalého
michéani vlita do vody (25 ml) a vznikld suspenze extrahovédna 3 x 25 ml ethylacetatu.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny za sniZzené¢ho tlaku na RVO. Surovy produkt byl cistén kolonovou
chromatografii na silikagelu (35 g) s mobilni fazi:chloroform:methanol:konc. vodny
roztok hydroxidu amonného - 3:1:0,05. Frakce s produktem byly slity do banky a
odpafeny na RVO. Izolovany produkt byl zvdzen a pieveden do vialky.
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Vytézek: 34 %
Sumarni vzorec: C,sH37N;0 (463,62)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 67,36; H, 8,04; N, 21,15; Nalezeno: C, 58,98; H,
6,62; N, 17,62

HPLC-MS (ESI+): 466,00; HPLC-UV: (100 %)

"H NMR (DMSO-d): 1,50-1,53 (m, 3H, CH,, CH): 1,55-1,67 (m, 3H, CH,, CH); 1,69-
1,76 (m, 2H, CH,); 1,67-1,76 (m, 2H, CH,); 1,92-1,97 (m, 2H, CH,); 2,33 (bs, 4H,
2xCHa); 2,68-2,73 (m, 2H, CHa); 3,02 (qui, J=7.5, 1H, CH); 3,20-3,23 (m, 2H, CH,);

3,41 (s, 2H, CH,); 3,54-3,55 (m, 4H, 2xCH,); 5.60 (s, 1H, ArH); 6,75-6,77 (t, J=5.00,
1H, NH); 7,29 (s, 4H, 4xArH); 7,64 (s, 1H, ArH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,35; 26,42; 26,56; 33,77; 35,22; 53,73; 62,48; 66,74; 109,09;
123,76; 130,23; 134,36; 137,83; 140,92; 144,80; 146,81; 157,0.

5.5.4 Priprava N -((1r,4r)-4-aminocyklohexyl)-3-cyklopentyl-N 7-((6-(thi0fen-2-
yl)pyridin-3-yl)methyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 56 [4]

Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-((6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-yl)methyl)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-7-aminu 50 (0,1 mmol), trans-1,4-diaminocyklohexanu 36 (2,0 mmol) a
ethylenglykolu (1,5 ml) byla zahfivana v tlakové ampuli za stalého michani pii teploté
160 °C po dobu 4 hodin. Po ovéfeni pribéhu reakce pomoci TLC na silikagelu
(s pouzitim mobilni faze: chloroform:metanol :konc. vodny roztok hydroxidu amonného
— 4:1:0,05) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu
byla tato smés za stalého michani vlita do vody (25 ml) a vznikla suspenze extrahovana

3 x 25 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny
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bezvodym siranem sodnym a odpateny za snizené¢ho tlaku na RVO. Surovy produkt byl
¢istén  kolonovou chromatografii na silikagelu (35 g) s mobilni fazi:
chloroform:metanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného - 4 : 1 : 0,05. Frakce
s produktem byly slity do baiiky a odpafeny na vakuové odparce. Cisty produkt byl
zvazen a preveden do vialky.
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56
Vytézek: 60 %
Sumarni vzorec: C,7H33N7S (487,66)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 66,50; H, 6,82; N, 20,11;Nalezeno: C, 57,97; H,
6,74; N, 17,21

HPLC-MS (ESI+): 489,04; HPLC-UV: (100%)

TH NMR (DMSO-dy): 1,09-1,19 (m, 2H, CH,); 1,31-1,40 (m, 2H, CH»); 1,54-1,59 (m,
2H, CHa); 1,63-1,72 (m, 4H, 2xCH,); 1,86-1,92 (m, 4H, 2xCH,); 1,97-1,99 (m, 2H,
CH,); 2,87-2,93 (m, 1H, CH); 2,97 (qui, J=8.,0, 1H, CH); 3,57 (s(br), 2H, NH,); 4,41 (d,
J=6,0, 2H, CH,); 5,09 (s, 1H, CH); 6,49 (d, J=7,0, 1H, NH); 7,11 (dd, J=8,5, J'=2,5,
1H, ArH); 7,57-7,58 (m, 2H, ArH); 7,71 (dd, J=3,5, J=1,5, 1H, ArH); 7,75 (dd, J=8,5,
J'=2,5, 1H, ArH); 7,85 (d, J=8.0, 1H, ArH); 8,49 (d, J=1,5, 1H, NH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,55; 30,02; 30,55; 33,47; 35,29; 42,68; 48,70; 49,38; 119,05;
125,65; 128,75; 128,93; 133,13; 136,40; 138,19; 141,13; 144,86; 146,20; 146,39;
150,02; 151,35; 156,02.

5.5.5 Piiprava (R)-2-((3-cyklopentyl-7-(((6-thiofen-2-yl)pyridin-3-
yl)methyl)amino)pyrazolo[1,5-a]pirimidin-5-yl)amino)butan-1-olu 57 [4]
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Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-((6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-yl)methyl)pyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7-aminu 50 (0,12 mmol), (R)-2-aminobutan-1-olu 38 (2,4mmol) a
ethylenglykolu (1,5 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté
160 °C po dobu 4 hodin. Po ovéfeni pribéhu reakce pomoci TLC na silikagelu
(s pouzitim mobilni faze: chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu
amonného — 4:1:0,05) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni
teplotu byla tato smés za stalého michani vlita do vody (25 ml) a vznikla suspenze
extrahovdna 3 x 25 ml ethylacetdtu. Spojené organické faze byly promyty solankou,
vysuseny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za snizené¢ho tlaku na RVO. Surovy
produkt byl ¢istén kolonovou chromatografii na silikagelu (35 g) nejprve s mobilni fazi:
chloroform:metanol - 9:1, poté s mobilni fazi: chloroform:methanol — 19:1. Frakce
s produktem byly slity do baiiky a odpafeny na RVO. Izolovany produkt byl zvazen a

pteveden do vialky.

Vytézek: 20 %
Sumarni vzorec: C,sH3)NgOS (462,61)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 64,91; H, 6,54; N, 18,17; Nalezeno: C, 61,98; H,
5,98; N, 13,66

HPLC-MS (ESI+): 463,90; HPLC-UV: (70 %)

"H NMR (DMSO-dy): 0,80 (t, J=7.,5, 3H, CHs); 1,52-1,64 (m, 6H); 1,66-1,74 (m, 2H),
1,87-1,98 (m, 2H); 2,95 (qui, J=7,0, 1H, CH); 4,40 (q, J=7,5, 2H, CH»); 3,31-3,42 (m,
1H); 3,77 (s(br), 1H, OH); 5,21 (s, 1H, CH); 7,57-7,58 (m, 2H, ArH); 7,71 (dd, J=3,5,
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J=1,5, 1H, ArH); 7,75 (dd, J=8,5, J*=2.,5, 1H, ArH); 7,85 (d, J=8,0, 1H, ArH); 7,91
(dd, J=8,5, J=2,5, 1H, ArH); 8,51 (d, J=1,5, 1H, NH).

5.5.6 Priprava N’-(5-aminobutyl)-3-cyklopentyl-N’-(3-morfolinomethyl)fenyl)
pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 58 [4]

Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(3-(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-
aminu 51 (0,12 mmol), putrescinu 37 (2,43mmol) a ethylenglykolu (1,5 ml) byla
zahtivéana v tlakové ampuli za stalého michani pii teploté¢ 160 °C po dobu 4 hodin. Po
ovéfeni pribéhu reakce pomoci TLC na silikagelu (s pouzitim mobilni faze:
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného — 4:1:0,05) byla reakce
ukoncena. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu byla tato smés za stalého
michani vlita do vody (25 ml) a vznikl4 suspenze extrahovdna 3 x 25 ml ethylacetatu.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny za snizeného tlaku na RVO. Surovy produkt byl ¢istén kolonovou
chromatografii na silikagelu (25 g) nejprve s mobilni f4zi: chloroform:methanol:konc.
vodny roztok hydroxidu amonného — 3:1:0,05. Frakce s produktem byly slity do banky

a odpateny na vakuové odparce. Cisty produkt byl zvazen a preveden do vialky.

(3

HN

jos
HoN S
2NN N

N
H

58
Vytézek: 54 %
Sumarni vzorec: C,sH37N;O (463,62)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 67,36; H, 8,04; N, 21,15; Nalezeno: C, 54,72; H,

6,15; N, 2,30
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HPLC-MS (ESI+): 464,69; HPLC-UV: (99 %)

'"H NMR (DMSO-dy): 1,37 (qui, J=7,5, 2H, CH,); 1,49 (qui, J=7.5, 2H, CH,); 1,57-
1,68 (m, 4H, 2xCHb»); 1,69-1,75 (m, 2H, CH,); 1,92-1,96 (m, 2H, CH,); 2,30-2,38 (m,
4H, 2xCHy); 2,53 (t, J=7,0, 2H, CH>); 3,02 (qui, J=7.,5, 1H, CH); 3,21 (q, J=5.5, 2H,
CH,); 3,44 (s, 2H, CHy); 3,53-3,55 (m, 4H, 2xCH,); 5,58 (s, 1H, CH); 6,70 (t, J=5,5,
1H, NH); 7,07 (d, J=8,0, 1H, 7,24 (d, J=9,0, 1H, ArH); 7,28 (s, 1H, ArH); 7,64 (s, 1H,
CH).

BC NMR (DMSO-dy): 25,35; 26,94; 30,80; 33,60; 35,17; 41,69; 53,69; 62,69; 66,75;
70,32; 75,06; 109,00; 122,41; 124,16; 125,37; 129,52; 138,85; 139,79; 140,84; 144,68;
146,73; 157,09.

5.5.7 Priprava N’-((1r,4r)-4-aminocyklohexyl)-3-cyklopentyl-N-(3-
(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 59 [4]

Smés 5-chlor-3-cyklopentyl-N-(3-(morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-
aminu 51 (0,12 mmol), trans-1,4-diaminocyklohexanu 36 (2,43mmol) a ethylenglykolu
(1,5 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michani pfti teploté 160 °C po dobu
4 hodin. Po ovéfeni prub¢hu reakce pomoci TLC na silikagelu (s pouZitim mobilni faze:
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného — 4 :1 : 0,05) byla
reakce ukoncena. Po ochlazeni reak¢ni smési na laboratorni teplotu byla tato smés za
stdlého michani vlita do vody (25 ml) a vznikld suspenze extrahovdna 3 x 25 ml
ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym
siranem sodnym a odpafeny za sniZzené¢ho tlaku na RVO. Surovy produkt byl ¢istén
kolonovou chromatografii na silikagelu (30 g) nejprve s mobilni fazi:
chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného — 3:1:0,05. Frakce
s produktem byly slity do barnky a odpateny na vakuové odparce. Izolovany produkt byl

zvéazen a pieveden do vialky.
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Vytézek: 76 %

Sumarni vzorec: CosH3oN;0 (489,66)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 68,68; H, 8,03; N, 20,02; Nalezeno: C, 61,77; H,
8,15; N, 16,27

HPLC-MS (ESI+): 490,74; HPLC-UV: (100 %)

"H NMR (DMSO-dj): 1,10-1,22 (m, 3H, CH,, CH); 1,25-1,39 (m, 2H, CH,); 1,54-1,62
(m, 2H, CH,); 1,65-1,77 (m, 4H, 2xCH,); 1,85-1,97 (m, 4H, 2xCH,); 1,98-2,05 (m, 2H,
CH,); 2,84 -2,90 (m, J=8.5, 1H, CH); 2,98-3,04 (qui, J=7,5, 1H, CH); 3,44 (s, 2H,
CH,); 3,53-3,55 (m, 4H, 2xCHp); 3,62 (s(br), 2H, NH,); 3,86 (bs, 4H, 2xCH,); 5,55 (s,
1H, ArH); 6,61-6,63 (d, J=7,0, 1H, ArH); 7,07-7,09 (d, J=7.5, 1H, ArH); 7,22-7,24 (d,
J=8.0, 1H, ArH); 7,27 (t, J=2,0, 1H, ArH); 7,31-7,34 (t, J=7.5, 1H, ArH); 7,63 (s, 1H,
NH).

5.5.8 Priprava N7-(4-(2-0xa-6-azaspir0[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N5-((1r,4r)-4-
aminocyklohexyl)-3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diaminu 60
[4]

Smés N-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-5-chlor-3-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-aminu 52 (0,12 mmol), trans-1,4-
diaminocyklohexanu 36 (2,4mmol) a ethylenglykolu (1,5 ml) byla zahfivana v tlakové
ampuli za stdlého michani pti teplot¢ 160°C po dobu 4 hodin. Po ovéfeni pribéhu

reakce pomoci TLC na silikagelu (s pouZitim mobilni faze: chloroform:methanol:konc.
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vodny roztok hydroxidu amonného — 4:1:0,05) byla reakce ukoncena. Po ochlazeni
reak¢ni smési na laboratorni teplotu byla tato smés za stalého michani vlita do vody (25
ml) a vznikld suspenze extrahovdna 3 x 25 ml ethylacetdtu. Spojené organické faze byly
promyty solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a odpaieny za snizen¢ho tlaku
na RVO. Surovy produkt byl ¢istén kolonovou chromatografii na silikagelu (30 g)
nejprve s mobilni fazi: chloroform:methanol:konc. vodny roztok hydroxidu amonného —

4:1:0,05. Frakce s produktem byly slity do baiiky a odpateny na vakuové odparce. Cisty

HZN//, = N/N\
N -
N

N
H

produkt byl zvazen a ptreveden do vialky.

60
Vytézek: 15 %
Sumarni vzorec: CosH37N;0 (487,64)
Elementarni analyza: Vypocteno: C, 68,96; H, 7,65; N, 20,11
HPLC-MS (ESI+): 489,06; HPLC-UV: (82 %)

"H NMR (DMSO-dj): 1,18-1,20 (m, 2H); 1,31-1,41 (m, 2H); 1,54-1,59 (m, 2H, CH,);
1,64-1,74 (m, 4H); 1,92-1,94 (m, 4H); 1,97-2,01 (m, 2H); 2,95 (qui, J=6,5, 1H, CH);
3,93 (s, 4H, 2xCH,) ; 4,69 (s, 4H, 2xCHy,); 5,22 (s(br), 1H, NH); 6,45 (d, J=8,5, 1H,
CH), 6,90-7,11 (m, 4H, ArH); 7,21 (s, 1H, CH); 7,31 (s, 1H, CH); 7,59 (s(br), 1H, NH).
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6 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace byla ptiprava novych derivatd 3,5,7-
trisubstituovanych-pyrazolo[1,5-a]pyrimidinli jako potenciadlnich inhibitord -cyklin-
dependentnich a FLT3 kindz. Nejprve byla provedena optimalizace dvou vybranych
prekurzorti aminu 27 a 32, nasledné¢ bylo 9-ti stupfiovou syntetickou cestou ziskdno 8
novych cilovych inhibitorti pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu §3-60, se substituci v pozici C3
(cyklopentylem), v pozici C5 (4-aminocyklohexylamino, 4-aminobutylamino a (R)-(1-
ethyl-2-hydroxyethyl)amino skupinou) a v pozici C7 (vybranymi amino-derivaty).
Prace byla navrzena na zaklad¢ uspésnych vysledkll biologického testovani neddvno
pfipravené série 2,6,9-trisubstituovanych purinovych latek, které vykazuji nejen
vyznamnou antiproliferacni, ale 1 inhibi¢ni a cytotoxickou aktivitu, a to predevSim u
vySe zminénych cyklin-dependentnich a FLT3 kindz. Nejvyznamnéj$im purinovym
derivatem z této fady byla latka s oznacenim BPA302, jejiz pfiprava byla fesSena béhem
mé bakalafské prace. Tato latka se momentdlné nachazi v klinickych studiich a
pfedstavuje mozny cil pro budouci 1é¢bu neurodegenerativnich ¢i jinych nadorovych
onemocnéni. Co se tykd predbézné ziskanych dat z biologickych studii tfi noveé
substituovanych purinovych bioizosteri pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu 54, 58 a 59,
neprokdzaly tak dobré vysledky, jako molekula BPA302. Namé&fené hodnoty inhibi¢ni
schopnosti FLT3-WT a CDK2 u substanci 54 a 59 zaznamenali o 1-2 fady nizsi aktivitu
nez BPA302. Nejlepsi vysledky z té€chto tii derivatl projevila latka s oznacenim PP9-3-
3 (54), naopak nejslabsi aktivitu vykazovala molekula PP201 (58), jejiZ hodnoty ICsg i
cytotoxicity se pohybovaly ~ okolo 1-5 pM.

I ptes to, Ze byly oc¢ekavany pozitivné;si vysledky biologickych testli u slouc¢enin
54, 58 a 59, se od vyvoje novych inhibitorti odvozenych o purinového jadra neupousti.
Stale jsou navrhovany nové piistupy k témto zajimavym derivatim v nadé¢ji smétujici k

objevu novych lé¢ivych preparatl na Sirokou Skalu nejen nadorovych onemocnéni.
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7 Seznam pouzitych zkratek

ABL fizni protoontogen

AKT proteinkindza B

AL aktivacni smycka

AML akutni myeloidni leukémie
ATP adenosin trifosfat

BCR/ABL  fuzni gen- molekularni marker pro chronickou myeloidni leukémii

CAK cyklin-dependentni aktiva¢ni kinéza
CBL protein kodovany savéim genem Cbl
CDK cyklin-dependentni kindza

CDKs cyklin-dependentni kinazy

CDKi inhibitory cyklin-dependentnich kindz
CEPBA CCAAT/enhancer binding protein alpha
CHK1 checkpoint kinaza 1

c-KIT receptor faktoru kmenovych bun¢k
CLL chronickd lymfocytni leukémie
CML chronicka myeloidni leukémie

CNS cévni nervova soustava

CR kompletni remise

CSF-1R receptor faktoru 1 stimulujici kolonie
cyc cyklin

DFG —in/out konzervativni prvek Asp-Phe-Gly — aktivni/neaktivni

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

ECD extracelularni doména

EFS preziti pacientl bez piihod

EGFR receptor epidermalniho riistového faktoru
FAK focal adhesion kinase

FL FLT3 ligand

FLT3 FMS - like tyrosine kinase 3
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FLT31
FLT3-ITD
FLT3-TKD
FLT3-WT
FMS

GAB2
E2R

ER
ERK

Glso
GIST
GTPasa
HER2
HSP90
ICs

Ig
JAK
M
JNK1
KI
MAPK
MATI1
MDS
MEK
NC
NMP1
oS
p53
PDGFR
PI3K

inhibitory FLT3 kindz

mutace FLT3 zplisobujici interni tandemové duplikace

mutace v aktivacni smycce intracelularni kindzové domény FLT3
wild type FLT3, fyziologick4 alela

receptor faktoru stimulujiciho kolonie makrofagii

GRB?2 associated binding protein 2

transkrip¢ni faktor rodiny E2R regulujici transkripci genti potiebnych pro
syntézu DNA

endoplazmatické retikulum

extracellular signal-regulated kinase

koncentrace zptsobujici 50% inhibici ristu nddorovych bunék
gastrointestindlni stromdlni tumory

guanosintrifosfataza

receptor lidského epiderméalniho riistového faktoru 2

heat shock protein 90

koncentrace zptsobujici 50% inhibici enzymu

imunoglobulin

Janus kindza

juxtamembranova doména

c-Jun N-termindlni protein kindza 1

interkindzova doména

mitogen-aktivujici protein kindza

protein kédovany genem MNATI, slouzi k aktivaci CDK
myelodysplasticky syndrom

mitogen-activated protein kinase/ERK kinase

normalni karyotyp

protein nukleofosmin 1

celkoveé preziti

nadorovy supresor

receptor rustového faktoru odvozeného od krevnich desticek

fosfatidylinositol-3-kindza
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PKC
RAF
RAS
RET
RFS
Rho
RTK
RUNX1
RVO
SAR

SHC
SHIP
Src
STAT
TK

TKI
™

Trk A
VEGFR

protein-kindza C

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
protoonkoproteiny kddované genem c-ras

glial cell — line derived neutrotrophic factor receptor
doba preziti bez relapsu

terminacni faktor transkripce

receptorova tyrosin kindza

runt-related transcription factor 1

rotacni vakuova odparka

Vztah mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou (Structure-
activity relationship)

signélni adaptorovy protein

inositol fosfatdza obsahujici SH2 proteinovou doménu

¢len non-receptorového proteinu tyrosin-kindzové rodiny (SFK)
signdlni transduktor a aktivétor transkripce

tyrosin-kindzova doména

tyrosin-kindzové inhibitory

transmembranovd doména

tropomyosinova receptorova kindza A

receptor vaskuldrniho endotelidlniho rstového faktoru

80



Pouzita literatura

Irons R. D., Stillman W.S. (1996): The proces sof leukemogenesis. Enviromental
Health Perspective, 107, 1239-1246.

Rahman N. (2014): Realizing the promise of cancer predisposition genes. Nature, 505,
302-308.

Motyckova G., Stone R. M. (2010): The role of molecular tests in acute myelogenous
leukemia treatment decisions. Current Hematologic Malignancy Report, 5, 109-117.
Gucky T., Rezni¢kova E., Rado$ova Muchova T., Jorda R., Klejova Z., Malinkova V.,
Berka K., Bazgier V., Ajani H., LepSik M., Divoky V., Krystof V. (2018): Discovery of
N2-(4-Amino-cyclohexyl)-9-cyclopentyl-N6-(4-morpholin-4-ylmethyl-phenyl)-9H-
purine-2,6-diamine as a Potent FL'T3 Kinase Inhibitor for Acute Myeloid Leukemia
with FLT3Mutations. Journal of Medicinal Chemistry,

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.jmedchem.7b01529

Nakao M., Yokota S., Iwai T., Kaneko H., Horiike, S., Kashima, K., Sonoda, Y.,
Fujimoto, T., Misawa S. (1996): Internal tandem duplication of the fIt3 gene found in
acute myeloid leukemia. Leukemia, 10, 1911-1918.

Stirewalt D. L., Kopecky K. J., Meshinchi S., Engel J. H., Pogosova-Agadjanyan E.
L.,Linsley J., Slovak M. L., Willman C. L., Radich J. P. (2006): Size of FLT3 internal
tandem duplication has prognostic significance in patients with acute myeloid leukemia.
Blood, 107, 3724-3726.

Pemmaraju N., Kantarjian H., Ravandi F., Cortes J. (2011): FLT3 inhibitors in the
treatment of acute myeloid leukemia: the start of an era? Cancer, 117, 3293-3304.
Wander S. A., Levis M. J., Fathi A. T. (2014): The evolving role of FLT inhibitors in
acute myeloid leukemia: quizartinib and beyond. Therapeutic Advances in Hematology,
5, 65-77.

Pemmaraju N., Kantarjian H., Andreeff M., Cortes J., Ravandi F. (2014):
Investigational FMS-like tyrosine kinase 3 inhibitors in treatment of acute myeloid
leukemia. Expert Opinion on Investigational Drugs, 23, 943-954.

Zimmerman E. 1., Turner D. C., Buaboonnam, J., Hu S., Orwick S., Roberts M. S.,

81


https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.jmedchem.7b01529

Janke L. J., Ramachandran A., Stewart C. F., Inaba H., Baker S. D. (2013) Crenolanib is
active against models of drug-resistant FLT3-ITD-positive acute myeloid leukemia.
Blood, 122, 3607-3615.

Lee L.Y., Hernandez D., Rajkhowa T., Smith S.C., Raman J. R., Nguyen B., Small D.,
Levis M. (2017): Preclinical studies of gilteritinib, a next-generation FL'T3 inhibitor.
Blood, 129, 257-260.

Grafone T., Palmisano M., Nicci C., Storti, S. (2012): An overview on the role of FLT3-
tyrosine kinase receptor in acute myeloid leukemia: biology and treatment. Oncology
Reviews, 6, 64-74.

Rosnet O., Mattei M.G., Marchetto S., Birnbaum D. (1991): Isolation and chromosomal
localization of a novel FMS-like tyrosine kinase gene. Genomics, 9, 380-385.

Carow C.E., Kim E., Hawkins A.L., Webb H. D., Griffin C. A., Jabs E. W., Civin C. L,
Small D. (1995): Localization of the human stem cell tyrosine kinase —1 gene (FLT3) to
13q12 - >q13. Cytogenetic and Genome Research, 70, 255-257.

Rosnet O. (1999): FLT3 (Fms-like tyrosine kinase3). Atlas of Genetics and
Cytogenetics in Oncology and Haematology, 3, 73-74.

Agnes F., Shamoon B., Dina C., Rosnet O., Bimbaum D., Galibert F. (1994): Genomic
structure of the downstream part of the human FLT3 gene: exon/intron structure
conservation among gene encoding receptor tyrosine kinases (RTK) of subclass III.
Gene, 145, 283-288.

Abu-Duhier F. M., Goodeve A.C., Wilson G.A., Care R.S., Peake L.R., Reilly J. T.
(2001): Genomic structure of human FLT3: implications for mutational analysis. British
Jjournal of haematology, 113, 1076-1077.

Rosnet O., Schiff C., Pébusque M.J., Marchetto S., Tonnelle C., Toiron Y, Birg F.,
Birnbaum D. (1993): Human FLT3/FLK2 gene: cDNA cloning and expression in
hematopoietic cells. Blood, 82,1110-1119.

Griffith J., Black J., Faerman C., Swenson L., Wynn M., Lu F., Lippke J., Saxena K.

82



[24]

[25]

[28]

(2004): The structural basis for autoinhibition of FLT3 by the juxtamembrane domain.
Molecular Cell, 13, 169-178.

Lyman S.D., Jacobsen S.E. (1998): c-kit ligand and flt3 ligand: stem/progenitor cell
factors with overlapping yet distinct activities. Blood, 91, 1101-1134.

Markovic A., Mackenzie K.L., Lock R.B. (2005): FLT3: a new focus in the
understanding of acute leukemia. The international journal of biochemistry & cell
biology, 37, 1168-1172.

Rosnet O., Buhring H.J., Marchetto S., Rappold 1., Layagna C., Sainty D., Arnoulet C.,
Chabannon C., Kanz L., Hannum C., Birnbaum D. (1996): Human FLT3/FLK2 receptor
tyrosine kinase is expressed at the surface of normal and malignanthematopoietic cells.
Leukemia, 10, 238-2438.

Meshinchi S., Appelbaum F.R. (2009): Structural and functional Alterations of FLT3 in
Acute Myeloid Leukemia. Clinical cancer research, 15, 4263-4269.

Ray R.J., Paige Ch.J., Furlonger C., Lyman S. D., Rottapel R. (1996): Flt3 ligand
supports the differentiation of early B cell progenitors in the presence of interleukin-11
and interleukin-7. European Journal of Immunology, 26, 1504-1510.

Rusten L.S., Lyman S.D., Veiby O.P., Jacobsen S.E. (1996): The FLT3 ligand is a
direkt and potent stimulator of the growth of primitive and commited human CD34+
bone marrow cells in vitro. Blood, 87, 3563-3570.

Jacobs A. (1997): Leukaemia Research Fund annual guest lecture 1990. Genetics
lesions in preleukaemia. Leukemia. S, 277-282.

Ley T. J., Mardis E. R., Ding L., Fulton B., McLellan M. D., Chen K., Dooling D.,
Dunford-Shore B. H., McGrath S., Hickenbotham M., Cook L., Abbott R., Larson D.E.,
Koboldt D.C., et al. (2008): DNA sequencing of a cytogenetically normal acute myeloid
leukaemia genome. Nature, 456, 66—72.

Grove C. S., Vassiliou G. S. (2014): Acute myeloid leukaemia: a paradigm for the
clonal evolution of cancer? Disease models & mechanisms,7, 941-951.

Levis M., Small D. (2003): FLT3: ITDoes matter in leukemia. Leukemia, 17, 1738—

83



[31]

[37]

1752.

Gazdova J., Dvorakova D., Jeziskova 1., Razga F., Jurcek T., Mayer J. (2009): Uloha
FLT3 mutaci v patogenezi akutni myeloidni leukemia. Transfuze a Hematologie Dnes,
15, 229-236.

Chen Y., Pan Y., Guo Y., Zhao W., Ho W. T., Wang J., Xu M., Yang F. C.., Zhao Z. J.
(2017): Tyrosine kinase inhibitors targeting FLT3 in the treatment of acute myeloid
leukemia. Stem Cell Investigation, 4:48.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5460107/

Schnittger S., Schoch .C, Dugas M., Kern W., Wuchter C., Loffler H., Sauerland C. M.,
Serve H., Biichner T., Haferlach T., Hiddemann W. (2002): Analysis of FLT3 length
mutations in 1003 patients with acute myeloid leukemia: Correlation to cytogenetics,
FAB subtype, and prognosis in the AMLCG study and usefulness as a marker for the
detection of minimal residual disease. Blood,100, 59-66.

Burckova K. (2009): Akutni myeloidni leukémie a prognosticky dopad internich
tandemovych duplikaci genu FLT3. Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze,
Ceska republika.

Schwarz J., Markova J., Fuchs O., Polak J., Haskovec C., Cetkovsky P. (2008): Vyznam
mutaci genu FLT3 a dalSich molekularnich markera pro prognézu a léebny pfistup u
akutni myeloidn{ leukémie. Transfuze a Hematologie Dnes, 14, 116-122.

Renneville A., Roumier C., Biggio V., Nibourel O., Boissel N., Fenaux P.,
Preudhomme C. (2008): Cooperating gene mutations in acute myeloid leukemia: a
review of the literature. Leukemia, 22, 915-931.

Markova J. (2015): Molekuldrné genetické zmeény v akutni myeloidni leukémii.
Dizertacni prace, Univerzita Karlova v Praze, Ceska republika.

Gale R. E., Green C., Allen C., Mead A. J., Burnett A. K., Hills R. K., Linch D. C.
(2008): The impact of FLT3 internal tandem duplication mutant level, number, size, and

interaction with NPM1 mutations in a large cohort of young adult patients with acute

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5460107/

myeloid leukemia. Blood, 111, 2776-2784.

Meshinchi S., Stirewalt D. L., Alonzo T. A., Boggon T. J., Gerbing R. B, Rocnik J. L.,
Lange B. J., Gilliland D. G., Radich J. P. (2008): Structural and numerical variation of
FLT3/ITD in pediatric AML. Blood, 111, 4930-4933.

Kusec R., Jaksic O., Ostojic S., Kardum-Skelin 1., Vrhovac R., Jaksic B. (2006): More
on prognostic significance of FLT3/ITD size in acute myeloid leukemia (AML). Blood,
108, 405-406.

Koszarska M., Meggyesi N., Bors A., Batai A., Csacsovszki O., Lehoczky E., Adam E.,
Kozma A., Lovas N., Sipos A., Krahling T., Dolgos J., Remenyi P., Fekete S., Masszi
T., Tordai A., Andrikovics H. (2013): Medium-sized FLT3 internal tandem duplications
confer worse prognosis than short and long duplications in a nonelderly acute myeloid
leukemia cohort. Leukemia & Lymphoma, 55, 1510-1517.

Kottaridis P. D., Gale R. E., Frew M. E., Harrison G., Langabeer S. E., Belton A. A.,
Walker H., Wheatley K., Bowen D. T., Burnett A. K., Goldstone A. H., Linch D. C.
(2001): The presence of a FLT3 internal tandem duplication in patients with acute
myeloid leukemia (AML) adds important prognostic information to cytogenetic risk
group and response to the first cycle of chemotherapy: analysis of 854 patients from the
United Kingdom Medical Research Council AML 10 and 12 trials. Blood, 98, 1752-
1759.

Kiyoi H., Towatari M., Yokota S., Hamaguchi M., Ohno R., Saito H., Naoe T. (1998):
Internal tandem duplication of the FL'T3 gene is a novel modality of elongation
mutation which cause constitutive activation of the product. Leukemia, 12, 1333-1337.
Molekularni onkologie — inovace vyuky onkologie na Lékarské fakulté Univerzity
Karlovy v Plzni — 7. Akutni myeloidni leukemie,

http://www.molekularnionkologie.cz/studenti.html

Bacher U., Haferlach T., Kern W,. Haferlach C., Schnittger S. (2007): A comparative
study of molecular mutations in 381 patients with myelodysplastic syndrome and in
4130 patients with acute myeloid leukemia. Haematologica, 92, 744-752.

85


http://www.molekularnionkologie.cz/studenti.html

(48]

[51]

Yamamoto Y., Kiyoi H., Nakano Y., Suzuki R., Kodera Y., Miyawaki S., Asou N.,
Kuriyama K., Yagasaki F., Shimazaki C., Akiyama H., Saito K., Nishimura M., Motoji
T., Shinagawa K., Takeshita A., Saito H., Ueda R., Ohno R., Naoe T. (2001): Activating
station od D835 within the activation look of FLT3 in human hematologic
malignancies. Blood, 97, 2434-2439.

Abu-Duhier F. M., Goodeve A., C., Wilson G., A., Care R. S., Peake L., R., Reilly J. T.
(2001): Identification of novel FLT3 Asp 835 mutations in adult acute myeloid
leukemia. British journal of hematology, 113, 983-988.

Whitman S. P., Ruppert A. S., Radmacher M. D., Mrozek K., Paschka P., Langer C.,
Baldus C. D., Wen J., Racke F., Powell B. L., Kolitz J. E., Larson R. A., Caligiuri M.
A., Marcucci G., Bloomfield C. D. (2008): FLT3 D835/I836 mutations are associated
with poor disease-free survival and a distinct gene-expression signature among younger
adults with de novo cytogenetically normal acute myeloid leukemia lacking FL'T3
internal tandem duplications. Blood, 111, 1552-1559.

Moreno I., Martin G., Bolufer P., Barragan E., Rueda E., Roman J., Fernandez P., Leon
P., Mena A., CerveraJ., Torres A., Sanz M. A. (2003): Incidence and prognostic value
of FL'T3 internal tandem duplication and D835 mutations in acute myeloid leukemia.
Haematologica, 88, 19-24.

Mead A. J., Linch D. C., Hills R. K., Wheatley K., Burnett A. K., Gale R. E. (2007):
FLT3 tyrosine kinase domain mutations are biologically distinct from and have a
significantly more favorable prognosis than FLT3 internal tandem duplications in
patients with acute myeloid leukemia. Blood, 110, 1262-1270.

Sheikhha M. H., Awan A., Tobal K., Liu Yin J. A. (2003): Prognostic significance of
FLT3 ITD and D835 mutations in AML patients. The Hematology journal, 4, 41-46.
Zhao M., Kiyoi H., Yamamoto Y., Ito M., Towatari M., Omura S., Kitamura T., Ueda
R., Saito H., Naoe T. (2000): In vitro treatment of mutant FL.3-transformed murine

leukemia with a tyroxine dinase inhibitor. Leukemia, 14, 374-378.

86



Knapper S., Burnett A. K., Littlewood T., et al. (2004): A phase 2 trial of the FLT3
inhibitor lestaurtinib (CEP701) as first-line treatment for older patiens with acute
myeloid leukemia. Blood, 103, 3669-3676.

Stone R. M., DeAngelao D. J., Klimek V., Galinsky 1., Estey E., Nimer S. D., Grandin
W., Lebwohl D., Wang Y., Cohen P., Fox E. A, Neuberg D., Clark J., Gilliand D. G.
Griffin J. D. (2005): Patiens with acute myeloid leukemia and activating mutation in
FLT3 respond to small-molecule FLT3 tyrosine dinase inhibitor, PKC412. Blood,105,
54-60.

O’Farrell A. M., Foran J. M., Fiedler W., Serve H., Paquette R. L., Cooper M. A., Yuen
H. A., Louie S. G., Kim H., Nicholas S., Heinrich M. C., Berdel W. E., et al. (2003): An
innovative phase I clinical study demonstrates inhibition of FL'T3 phosphorylation by
SU11248 in acute myeloid leukemia patiens. Clinical Cancer Research, 9, 5465-5476.
Fiedler W., Serve H., Dohner H., Schwittay M., Ottmann O. G., O Farrell A. M., Bello
C. L., Allred R., Manning W. C., Cherrington J. M., Louie S. G., Hong W., Brega N.
M., Massimini G., Scigalla P., et al.(2005): A phase I study of SU11248 in the treatment
of patiens with refraktory or resistant acute myeloid leukemia (AML) or not amenable
to conventional therapy for disease. Blood, 105, 986-993.

DeAngelo D. J., Stone R. M., Heaney M. L., Nimer S. D., Paquette R. L., Klisovic R.
B., Caligiuri M. A., Cooper M. R., Lecerf J.-M., Karol M. D, et al. (2006): Phase 1
clinical results with tandutinib (MLN518), a novel FLT3 antagonist, in patiens with
acute myelogenous leukemia or high-risk myelodysplastic syndrome: safety,
pharmacokinetics, and pharmacodynamics. Blood, 108, 3674-3681.

Bailey E., Li L., Duffield A. S., Ma H. S., Huso D. L., Small D. (2013): FLT3/D835Y
mutation knock-in mice display less aggressive disease compared with FL.T3/internal
tandem duplication (ITD) mice. Proceeding of the National Academy of Sciences USA,
110, 21113-21118.

Zhang J., Yang P. L., Gray N. S. (2009): Targeting cancer with small molecule kinase

inhibitors. Nature Reviews Cancer, 9, 28-39.

87



Levis M. S., Smith D. B., Beran M., Baer M. R., Erba H. P., Cripe L., Coutre S., Advani
A., Perl A., Devetten M., Stuart R., et al. (2005): A randomized, open-label study of
lestaurnitib (CEP-701), an oral FLT3 inhibitor, administered in sequence with
chemotherapy in patiens with relapsed AML harboring FLT3 activating mutations:
clinical response correlates with successful FLT inhibition. Blood, 106:403.

http://www.bloodjournal.org/content/106/11/403?sso-checked=true

Stone R. M., Fischer T., Paquette R., Schiller G., Schiffer A., Ehninger G., Cortes J.,
Kantarjian H., DeAngelo D. A., Massimini G., Li X., Phillips P., Giles F. (2006): Phase
IB study of PKC412, an oral FLT3 kinase inhibitor, in sequentail and simultaneous
combinations with daunorubicin and cytarabine (DA) induction and high-dose
cytarabine consolidation in newly diagnose adult patiens (pts) with acute myeloid
leukemia (AML). Blood, 108:157.

http://www.bloodjournal.org/content/108/11/157?sso-checked=true

Ke Y. Y., Singh V. K., Coumar M. S., Hsu Y. C., Wang W. C., Song J. S., et al. (2015):
Homology modeling of DFG-in FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) and structure-based
virtual screening for inhibitor identification. Scientific Reports, 5:11702.

https://www.nature.com/articles/srep11702

Smith C. C., Lin K., Stecula A., Sali A., Shah N. P. (2015): FLT3 D835 mutations
confer differential resistance to type II FLT3 inhibitors. Leukemia, 29, 2390-2392.
Smith C. C., Wang Q., Chin C. S., Salerno S., Damon L. E., Levis M. J., Perl A. E.,
Travers K. J., Wang S., Hunt J. P., Zarrinkar P. P., Schadt E. E., Kasarskis A., Kurivan
J., Shan N. P. (2012): Validation of ITD mutations in FLT3 as a therapeutic target in
human acute myeloid leukaemia. Nature, 485, 260-263.

Larrosa-Garcia M., Baer M. R. (2017): FLT3 inhibitors in Acute Myeloid Leukemia:
Current Status and Future Directions. Molecular Cancer therapeutics, 16, 991-1001.

Novartis home page: https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-drug-
rydaptr-midostaurin-receives-eu-approval-newly-diagnosed-flt3 (4.5.2018)

Weisberg E., Boulton C., Kelly L. M., Manley P., Fabbro D., Meyer T., Gilliland D. G.,
Griffin J. D. (2002): Inhibition of mutant FLT3 receptors in leukemia cells by the small

88


http://www.bloodjournal.org/content/106/11/403?sso-checked=true
http://www.bloodjournal.org/content/108/11/157?sso-checked=true
https://www.nature.com/articles/srep11702
https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-drug-rydaptr-midostaurin-receives-eu-approval-newly-diagnosed-flt3
https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-drug-rydaptr-midostaurin-receives-eu-approval-newly-diagnosed-flt3

[68]

[70]

molecule tyrosine kinase inhibitor PKC412. Cancer Cell, 1, 433—-443.

Stone R. M., Fisher T., Paquette R., Shiller G., Schiffer Ch. A., Ehninger G., Cortes J.,
Kantarjian H., DeAngelo D. A., Yu R., Zhang L., Cohen P. S., Wang Y., Phillips P.,
Giles F. (2005): Phase 1B study of PKC412, an oral FLT3 kinase inhibitor, in sequential
and simultaneous combinations with daunorubicin and cytarabine (DA) induction and
high-dose cytarabine consolidation in newly diagnosed patients with AML. Blood,

106:404. http://www.bloodjournal.org/content/106/11/404?sso-checked=true

Stone R. M., De Angelo J., Galinsky L., Estey E., Klimek V., Grandin W., Lebwohl D.,
Yap A., Cohen P., Fox E., Neuberg D., Clark J., Gilliland D. G., Griffin J. D. (2004):
PKC412 FLT3 inhibitor therapy in AML: results of a phase Il trial. Ann Hematol, 83,
89-90.

Weisberg E., Barrett R., Liu Q., Stone R., Gray N., Griffin J. D. (2009): FLT3
Inhibition and mechanism of Drug Resistance in mutant FLT3 — Positive AML. Drug
Resistance Updates, 12, 81-89.

Stone R. M., Mandrekar S., Sanford B. L., Geyer S., Bloomfield C. D., Dohner K., et al.
(2015): The Multi- Kinase Inhibitor Midostaurin (M) Prolongs Survival Compared with
Placebo (P) in Combination with Daunorubicin (D)/Cytarabine (C) Induction (ind),
High - Dose C Consolidation (consol), and As Maintenance (maint) Therapy in Newly
Diagnosed Acute Myeloid Leukemia (AML) Patients (pts) Age 18-60 with FLT3
Mutations (muts): An International Prospective Randomized (rand) P-Controlled
Double-Blind Trial (CALGB 10603/RATIFY [Alliance]). Blood, 126.

https://ash.confex.com/ash/2015/webprogramscheduler/Paper80269.html

Kelly L. M., YuJ. C., Boulton C. L., Apatira M., Li J., Sullivan C. M., Williams 1.,
Amaral S. M., Curley D. P., Dulons N., Neuberg D., Scarborough R. M., Pandey A.,
Hollenbach S., Abe K., Lokker N. A., Gilliland D. G., Giese N. A. (2002): CT53518, a
novel selective FLT3 antagonist for the treatment of acute myelogenous leukemia

(AML). Cancer Cell, 1, 421-432.

89


http://www.bloodjournal.org/content/106/11/404?sso-checked=true
https://ash.confex.com/ash/2015/webprogramscheduler/Paper80269.html

[76]

[80]

Cheng Y., Paz K. (2008): Tandutinib, an oral, small-molecule inhibitor of FLT3 for the
treatment of AML and other cancer indications. IDrugs, 11, 46-56.

Levis M., Allebach J., Tse K. F., Zheng R., Baldwin B. R., Smith B. D., Jones-Bolin S.,
Ruggeri B., Dionne C., Small D. (2002): A FLT3-targeted tyrosine kinase inhibitor is
cytotoxic to leukemia cells in vitro and in vivo. Blood, 99, 3885-3891.

Smith B. D., Levis M., Beran M., Giles P., Russell B. L., Hellriegel E., Dauses T.,
Allebach J., Small D. (2003): Single agent CEP-701, a novel FLT3 inhibitor, shows
initial response in patients with refractory acute myeloid leukemia. Proceedings of the
American Society of Clinical Oncology, 22:779.

Smith B. D., Levis M., Beran M., Giles F., Kantarjian H., Berg K., Murphy K. M.,
Dauses T., Allebach J., Small D. (2004): Single-agent CEP-701, a novel FLT3 inhibitor,
shows biologic and clinical activity in patients with relapsed or refractory acute myeloid
leukemia. Blood, 103, 3669-3676.

Knapper S., Mills K. 1., Gilkes A. F., Austin S.J., Walsh V., Burnett A. K. (2006): The
effects of lestaurtinib (CEP701) and PKC412 on primary AML blasts: the induction of
cytotoxicity varies with dependence on FL'T3 signaling in both FLT3-mutated and wild-
type cases. Blood, 108, 3494-3503.

Kancha R. K., Grundler R., Peschel C., Duyster J. (2007): Sensitivity toward sorafenib
and sunitinib varies between different activating and drug-resistant FLT3-ITD
mutations. Experimental Hematology, 35, 1522—-1526.

Abrams T. J., Lee L. B., Murray L. J., Pryer N. K., Cherrington J. M. (2003): SU11248
inhibits KIT and platelet-derived growth factor receptor beta in preclinical models of
human small cell lung cancer. Molecular Cancer Therapeutics, 2, 471-478.

O'Farrell A. M., Abrams T. J., Yuen H. A., Ngai T. J., Louie S. G., Yee K. W., Wong L.
M., Hong W., Lee L. B., Town A., Smolich B. D., Manning W. C., Murray L. J.,
Heinrich M. C., Cherrington J. M. (2003): SU11248 is a novel FLT3 tyrosine kinase
inhibitor with potent activity in vitro and in vivo. Blood, 101, 3597-3605.

Petruzelka L. (2007): Sunitinib v 1écb¢ karcinomu ledviny. Remedia, 17, 211-215.

90



[84]

[85]

[86]

[87]

Fiedler W., Serve H., Dohner H., Schwittay M., Ottmann O. G., O Farrell A. M., Bello
C. L. Allred R., Manning W. C., Cherrington J. M., Louie S. G., et al. (2005): A phase 1
study of SU11248 in the treatment of patients with refractory or resistant acute myeloid
leukemia (AML) or not amenable to conventional therapy for the disease. Blood, 105,
986-993.

Fiedler W, Kayser S, Kebenko M, et al. Sunitinib and intensive chemotherapy in
patients with acute myeloid leukemia and activating FL'T3 mutations: results of the
AMLSG 10-07 study (ClinicalTrials.gov no. NCT00783653). Blood, 120.

https://aspergillus.org.uk/content/sunitinib-and-intensive-chemotherapy-patients-acute-
myeloid-leukemia-and-activating-flt3

Demetri G. D., van Oosterom A. T., Garrett C. R., Blackstein M. E., Shan M. H.,
Verweij J., McArthur G., Judson L. R., Heinrich M. C., Morgan J. A., Desai J., Fletcher
C. D., et al. (2006): Efficacy and safety of sunitinib in patients with advanced
gastrointestinal stromal tumour after failure of imatinib: a randomised controlled trial.
Lancet, 368, 1329-1338.

Zhang W., Konopleva M., Shi Y. X., McQueen T., Harris D., Ling X., Estrov Z.,
Quintas-Cardama A., Small D., Cortes J., Andreeff M. (2008): Mutant FLT3: a direct
target of sorafenib in acute myelogenous leukemia. Journal of the National Cancer
Institute, 100, 184-198.

Lierman E., Lahortiga I., Van Miegroet H., Mentens N., Marynen P., Cools J. (2007):
The ability of sorafenib to inhibit oncogenic PDGFRbeta and FLT3 mutants and
overcome resistance to other small molecule inhibitors. Haematologica, 92, 27-34.
Auclair D., Miller D., Yatsula V., Pickett W., Carter C., Chang Y., Zhang X., Wilkie D.,
Burd A., et al. (2007): Antitumor activity of sorafenib in FLT3-driven leukemic cells.
Leukemia, 21, 439-445.

Lee L. Y., Hernandez D., Rajkhowa T., Smith S. C., Raman J. R., Nguyen B., Small D.,
Levis M. (2017): Preclinical studies of gilteritinib, a next-generation FLT3 inhibitor.

Blood, 129, 257-260.

91


https://aspergillus.org.uk/content/sunitinib-and-intensive-chemotherapy-patients-acute-myeloid-leukemia-and-activating-flt3
https://aspergillus.org.uk/content/sunitinib-and-intensive-chemotherapy-patients-acute-myeloid-leukemia-and-activating-flt3

[90]

Ueno Y., Kaneko N., Saito R., Kondoh Y., Shimada 1., Mori M., Kuromitsu S. (2014):
ASP2215, a novel FLT3/AXL inhibitor: Preclinical evaluation in combination with
cytarabine and anthracycline in acute myeloid leukemia (AML). Journal of Clinical
Oncology, 32:15.

http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jc0.2014.32.15 suppl.7071

Smith C. C., Levis M. J., Litzow M. R., Perl A., Altman J. K., Gill S. C., Kadokura T.,
Yuen G. J.,Fisniku O., Liu Ch., Nasage 1., Sargent B, Welter N., Bahceci E. (2015):
Pharmacokinetic Profile and Pharmacodynamic Effects of ASP2215, a Selective, Potent
Inhibitor of FLT3/AXL, in Patients with Relapsed or Refractory Acute Myeloid
Leukemia: Results from a First-in-Human Phase 1/2 Study. Blood, 126:4836.

http://www.bloodjournal.org/content/126/23/4836?sso-checked=true

Altman J. K., Perl A. E., Cortes J. E., Levis M. J., Smith C. C., Litzow R., Baer
M.,Claxton D. F., Erba H. P. et al. (2015): Antileukemic Activity and Tolerability of
ASP2215 80mg and Greater in FLT3 Mutation-Positive Subjects with Relapsed or
Refractory Acute Myeloid Leukemia: Results from a Phase 1/2, Open-Label, Dose-
Escalation/Dose-Response Study. Blood,126:321.

http://www.bloodjournal.org/content/126/23/321 ?sso-checked=true

Perl A. E., Cortes J. E., Strickland S. A., Ritchie E. K., Neubauer A., Martinelli G.,
Naoe T., Pigneux A., Rousselot P. H., et al. (2016): A phase 3, open-label, randomized
study of the FL'T3 inhibitor gilteritinib versus salvage chemotherapy in adults with first
relapse or primary refractory FLT3 mutation-positive acute myeloid leukemia. Journal
of Clinical Oncology, 34:15.

http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JC0O.2016.34.15 suppl. TPS7072

Zarrinkar P. P., Gunawardane R. N., Cramer M. D., Gardner M. F., Brigham D.,
Karaman M. W, Pratz K. W., et al. (2009): AC220 is a uniquely potent and selective

inhibitor of FLT3 for the treatment of acute myeloid leukemia (AML). Blood, 114,
2984-2992.

Cortes J. E., Kantarjian H., Foran J. M., Ghirdaladze D., Zodelava M., Borthakur G.,

92


http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jco.2014.32.15_suppl.7071
http://www.bloodjournal.org/content/126/23/4836?sso-checked=true
http://www.bloodjournal.org/content/126/23/321?sso-checked=true
http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2016.34.15_suppl.TPS7072

[94]

[96]

[97]

[99]

Gammon G., Trone D., Armstrong R. C., James R. C., Levis M. (2013): Phase I study
of quizartinib administered daily to patients with relapsed or refractory acute myeloid
leukemia irrespective of FMS-like tyrosine kinase 3-internal tandem duplication status.
Journal of Clinical Oncology, 31, 3681-3687.

Grunwald M. R., Levis M. J. (2013): FLT3 inhibitors for acute myeloid leukemia: a
review of their efficacy and mechanisms of resistance. International Journal of
Hematology, 97, 683-94.

Erba H. P., Sekeres M. K., Dombret H., Amadori S., Zernovak O., Mires D. E., Ge
N.,Hanyok J. (2016): Phase 3 (P3) study of quizartinib (Q) or placebo (P) with
induction (IND) and consolidation chemotherapy (CON) and as maintenance (MN) in
patients (pts) with newly diagnosed (NDx) FLT3-ITD—positive acute myeloid leukemia
(AML): the QUANTUM-First study. Journal of Clinical Oncology, 34:15.

http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JC0O.2016.34.15 suppl.TPS7073

Levis M. J., Martinelli G., Perl A. E., Dombret H., Steffen B., Rousselot P. H., Estey E.,
Shah N. P., Gammon G., Trone D., Cortes J. E. (2014): The benefit of treatment with
quizartinib and subsequent bridging to HSCT for FLT3-ITD(+) patients with AML.
Journal of Clinical Oncology, 32:15.

http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jc0.2014.32.15 suppl.7093

Randhawa J. K., Kantarjian H. M., Borthakur G., Thompson P. A., Konopleva M.,
Daver N., Pemmaraju N., Jabbour E., Kadia T. M. et al. (2014): Results of a phase II
study of crenolanib in relapsed/refractory acute myeloid leukemia patients (pts) with
activating FLT3 mutations. Blood, 124:389.

http://www.bloodjournal.org/content/124/21/389?sso-checked=true

Hassanein M., Almahayni M. H., Ahmed S. O., Gaballa S., El Fakih R. (2016): FLT3
Inhibitors for Treating Acute Myeloid Leukemia. Clinical Lymphoma, Myeloma &
Leukemia, 16, 543-549.

Gozgit J. M., Wong M. J., Wardwell S., Tyner J. W., Loriaux M. M., Mohemmad Q. K.,

93


http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/JCO.2016.34.15_suppl.TPS7073
http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jco.2014.32.15_suppl.7093
http://www.bloodjournal.org/content/124/21/389?sso-checked=true

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

Narasimhan N. L., Shakespeare W. C., Wang F., Druker B. J., Clackson T., Rivera V.
M. (2011): Potent activity of ponatinib (AP24534) in models of FL'T3-driven acute
myeloid leukemia and other hematologic malignancies. Molecular Cancer
Therapeutics, 10, 1028-1035.

Shiotsu Y., Kiyoi H., Ishikawa Y., Tanizaki R., Shimizu M., Umehara H., Ishii K., Mori
Y., Ozeki K., et al. (2009): KW-2449, a novel multikinase inhibitor, suppresses the
growth of leukemia cells with FLT3 mutations or T315]-mutated BRC-ABL
translocation. Blood, 114, 1607-1617.

Cortes J., Roboz G. J., Kantarjian H. M., Feldman E. J., Karp J. E., Pratz K. W., Rao N.
S., Akinaga S., Levis M. J. (2008): A phase I dose escalation study of KW-2449, an oral
multi-kinase inhibitor against FLT3, Abl, FGFR1 and Aurora in patients with
relapsed/refractory AML, ALL and MDS or resistant/intolerant CML. Blood, 112:2967.

http://www.bloodjournal.org/content/112/11/2967 ?sso-checked=true

Pratz K. W., Cortes J., Roboz G. J., Rao N., Arowojolu O., Stine A., Shiotsu Y., Shudo
A., Akinaga S., Small D., Karp J. E., Levis M. (2008): A pharmacodynamic study of the
FLT3 inhibitor KW-2449 yields insight into the basis for clinical response. Blood, 113,
3938-3946.

Schenone S., Brullo C., Botta M. (2008): Small molecules ATP-competitive inhibitors
of FLT3: a chemical overview. Current Medicinal Chemistry, 15, 3113-3132.

Clark J. J., Cools J., Curley D. P., YuJ. C., Lokker N. A., Giese N. A., Gilliland D. G.
(2004): Variable sensitivity of FLT3 activation loop mutations to the small molecule
tyrosine kinase inhibitor MLN518. Blood, 104, 2867-2872.

Nguyen B., Williams A. B., Young D. J., Ma H., Li L., Levis M., Brown P., Small D.
(2017): FLT3 activating mutations display differential sensitivity to multiple tyrosine
kinase inhibitors. Oncotarget, 8, 10931-10944.

Dalinger I. L., Vatsadse 1. A., Shevelev S. A., Ivachtchenko A. V. (2005): Liquid —
Phase Synthesis of Combinatorial Libraries Based on 7-Trifluoromethyl-Substituted

Pyrazolo[1,5-a]Pyrimidine Scaffold. Journal of Combinatorial Chemistry, 7, 236-245.

94


http://www.bloodjournal.org/content/112/11/2967?sso-checked=true

[107] Stepaniuk O. O., Matvienko V. O., Kondratov I. L., Vitruk I. V., Tolmachev A. O.
(2013): Synthesis of new pyrazolo[1,5-a]pyrimidines by reaction of f,y-unsaturated y-
alkoxy-a-ketoester with N-unsaturated S-aminopyrazoles. Synthesis, 45, 925-930.

[108] Almansa C., de Arriba A. F., Cavalcanti F. L., Gémez L. A., Miralles A., Merlos M.,
Garcia-Rafanell J., Forn J. (2001): Synthesis and SAR of a new series of COX-2-
selective inhibitors: pyrazolo[1,5-a]pyrimidines. Journal of Medicinal Chemistry, 44,
350-360.

[109] Ajani O. O., Isaac J. T., Owoeye T. F., Akinsiku A. A. (2015): Exploration of the
Chemistry and Biological Properties of Pyrimidine as a Privilege Pharmacophore in
Therapeutics. International Journal of Biological Chemistry, 9, 148-1717.

[110] Hassan A. S., Hafez T. S., Osman S. A. M., Ali M. M. (2015): Synthesis and in vitro
cytotoxic activity of novel pyrazolo[1,5-a]pyrimidines and related Shiff bases. Turkish
Journal of Chemistry, 39, 1102-1113.

[111] Kamal A., Tamboli J. R., Nayak V. L., Adil S. F., Vishnuvardhan M. V. P. S.,
Ramakrishna S. (2013): Synthesis of pyrazolo[1,5-a]pyrimidine linked
aminobenzothiazole conjugates as potential anticancer agents. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 23, 3268-3215.

[112] Al-Matar H. M., Khalil K. D., Adam A. Y., Elnagdi M. H. (2010): Green one pot
solvent — free synthesis of pyrano[2,3-c]pyrazoles and pyrazolo[1,5-a]pyrimidines.
Molecules, 15, 6619-6629.

[113] Hassan A. S., Hafez T. S., Osman S. A. (2015): Synthesis, Characterization, and
Cytotoxicity of Some New 5-aminopyrazole and Pyrazolo[1,5-a]pyrimidine
Derivatives. Scientia Pharmaceutica, 83, 27-39.

[114] Mukaiyama H., Nishimura T., Shiohara H., Kobayashi S., Komatsu Y.,Kikuchi S., Tsuji
E., Kamada N., Ohnota H., Kusama H. (2007): Discovery of novel 2-
Anilinopyrazolo[1,5-a]pyrimidine derivatives as c-Src kinase inhibitors for the

treatment of acute ischemic stroke, Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 55, 881-889.

95



[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

Ismail N., Ali G., Ibrahim D., Elmetwali A. (2016): Medicinal attributes of
pyrazolo[1,5-a]pyrimidine based scaffold derivatives targeting kinases as anticancer
agents. Future Journal of Pharmaceutical Sciences, 2, 60-70.

Yeatman T. J. (2004): A renaissance for SRC. Natural Reviews. Cancer, 4, 470-480.
Nam H.-J., Im S.-A., Oh D.-Y., Elvin P., Kim H.-P., Yoon Y.-K., Min A., Song S.-H.,
Han S.-W., Kim T.-Y., Bang Y.-J. (2013): Antitumor activity of saracatinib
(AZDO0530), a c-Src/Abl kinase inhibitor, alone or in combination with
chemotherapeutic agents in gastric cancer. Molecular Cancer Therapeutics, 12, 16-26.
Finn R. S. (2008): Targeting Src in breast cancer. Annals of Oncology, 19, 1379-1386.
Ishizawar R., Parsons S. J. (2004): c-Src and cooperating partners in human cancer.
Cancer Cell, 6,209-214.

Okamoto W., Okamoto 1., Yoshida T., Okamoto K., Takezawa K., Hatashita E., et al.
(2010): Identification of c-Src as a potential therapeutic target for gastrin cancer and of
MET activation as a cause of resistance to c-Src inhibition. Molecular Cancer
Therapeutics, 9, 1188-1197.

Humar B., Fukuzawa R., Blair V., Dunbier A., More H., Charlton A., et al. (2007):
Destabilized adhesion in the gastric proliferative zone and c-Src kinase activation mark
the development of early diffuse gastric cancer. Cancer Research, 67, 2480-2489.

Shor A. C., Keschman E. A., Lee F. Y., Muro-Cacho C., Letson G. D., Trent J. C., et al.
(2007): Dasatinib inhibits migration and invasion in diverse human sarcoma cell lines
and induces apoptosis in bone sarcoma cells dependent on SRC kinase for survival.
Cancer Research, 67, 2800-2808.

Huveneers S., Danen E. H. (2009): Adhesion signaling - crosstalk between integrins,
Src and Rho. Journal of Cell Science, 122, 1059-1069.

Parsons J. T., Martin K. H., Slack J. K., Taylor J. M., Weed S. A. (2000): Focal
adhesion kinase: a regulator of focal adhesion dynamics and cell movement. Oncogene,
19, 5606-5613.

Scheppke L., Aguilar E., Gariano R. F., Jacobson R., Hood J., Doukas J., Cao J.,

96



[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

Noronha G., Yee S., Weis S., Martin M. B., Soll R., Cheresh D. A., Friedlander M.
(2008): Retinal vascular permeability suppression by topical application of a novel
VEGEFR 2/Src kinase inhibitor in mice and rabbits. The Journal of Clinical
Investigation, 118, 2337-2346.

Mukaiyama H., Nishimura T., Kobayashi S., Ozawa T., Kamada N., Komatsu Y.,
Kikuchi S., Oonota H., Kusama H., (2007): Synthesis and c-Src inhibitory activity of
imidazo[1,5-a]pyrazine derivatives as an agent for treatment of acute ischemic stroke.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 15, 868-885.

Foloppe N., Fisher L. M., Howes R., Potter A., Robertson A. G. S., Surgenor A. E.
(2006): Identification of chemically diverse Chk1 inhibitors by receptor-based virtual
screening. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 14, 4792-4802.

Yu H. (2007): Chk1: a double agent in cell cycle checkpoints. Developmental Cell, 12,
1-2.

Xiao Z., Chen Z., Gunasekera A. H., Sowin T. J., Rosenberg S. H., Fesik S., Zhang H.
(2003): Chk1 mediates S and G2 arrests through Cdc25A degradation in response to
DNA-damaging agents. The Journal of Biological Chememistry. 278, 21767-21773.
Madoz-Gurpide J., Canamero M., Sanchez L., Solano J., Alfonso P., Casal J. I. (2007):
A proteomics analysis of cell signaling alterations in colorectal cancer. Molecular &
Cellular Proteomics, 6,2150-2164.

Speers C., Tsimelzon A., Sexton K., Herrick A. M., Gutierrez C., Culhane A.,
Quackenbush J., Hilsenbeck S., Cheng J., Brown P. (2009): Identification of novel
kinase targets for the treatment of estrogen receptor-negative breast cancer. Clinical
Cancer Research, 15, 6327-6340.

L. Verlinden, Vanden Bempt 1., Eelen G., Drijkongen M., Verlinden 1., Marchal K., De
Wolf-Peeters C., Christiaens M. R., et al. (2007): The E2F-regulated gene Chk1 is
highly expressed in triple-negative estrogen receptor/progesterone receptor/HER-2
breast carcinomas. Cancer Research, 67, 6574-6581.

Eastman A. (2004): Cell cycle checkpoints and their impact on anticancer therapeutic

97



[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

strategies. Journal of Cellular Biochemistry, 91, 223-231.

Labroli M., Paruch K., Dwyer M. P., Alvarez C., Keertikar K., Poker C., Rossman R.,
Ducal. S., Fischmann T. O., Madison V., Parry D., Davis N., Seghezzi W., Wiswell D.,
Guzi T. J. (2011): Discovery of pyrazolo[1,5-a]pyrimidinebase CHK1 inhibitors: a
template-based approachdpart 2. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 21, 471-

474.

Dwyer M. P, Paruch K., Labroli M. A., Alvarez C., Keertikar K., Poker C., Rossman R.,
Fischmann T. O., Duca J. A., Madison V., Parry D., Davis N., Seghezzi W., Wiswell D.,
Guzi T. (2011): Discovery of pyrazolo[1,5-a]pyrimidine-based CHK1 inhibitors: a
template-based approach--part 1. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 21, 467-
470.

McCubrey J. A.,Milella M., Tafuri A., Martelli A. M., Lunghi P., Bonati A., et al.
(2008): Targeting the Raf/MEK/ERK pathway with small-molecule inhibitors. Current
Opinion in Investigational Drugs, 9, 614-630.

Yang H., Higgins B., Kolinsky K., Packman K., Bradley W. D., Lee R. J., Schostack K.,
Simcox M. E., Kopetz S., Heimbrook D., Lestini B., Bollag G., Su F. (2012): Antitumor

activity of BRAF inhibitor vemurafenib in preclinical models of BRAF-mutant

colorectal cancer.Cancer Research, 72, 779-789.

McCubrey J. A., Steelman L. S., Chappell W. H., Abrams S. L., Wong E. W., Chang F.,
et al. (2007): Role of the Raf/Mek/Erk pathway in cell growth, malignit transformation
and drug resistence. Biochimica et Biophysica Acta, 1773, 1263-1284.

Flaherty K. T., Puzanov I., Kim K. B., et al. (2010): Inhibition of mutated, activated
BRAF in metastatic melanoma. The New England Journal of Medicine, 363, 809-819.
Ribas A., Kim K., Schuchter L., et al. (2011): BRIM-2: an open-label, multicenter
Phase II study of RG7204 (PLX4032) in previously treated patients with BRAF V600OE
mutation- positive metastatic melanoma, Journal of Clinical Oncology, 29:15.

http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jc0.2011.29.15 suppl.8509

98


http://ascopubs.org/doi/abs/10.1200/jco.2011.29.15_suppl.8509

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

Chapman P. B., Hauschild A., Robert C., et al. (2011): Improved survival with
vemurafenib in melanoma with BRAF V600E station. The New England Journal of
Medicine, 364, 2507-2516.

Berger D. M., Torres N., Dutia M., Powell D., Ciszewski G., Gopalsamy A., Levin J. L.,
Kim K., Xu W., Wilhelm J., Hub Y., Collins K., Feldberg L., Kim S., Frommer E.,
Wojciechowicz D., Mallon R., (2009): Non-hinge-binding pyrazolo[1,5-a]pyrimidines
as potent B-Raf kinase inhibitors, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 19, 6519-
6523.

Sénchez-Martinez C., Gelbert L. M., Lallena M. J., de Dios A. (2015): Cyclin
dependent kinase (CDK) inhibitors as anticancer drugs, Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 25, 3420-3435.

De Lartigue J. (2014): CDK Becomes Hot Target Again: Cell Cycle Inhibitors Compete
for Success in Breast Cancer and CLL. Oncology Live, 1-3.

www.onclive.com/publications/oncology-live/2014/cdk-becomes-hot-target-again-cell-
cycleinhibitors-compete-for-success-in-breast-cancer-and-cll/1.

Knockaert M., Greengard P., Meijer L. (2002): Pharmacological inhibitors of cyclin
dependent kinases. Trends in Pharmacological Sciences, 23, 417-425.

Asghar U., Witkiewicz A.K., Turner N.C., Knudsen E.S. (2015): The history and future
of targeting cyclin-dependent kinases in cancer therapy. Nature Reviews Drug
Discovery 14,130-146.

Malumbres M., Barbacid M. (2009): Cell cycle, CDKs and cancer: a changing
paradigma. Nature Reviews cancer, 9, 153-166.

Heathcote D. A., Patel H., Kroll S. H. B., Hazel P., Periyasamy M., Alikian M.,
Kanneganti S. K., Jogalekar A. S., Scheiper B., Barbazanges M., Blum A., Brackow J.,
Siwicka A., Pace R. D. M., Fuchter M. J., Snyder J. P., Liotta D. C., Freemont P. S.,
Aboagye E. O., Coombes R. C., Barrett A. G. M., Ali S. (2010): A novel pyrazolo[1,5 —
alpyrimidine is a potent inhibitor of cyclin-dependent protein kinases 1, 2, and 9, which
demonstrates antitumor effects in human tumor xenografts following oral administrativ.

99


http://www.onclive.com/publications/oncology-live/2014/cdk-becomes-hot-target-again-cell-cycleinhibitors-compete-for-success-in-breast-cancer-and-cll/1
http://www.onclive.com/publications/oncology-live/2014/cdk-becomes-hot-target-again-cell-cycleinhibitors-compete-for-success-in-breast-cancer-and-cll/1

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

Journal of Medicinal Chemistry, 53, 8508-8522.

YuD.S., ZhaoR. X., Hsu E. L., Cayer J., Ye F., Guo Y., Shyr Y., Cortez D. (2010):
Cyclin-dependent kinase 9-cyclin K functions in the replication stress response. EMBO
Reports, 11, 876-882.

Krystof V., Uldrijan S. (2010): Cyclin-dependent kinase inhibitors as anticancer drugs.
Current Drug Targets, 11, 291-302.

Blachly J. S., Byrd J. C. (2013): Leukemia & Lymphoma, 54, 2133.

Hardcastle I.R., Golding B.T., Griffin R.J. (2002): Designing Inhibitors of Cyclin-
Dependent Kinases. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 42, 325- 348.
Parry D., Guzi T., Shanahan F., Davis N., Prabhavalkar D., Wiswell D., Seghezzi W.,
Paruch K., Dwyer M. P., Doll R., Nomeir A., Windsor W., Fischmann T., Wang Y., Oft
M., Chen T., Kirschmeier P., Lees E. M. (2010): Dinaciclib (SCH 727965), a novel and
potent cyclin — dependent kinase inhibitor. Molecular Cancer Therapeutics, 9, 2344-
2353.

Paruch K., Dwyer M.P., Alvarez C., Brown C., Chan T.-Y., Doll R.J., Keertikar K.,
Knutson C., McKittrick B., Rivera J., Rossman R., Tucker G., Fishmann T., Hruza A.,
Madison V., Nomeir A.A., Wang Y. et al. (2010): Discovery of Dinaciclib (SCH
727965): A Potent and Selective Inhibitor of Cyclin-Dependent Kinases. ACS Medicinal
Chemistry Letters, 1, 204-208.

Feldmann G., Mishra A., Bisht S., Karikari C., Garrido-Laguna 1., Rasheed Z., Ottenhof
N.A., Dadon T., Alvarez H., Fendrich V., Rajeshkumar N.V., Matsui W., Brossart P., et
al. (2011): Cyclin-dependent kinase inhibitor Dinaciclib (SCH727965) inhibits
pancreatic cancer growth and progression in murine xenograft models. Cancer Biology
& Therapy 12, 598-609.

Mita M.M., Joy A.A., Mita® A., Sankhala K., Jou Y.M., Zhang D., Statkevich P., Zhu
Y., Yao S.L., Small K., Bannerji R., Shapiro C.L. (2014): Randomized phase II trial of

the cyclin- dependent kinase inhibitor dinaciclib (MK-7965) versus capecitabine in

100



[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

patients with advanced breast cancer. Clinical Breast Cancer 14, 169-176.

Padrtova R. (2015): Studium syntézy a biologické aktivity vybranych derivati 2-
substituovanych-9-cyklopentyl-6-biarylamino-9H-purinu. Bakalatska prace, Univerzita
Palackého v Olomouci, Ceska republika.

Phillipson L. J., Segal D. H., Nero T. L., Parker M. W., Wan S. S., de Silva M.,
Guthridge M. A., Wei A. H., Burns C. J. (2015): Discovery and SAR of novel
pyrazolo[1,5-a]pyrimidines as inhibitors of CDK9. Bioorganic & Medicinal Chemistry,
23, 6280-6296.

Lim S., Kaldis P. (2013): Cdks, cyclins and CKIs: roles beyond cell cycle regulation.
Development, 140, 3079-3093.

Sharma S., Bhatia M. S. (1989): Synthesis and herbicidal aktivity of a-
cyanoalkylidenacetamides. Journal of the Indian Chemical Society, 66, 116-117.

Park S. U., Chung S. K., Newcomb M. (1986): Acceptor, donor , and captodative
stabilization in transitiv states of 5-hexen-1-yl radical cyclization. Journal of the
American Chemical Society, 108, 240-244.

WO 2015074135 Al: Laurent A., Rose Y. (28. May 2015): Protein kinase inhibitors.
WO 2004022560A1: Guzi T. J., Paruch K., Dwyer M. P., Doll R. J., Giriavallabhan V.
M., Dillard L. W, et al. Pyrazolopyrimidines as cyclin dependent kinase inhibitors.

CA 2497544 Al: Guzi T., Paruch K., Dwyer M. P., Doll R. J., et al. (1 April 2004):
Pyrazolo[1,5-a]pyrimidines compounds as cyclin dependent kinase inhibitors.

Collins J. L., Shearer B. G., Oplinger J. A., Jeffrey A., Lee S., Garvey E. P., Salter M.
D., et al. (1998): N-phenylamidines as selective inhibitor sof human neuronal nitric
oxide synthase: Structure-activity studies and demonstration of in vivo activity. Journal
of Medicinal Chemistry, 41, 2858-2871.

Chen X. X., Gao F., Wang Q., Huang X., Wang D. (2014): Design, synthesis and
biological evaluation of paclitaxel — mimics possession only the oxetane D-ring and side
chain structures. Fitotherapia, 92, 111-115.

Gadekar P. K., Roychowdhury A., Kharkar P. S., Khedkar V. M., Arkile M., et al.

101



(2016): Design, synthesis and biological evaluation of novel azaspiro analog sof
linezolid as antibacterial and antitubercular agents. European Journal of Medicinal

Chemistry, 122, 475-487.

102



	1 Úvod
	2 Cíle práce
	GAB2  GRB2 associated binding protein 2
	[59] Levis M. S., Smith D. B., Beran M., Baer M. R., Erba H. P., Cripe L., Coutre S., Advani
	A., Perl A., Devetten M., Stuart R., et al. (2005): A randomized, open-label study of
	lestaurnitib (CEP-701), an oral FLT3 inhibitor, administered in sequence with
	chemotherapy in patiens with relapsed AML harboring FLT3 activating mutations:
	clinical response correlates with successful FLT inhibition. Blood, 106:403.
	http://www.bloodjournal.org/content/106/11/403?sso-checked=true

	[135] Dwyer M. P., Paruch K., Labroli M. A., Alvarez C., Keertikar K., Poker C., Rossman R.,
	Fischmann T. O., Duca J. A., Madison V., Parry D., Davis N., Seghezzi W., Wiswell D.,
	Guzi T. (2011): Discovery of pyrazolo[1,5-a]pyrimidine-based CHK1 inhibitors: a
	template-based approach--part 1. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 21, 467-
	470.
	[137] Yang H., Higgins B., Kolinsky K., Packman K., Bradley W. D., Lee R. J., Schostack K.,
	Simcox M. E., Kopetz S., Heimbrook D., Lestini B., Bollag G., Su F. (2012): Antitumor
	activity of BRAF inhibitor vemurafenib in preclinical models of BRAF-mutant
	colorectal cancer.Cancer Research, 72, 779-789.

