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Streszczenie rozprawy doktorskiej

»Zastosowanie technologii chemii mikrofalowej 1 przeplywowej w opracowywaniu
innowacyjnego  matoczgsteczkowego  inhibitora o  wysokiej  aktywnos$ci

antynowotworowej przeciwko ostrej bialaczce limfoblastycznej (ALL).”

Gléwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i zsyntetyzowanie
odpowiedniej biblioteki zwigzkéw chemicznych oraz wybranie sposréd nich
potencjalnego matoczasteczkowego inhibitora kinazy Mer hamujacego rozwoj ostrej
biataczki limfoblastycznej (ALL). Celem dodatkowym byto takze zastosowanie nowych
technologii, takich jak reaktor mikrofalowy oraz przeptywowy do syntezy wspomnianej

klasy czasteczek.

Ogodlnie pojeta bialaczka to choroba uktadu krwiotworczego polegajaca na
niekontrolowanym namnazaniu si¢ komorek obecnych w szpiku kostnym i1 weztach
chtonnych, ktére w rezultacie stajg si¢ komorkami nowotworowymi. Jednym z rodzajow
tego nowotworu jest ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), ktdéra jest najczestszym
rodzajem raka wystepujacym u dzieci w wieku od 2 do 5 lat. Polega ona na
nowotworowych zmianach komorek limfoidalnych, co prowadzi do kumulacji
niedojrzatych limfoblastow B 1 T w szpiku kostnym oraz krwi i wyparcia zdrowych
komorek. Leczenie osob, gtéwnie dzieci, cierpigcych na ten rodzaj nowotworu polega
najczesciej na podaniu chemioterapii, czyli zastosowaniu takich zwigzkéw chemicznych,
ktore wykazujg dziatanie niszczace w stosunku do komoérek nowotworowych. Ostateczng
forma terapii jest przeszczep allogeniczny. Jest to rodzaj transplantacji, w ktorej dawca
jest osoba spokrewniong z biorcg lub nie. Ostra biataczka limfoblastyczna ALL $cisle
powiazana jest z receptorowymi kinazami tyrozynowymi, a mianowicie z nieprawidtlowa
ekspresja kinazy Mer. Kinaza ta nalezy do rodziny TAM receptorowych kinaz
tyrozynowych, w sktad ktérej wchodzg dodatkowo kinazy Tyro-3 oraz Axl. Sg to enzymy
odpowiedzialne za reakcje fosforylacji biatka, a skutkiem ich nieprawidlowej ekspresji
jest patogeneza ludzkich nowotwordw. Ze wzgledu na to, Ze kinazy te sg bardzo aktywne
w komorkach nowotworowych staty si¢ intrygujagcym tematem dla grup badawczych
poszukujacych nowe leki onkologiczne. Istniejgce obecnie matoczgsteczkowe inhibitory
charakteryzuja si¢ wielospecyficzno$cia wobec kinaz rodziny TAM, co zwigzane jest
z nikla selektywnos$cig i znaczng toksycznoscig. Wobec tego caly czas poszukiwane sg
takie czasteczki, ktére posiadajag wysoka aktywno$¢ antynowotworowg przeciwko ostrej

biataczce limfoblastycznej, zdolno$¢ do selektywnego hamowania receptora MerTK,



a takze nie wykazuja toksycznych skutkow ubocznych. Po wstepnej analizie
ogolnodostepnej literatury, wybraniu zwigzku referencyjnego (MRX2843) oraz
zastosowaniu bioinformatycznych metod in silico, z uwzglednieniem wlasciwosci
czasteczek, zaprojektowano bibliotek¢ nowych struktur. Nastepnym krokiem byto
dokowanie tych zwigzkow do krysztatu kinazy MERTK w celu wizualizacji kazdej
struktury w kieszeni aktywnej receptora. Na tej podstawie stworzono odpowiednie
modyfikacje w miejscach grup funkcyjnych i zbadano pod katem zaleznosci migdzy
strukturg a aktywnoscig biologiczng zwigzkow (SAR). Dzigki temu otrzymano biblioteke
ztozong ze 120 czasteczek, bedacych pochodnymi pirolopirymidyny oraz pirymidyny.
Syntez¢ chemiczng wykonano w Laboratorium Dziatu Chemii Medycznej, natomiast
badania ADMET w Laboratorium Analiz Fizykochemicznych oraz Dziale Badan
Przedklinicznych firmy Celon Pharma S.A. Otrzymane zwiazki w pierwszej kolejnosci
zostaly przebadane na kinazie Mer w celu okreslenia ich aktywnos$ci, a takze pod
wzgledem rozpuszczalnosci w §rodowisku kwasnym i oboje¢tnym oraz stabilnosci na
mikrosomach. Spos$rod calej biblioteki wybrano trzy czasteczki, ktéorych wyniki
powyzszych testow byly najbardziej zblizone do zwigzku referencyjnego, po czym
wykonano optymalizacj¢ oraz skalowanie procesu syntezy w celu otrzymania
gramowych ilo$ci kazdej czasteczki. Dla tak przygotowanych zwiazkow przeprowadzono
dalsze badania fizykochemiczne, stabilnosciowe, a takze testy na komorkach
1 zwierzetach w celu wytonienia najlepszego zwiazku wiodacego (proces ,,hit to lead”).
Kolejne etapy, czyli badania toksykologiczne, a nastepnie kliniczne sg w trakcie
realizacji. Jednoczes$nie, w trakcie trwania badan przeprowadzona zostata optymalizacja
wszystkich etapow syntezy, ktora prowadzita do otrzymania zwigzku referencyjnego
MRX2843. Do tego celu wykorzystano reaktor mikrofalowy Discover 2.0 oraz reaktor
przepltywowy E-series Vapourtec Easy MedChem. Obydwie te technologie pozwolity na
znaczne skrocenie czasu trwania pojedynczych etapow jak i catej syntezy, co wigze si¢
z intensyfikacja procesow, jak rdwniez maja pozytywny wptyw na ocen¢ ekologiczng

oraz ekonomiczna.



Doctoral dissertation abstract

»Application of microwave technology in the development of a synthesis pathway for
an innovative small-molecule MERTK inhibitor with high anticancer activity against

acute lymphoblastic leukemia (ALL).”

The main goal of this doctoral thesis was to design and synthesize an appropriate library
of chemical compounds and to select among them a potential small-molecule Mer kinase
inhibitor inhibiting the development of acute lymphoblastic leukemia (ALL).
An additional goal was also to use new technologies, such as a microwave and flow

reactor for the synthesis of the mentioned class of molecules.

Generally speaking, leukemia is a disease of the hematopoietic system that involves
the uncontrolled multiplication of cells present in the bone marrow and lymph nodes,
which ultimately become cancer cells. One type of this cancer is acute lymphoblastic
leukemia (ALL), which is the most common type of cancer occurring in children aged
2 to 5 years. It involves cancerous changes in lymphoid cells, which leads to the
accumulation of immature B and T lymphoblasts in the bone marrow and blood and the
displacement of healthy cells. Treatment of people, mainly children, suffering from this
type of cancer most often involves the administration of chemotherapy, i.e. the use
of chemical compounds that have a destructive effect on cancer cells. The final form
of therapy is allogeneic transplant. This is a type of transplant in which the donor is
a person related to the recipient or not. Acute lymphoblastic leukemia ALL is closely
associated with receptor tyrosine kinases, namely with abnormal expression of Mer
kinase. This kinase belongs to the TAM family of receptor tyrosine kinases, which also
includes Tyro-3 and Axl kinases. These are enzymes responsible for the protein
phosphorylation reaction, and their incorrect expression results in the pathogenesis
of human cancers. Due to the fact that these kinases are very active in cancer cells, they
have become an intriguing topic for research groups looking for new oncological drugs.
Currently, existing small molecule inhibitors are characterized by multispecificity
towards TAM family kinases, which is associated with low selectivity and significant
toxicity. Therefore, molecules that have high anticancer activity against acute
lymphoblastic leukemia, the ability to selectively inhibit the MerTK receptor, and do not
have toxic side effects are still being sought. After a preliminary analysis of publicly
available literature, selecting a reference compound (MRX2843) and using in silico

bioinformatics methods, taking into account the properties of the molecules, a library of
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new structures was designed. The next step was to dock these compounds onto a MerTK
kinase crystal to visualize each structure in the active pocket of the receptor. On this basis,
appropriate modifications were created at the sites of functional groups and examined for
the relationship between the structure and biological activity of the compounds (SAR).
As a result, a library of 120 molecules, which are pyrrolopyrimidine and pyrimidine
derivatives, was obtained. Chemical synthesis was performed in the Laboratory of the
Medicinal Chemistry Department, while ADMET tests were performed in the
Physicochemical Analysis Laboratory and the Preclinical Research Department of Celon
Pharma S.A. The obtained compounds were first tested on Mer kinase to determine their
activity, as well as in terms of solubility in acidic and neutral media and stability on
microsomes. From the entire library, three molecules were selected whose results of the
above tests were most similar to the reference compound, and the synthesis process was
optimized and scaled to obtain gram amounts of each molecule. Further physicochemical
and stability tests, as well as tests on cells and animals, were carried out for the
compounds prepared in this way in order to select the best lead compound ("4it to lead"
process). The next stages, i.e. toxicological and then clinical tests, are underway. At the
same time, during the research, optimization of all stages of the synthesis was carried out,
which led to obtaining the reference compound MRX2843. For this purpose, the Discover
2.0 microwave reactor and the E-series Vapourtec Easy MedChem flow reactor were
used. Both of these technologies allowed for a significant reduction in the duration
of individual stages and the entire synthesis, which involves the intensification

of processes and also has a positive impact on the ecological and economic evaluation.
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1. Wykaz skrotow

4M HCI
A2
ACN
ALL
AML
APCI
Br

13C
CDClI3
Cl

CLL
CML
Cul
Cs2COs3
DCM
DEPT

DIPEA
DMF
DMSO
DMSO-dg
DNA
ESI
ES-MS
EtN
EtOH
eq
FTIR
GBM
GHz
'H
H>O

4-molowy roztwor kwasu chlorowodorowego
angstrem kwadratowy

acetonitryl

ostra biataczka limfoblastyczna

ostra biataczka szpikowa

jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym
brom

izotop wegla

chloroform deuterowany

chlor

przewlekta biataczka limfocytowa
przewlekta biataczka szpikowa

jodek miedzi (I)

weglan cezu

dichlorometan

bezzakloceniowe wzmocnienie sygnatu poprzez transfer

polaryzacji

N, N-diizopropyloetyloamina
dimetyloformamid
dimetylosulfotlenek
dimetylosulfotlenek deuterowany
kwas deoksyrybonukleinowy
jonizacja przez elektrorozpylanie
spektrometr masowy z elektrorozpylaniem
trietyloamina

etanol

ekwiwalent

spektroskopia fourierowska
glejak wielopostaciowy

gigaherc

proton

woda
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HLA
HPLC
HSCT

I

ICso
iProNEt
iPrOH
LC/MS

logD
logP
M
MeOH
MHz
MLL
mM
MRD
MTD
m/z
NBS
NCI
-NH»
NHBE
NIS
NK
nm
nmol
NMR
NSCLC

OTF
OUN
PCR
Pd/C

ludzki antygen leukocytarny
wysokosprawna chromatografia cieczowa
transplantacja komorek krwiotworczych
jod

polowa maksymalnego stezenia hamujgcego
N, N-diizopropyloetyloamina
izopropanol

spektrometria mas sprz¢zona z wysokosprawng
chromatografig cieczowa

logarytm wspoétczynnika dystrybucji
logarytm wspotczynnika podziatu
stezenie molowe [mol/dm?]

metanol

megaherc

biataczka o mieszanej linii

milimol

minimalna choroba resztkowa
maksymalna tolerowana dawka
stosunek masy do fadunku
N-bromosukcynoimid

Narodowy Instytut Onkologiczny

grupa aminowa

normlany nabtonek oskrzeli
N-jodosukcynoimid

komorki ,,urodzeni” zabdjcy

nanometr

nanomol

jadrowy rezonans magnetyczny
niedrobnokomorkowy rak ptuc

grupa hydroksylowa

grupa triflatowa (CF3SOs-)

osrodkowy uktad nerwowy

reakcja tancuchowa polimerazy

pallad na weglu
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PdCl,
PdCl(CH3CN)»
Pd(dppf)Cla-CHACl,

Pd(PPh3)s
Pd(PPh;):Cl>
PDX

PK

pKa

PPh;
RNA
SAR

sh RNA
-SO2CH3
SPLIF
TBAF
TBSCI
tertBuOH
THF

TKI

TLC

v/v

W

WBC

chlorek palladu (II)
bis(acetonitryl)dichloropallad(II)
[1,1'-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloropallad(Il),
kompleks z dichlorometanem
tetrakis(trifenylofosfino)pallad(0)

dichlorek bis(trifenylofosfino)palladu(II)
ksenoprzeszczepy pochodzace od pacjentéw
farmakokinetyka

ujemny logarytm dziesi¢tny ze statej dysocjacji kwasowej
trifenylofosfina

kwas rybonukleinowy

relacja struktura-aktywnos$¢

RNA o strukturze spinki do wloséw

mesylan

strukturalne odciski palcow interakcji biatko-ligand
fluorek tetra-n-butyloamoniowy

chlorek tert-butylodimetylosililu

tert-butanol

tetrahydrofuran

inhibitor kinaz tyrozynowych

cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
stezenie procentowe objgtosciowe

jednostka ,,wat”

liczba biatych krwinek
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2. Wstep

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) to najczgsciej spotykany nowotwor
ztosliwy wystepujacy u dzieci, ktory spowodowany jest nieprawidtowg ekspresja kinazy
Mer. Kinaza ta nalezy do rodziny TAM, receptorowych kinaz tyrozynowych, ktore
ulegaja nadmiernej ekspresji lub sg hiperaktywne w komorkach nowotworowych, a zatem
sg atrakcyjnym celem w leczeniu nowotworéw. W chwili obecnej nie ma
zarejestrowanych matych czasteczek chemicznych zdolnych do hamowania
selektywnego receptora MerTK. Wiekszo$¢ istniejacych matoczasteczkowych
inhibitoréw wykazuje wielospecyficzno$¢ w stosunku do reprezentantow kinazy rodziny
TAM, wykazujac w ten sposob niskg selektywnos$¢ 1 znaczacy toksyczny efekt uboczny.

Celem tego projektu jest zaprojektowanie 1 zsyntetyzowanie nowej klasy
matoczasteczkowych zwigzkow, ktore selektywnie hamuja kinaze Mer oraz nie powoduja
toksycznych efektow ubocznych, a takze zastosowanie technologii chemii mikrofalowe;j
1 przeptywowej podczas syntezy. Na poczatku po szczegdtowej analizie opublikowanych
patentow, ktore moglyby zagrozi¢ zaprojektowaniu struktury nowego inhibitora MerTK
oraz na podstawie struktury krystalicznej kinazy Mer, zaproponuj¢ i poddam syntezie
kilka zwigzkéw w celu zaje¢cia aktywnej kieszeni biatka MerTK. Struktura kompleksu
zwigzku z kinazg Mer umozliwi okreslenie pozycji tego zwigzku pod katem latwych
modyfikacji, aby zoptymalizowa¢ sile¢ hamowania, selektywno$¢ i1 biodostepnos¢.
Kluczowym krokiem jest okre$lenie takiej czesci struktury, ktora bedzie wykazywata
powinowactwo do miejsc aktywnych enzymu w aktywno$ci sub-mikromolarnej lub
sub-nanomolowej. W celu zaprojektowania struktury odpowiedniego inhibitora kinazy
Mer przeprowadze badania SAR (Structure-activity relationship). Aby uzyska¢ wstepne
informacje na ten temat, zsyntetyzuje¢ biblioteke czasteczek ztozona z modyfikacji
w kilku pozycjach zwigzku wzorcowego. Jako zwiazek wzorcowy do zaprojektowania

nowego zestawu struktur wybratlam opublikowany inhibitor MRX2843 (1).
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Biblioteka zwigzkow zawiera¢ bgdzie pochodne pirolopirymidyny oraz pirymidyny.
W przypadku analogéw pirymidyny synteza sktadac si¢ bedzie z trzech etapow tj. kolejno
aromatycznego podstawienia nukleofilowego w pozycji 4, reakcji sprzegania
Suzuki/Sonogashira w pozycji 5 oraz aromatycznego podstawienia nukleofilowego
w pozycji 2, gdzie wyj$ciowa strukturg jest 5-bromo-2,4-dichloropirymidyna. Bedzie ona
takze wykorzystana do zsyntetyzowania szkieletu pirolopirymidynowego i prowadzona
W pigciu etapach: aromatycznego aminowania, reakcji ,,cross coupling” Sonogashiry,
cyklizacji, wprowadzenia grupy blokujace;j funkcje aktywne oraz
bromowania/jodowania. Kolejne trzyetapowe reakcje: aminowanie, sprzeganie
Suzuki/Sonogashira oraz odbezpieczenie grupy funkcyjnej pozwolg na uzyskanie szeregu
modyfikacji strukturalnych. Tak otrzymana grupa zwigzkéw zostanie przebadana pod
katem sity hamowania aktywnos$ci kinazy Mer w badaniach in vitro. Aby znalez¢
ostatecznego kandydata na lek do rozwoju klinicznego z pozadanymi wilasciwosciami
fizycznymi 1 farmakologicznymi, konieczne bedzie rozpoczecie optymalizacji zwigzku
wiodacego przez zmniejszenie interakcji lub poprawe stabilno$ci metabolicznej, ktéra
zostanie osiaggni¢ta poprzez dodanie grup funkcyjnych. Co wigcej, w celu przyspieszenia
planu pracy, wykorzystywana bedzie technologia mikrofalowa i przeplywowa do syntezy
potproduktow, szkieletow, budowania biblioteki podczas proceséw optymalizacji od hitu
do zwiazku wiodacego, a pozniej, aby zwickszy¢ skale syntezy w odpowiedniej ilosci do
badan klinicznych. Wykorzystanie technologii chemii mikrofalowej oraz przeplywowe;j
do syntezy nowych inhibitoréw pozwoli miedzy innymi na skrocenie czasu reakcji,
zwigkszenie temperatury danego procesu oraz zwigkszenie bezpieczenstwa w kontaktach

z reaktywnymi 1 niebezpiecznymi potproduktami.
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3. Cze$¢ literaturowa

3.1 Bialaczka

Biataczka, nazywana rowniez leukemia, to grupa choréb nowotworowych uktadu
krwiotworczego, ktore powstajag poprzez jego uposledzenie. Wyrdznia si¢ zmianami
leukocytow, czyli biatych krwinek wystepujacych w szpiku, krwi, $§ledzionie oraz
weztach chlonnych pod wzglgdem ilosciowym jak i jako$ciowym. Inaczej mowiac, ma
miejsce patologiczny rozrost komorek uktadu krwiotworczego, ktore obecne sg w szpiku
kostnym 1 weztach chlonnych. Skutkiem tego jest powstanie komorek nowotworowych,
ktére zaburzaja odpowiednig ilos¢ leukocytow, erytrocytow oraz plytek krwi
w krwioobiegu. Komorki te poprzez swoja ofensywno$¢ atakuja i wypieraja krwinki
czerwone oraz ptytki krwi, a takze skupiaja si¢ na narzadach naciekajac wezly chtonne,
uktad nerwowy, skore, watrobe, nerki oraz sledziong. W czasie wystgpienia oraz trwania
bialaczki zaburzony jest sktad krwi, a mianowicie dominacj¢ nad prawidlowymi
komoérkami przejmujg niedojrzate krwinki biale. Powoduje to uposledzenie dziatania
poszczegbdlnych organdw oraz zaburzenie pelnienia swoich funkcji przez uktad
odpornosciowy. Biataczka jest czestym nowotworem ztosliwym wystepujagcym zaréwno
u dzieci jak i1 dorostych. Pojawia si¢ gdy zmiany w normalnych procesach regulacyjnych
komoérek powoduja  niekontrolowang proliferacje  krwiotwérczych  komorek
macierzystych w szpiku kostnym. Skorygowany z wiekiem wskaznik zachorowalnosci
na biataczk¢ w Stanach Zjednoczonych wynosi 12,8 na 100 000 0s6b rocznie. Czestosée
wystgpowania biataczki jest na ogdt wyzsza u osob rasy bialej i mezczyzn oraz wzrasta
wraz z wiekiem. Okolo jedna na 70 oséb choruje w swoim zyciu na biataczke. Zaleznie
od dynamiki rozwoju 1 postgpowania choroby, biataczki dzielg si¢ na postacie ostre
1 przewlekte. Biorgc pod uwage lini¢ pochodzenia wyrdézniamy biataczki limfatyczne
1 szpikowe. Cztery podtypy bialaczki najczesciej spotykane przez lekarzy pierwszego
kontaktu to: ostra limfoblastyczna (ALL), ostra szpikowa (AML), przewlekta
limfocytowa (CLL) i przewlekta szpikowa (CML).! Ostra bialaczka limfoblastyczna
wystepuje czesciej u dzieci, podczas gdy inne podtypy wystepuja czesciej u dorostych.
Czynniki ryzyka obejmujg predyspozycje genetyczne, a takze czynniki srodowiskowe.
Kilka zespotow genetycznych, w tym zesp6t Downa 1 nerwiakowtokniakowato$¢, wigze
si¢ ze zwickszonym ryzykiem ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci i ostrej biataczki
szpikowej.! Osoby narazone na promieniowanie jonizujace, takie jak osoby, ktore

przezyly wybuch bomby atomowej, pracownicy zajmujacy si¢ napromienianiem
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medycznym przed 1950 r. oraz pacjenci z nowotworami poddawani radioterapii, maja
zwigkszone ryzyko rozwoju ostrej biataczki limfoblastycznej, ostrej biataczki szpikowe;j
i przewlektej bialaczki szpikowej."* > Dowody z badan epidemiologicznych sugeruja, ze
ilos¢ promieniowania z dwoéch lub trzech tomografii komputerowych wigze si¢
ze statystycznie istotnym wzrostem ryzyka zachorowania na raka, w tym biataczki,
z wigkszym ryzykiem u oséb mlodszych.! Narazenie zawodowe i $rodowiskowe na
benzen (substancja chemiczna stosowana w produkcji farb i tworzyw sztucznych, a takze
uwalniana podczas spalania ropy naftowej 1 wegla) jest ustalonym czynnikiem ryzyka
biataczki u dorostych, szczegdlnie ostrej biataczki szpikowej.!> Narazenie na pestycydy
w gospodarstwie domowym w okresie ptodowym i w pierwszych trzech latach zycia
wigze sie ze zwickszonym ryzykiem dzieciecej ostrej biataczki limfoblastycznej.®
Otylo$é moze rowniez zwiekszaé ryzyko. Wzrost wskaznika masy ciala o 5 kg na m? jest
zwigzany z 13% wzglednym wzrostem ryzyka biataczki.! Przebyte nowotwory
hematologiczne s3 réwniez czynnikiem ryzyka rozwoju innego podtypu biataczki
w pozniejszym zyciu.! Objawy sa niespecyficzne i obejmuja goraczke, zmeczenie, utrate
masy ciata, bol kosci, siniaki lub krwawienie. Pelna morfologia krwi zwykle ujawnia
leukocytozg 1 inne nieprawidlowo podwyzszone lub obnizone linie komérkowe. Zgodnie
z trzema retrospektywnymi przegladami przypadkow biataczki dziecigeej (w ktérych
75% do 100% przypadkéw byla ostrg biataczka limfoblastyczng), powszechne objawy
obejmuja goraczke (17% do 77%), letarg (12% do 39%) 1 krwawienie (10 — 45%). Okoto
jedna trzecia dzieci miata objawy ze strony ukladu migéniowo-szkieletowego,
szczegolnie w kregostupie i1 kosciach dhugich, 75% miato powiekszong watrobe lub
$ledzione, a prawie 60% miatlo powickszenie weztéw chlonnych.!*3 Zajecie
osrodkowego uktadu nerwowego wystepuje u okoto 7% dzieci w momencie
rozpoznania.'® Z kolei u dorostych za 80% przypadkéw ostrej biataczki odpowiada ostra
bialaczka szpikowa. Dorosli maja rowniez objawy ogdlnoustrojowe, takie jak goraczka,
zmeczenie 1 utrata masy ciala. Moga mie¢ objawy zwigzane z anemig, takie jak dusznos¢
czy bol w klatce piersiowej, lub objawy zwigzane z matoptytkowoscia, takie jak
nadmierne siniaczenie, krwawienia z nosa lub obfite miesigczki u kobiet. Dorosli s3 mniej
podatni na bol kosci. Hepatosplenomegalia i powigkszenie weztow chtonnych wystepuja
rzadko u dorostych z ostrg biataczka szpikowa, ale wystepuja u okoto 50% dorostych
z ostrg biataczkg limfoblastyczng. Zajecie osrodkowego uktadu nerwowego wystepuje
u okoto 5% do 8% dorostych z ostrg biataczkg limfoblastyczng.! Podtypy przewleklej

bialaczki wystepuja prawie wylacznie u dorostych. Pacjenci z przewlekta biataczka moga
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by¢ bezobjawowi w momencie rozpoznania. Okolo 50% pacjentow z przewlekla
biataczka limfocytowa i 20% pacjentow z przewlekla biataczka szpikowa otrzymuje
diagnozg przypadkowo, gdy w badaniu morfologicznym krwi uzyskanym z niezwigzane;j
przyczyny zostanie stwierdzona znaczna leukocytoza. Objawy konstytucyjne wystepuja
rzadziej, wystgpuja u 15% pacjentéw z przewlekta biataczka limfocytowa i okoto jedne;j
trzeciej pacjentdw z przewlekly biataczka szpikowa.!”> U 0séb z przewlekla biataczka
szpikowa czgsto stwierdza si¢ powickszenie watroby i $ledziony oraz powigkszenie
weztéw chtonnych.!'* Krwawienia i siniaki sa mniej powszechnymi objawami
w podtypach przewleklej biataczki. Charakterystyke gtoéwnych podtypoéw biataczki

przedstawia Tabela 1.

aspirat szpiku

w wieku ponizej

watroby i §ledziony

Typowe grupy Pi¢cioletni
Cechy : . wzgledny
Podtyp charakterystyczne dotknigte Objawy wskaznik
choroba s
przezycia
goraczka, letarg,
L1 Dzieci i mtodzi krwawienie, bole
Komorki i .
doro$li (53% mig$niowo-
blastyczne w nowych szkieletowe lub
Ostra biataczka rozmazie krwi przypa}clikéw dysfunkcja <50 lat: 75%
limfoblastyczna obwodowej lub wystepuie u 0sob powickszenie > 50 lat: 25%

kostnego 20 lat) oraz powickszenie
wezlow chlonnych
Komorki gorgczka, zmeczenie,

blastyczne w
rozmazie krwi

Doroéli (stanowi

utrata masy ciata,
krwawienie lub

Ostra biataczka obwodowej lub 80% ostrej siniaki, powiekszenie | <50 lat: 55%
szpikowa aspirat szpiku biataczki u watroby i $ledziony > 50 lat: 14%
kostnego; preciki dorostych) oraz powigkszenie
Auera na rozmazie weziow chlonnych
obwodowym (rzadko)
. 50% pacjentow jest
Ekspansja klonalna Osoby starsze .
L o bezobjawowych,
Przewlekta co najmniej 5000 (85% nowych . . o0
. . . ; powickszenie <50 lat: 94%
biataczka limfocytéw B na pl przypadkow watroby i $ledzion > 50 lat: 83%
limfocytowa (5,0 x 109 nal) we | wystepuje u osob AToby 1! ny = at: °
. . oraz powigkszenie
krwi obwodowej > 65 lat) ,
wezlow chlonnych
Przewlekta Chromosom 20% pacjentow jest <50 lat: 84%
biataczka Filadelfia (gen Dorosli bezobjawowych, > 50 1' - 489
szpikowa fuzyjny) splenomegalia 2 >0 lat: 0

w 2005 r.) z podobna kohortg 0sob bez raka.

*Przezycie wzglgdne poréwnuje kohorte osob, ktore przezyly biataczke (diagnoza postawiona

Tabela 1. Charakterystyka gtéwnych podtypow biataczki (Davis A. S., Viera A. J., Mead M. D., Leukemia:
An overview for primary care, American Family Physician, 2014; 89(9): 731-738)

Charakterystycznym odkryciem laboratoryjnym w przewleklej bialaczce szpikowej
1 przewlektej biataczce limfocytowej jest znaczaca leukocytoza, czgsto wigksza niz

100 000 biatych krwinek na ul (100,0 x 10° na litr). Ponad 96% pacjentéw z przewlekta
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biataczkg szpikowa ma liczbe biatych krwinek wicksza niz 20 000 na pl (20,0 x 10° na
litr), w poréwnaniu z zaledwie 34% do 38% pacjentdw z ostra biataczka szpikowa lub
ostrg biataczka limfoblastyczna.”!®!®* Ostra bialaczke nalezy podejrzewaé, gdy
w rozmazie krwi obwodowej lub w probcee szpiku kostnego wystepuje nadmierna liczba
komoérek  blastycznych  (najwczesniejsza  forma  krwiotwérczych  komorek
prekursorowych). Klasycznie ostra biataczka szpikowa charakteryzuje si¢ obecno$cia
precikéw Auera w rozmazie obwodowym. Jednakze, poniewaz preciki Auera nie s3
powszechnie wykrywane, wymagane jest immunofenotypowanie za pomocg cytometrii
przeplywowej 1 testOw cytogenetycznych, aby odrézni¢ podtypy ostrej biataczki, takie
jak ostra bialaczka szpikowa lub ostra biataczka limfoblastyczna.!” Rozpoznanie
przewlektej biataczki limfocytowej opiera si¢ na ekspansji klonalnej co najmniej 5000
limfocytow B na ul (50 x 10° na litr) we krwi obwodowej, potwierdzone;
immunofenotypowaniem. Wymaga rdwniez cytogenetycznych lub molekularnych badan
szpiku kostnego lub krwi obwodowej pod katem specyficznej nieprawidtowosci zwanej
chromosomem Philadelphia lub genem fuzyjnym BCR-ABL1.'¢ W przewleklej biataczce
szpikowej wzajemna translokacja miedzy chromosomami 9 i 22 powoduje powstanie
genu fuzyjnego BCR-ABLI, ktéry zaburza normalne procesy regulacyjne komorek
w szpiku kostnym. Skroécony chromosom 22 (chromosom Philadelphia) wystepuje u 95%
pacjentow z przewlekla biataczkg szpikowa.! Pozostate 5% pacjentéw ma inng
rearanzacj¢ chromosomowa, ale nadal tworzy nieprawidlowy gen fuzyjny BCR-ABLI.
Leczenie ostrej bialaczki moze obejmowaé chemioterapie, radioterapi¢, przeciwciata
monoklonalne lub przeszczep krwiotworczych komorek macierzystych. Rodzaj leczenia
zalezy od podtypu biataczki, wynikéw cytogenetycznych i molekularnych, wieku
pacjenta oraz chordb wspotistniejagcych. Wcezesne stadium przewlekte; biataczki
limfocytowej (tj. brak niedokrwistosci lub maloptytkowos$ci i mniej niz trzy obszary
zajecia weztow chlonnych) mozna monitorowaé bez leczenia. Chorobg w stadium
aktywnym definiuje si¢ jako pogorszenie trombocytozy, trombocytopenii lub
niedokrwistos$ci, postepujaca limfadenopatia lub splenomegalia badz obecnos¢ objawow
konstytucyjnych.! Odkrycie inhibitoréw kinazy tyrozynowej zrewolucjonizowato
leczenie przewlektej bialaczki szpikowej. Nieprawidtowy gen fuzyjny utworzony przez
translokacje chromosoméw 9 1 22 koduje kinaze tyrozynowa, enzym aktywujacy kaskady
przekazywania sygnatéw, ktore powoduja niekontrolowang proliferacje komorek.
To ukierunkowane podejscie do hamowania enzymu kinazy tyrozynowej nie jest

lecznicze, ale moze utrzyma¢ dlugoterminowa kontrole choroby bez niepozadanych
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skutkow chemioterapii. Dziatanie lecznicze polega na przeszczepieniu krwiotwdrczych
komorek macierzystych, ktore jest zwykle zarezerwowane dla mtodszych pacjentow lub
gdy choroba nie reaguje na inhibitory kinazy tyrozynowej.! Nastepstwem leczenia moga
by¢ rézne powiktania. Zespot rozpadu guza wystepuje w wyniku chemioterapii (lub
rzadko spontanicznie), gdy rozlegle zniszczenie komodrek uwalnia zawarto$¢
wewnatrzkomorkowa do krwioobiegu. Rezultatem jest wysoki poziom potasu, fosforu,
kwasu moczowego i mocznika we krwi. Immunosupresja spowodowana chemioterapig,
przeszczepem krwiotworczych komorek macierzystych lub samg biataczka moze
zwigkszy¢ ryzyko powaznych infekcji. U pacjentéw z biataczka, goraczka z neutropenia
(mniej niz 500 neutrofili na pl (0,5 x 10° na litr)) powinna skloni¢ do oceny zrodta
zakazenia i rozpoczecia empirycznej antybiotykoterapii o szerokim spektrum dziatania.!
Rokowanie zalezy od takich czynnikow, jak wiek, choroba wspodtistniejgca, podtyp
bialaczki oraz cechy cytogenetyczne i molekularne (Tabela 1). Osoby, ktore przezyly
biataczke, maja zwiekszone ryzyko kolejnych nowotworow, prawdopodobnie z powodu
uszkodzenia komorek spowodowanego chemioterapig lub radioterapiag. W badaniu
Childhood Cancer Survivor Study (kohorta ponad 17 000 dzieci, ktore przezyly raka
w Ameryce Pdétnocnej, leczonych w latach 1970-1986), 30-letnia skumulowana czgstos¢
wystepowania nowotworu po biataczce wyniosta 5,6%, a mediana czasu do wystapienia
kolejnego nowotworu to dziewie¢ lat.! Najczestszymi drugimi nowotworami u dzieci,
ktore przezyly biataczke, sa rozne podtypy biataczki lub chtoniaka. Inne drugie

nowotwory to nowotwory kosci, tkanek migkkich lub osrodkowego uktadu nerwowego.
3.1.1 Ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL)

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL, ang. Acute Lymphoblastic Leukemia) to
nowotwor zto§liwy, ktdry najczes$ciej wystepuje u dzieci 1 stanowi 75-80% wszystkich
ostrych biataczek. Te z kolei stanowig 34% wszystkich nowotworéw w tej grupie
wiekowej, gdzie najczestsze ich wystepowanie przypada na wiek od 2 do 5 lat.?> ALL
jest rowniez najczestsza przyczyng zgonu przed 20 rokiem zycia. Szpik kostny zdrowego
dziecka wytwarza komorki macierzyste krwi (niedojrzate komorki), ktore z czasem stajg
si¢ dojrzalymi krwinkami. Komorka macierzysta krwi moze sta¢ si¢ mieloidalng lub
limfoidalng komodrka macierzysta (Schemat 1). Z mieloidalnej komorki macierzystej

powstaja trzy typy dojrzatych komorek krwi, do ktérych naleza:
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e erytrocyty (krwinki czerwone), odpowiedzialne za transport tlenu oraz innych
substancji do wszystkich tkanek ciala,

e granulocyty (biate krwinki), odpowiedzialne za zwalczanie infekcji oraz choréb,

e plytki krwi, odpowiedzialne za tworzenie skrzepéw krwi, w celu zatrzymania

krwawienia.

Z kolei z limfoidalnej komorki macierzystej powstaje komorka limfoblastu, a z niej

krwinki biate, podzielone na trzy grupy:

e limfocyty B, odpowiedzialne za wytwarzanie przeciwcial, ktéore pomagaja
zwalcza¢ infekcje,

e limfocyty T, odpowiedzialne za pomoc limfocytom B w wytwarzaniu
przeciwcial,

e komorki NK, odpowiedzialne za zwalczanie komorek rakowych i wirusow. 2

Komorka macierzysta krwi

e \

Mieloidalna komorka macierz\yjta Limfoidalna komoérka macierzysta
Krwinki Plytki krwi Mieloblast Limfoblast
czerwone l / \
Granulocyty LimfocytyT Limfocyty B
e bazofile,
e neutrofile, Komorki NK

e cozynofile

Biate komorki krwi
Schemat 1. Podziat komoérek krwi

Ostra biataczka limfoblastyczna charakteryzuje si¢ tym, ze jest chorobg
szybkopostepujacag, wywotang nowotworowg modyfikacja limfoidalnych komorek.
Komorki te namnazaja si¢ w sposob niekontrolowany, co w konsekwencji doprowadza
do nagromadzenia si¢ w szpiku kostnym i krwi obwodowej niedojrzatych limfocytoéw B

lub T, ktére wypieraja komoérki zdrowe, prowadzac do uposledzenia funkcji szpiku.
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3.1.1.1 Wystepowanie

Wystepowanie dziecigcej ostrej biataczki limfoblastycznej przewaza u dzieci ponizej
15 roku zycia (3 — 4 przypadki na 100 000) i w niewielkim stopniu cz¢sciej spotykane
jest wérdéd chtopcow.?4*® Nadmierna czgsto$é wystepowania ALL ujawnia sie wérod
dzieci rasy bialej.?> U os6b dorostych, ktore czesciej narazone sa na ostre biataczki
szpikowe (AML) i przewlekte biataczki limfocytowe, odsetek ten jest znacznie nizszy.
Tak jak w przypadku dzieci tak 1 u oso6b dorostych wystepowanie ostrej biataczki
limfoblastycznej niewiele przewaza u osob ptci meskiej. ALL rzadko przedstawiana jest
jako nowotwoér wtorny, a raczej jako choroba typu de novo. Jej pojawienie si¢
uwarunkowane jest czynnikami genetycznymi i $rodowiskowymi, tak wiec osoby
z zespotem Downa, zespotem Blooma, nerwiakowtokniakowatoscig typu I i ataksjg-
teleangiektazjg posiadaja wigksze predyspozycje na wystapienie u nich ostrej biataczki
limfoblastycznej. Ponadto zwigkszone ryzyko zachorowania na ALL dotyczy takze
dzieci, ktore bedac w tonie matki sg narazone na promieniowanie jonizujace, pestycydy
i rozpuszczalniki.?® Ostra biataczka limfoblastyczna posiada kilka podtypow i ze wzgledu
na to, ze nie jest ona chorobg jednorodna, r6znig si¢ one mi¢dzy sobg. Roznice te dotycza
cech molekularnych, komorkowych, biologicznych, a takze odpowiedzi na leczenie
1 ryzyka nawrotu. Na przestrzeni ostatnich lat stwierdzono poprawe¢ wskaznika przezycia
dzieci z ALL do prawie 90%, co jest rezultatem akceptacji zmodyfikowanych terapii.
Polegaja one na zastosowaniu indywidualnej farmakodynamiki i farmakogenomiki
pacjentéw, a takze na terapiach dostosowanych do ryzyka i udoskonalonej opiece
podtrzymujacej. 27 Chcac dokonaé podziatu na grupy ryzyka nalezy wzig¢ pod uwage
szereg cech. Sg to cechy molekularne, cytogenetyczne, genetyczne, kliniczne,
biologiczne, immunofenotypowe, a takze wczesna odpowiedz rdzenia krggowego na
leczenie indukcyjne. Najwazniejszym czynnikiem prognostycznym u pacjentow z ALL
jest poziom minimalnej choroby resztkowej (MRD) i to od niego uzalezniona jest
wczesna odpowiedz na leczenie.?® Biataczka ta charakteryzuje sie takze najczesciej
ostrym klinicznym poczatkiem, cho¢ zdarzajg si¢ przypadki, w ktorych ALL ewoluuje

przez kilka miesigcy.
3.1.1.2 Objawy

Objawy ostrej biataczki limfoblastycznej powigzane sa bezposrednio z ilo$ciag
komorek biataczkowych, a takze ze stopniem wymiany szpiku. Prowadzi to do

zmniejszenia liczby dojrzalych komorek, czyli tak zwanej cytopenii. Najbardziej
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powszechnymi objawami s3: gorgczka spowodowana bialaczka lub wtérng infekcja,
zmeczenie bedace skutkiem anemii, letarg, bol kosci 1 stawow, niedotlenienie tkanek
1 narzagdoéw spowodowane niedokrwistoscig, czego skutkiem jest ostabienie, nietolerancja
wysitku fizycznego, kotatanie serca, duszno$¢ wysitkowa lub spoczynkowa, a takze skaza
krwotoczna.?? Sg to wszelkiego rodzaju wybroczyny, podskérne wylewy, krwawienia
z nosa oraz rzadziej wystepujace ale takze obecne krwawienia z przewodu pokarmowego
lub do osrodkowego uktadu nerwowego, ktore sa zwigzane z matoptytkowoscig. W czasie
trwania ALL komorki nowotworowe rozprzestrzeniajg si¢ 1 zajmujg pozaszpikowe tkanki
1 narzady, takie jak wezty chlonne, watrobe, $ledziong¢ czy osrodkowy uktad nerwowy
(OUN), a w przypadku me¢zczyzn takze jadra. Zajecie OUN daje o sobie zna¢ poprzez
wystgpienie zawrotow i bolu glowy, zaburzenia §wiadomosci, wymiotéw, nudnos$ci oraz
porazenia nerwOw czaszkowych. Ostra biataczka limfoblastyczna charakteryzuje si¢
naglym poczatkiem i szybkim przebiegiem, a nieleczona prowadzi do $mierci juz w ciggu

kilku-, kilkunastu tygodni.
3.1.1.3 Diagnoza

W celu zdiagnozowania dziecigcej ALL stosuje si¢ badanie fizykalne, czyli takie,
ktére ma na celu sprawdzenie ogdlnego stanu zdrowia, w tym objawow choroby, takich
jak na przyktad guzki. Badanie to pozwala takze sprawdzi¢ czy komorki biataczki
rozprzestrzenily si¢ na inne cze$ci ciala lub narzady. Historia zdrowia pacjenta, czyli
informacje na temat przebytych chorob i ich leczenia jest weryfikowana w tym samym
celu. Dodatkowo wykonywana jest petna morfologia krwi z rozmazem, ktora polega na
pobraniu probki krwi i sprawdzeniu jej pod katem liczby czerwonych krwinek i ptytek
krwi, liczby 1 rodzaju biatych krwinek oraz ilosci hemoglobiny w erytrocytach.
Najczesciej wystepujace nieprawidlowosci  laboratoryjne  w  ostrej biataczce
limfoblastycznej dotycza okolo 15% pacjentow pediatrycznych 1 obejmujg
niedokrwisto§¢, maloptytkowos¢, neutropeni¢ 1 leukopeni¢ Ilub leukocytoze
z hiperleukocytozg (>100x10°/1).° Inne, ale roéwnie czeste nieprawidtowosci
laboratoryjne to podwyzszony poziom kwasu moczowego i dehydrogenazy laktozowe;j

2% Analiza

w surowicy, korelujacy z rozmiarem guza i jego stopniem rozpadu.
molekularna powszechnych zmian genetycznych w komorkach biataczkowych w duzym
stopniu przyczynita si¢ do zrozumienia patogenezy i rokowania ALL. Chociaz czgsto$¢
wystepowania poszczegdlnych podtypow genetycznych rozni si¢ u dzieci 1 dorostych,

mechanizmy lezace u podstaw indukcji ALL s3 podobne.’!*? Zmiany w niektorych
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chromosomach mogg by¢ oznaka raka. Na przyklad w chromosomie Philadelphia-
dodatnim ALL kawalek chromosomu 9 i kawalek chromosomu 22 odrywajg si¢
1 zamieniajag miejscami. Gen BCR-ABL powstaje na chromosomie 22, do ktorego
przylacza si¢ fragment chromosomu 9. Zmieniony chromosom 22 nazywa si¢

chromosomem Philadelphia (Rysunek 1).

Zmieniony
chromosom 9

Normalny ;
chromosom 9 REZGINENIS
chromosomoéw
" | Zmieniony
ormalny chromosom 22
chromosom 22 : (chromosom
Philadelphia)
a =
BCR-ABL

I_

=
BCR
ABL
v

Rysunek 1. Tworzenie chromosomu Philadelphia.®®
3.1.1.4 Genetyka

Ostra Dbiataczka limfoblastyczna wyrdznia si¢ zaburzeniami genetycznymi
hamujacymi rdéznicowanie prekursorowych komorek limfocytow co wspomaga ich
proliferacje. Do zaburzen tych zaliczajg si¢ duze aberracje chromosomalne takie jak
translokacje czy duze delecje oraz zmiany submikroskopowe czyli aberracje typu zmiany
liczby kopii fragmentdow DNA (np. mikroinsercje, duplikacje, delecje) i substytucje
pojedynczych nukleotydow. Aberracje strukturalne materialu genetycznego to tzw.
pierwsze uderzenie, czyli zderzenie inicjujace. Prowadzg one, za pomoca ich fuz;ji
z innymi genami lub ich sekwencjami wzmacniajacymi, do deregulacji genow,

najczesciej czynnikdw transkrypeyjnych, receptorow cytokinowych, kinaz tyrozynowych
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lub modyfikatoréw epigenetycznych. Drugie uderzenie nazywane wtornym zaburzeniem
genomowym prowokuje progres biataczki i wynika ono z niestabilnosci genetycznej
wywotanej przez pierwsze uderzenie. Uderzenie to moze obejmowac zmiang liczby kopii
fragmentow DNA, ktoére zawiera geny czynnikow transkrypcyjnych limfocytéw, a takze
substytucje pojedynczych nukleotydow. Genomy dziecigcego ALL zawieraja Srednio
tylko 10 do 20 niechcianych mutacji kodujacych w momencie diagnozy i okoto dwa razy
wiecej w momencie nawrotu. Wiele mutacji zaburza kluczowe procesy komodrkowe,
w tym regulacje transkrypcji i cyklu komérkowego, a takze metabolizm nukleozydéw.>
Ostra biataczka limfoblastyczna moze naleze¢ do prekursoréw komodrek B lub linii
komorek T. U 25% do 30% dzieci z ALL z limfocytow B komorki bialaczkowe maja
wysoka hiperdiploidalno$¢ (> 50 chromosomow) z powodu nielosowego przyrostu
chromosomoéw. Podtyp ten wigze si¢ z doskonatym rokowaniem. Hipodiploidalnosé¢
(< 44 chromosomy) z kolei wystepuje u 2 — 3% dzieci z ALL z komorek B i jest silnym
negatywnym czynnikiem rokowniczym.>* Translokacje chromosoméw i rearanzacje
wewnatrzchromosomalne s3 wczesnymi objawami, prawdopodobnie inicjujgcymi
zdarzenia w leukemogenezie. Kilka znich mozna wykry¢ w probkach krwi noworodkow
na wiele lat przed pojawieniem si¢ klinicznych objawdw biataczki. Te translokacje
1 rearanzacje s3 zwykle obecne we wszystkich komorkach biataczkowych, pozostaja przy
nawrocie 1 przy dodatkowych zmianach genetycznych wywotuja biataczke
w doswiadczalnych uktadach modelowych. Istniejg dwie funkcjonalne klasy translokacji.
Pierwsza klasa przenosi onkogeny do regionow regulatorowych gendéw aktywnie
transkrybowanych, powodujac rozregulowang ekspresje nienaruszonego biatka. Druga
klasa translokacji zestawia ze sobg dwa geny kodujace biatko chimeryczne, ktére peini
inne funkcje niz biatka, z ktorych pochodzi. W kilku podtypach ALL nie ma jednej
definiujgcej zmiany chromosomalnej, ale te podtypy sa definiowane przez inne cechy
patologiczne lub genomiczne. Na przyktad, wczesna prekursorowa ostra biataczka
limfoblastyczna komoérek T jest agresywng biataczka z komorek macierzystych
1 progenitorowych, ktora ma odrgbny immunofenotyp 1 zmiany genetyczne
ukierunkowane na czynniki transkrypcyjne, szlaki sygnalowe 1 regulacje
epigenetyczng. >

3.1.1.5 Czynniki prognostyczne

Czynniki prognostyczne zwigkszonej lub zmniejszonej szansy na wyleczenie sg brane

pod uwage przy podejmowaniu decyzji o intensywnosci chemioterapii i wyborze
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pacjentdw w pierwszej remisji do allogenicznego przeszczepu komorek krwiotworczych
(Tabela 2). Gtowne czynniki prognostyczne obejmuja cechy kliniczne obecne
w momencie diagnozy, cechy biologiczne 1 genetyczne komoérek biataczkowych oraz

wczesng odpowiedz na leczenie.*

. Korzystny Niekorzystny Zastosowanl?-w
Zmienna . . stratyfikacji
czynnik czynnik
ryzyka
Cechy demograficzne
i kliniczne
ta cecha jest czescig
definicji gru
Wiek 1 rok do <10 lat <1>r0k lub ryzyka Nirogdofv}égo
>10 lat
Instytutu
Nowotworow
Pte¢ kobieta mezczyzna brak
czarna, rodowici
Rasa lub grupa etniczna | biata, azjatycka Amerykanie, brak
Hiszpanie
czes$¢ definicji
Poczatkowa liczba niska wysoka Ig\Irup }:iryzyka
biatych krwinek (<50 000/mm>®) | (=50 000/mm?) arodowego
Instytutu
Nowotworow
Cechy biologiczne lub
genetyczne
komorek
bialaczkowych
czesto uzywany do
Immunofenotyp linia komorek B | linia komorek T wyboru terapii
kregostupa
czesto uzywany do
wyboru
intensywnosci
leczenia,
F;ITVGRUNXI ’ BCR-ABLI, przypisania
iperdiploidia, .. .
Cechy cytogenetyczne Korzystne rearanzacje pacjenta do HSCT
. X MLL, lub obu tych opcji;
trisomie . Y . 1
chromosomow hipodiploidia niektore cechy (np.
BCR-ABL1) mozna
wykorzysta¢ do
wyboru terapii
celowanej
delecje lub niektore grupy
mutacje IKZF1; badawcze
Cechy genomowe delecje ERG ALL podobny wykorzystujg
do chromosomu | delecje IKZF1 do
Philadelphia ze przydzielania
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zmianami genu
kinazy

pacjentéw do
bardziej
intensywnej terapii;
mutacje genu
kinazy moga by¢
wykorzystywane do
przypisywania
pacjentow do
terapii celowanej,
ale nie jest to
jeszcze czescia
rutynowej opieki

Weczesna odpowiedz
na leczenie

Odpowiedz na 1
tydzien terapii

dobra odpowiedz
na prednizon

staba odpowiedz
na prednizon

fatwy do zmierzenia
1 uzywany przez
wiele grup; moze

. . . (<1000 (>1000 zosta¢ zastgpiony
glikokortykosteroidami blastow/mm?) blastow/mm?) przez minimalng
chorobe resztkowa
fatwy do zmierzenia
1 uzywany
Blasty szpiku po 1-2 szpik M1 (<5% | brak szpiku M1 wczesniej przez
tygodniach terapii blastow) do dnia | (=5% blastow) | wiele grup; obecnie
wielolekowe;j 8 lub 15 do dnia 8 lub 15 | wypierany przez
minimalng chorobg
resztkowa
osiggnigcie trwalos¢
niskiego minimalne;j
(<0,01%) lub choroby najwazniejszy
Oznaczanie ilo&ciowe mewykrywalnego resztkf))wej pojedynczy czynnik
.. . poziomu >0,01% w prognostyczny dla
minimalnej choroby . . . . .
. minimalnej okreslonych wspotczesnej
resztkowej podczas lub
A . choroby punktach terapii; krytyczny
na koncu indukcji . . ;
resztkowe] w czasowych; im dla nowoczesnej
okreslonych wyzszy, tym stratyfikacji ryzyka
punktach gorsze
czasowych rokowanie
moze pomoc w
o . trwalodd selekcji pacjentow
Minimalna choroba niski poziom minimalne;j do przeszczepu
(<0,01%), hematopoetycznych
resztkowa po 3-4 S choroby .
.. najlepiej . komorek
miesigcach . resztkowej )
niewykrywalny macierzystych lub
>0,01% ..
nowych terapii w
pierwszej remisji
Tabela 2. Wazne czynniki prognostyczne w ostrej biatlaczce limfoblastycznej (ALL)
u dzieci.
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3.1.1.5.1 Cechy kliniczne

Cechami klinicznymi, ktore umozliwiaja przewidzie¢ rokowanie, sag wiek pacjenta
oraz poczatkowa liczba leukocytow. Im osoba jest starsza lub posiada wyzsza liczbe
krwinek biatych rokowanie to si¢ pogarsza. W literaturze zdefiniowano dwa rodzaje
ryzyka okreslone jako ,ryzyko standardowe” oraz ,ryzyko wysokie”. To pierwsze
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem u dzieci w wieku od roku do 10 lat, a takze
poczatkowa liczba leukocytow ponizej 50 000/mm?>. ,Ryzyko wysokie” natomiast
dotyczy dzieci powyzej 10 roku zycia, u ktorych poczatkowa liczba biatych krwinek jest
wyzsza niz 50 000/ mm®. Ryzyko podgrupy ostrej biataczki limfoblastycznej, zaréwno
standardowe jak i to wysokie, obejmuje odpowiednio okoto %/3 i !/3 dzieci z ALL z linii
komorek B.>” Niestety grupa pacjentdw z gorszymi rokowaniami sa niemowleta, ktore
nie ukonczyly jeszcze roku swojego zycia. Wspomniane na poczatku cechy kliniczne,
czyli wiek oraz poczatkowa liczba leukocytow wykazuja znikome znaczenie
prognostyczne w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej z komoérek T. Zdarzaja si¢
rowniez przypadki, gdzie niektore typy ALL wystepuja z rdézng intensywnoscig
w zalezno$ci od rasy lub grupy etnicznej. Mianowicie typ TCF3-PBX1 wystepuje
czesciej u 0sob rasy czarnej, a CRLF2 u Latynosow. W zwiazku z tym dla patogenezy

ostrej biataczki limfoblastycznej istotna jest dziedziczna zmienno$¢ genetyczna.*% 38

3.1.1.5.2 Immunofenotyp

Dziecigca ostra biataczka limfoblastyczna zaklasyfikowana jest do podgrup
prekursorowych limfocytéw B (85%) lub T (15%) ze wzgledu na powierzchni¢ komorki,
a takze immunofenotyp, czyli zestaw antygenoéw charakterystycznych dla okres§lonej
grupy limfocytow. Wspomniane podtypy wystepuja u roéznego rodzaju pacjentow.
Pacjentami chorujagcymi na ALL powigzang z limfocytami T sg najczgsciej mezczyzni
czarnej rasy w starszym wieku z wyzsza poczatkowg liczba bialych krwinek oraz
zajeciem weztow chionnych i1 osrodkowego uktadu nerwowego. Natomiast osoby
zapadajace na ostrag biataczke limfoblastyczng komoérek B sa mtodsi i czesciej sa
Latynosami. Biorgc pod uwagg dzieci chorujace na ALL, dawniej ich przezywalnos¢ byta
zdecydowanie stabsza w przypadku ostrej bialaczki limfoblastycznej powigzanej
z limfocytami T. Obecnie po zastosowaniu intensywnych terapii przezywalno$¢ ta
znacznie wzrosta.>® Zachorowalno$¢ na ALL z komérek T wéréd chtopcow i mtodych
mezczyzn powigzana jest ze specyficznymi mutacjami, ktére skierowane sg przeciwko

genom usytuowanych na chromosomie X.
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3.1.1.5.3 Cechy biologiczne i genetyczne

Z wynikiem u dzieci z ALL wiaze si¢ kilka zmian genetycznych. Wysoka
hiperdiploidalnos¢ 1 translokacje t(12;21) kodujace gen ETV6-RUNXI1 sg zwigzane
z korzystnym wynikiem. Natomiast hipodiploidalno$c z mniej niz 44 chromosomami,
rearanzacje MLL, BCR-ABLI, podobienstwo do chromosomu Philadelphia ze zmianami
genu kinazy, rearanzacje CRLF2, wewnatrzchromosomalna amplifikacja chromosomu
21 1 wezesny prekursor komorek T ALL sg zwigzane z cechami klinicznymi wysokiego
ryzyka lub stabym wynikiem. Zmiany w IKZF1, ktory koduje limfoidalny czynnik
transkrypcyjny, sa powszechne w ALL z chromosomem Philadelphia. Te zmiany sa

rowniez zwigzane ze ztymi wynikami.>® 40

3.1.1.5.4 Woczesna odpowiedz na leczenie

W celu catkowitego wyeliminowania wszystkich komoérek nowotworowych
potrzebny jest czas, ktdry okreslany jest jako najpote¢zniejszy czynnik prognostyczny
ALL wsrdd dzieci. Innym waznym elementem jest badanie poziomu minimalnej choroby
resztkowe] za pomocg cytometrii przeplywowej, dzigki ktorej] mozliwe jest wykrycie
nieprawidtowych kombinacji antygendéw powierzchniowych komoérek.*! Wsrod dzieci,
ktérych minimalny poziom choroby resztkowej jest rowny 0,01%, ryzyko niepowodzenia
leczenia, a takze zgonu jest okoto 3 — 5 razy wyzsze niz wérdd dzieci z poziomem ponizej
0,01%. W zwigzku z tym, aby poprawi¢ ich rokowanie nalezy u takich pacjentow
zintensyfikowac terapi¢. Wykrycie minimalnej choroby resztkowej jest mozliwe dzigki
technikom sekwencjonowania nowej generacji. Zapewniaja one wykrycie komorek
nowotworowych ponizej poziomu wykrytego wczesniej za pomocg innych technik.*?
Klasycznymi cechami osob chorych jest starszy wiek, wysoki poziom leukocytow,
niekorzystny immunofenotyp oraz zaburzenia genetyczne, lecz jednak najsilniejszym
czynnikiem ryzyka wznowy choroby jest obecno$¢ minimalnej choroby resztkowej juz
po uzyskaniu catkowitej remisji. Jest to powszechnie uznany czynnik wskazujacy do
przeszczepu allogenicznych krwiotworczych komorek macierzystych. Innym
niekorzystnym czynnikiem wyst¢pujacym po pierwszym cyklu leczenia indukujgcego
jest brak hematologicznej remisji. Stad po uzyskaniu catkowitej remisji konieczne jest

monitorowanie choroby resztkowej u wszystkich oséb chorych.
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3.1.1.6 Rokowanie

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat zauwazono, ze rokowanie w ALL ulegto
znacznej poprawie. Jest to wynik umiejetnego dostosowania terapii do poziomu ryzyka
nawrotu, a takze poprawy opieki podtrzymujacej 1 optymalizacji istniejgcych lekow
chemioterapeutycznych. Przezycie pacjentow pediatrycznych chorych na ostrg bialaczke
limfoblastyczng uleglo zmianie od 10% w latach 60 do okoto 75 — 80% obecnie.>
Natomiast bioragc pod uwage pacjentow dorostych, te perspektywy nie s3 juz tak
optymistyczne. Co prawda wskazniki remisji potrafia osiagnaé¢ nawet 90%, jednak
catkowity wspolczynnik przezycia znajduje sic w przedziale 40 — 50%.% Wickszo$é
pacjentéw posiada stabe cechy ryzyka, co skutkuje niskim wolnym przezyciem od
choroby. Z kolei 25% os6b chorych ma standardowe cechy ryzyka, ktore zapewniajg
ponad 50% przezycie bez choroby. Wszyscy pacjenci z ALL s3a leczeni wedlug
algorytmow integrujacych cechy immunofenotypowe, cechy biataczki oraz wczesng
odpowiedz na terapie.** Chore osoby doroste, ktére posiadaja niskie ryzyko nawrotu,
stosujg terapi¢ antymetabolitami, natomiast pacjenci pediatryczni z wysokim ryzykiem
nawrotu lub utrzymujaca si¢ minimalng chorobg resztkowa po pierwszych dwoch
tygodniach indukcji otrzymuja bardziej agresywng terapi¢. Dodatkowo brani sg oni pod
uwage do allogenicznego przeszczepu krwiotworczych komorek macierzystych.
Wszystkie pozostate przypadki sg klasyfikowane jako standardowe ryzyko nawrotu i sg

leczone intensywnymi schematami chemioterapii wieloczynnikowe;.
3.1.1.7 Leczenie

Stopniowe postepy w terapii doprowadzity do znacznej poprawy przezywalnosci od
czasu pierwszego leczenia, przy czym te postepy podkreslajga znaczenie badan
klinicznych poprzez wspotprace grup wieloosrodkowych. Dziecigca ALL czesto stuzy
jako wzor terapii opartej na ryzyku, w ktérej ocena intensywnosci leczenia opiera si¢ na
ryzyku jego niepowodzenia. Jedng z cech charakterystycznych leczenia dziecigcej ALL
jest poleganie na stratyfikacji opartej na ryzyku. Identyfikujac cechy, ktoére wykazano, ze
wplywaja na rokowanie, pacjentow mozna podzieli¢ na grupy na podstawie ryzyka
niepowodzenia leczenia. Osoby zapadajace na chorobe z wigkszym ryzykiem leczone sg
bardziej toksycznymi terapiami, w przeciwienstwie do osob z korzystnymi cechami.
W zwiagzku z tym kluczowe jest identyfikowanie tych cech, poniewaz maja one
bezposredni wptyw na rokowanie 1 posredni na leczenie. Okreslone kryteria, takie jak

wiek oraz liczba leukocytow, pomagaja w powyzszej klasyfikacji, a ich zastosowanie
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powoduje, ze dzieci w przedziale wickowym 1 — 10 lat z poczatkowa liczba biatych
krwinek ponizej 50 000/ml przyporzadkowane sg do ryzyka standardowego, a te, ktore
nie spetniaja tych parametrow, kwalifikuja sie jako ryzyko wysokie.*> U chorych ze
standardowym ryzykiem przez co najmniej 2 lata prowadzi si¢ leczenie podtrzymujace
remisje. W tej grupie mozna rdwniez rozwazy¢ wykonanie przeszczepienia
autologicznych krwiotworczych komodrek macierzystych. Leczenie ostrej bialaczki
limfoblastycznej ma charakter radykalny i jest prowadzone z intencja wyleczenia
chorego. Wybor schematu terapeutycznego gtownie determinujg obecnos¢ lub brak genu
fuzyjnego BCR-ABL1/1(9;22) oraz wiek chorego. Ze wzgledu na brak randomizowanych
badan w tej stosunkowo rzadkiej chorobie u dorostych nie istnieja powszechnie przyjete
standardy chemioterapii, a w poszczegdlnych krajach stosuje si¢ protokoty terapeutyczne
wypracowane przez wieloosrodkowe grupy badawcze. W Europie 1 na $wiecie
przeprowadza si¢ dwa typy programOw chemioterapii: wielolekowe schematy
wzorowane na protokotach pediatrycznych oraz program hyper-CVAD (IIA).
W protokotach podobnych do pediatrycznych leczenie opiera si¢ na wielolekowej
chemioterapii, ktora jest podzielona na 4 fazy: faze przedleczenia, leczenie indukujace,
konsolidujace i podtrzymujace remisj¢. Leczenie wedtug programu hyper-CVAD polega
na naprzemiennym podawaniu dwoch blokow chemioterapii (Schemat 1): bloku A
ztozonego z duzych frakcjonowanych dawek cyklofosfamidu (2) i dodatkowo
winkrystyny (3), doksorubicyny (4) i deksametazonu (5) oraz bloku B zlozonego
z duzych dawek metotreksatu (6) i duzych dawek arabinozydu cytozyny (7).4¢
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Schemat 1. Struktury zwigzkoéw podawanych w ramach chemioterapii.

Leczenie hyper-CVAD wywiera silniejszy efekt mielosupresyjny 1 wigze si¢
z wyzszym ryzykiem goraczki neutropenicznej, powiktan infekcyjnych, a takze p6znych
powiktan, takich jak nieptodnos$¢, kardiomiopatia i wtorne nowotwory. Natomiast po
leczeniu opartym na protokotach pediatrycznych czesciej obserwuje si¢ dziatania
niepozadane charakterystyczne dla asparaginazy, takie jak toksyczno$¢ watrobowa,
zapalenie trzustki i powiklania zakrzepowo — zatorowe. Pozaszpikowe lokalizacje
anatomiczne to miejsca, ktore dla chemioterapii ogoélnoustrojowej sa bardzo trudno
dostepne, dlatego zajecie tych miejsc w momencie wstepnej diagnozy takze zdefiniowano
jako cech¢ wysokiego ryzyka. W trakcie rozpoznania, u niewielkiego odsetku pacjentow,
ujawnia si¢ choroba osrodkowego ukladu nerwowego, z kolei u okoto 2% chtopcow

podczas diagnozy ALL nastepuje zajecie jader, co objawia si¢ powickszonym,
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niebolesnym narzadem. Zajgcie bialaczkowe osrodkowego uktadu nerwowego lub jader
wyklucza klasyfikacje standardowego ryzyka w wigkszosci schematow leczenia.
Pacjenci leczeni kortykosteroidami przed pelng diagnostyka sa réwniez uwazani za
pacjentow wysokiego ryzyka, poniewaz ogromna skutecznos$¢ sterydéw w leczeniu ALL
moze niedoszacowac poczatkowej liczby bialych krwinek i zajgcia miejsc rezerwatowych
oraz ograniczy¢ pewno$¢ co do stopnia zaawansowania.*> Chcgc okresli¢, ktorzy pacjenci
sg bardziej zagrozeni wykonuje si¢ w tym celu charakterystyke komorek biataczkowych.
Za pomocg cech immunofenotypowych mozna opisa¢ komorki nowotworowe z uwagi na
bialka, ktore ulegaja ekspresji, a takze na podobienstwo do komorek bedacych ostatecznie
limfocytami B lub limfocytami T. Zdolno$¢ ta ma wptyw na rokowanie. U wigkszoS$ci
pacjentow pediatrycznych chorujacych na ostrg biataczke limfoblastyczng wystepuje
immunofenotyp prekursora B (Bp ALL). W tej grupie znajdujg si¢ osoby posiadajace
wysoki odsetek wyleczen w przeciwienstwie do osob z immunofenotypem komorek T,
dla ktorych ten odsetek jest duzo nizszy. Zastosowanie bardziej agresywnych terapii
1 schematow leczenia doprowadzito tych pacjentow do osiggnig¢cia wskaznikow przezycia
jak w przypadku pacjentéw z Bp ALL.*’ Molekularna klasyfikacja ryzyka powodowana
jest niekiedy przez nawracajace cytogenetyczne nieprawidtowosci w blastach
nowotworowych, przy okazji zauwazajac, ze niektére markery powigzane sa
z korzystnymi lub niekorzystnymi wynikami. Te pierwsze to wysoka hiperdiploidia, ktorg
obserwuje si¢ w 20% do 25% przypadkéw Bp ALL 1 translokacja ETV6/RUNXI.
Hiperdiploidia jest podgrupa dziecigcej ostrej biataczki limfoblastycznej zawierajaca
51 — 65 chromosomoéw na komoérke lub indeks DNA wigkszy niz 1,16. Jest ona
szczegoblnie korzystna, gdy jest rOwnocze$nie powigzana z trisomig chromosomow 4 1 10.
Translokacja ETV6/RUNXI, tak jak hiperdiploidia, jest diagnozowana w 20 — 25%
przypadkow Bp ALL. Wiaze si¢ ona z poprawa przezywalno$ci, nawet po nawrocie.*s
Oprocz korzystnych cytogenetycznych zmian wystepuja rowniez te niekorzystne. Jedng
z nich jest hipodiploidia, czyli mniej niz 44 chromosomy lub wskaznik DNA mniejszy
niz 0,81. Kolejna niekorzystna zmiana, ktéora dodatkowo zwigzana jest z wysokim
ryzykiem to fuzja BCR-ABL, obserwowana u 3% dzieci z ALL 1 znana jako chromosom
Philadelphia. Pozostate zmiany to rearanzacje MLL obejmujace gen 11q23, wystepujace
u 5% dzieci z ALL oraz wewnatrzchromosomalna amplifikacja chromosomu 21
(iAMP21, obserwowana w 1 — 2% Bp ALL).** W przypadku oséb chorych na ostrg
biataczke limfoblastyczng z chromosomem Philadelphia ich terapia opiera si¢ na

stosowaniu inhibitora kinaz tyrozynowych (TKI, ang. Tyrosine Kinase Inhibitor), co
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kojarzone jest z zastosowaniem chemioterapii o zredukowanej intensywnosci.
Po wuzyskaniu remisji nalezy jak najszybciej przeprowadzi¢ przeszczepienie
allogenicznych krwiotwodrczych komoérek macierzystych. Po transplantacji konieczne jest
czeste monitorowanie choroby resztkowej. W przypadku wykrycia transkrytptu BCR-
ABLI nalezy rozpocza¢ leczenie wyprzedzajace TKI, optymalnie na podstawie analizy
mutacji BCR-ABLI1. Alternatywnie u wszystkich chorych po transplantacji mozna
prowadzi¢ leczenie podtrzymujgce remisj¢ z uzyciem inhibitora kinaz tyrozynowych,
niezaleznie do statusu minimalnej choroby resztkowej. U starszych chorych, u ktérych
nie jest mozliwe przeprowadzenie przeszczepienia krwiotworczych komorek
macierzystych, stosuje si¢ przewlekle inhibitor kinazy tyrozynowej w leczeniu
podtrzymujacym remisje. U chorych, u ktérych stwierdza si¢ ekspresje CD20 na co
najmniej 20% blastow, roéwnolegle do leczenia chemioterapig 1 TKI w trakcie indukcji,
konsolidacji i leczenia podtrzymujacego rowniez stosuje si¢ rytuksymab.>® Oprécz tych
cech, ktore sa wykorzystywane do informowania o rokowaniu, odpowiedz na poczatkowa
terapi¢ okazata si¢ szczegoOlnie silnym niezaleznym predyktorem. Jako definicje
catkowitej remisji traktowano wykrywalno$¢ blastow ponizej 5% podczas badania
morfologii pod koniec indukcji. Jej niepowodzenie zwiastuje bardzo zle rokowanie
1 wystepuje w przedziale 3 — 5% dzieci, ktérym zdiagnozowano ALL. Catkowita
przezywalno$¢ tych dzieci szacowana jest na okolo 33%.! Ocena szpiku kostnego za
pomoca mikroskopii jest czgsto stosunkowo mato czuta 1 wykazano, ze jest uzupetniana
1 czeSciowo zastgpowana przez ocen¢ minimalnej choroby resztkowej (MRD).
Ta technika wykorzystuje cytometri¢ przeptywowa lub reakcje tancuchowa polimerazy
(PCR) do oceny choroby przy znacznie nizszej granicy wykrywalnosci (1 biataczka
blastyczna w 10 000—100 000 komorek). Ocena MRD szpiku kostnego pod koniec
indukcji okazata si¢ niezaleznym czynnikiem prognozujacym wynik leczenia, a takze
wykazano jej przydatnos¢ we krwi obwodowej juz w 8 dniu terapii. Indukcja koncowa
minimalnej choroby resztkowej zostata ustalona w stratyfikacji ryzyka pacjentow z ALL
komorek B, podczas gdy badania wykorzystujace MRD do dostosowania leczenia ostrej
biataczki limfoblastycznej z komorek T s3 obecnie w toku, ale s3 rowniez obiecujace.*>
52 Wspélpracujace ze soba grupy specjalistow w dziedzinie onkologii dzieciecej
opracowaty przy pomocy réznych metod zastosowanie czynnikow ryzyka. Na przyktad
Dziecigca Grupa Onkologiczna oprocz cytogenetyki 1 odpowiedzi na terapi¢, stosuje
kryteria Narodowego Instytutu Onkologicznego, natomiast grupa Berlin-Franklin-

Miinster interesuje si¢ odpowiedzig na leczenie poczatkowe za pomoca minimalnej
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choroby resztkowej. Poszczegdlne zmiany cytogenetyczne okreslane sg jako ryzyko

wysokie bez wzgledu na odpowiedZ na leczenie (Tabela 3).3

Cechy wysokiego ryzyka w ostrej bialaczce limfatycznej u dzieci

e Wiek ponizej 1 roku lub powyzej 10 lat

e Poczatkowa liczba bialych krwinek wigksza niz 50 000/ml

e Zajecie osrodkowego uktadu nerwowego

e Zajecie jader

e Niekorzystna cytogenetyka (hipodiploidia, t(9;22), 1123, iAMP21)

e Suboptymalna odpowiedz indukcji (niepowodzenie indukcji lub dodatnia

minimalna choroba resztkowa)

Tabela 3. Cechy wysokiego ryzyka w ostrej biataczce limfatycznej u dzieci.®?
3.1.1.7.1 Chemioterapia

Leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej, nowo zdiagnozowanej, oparte jest na
4 gléwnych filarach, ktore w celu uniknigcia rozwoju opornosci bazujg na wielolekowych
schematach. W zaleznos$ci od grupy pacjentéw z grupy ryzyka zmienia si¢ intensywnos¢
poszczegbdlnych blokéw chemioterapii, a takze bardziej intensywne schematy koreluja
z bardziej agresywnymi kategoriami chorob. Uznanie, ze ALL jest chorobg heterogenna,
doprowadzito do leczenia ukierunkowanego na fenotyp, genotyp i ryzyko. W zwigzku
z tym ostra biataczka limfoblastyczna z dojrzatych komérek B jest jedynym podtypem,
ktory jest leczony krotkotrwaty intensywna chemioterapia.”* W przypadku wszystkich
pozostalych pacjentéw specyficzne podej$cie do leczenia jest rozne, ale konsekwentnie
ktadzie si¢ nacisk na terapi¢ indukujaca remisje, po ktdrej nastepuje intensyfikacja (lub
konsolidacja) terapii i kontynuacja leczenia w celu wyeliminowania resztkowej biataczki.
Schemat leczenia skierowany na osrodkowy uktad nerwowy zalezny jest od ryzyka
nawrotu choroby u pacjenta, intensywnosci leczenia systemowego oraz zastosowania lub
nienapromieniania czaszki. Terapia ta rozpoczyna si¢ na wczesnym etapie przebiegu
klinicznego 1 trwa przez rézny dla kazdego pacjenta czas. W ramach tego schematu
dziatanie poszczeg6lnych lekow zalezne jest od dawki oraz sposobu podawania i rodzaju

podawanych jednoczeénie lekow.>
A. Indukcja remisji

Pierwszym etapem chemioterapii jest trwajaca od 4 do 6 tygodni indukcja remisji.

Jej gtownym zadaniem jest eliminacja ponad 99% komorek bialaczkowych, a takze
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przywrocenie prawidlowej hematopoezy. Podczas gdy do konca tego etapu petna remisja
nie zostanie osiggni¢ta, wowczas pacjenci narazeni s3 na S$mier¢ z powodu
nieodpowiedniego leczenia. Osoby doswiadczajace niepowodzenia indukcji poddawane
sg przewaznie allogenicznemu przeszczepowi szpiku kostnego, natomiast w celu
osiagniecia remisji przed przeszczepem stosowana jest chemioterapia.’® Ta faza leczenia
prawie zawsze obejmuje podawanie glukokortykoidu (prednizonu (8), prednizolonu (9)
lub deksametazonu (5)), winkrystyny (3) i co najmniej jednego innego $rodka (zwykle

asparaginazy, antracykliny lub obu).

W badaniach z randomizacja wykazano, ze antracykliny maja podobng skutecznos¢
i toksyczno$é.’” Prednizon (8) i deksametazon (5) to kortykosteroidy stosowane
wymiennie. Ten drugi dziata pozytywnie na osrodkowy ukltad nerwowy oraz zmniejsza
ryzyko nawrotu. Niestety stosowanie go posiada takze wady. Jedng z nich i w zasadzie
najgrozniejsza jest zwiekszenie czestosci wystepowania toksycznosci, w tym jalowe;j
martwicy, infekcji i ograniczenia wzrostu liniowego.>® Innymi poznanymi $rodkami sg
asparaginaza PEG 1 asparaginaza Erwinia, ktorych celem jest zmniejszenie ilo$ci
asparaginy. Asparaginaz¢ PEG otrzymano przez kowalencyjne przylaczenie glikolu
polietylenowego. Modyfikacja ta wykazuje dluzszy okres pottrwania, a takze,
w poréwnaniu z natywng L-asparaginaza Escherichia coli, charakteryzuje si¢
zmniejszong immunogennoécia, a takze wyzsza skutecznoécia.’® Podczas podawania tej
asparaginazy pacjentom mozliwe jest wystapienie reakcji alergicznej, wowczas zastepuje
si¢ ja asparaginaza Erwinia, ktéra wymaga wigkszej czestotliwosci podawania. Dzieci
z ostra biataczka limfoblastyczng wysokiego lub bardzo wysokiego ryzyka oraz prawie
wszyscy mtodzi doro$li z ALL otrzymuja cztery lub wigcej lekow podczas terapii
indukujacej remisje¢. Ulepszenia w chemioterapii i opiece podtrzymujacej doprowadzity
do catkowitej remisji okoto 98% u dzieci 1 okoto 85% u dorostych. Podejmowano proby

zintensyfikowania terapii indukcyjnej, wychodzac z zatozenia, ze szybsze 1 catkowite
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zmniejszenie obcigzenia komoérek bialaczkowych moze zapobiec opornosci na leki
1 poprawi¢ wskazniki wyleczenia. Jednak intensywna terapia indukcyjna moze nie by¢
konieczna u dzieci ze standardowym ryzykiem ALL, pod warunkiem, ze otrzymajg one

odpowiednia intensyfikacje terapii poindukcyjnej.t%%!

Zbyt agresywna terapia
indukcyjna moze w rzeczywisto$ci prowadzi¢ do zwigkszonej chorobowosci
1 $miertelnosci. Dodanie cyklofosfamidu (2), cytarabiny (7) lub antracykliny w duzych
dawkach nie przyniosto wyraznych korzysci u dorostych, czesciowo dlatego, ze taka
terapia jest zle tolerowana przez starszych pacjentow.%? Przypuszczalnie ze wzgledu na
zwigkszong penetracje do osrodkowego uktadu nerwowego i1 dluzszy okres pottrwania,
stosowanie deksametazonu (5) w terapii indukcyjnej i poremisyjnej wydaje si¢ zapewniac
lepsza kontrole w osrodkowym uktadzie nerwowym 1 ogolnoustrojowym niz prednizon
(8) lub prednizolon (9). Jednakze jedno mate badanie sugerowato, ze zwigkszona dawka
prednizolonu (9) w konteks$cie innego intensywnego leczenia moze da¢ wyniki podobne
do tych uzyskanych przy zastosowaniu deksametazonu (5).°* Rozw¢j mesylanu imatynibu
(10), inhibitora kinazy tyrozynowej, poprawil leczenie biataczki z fuzja BCR-ABL,
zwlaszcza u 0sob starszych. Imatynib (11) jako pojedynczy lek lub jako czg$¢ schematow
skojarzonych z powodzeniem wywotat i utrwalit remisje.*+*> Chociaz jego zdolnoéé do
poprawy wskaznika wyleczen pozostaje niepewna, imatynib (11) wyraznie przyczynit si¢
do wydtuzenia przezycia wolnego od choroby i poprawy jakosci zycia wsrdd tych

pacjentow.
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B. Terapia intensyfikujaca

Po przywréceniu prawidlowej hematopoezy chorzy w remisji staja si¢ kandydatami
do terapii intensyfikujacej, zwanej réwniez konsolidacja. Jej celem jest wyeliminowanie
submikroskopowej choroby resztkowej, ktéra pozostaje po uzyskaniu catkowitej remisji.
Etap ten, w zaleznos$ci od roznych protokotdow, rozni si¢ dtugoscia oraz intensywnoscia.
Zazwyczaj trwa od 6 do 9 miesigcy, gdzie ten dtuzszy i bardziej intensywny schemat

konsolidacji dotyczy pacjentéw z chorobg wysokiego ryzyka.’® Terapia dotyczaca
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leczenia dziecigcej ALL polega na podawaniu duzych dawek metotreksatu (6)
z merkaptopuryng (12), duzych dawek asparaginazy stosowanych przez dluzszy czas,
a takze leczeniu reindukujacym.®’” Stosowanie jednego schematu nie powinno wykluczaé
stosowania innych, a moze by¢ pozadane zastosowanie wszystkich tych metod leczenia
u pacjentow z ALL wysokiego lub bardzo wysokiego ryzyka. Stosowanie terapii
intensyfikujacej praktykowane jest najczeSciej w warunkach ambulatoryjnych,
aczkolwiek zdarzajg si¢ sytuacje, w ktérych wymagana jest opieka szpitalna. Chcac
zmaksymalizowa¢ synergi¢, a takze zminimalizowaé¢ lekoopornos¢ podczas fazy
konsolidacji podawane sa pacjentom S$rodki, ktérych niestosowano w czasie indukcji
remisji. Tymi $rodkami sg merkaptopuryna (12), tioguanina (13), metotreksat (6),

cyklofosfamid (2), etopozyd (14) i cytarabina (7).*°
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Wydaje si¢, ze bardzo wysokie dawki metotreksatu (6) poprawiajg rokowanie
u pacjentdOw z ostrg biataczka limfoblastyczng z komoérek T. To odkrycie jest zgodne
z mniejsza akumulacja poliglutaminiandw metotreksatu (tj. aktywnych metabolitow)
w ALL z komorek T nizw ALL z prekursorow komorek B; w zwigzku z tym do uzyskania
odpowiedniego efektu terapeutycznego potrzebne sa wyzsze stezenia metotreksatu (6)
w surowicy. Komorki blastyczne z fuzja TEL-AMLI1 lub E2A-PBX1 gromadza znacznie
nizsze poziomy poliglutaminiandw metotreksatu niz te z innymi nieprawidlowosciami
genetycznymi, co sugeruje, ze pacjenci z tymi genotypami moga réwniez odniesc
korzysci ze zwigkszonej dawki metotreksatu (6).°® Intensywne stosowanie asparaginazy
w okresie postindukcji przyniosto doskonate wyniki leczenia przy stosunkowo niskiej
chorobowosci, zwlaszcza w zakresie powiktan zakrzepowych i hiperglikemii, co utrudnia
stosowanie asparaginazy podczas terapii indukujacej remisje, gdy jednoczesnie stosuje

sie glikokortykosteroid.®! Istnieje kilka form asparaginazy, z ktorych kazda ma unikalny
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profil farmakokinetyczny, a co za tym idzie, inne wymagania dotyczace dawkowania.®’

Jesli chodzi o kontrole biataczki, intensywno$¢ dawki i1 czas trwania leczenia
asparaginazg sg wazniejsze niz rodzaj stosowanej asparaginazy. W jednym badaniu nie
zaobserwowano roznic w wynikach migdzy pacjentami losowo wybranymi do
otrzymywania dwoch réznych form asparaginazy, ale wynik kliniczny wérod pacjentow,
ktorzy otrzymywali mniej niz 25-tygodniowych dawek, byt znacznie gorszy niz
u pacjentow, ktorzy otrzymywali $rodek przez 26 do 30 tygodni.”” W innym badaniu
forma asparaginazy o krotszym okresie pottrwania dawala gorsze wyniki leczenia, co
obecnie powszechnie uznaje si¢ za wynik stosowania nieodpowiedniej dawki. Leczenie
reindukujace, czyli powtorzenie poczatkowej terapii indukcyjnej stosowanej podczas
pierwszych kilku miesigcy remisji, stalo si¢ integralng czescig skutecznych protokotéw
leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej.%%®’” W jednym badaniu drugie leczenie
z opozniong intensyfikacja dodatkowo poprawito wyniki wsrdéd pacjentéw z posrednim
ryzykiem ALL. Warto zauwazy¢, ze dodatkowa winkrystyna (3) i prednizon (8) po
jednym leczeniu reindukujagcym nie byty korzystne, co sugeruje, ze obserwowana
poprawa byta spowodowana zwigkszong intensywnos$cig dawki innych srodkéw, takich
jak asparaginaza.”! Ze wzgledu na czeste wystepowanie martwicy kosci po reindukcji
leczenia, terapia glikokortykosteroidami podawana co drugi tydzien jest badana jako
strategia zmniejszenia tego powiktania. Chociaz poprzednie badania nie wykazaty
korzysci z intensyfikacji leczenia u dorostych, nowsze badania bez randomizacji
zdecydowanie sugerowaly, ze intensywne leczenie konsolidacyjne poprawito wyniki,
zwlaszcza u mlodych dorostych. Wydaje si¢, ze w przypadku ALL z komérek T korzysci
terapeutyczne przyniosty cyklofosfamid (2) i cytarabina (7), podczas gdy w innych
typach ALL odzwierciedlato to stosowanie cytarabiny (7) w duzych dawkach.”?

C. Chemioterapia podtrzymujgca

Najdluzszym etapem chemioterapii podczas leczenia ostrej bialaczki
limfoblastycznej u dzieci jest chemioterapia podtrzymujaca. W momencie jej
wydtuzenia, po ustaleniu remisji, ryzyko nawrotu choroby zmniejsza si¢. Etap ten
zwigzany jest z nizszg toksycznoscig 1 jest podawany ambulatoryjnie, a trwa zazwyczaj
co najmniej 2 lata. Fundamentem tego etapu chemioterapii jest leczenie pacjentow za
pomocg terapii antymetabolitowej metotreksatem (6) 1 merkaptopuryna (12),
podawanych w formie doustnej.”® Znaczenie r6znic migdzyosobniczych w metabolizmie

jest uwidaczniane dzigki farmakogenomice tych lekow. Zwiekszona mielosupresja oraz
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inne toksyczno$ci powigzane sg z polimorfizmami genotypowymi metylotransferazy
tiopuryny, natomiast inne polimorfizmy, ktére posiadaja zmniejszony poziom aktywnego
metabolitu, przyznaja stan ,hipermetabolizatora”.”* Na podstawie réznic obecnych
w metabolizmie zauwazono, ze stopien mielosupresji ma zwigzek z ryzykiem nawrotu.
W celu skompensowania ryzyka mielosupresji oraz ryzyka zakazenia badz krwawienia
nalezy dostosowa¢ dawke chemioterapii. Istniejg takze takie schematy leczenia, ktore
wskazujg comiesigczne stosowanie winkrystyny (3) oraz steroidow, mimo iz brakuje

dowodow na dodatkowe korzysci.”
D. Terapia skierowana na oSrodkowy uklad nerwowy

Jest to czwarty i zarazem ostatni etap leczenia ALL, ktdry odnosi si¢ do terapii
pacjentow z kliniczng chorobg OUN oraz profilaktyki u osob posiadajacych subkliniczng
postac tej choroby. W momencie gdy nie istnieje specyficzna terapia ukierunkowana na
szpik kostny, u wigkszosci dzieci wystepuje nawrdt nowotworu, mimo iz dzigki
ogolnoustrojowej chemioterapii mozna osiggna¢ remisje w szpiku kostnym. Sposobem
na wytepienie choroby jest napromieniowanie czaszki, bezposrednie dokanatowe podanie
chemioterapii oraz ogolnoustrojowa chemioterapia, ktéra ma mozliwo$¢ penetracji
bariery krew — mozg. We wszystkich schematach leczenia pojawia sie, rozpoczynajace
si¢ podczas indukcji remisji, dooponowe podanie chemioterapii. Leczenie dokanatowe,
wedhug niektorych protokotéw, trwa przez catg terapig, natomiast czasem zdarza sie, ze
nie jest ono brane pod uwage w czasie trwania leczenia podtrzymujgcego.
Do chemioterapii dooponowej zalicza si¢ stosowanie metotreksatu (6) dooponowo lub

dokanatowo, a takze cytarabiny (7) i hydrokortyzonu (15).

Podczas zastosowania potrdjnej terapii dooponowej zauwazono zmniejszenie czestosci
wystepowania nawrotoOw, cho¢ nie zarejestrowano réznicy miedzy tymi dwoma lekami
bioragc pod uwage catkowity lub wolny od zdarzen czas przezycia.”® W skifad

ogo6lnoustrojowej chemioterapii, ktéra oddzialuje na osrodkowy uklad nerwowy
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wchodzg: deksametazon (5) oraz duze dawki metotreksatu (6), cytarabiny (7)
1 asparaginazy. Wspomnianym wcze$niej innym sposobem na eradykacje nowotworu jest
napromieniowanie jonizujace czaszki. Wykorzystanie tej metody stopniowo spada ze
wzgledu na ryzyko toksycznosci, ktore w szczegolnosci u mitodszych pacjentow,
przejawia si¢ najczgsciej niepelnosprawnoscia intelektualng, a takze wtornymi
nowotworami ztosliwymi. W zwigzku z tym wiele protokotow leczenia wyraza zgod¢ na
jego uzycie tylko w przypadku osob z najwyzszym ryzykiem nawrotu do OUN, inne za$
catkowicie rezygnuja z jego zastosowania. Odroczenie napromieniania czaszki wystepuje
takze u pacjentow z jawna choroba osrodkowego uktadu nerwowego, aczkolwiek aby

potwierdzi¢ te strategiec wymagane sg doktadniejsze badania.”’

3.1.1.7.2 Przeszczep allogeniczny

Koncowa postacig intensyfikacji leczenia jest przeszczep allogeniczny, po
zastosowaniu ktorego, dla oséb dorostych z ALL dlugotrwale wskazniki przezycia
wolnego od choroby mieszcza si¢ w przedziale od 45% do 75%. Dla poréwnania, przy
zastosowaniu chemioterapii, wskazniki te wynosza 30 — 40%. Niewielka liczba badanych
pacjentow oraz sama ich selekcja komplikujg interpretacje wynikéw. Pomimo tego,
zauwazalne sg pozytywne efekty przeszczepu allogenicznego wystepujace u pacjentow
zarowno pediatrycznych jak i dorostych z BCR-ABL+ ALL lub stabg poczatkowa
odpowiedzia na leczenie.”®” Metoda ta udoskonala wyniki kliniczne dorostych
pacjentow z ostrg biataczkg limfoblastyczng z t(4;11), lecz jesli mowa o niemowletach
z takich samym genotypem, tej pewno$ci juz nie ma. W badaniach z ostatnich lat
zauwazono, ze podczas przeszczepu komorek od dopasowanego niespokrewnionego
dorostego dawcy lub z krwi pepowinowe] wyniki sg podobne do tych uzyskanych
w wyniku transplantacji od dobranych spokrewnionych dawcow.®® W zwiazku z tym
kryteria przeszczepu powinny stale podlega¢ ocenie, ze wzgledu na ulepszenia
w tej procedurze jak i w chemioterapii. Ze wzgledu na wyzszg aktywnosé
przeciwbialaczkowa gwarantowang przez przeszczep allogeniczny, nalezy wykona¢ go
u wszystkich pacjentéw z dawcg identycznym pod wzgledem HLA. Zmniejszenie ryzyka
nawrotu jest bezsprzecznie lepsze niz sama chemioterapia lub autologiczny przeszczep
hematopoetycznych komorek macierzystych. Najwigksze badanie na ten temat wykazato
pozytywne wyniki u pacjentow ze standardowym ryzykiem po przeszczepie
hematopoetycznych komorek macierzystych, ale nie u pacjentow z wysokim ryzykiem.

W ostateczno$ci, cze¢sciowo z powodu Smiertelno$ci zwigzanej z transplantacja,
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wskazniki przezycia byty podobne do tych, gdzie w badaniach przyje¢to dostosowang do
ryzyka strategi¢ przeszczepu hematopoetycznych komoérek macierzystych. Badania
odnoszace si¢ do allogenicznego przeszczepie hematopoetycznych komorek
macierzystych wykazaly przezycie na poziomie powyze] 60% u pacjentow ze
standardowym ryzykiem, gdzie $miertelno$¢ zwigzana z przeszczepami wynosita od 16%
do 20%. Natomiast biorgc pod uwage pacjentdéw wysokiego ryzyka, 5-letnie przezycie
wahato sie od 33% do 75%. Smiertelno$é zwiazana z transplantacja wynosita az 36%.%!
W przypadku pacjentow obarczonych bardzo wysokim ryzykiem, zroédtem komorek
macierzystych sa niespokrewnieni z rodzing dawcy — ochotnicy, poniewaz rodzenstwo
identyczne pod wzglgdem HLA to 24% do 40% kwalifikujacych sie pacjentow.822 Wraz
z autologicznym przeszczepem hematopoetycznych komoérek macierzystych, metoda ta
pozwala na zwigkszenie wykonalno$ci przeszczepu o ponad 50%, a nawet 70%.
Przezycie w pierwszej catkowitej remisji wynosi okoto 42% do 45%, z nizszym
odsetkiem nawrotdw 1 wyzszym poziomem $miertelnosci zwigzanej z transplantacjg w
poréwnaniu z przeszczepem hematopoetycznych komorek macierzystych dawcy
rodzenstwa. Poréwnujac ze soba dawcoOw rodzinnych oraz niespokrewnionych, ci drudzy
przewaznie s3 milodsi i powinni charakteryzowaé si¢ mniejsza zachorowalnoscia.
Spetniajac powyzsze kryteria, osiggane s3 lepsze wyniki niz w przypadku dawcow
rodzenstwa. Wedtug analizy Europejskiej Grupy ds. Przeszczepiania Krwi 1 Szpiku,
przezycie wolne od choroby u 91 dorostych pacjentow z mediang wieku 40 lat wynosito
18%, ze $miertelnoscia zwigzang z transplantacjg 24% i ryzykiem nawrotu 58%.32° Mimo
iz wyniki te mogg wydawac si¢ nie do konca zadowalajace, zar6wno u mtodszych
pacjentow ze wspotistniejgcymi chorobami, jak 1 w podesztym wieku, z wysokim
ryzykiem nawrotu po chemioterapii, stosowano przeszczep hematopoetycznych komorek
macierzystych z kondycjonowaniem o zmniejszonej intensywnosci. Zatem przeszczep
hematopoetycznych komorek macierzystych z ulepszong opieka wspomagajaca dla
pacjentow w podesztym wieku moze by¢ nowym obszarem. Terapig eksperymentalng
nazywany jest haploidentyczny przeszczep hematopoetycznych komoérek macierzystych.
Przydatno$c¢ tej terapii ma by¢ zbadana w p6znym stadium choroby oraz w stanach bardzo
wysokiego ryzyka.®* Przeszczep ten wydaje si¢ by¢ zoptymalizowany dzieki
niemieloablacyjnemu kondycjonowaniu, a takze potransplantacyjnemu zastosowaniu
cyklofosfamidu (2) w duzych dawkach. Jest on kolejng opcja dla pacjentow bez
spokrewnionego/niespokrewnionego dawcy. Alternatywa allogenicznego przeszczepu

hematopoetycznych komoérek macierzystych jest terapia duzymi dawkami. Wowczas
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nastgpuje autologiczny przeszczep hematopoetycznych komoérek macierzystych, ktory
uzyskuje si¢ przez pobranie szpiku kostnego lub aferez¢ macierzystych komoérek krwi
pobudzonych mieloidalnymi czynnikami wzrostu. Dobierajgc schemat leczenia, bywa ze
pacjenci  zostajg  wykluczeni z  mozliwosci  allogenicznego  przeszczepu
hematopoetycznych komodrek macierzystych, a w zamian za to przydzielani sa do
chemioterapii i autologicznego przeszczepu. Niekiedy lepsze rezultaty osiaga si¢ dzigki
chemioterapii, ale bywa tez, ze marginalng przewage przejmuje autologiczny przeszczep
hematopoetycznych komorek macierzystych, szczegoélnie u pacjentdéw z wysokim
ryzykiem.®* # W analizie retrospektywnej dotyczacej autologicznego przeszczepu
hematopoetycznych komoérek macierzystych, 50 pacjentow z ujemnym wynikiem
minimalnej choroby resztkowej (co oznaczalo ujemny wynik minimalnej choroby
resztkowej zarowno pacjenta, jak i autologicznych komoérek macierzystych) miato

znacznie wyzszy stopien przezycia.3?°

3.1.1.8 Nawrot choroby

Najczestszg przyczyng niepowodzen leczenia jest nawrot choroby, ktory dotyka
15 —20% pacjentow z ostrg bialaczkg limfoblastyczng. Czgstos¢ wystepowania nawrotow
zalezna jest od podtypu immunofenotypowego, genetycznego, a takze inaczej
zdefiniowanej kategorii ryzyka ALL.3¢ U dzieci czesto$é ta wynosi okoto 25%, natomiast
u dorostych 50%. Najczescie] w czasie pierwszych 3 — 5 lat po otrzymaniu diagnozy
wystepuja nawroty wiekszosci ostrych biataczek limfoblastycznych. Jedynie w bardzo
malej ilo$ci przypadkdéw nawroty te nastepuja po wigcej niz 5 latach, a w pojedynczych
sytuacjach moga wystapi¢ nawet 10 do 20 lat pdzniej. ALL zdiagnozowana po nawrocie
zlokalizowana jest w szpiku kostnym lub w tkankach pozaszpikowych takich jak OUN,
jadra czy jajniki. Nawroty pojawiajace si¢ w szpiku kostnym zwigzane s3
z niekorzystnym rokowaniem w przeciwienstwie do tych pozaszpikowych Ilub
taczonych.’® Cechy morfologiczne i immunofenotypowe nawrotowej ostrej biataczki
limfoblastycznej sa czgsto w duzej mierze podobne do tych obserwowanych w momencie
poczatkowego rozpoznania. Mozna jednak réwniez zaobserwowa¢ zmienne zmiany
immunofenotypowe, w wyniku ktorych niektére antygeny moga zwickszy¢ lub
zmniejszy¢ intensywno$¢, a nawet znikna¢ przy nawrocie. Takie zmiany mozna znalez¢
u 34% do 73% pediatrycznej B-ALL i 15% pediatrycznej T-ALL.} Najbardziej skrajne
zmiany obejmujg zmiang linii z B-ALL na T-ALL lub z ALL na AML lub bialaczke

bifenotypowa. Konwencjonalna cytogenetyka 1 analiza molekularna zazwyczaj
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identyfikuja translokacje 1 transkrypty fuzyjne obecne w momencie poczatkowej
diagnozy. Ponadto analiza cytogenetyczna czgsto (75%) identyfikuje nowo nabyte
nieprawidlowosci. Bardzo rzadko mozna zidentyfikowa¢ catkowicie inny kariotyp, co
sugeruje mozliwos¢ wystgpienia drugiej de novo ostrej biataczki limfoblastyczne;.
Badania molekularne dokumentujg zmiany we wzorcu rearanzacji gendow, a nawet
nabywanie nowych gendéw fuzyjnych. W rzadkich przypadkach (0,5% — 1,5%)
szczegblowe badania molekularne mogg wspiera¢ nowa (druga) ALL, r6ézng od
poprzedniej choroby. Wydaje si¢, ze potaczenie badan immunofenotypowych
1 molekularnych moze rozrézni¢ trzy kategorie nawrotow ostrej bialaczki
limfoblastycznej: podobny do biataczki wystepujacej w poczatkowej diagnozie, klonalnie
wywodzacy sie z poczatkowej bialaczki i rzadko drugi de novo ALL.®®
W przypadku intensywnej terapii, ktéra moze obejmowaé przeszczep
hematopoetycznych komoérek macierzystych, calkowite przezycie z powodu nawrotu
ostrej biataczki limmfoblastycznej wynosi okoto 40%.% % Zaréwno pacjenci z nowo
rozpoznang jak i nawrotowa ALL moga by¢ poddani stratyfikacji ryzyka. Czynniki
prognostyczne w momencie nawrotu obejmuja jego czas (krdtszy czas wigze si¢
z gorszym rokowaniem), immunofenotyp (immunofenotyp limfocytow T wigze si¢
z gorszym rokowaniem) i miejsce (choroba szpiku kostnego wiaze si¢ z gorszym
rokowaniem niz choroba pozaszpikowa).”® Zaréwno miejsce nawrotu jak i dtugoéé
pierwszej catkowitej remisji to dwa najwazniejsze czynniki prognostyczne. Nawroty
wystepujace w przeciggu 18 miesiecy od momentu rozpoznania ostrej bialaczki
limfoblastycznej typu B sa okreslane jako te najgorsze. Zdiagnozowane nawroty po
ponad 3 latach od czasu rozpoznania charakteryzujg si¢ najlepszym rokowaniem.
Przezycie pacjentow w stanie wolnym od choroby dochodzi do poziomu 50%. Ze srednim
rokowaniem zwigzane sa nawroty pojawiajace si¢ miedzy 18 a 36 miesigcem po
rozpoznaniu. Komorki biataczki uzyskane od pacjentow z wcezesnym nawrotem czgsto
zawieraja mutacje zmniejszajace wrazliwos¢ na powszechnie stosowane leki
chemioterapeutyczne.’! Jesli nawrdt nastapi po zakonczeniu leczenia podstawowego,
wiekszos¢ dzieci wejdzie w drugg remisj¢, a szansa na wyleczenie wynosi okoto 50%.
Natomiast jesli podczas terapii nastapi nawr6t, szansa na osiggnigcie drugiej remisji
wynosi tylko 50% do 70%, a tylko 20% do 30% pacjentéw zostaje wyleczonych.
Po nawrocie choroby znacznie czesciej stosuje si¢ allogeniczny przeszczep komorek
krwiotworczych (u > 50% pacjentdéw) niz podczas terapii pierwotnej (u 5 do 10%

pacjentdw). Ocena odpowiedzi minimalnej choroby resztkowej moze by¢ pomocna
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w ustaleniu, ktorzy pacjenci powinni przej$¢ przeszczep w czasie drugiej remisji, a ktorzy
nie.”? Bardzo wazng cechg ryzyka jest miejsce nawrotu, ktore najczesciej zlokalizowane
jest w szpiku kostnym (miejsce to odnosi si¢ do 50 — 60% przypadkow). U 20%
pacjentow wystepuje izolowana choroba OUN, u 5% — izolowana choroba jader,
natomiast pozostali zmagaja si¢ z potaczeniem choroby szpiku kostnego i choroby
pozaszpikowej. Porownujac ze sobg izolowane nawroty pozaszpikowe oraz szpikowe,
te pierwsze charakteryzuja si¢ znacznie lepszym rokowaniem. Natomiast, jesli u kogo$
wystepuje zarbwno zajecie szpiku kostnego jak i pozaszpikowe, wtedy rokowanie jest
posrednie.”® Istotng role podczas nawrotu odgrywa grupa ryzyka. Mianowicie u 0sob,
ktore poczatkowo zostaly sklasyfikowane jako pacjenci standardowego ryzyka okreslono
zwiekszong przezywalno$¢ niz u grupy wysokiego ryzyka. Potwierdzeniem tego jest
analiza 0s0b z immunofenotypem komorek T, bowiem sg to przypadki, ktore po nawrocie
doznaja szczegodlnie stabego rokowania. Podobna sytuacja ma miejsce odnosnie
pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczng, dopiero co zdiagnozowang. W tym
przypadku znaczenie prognostyczne ma odpowiedz na chemioterapie reindukujaca.*’
Osoby, ktore zakonczyty pierwszy cykl chemioterapii reindukcyjnej ale nadal zmagaja
si¢ z chorobg morfologiczng odznaczaja si¢ szczegdlnie ztym rokowaniem. Natomiast
u pacjentdow z ciggla minimalng chorobg resztkowa, mimo remisji morfologicznej,
zauwazalne jest gorsze rokowanie niz w przypadku 0séb z ujemna MRD po reindukcji.”*
Schemat leczenia za pomoca chemioterapii reindukcyjnej opiera si¢ na 4-lekowe;j
indukcji, tej samej jak w przypadku pierwszej diagnozy. Sklada si¢ ona z zastosowania
winkrystyny (3), steroidow, asparaginazy i antracykliny. Dzigki temu mozliwe jest
uzyskanie catkowitej remisji na poziomie nawet 85% juz po pierwszym nawrocie.
Leczenie poremisyjne w momencie drugiej catkowitej remisji uzaleznione jest od ryzyka.
Polega ono na przeszczepieniu krwiotwérczych komorek macierzystych pacjentom
z immunofenotypem komoérek T oraz takim, ktorzy doswiadczyli wczesnego nawrotu
choroby szpiku. Za pomoca jedynie chemioterapii czgsto jest mozliwo$¢ wyleczenia osob
z poznym nawrotem ALL. W momencie izolowanych nawrotéw na OUN, pacjenci
traktowani sg kombinacja chemioterapii i napromieniowaniem czaszki, gdzie jako
pierwsza podaje si¢ chemioterapi¢ w celu zapobiegania nawrotowi choroby. Z biegiem
czasu okazalo sie, ze promieniowanie czaszkowo-rdzeniowe nie przynosi wigkszych
efektow, stad obecnie zrezygnowano z jego stosowania. Zauwazono takze, ze w sytuacji
izolowanych nawrotow ALL typu B w osrodkowym uktadzie nerwowym, ktoére miaty

miejsce w trakcie 18 miesiecy od chwili zdiagnozowania, odsetek przezycia na poziomie
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70% jest mozliwy do osiggnigcia przy zastosowaniu jedynie chemioterapii. Dlatego tez
przeszczep krwiotworczych komodrek macierzystych nie jest juz wymagany. W wypadku
kiedy u pacjentow wystepuje wczesny izolowany nawrdét w osrodkowym uktadzie
nerwowym i/lub immunofenotyp limfocytow T, wtedy rokowanie jest gorsze.
W zwiazku z tym wykonywany jest przeszczep krwiotworczych komorek macierzystych,
mimo iz nie ma przestanek do stwierdzenia, ze metoda ta pozwoli na uzyskanie lepszych
wynikéw. Kolejny nawrdt, ktory jest zalezny od czasu trwania pierwsze] calkowitej
remisji to izolowany nawrét do jader, przy czym gorsze wyniki osiggaja pacjenci, ktorzy
otrzymywali terapi¢ wstepna. Leczenie tego rodzaju nawrotow polega na intensywnej
chemioterapii reindukcyjnej z zastosowaniem duzych dawek metotreksatu (6), a takze
napromieniania jagder. W momencie braku osiggnigcia catkowitej remisji stosuje si¢
orchidektomie.*> W momencie wystapienia drugiego czy kolejnego nawrotu choroby, ich
terapia nie jest jasno okres$lona, a przezycie dlugoterminowe tych pacjentdw jest raczej
stabe. W wyniku pierwszego nawrotu osoby leczone wylacznie chemioterapia, po
osiggnigciu trzeciej remisji, przechodza przeszczep krwiotworczych komorek
macierzystych. Natomiast biorgc pod uwage osoby, ktére w czasie drugiej catkowitej
remisji sg po przeszczepie takich komorek, moga by¢ zakwalifikowane do drugiego
przeszczepu. W przypadku nawrotowej ALL po przeszczepie krwiotwdrczych komorek
macierzystych, podawanie do organizmu pacjenta leukocytow od dawcow zazwyczaj
prowadzi do nietrwalej remisji, szczegdlnie gdy sa stosowane w monoterapii.”
Wigkszos$¢ stosowanych chemioterapeutykow powoduje skutki uboczne takie jak:
mielosupresja, zapalenie blony $luzowej, nudnosci i wymioty. W Tabeli 4 zestawiono

chemioterapeutyki wykorzystywane w leczeniu ALL wraz z efektami ich stosowania.
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Srodek
Efekty/objawy
chemioterapeutyczny
Asparaginaza Reakcje nadwrazliwosci, zapalenie trzustki, zakrzepica
Kardiotoksyczno$¢, zespot uwalniania cytokin,
Klofarabina hepatotoksycznos$¢ (w tym zespot niedroznosci zatok),
zapalenie trzustki, nefrotoksycznos¢
. Nadci$nienie tetnicze, hiperglikemia, martwica kosci,
Kortykosteroidy )
zatrzymanie plynow, psychoza
' Nefrotoksycznos¢, krwotoczne zapalenie pecherza
Cyklofosfamid ‘ ‘ ‘
moczowego, hiponatremia, zatrzymanie ptynéw
Cytarabina Zapalenie spojowek, objawy grypopodobne
Doksorubicyna/ '
‘ Kardiotoksycznos$¢, tagodny czerwony mocz
daunorubicyna
Nefrotoksycznos¢, hepatotoksycznosé, reakcje
Etopozyd _ .
nadwrazliwos$ci
Merkaptopuryna Hepatotoksycznos¢
Zapalenie blony §luzowej, nefrotoksycznos¢,
Metotreksat )
hepatotoksyczno$¢, encefalopatia
. . Hepatotoksycznos¢ (w tym zespot niedroznosci zatok
Tioguanina ) ) ) o
sinusoidalnych i nadcisnienie wrotne)
Zespot niewtasciwego hormonu moczopg¢dnego, neuropatia
Winkrystyna (opadanie stopy/nadgarstka, parestezje, zaparcia, opadanie
powiek, niedowtad strun glosowych)

Tabela 4. Wptyw powszechnych srodkow chemioterapeutycznych stosowanych w leczeniu ostrej biataczki

limfoblastycznej na organizm pacjenta.*’

Po stosowaniu przez kilka lat kombinacji chemioterapii jako metody leczenia ostrej
bialaczki limfoblastycznej mozliwe jest osiggnigcie u  wszystkich nowo
zdiagnozowanych pacjentow 80% catkowitego przezycia. Dla 0sob z wigkszym ryzykiem
nawrotu przewidziana jest bardziej agresywna terapia, w przeciwienstwie do pacjentow
z korzystniejszymi wynikami, ktérym oszczedza si¢ toksycznych skutkow ubocznych.
Wraz z biegiem czasu, niezaleznie od zajecia OUN w momencie diagnozy, stosuje si¢
terapi¢ skierowang wilasnie na ten uktad, a samo leczenie nie jest juz tak bardzo

intensywne. W celu poprawy przezywalnosci prowadzone sg dalsze badania nowych
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podej$é terapeutycznych.*> Takim podej$ciem jest terapia celowana, czyli taki rodzaj
leczenia, w ktérym do identyfikacji i atakowania okre§lonych komoérek rakowych
wykorzystuje si¢ leki lub inne substancje. Terapie celowane, w pordéwnaniu
z chemioterapig i1 radioterapia, powoduja mniej szkod na zdrowych komorkach. Jednym
z rodzajow terapii celowanej jest terapia inhibitorem kinazy tyrozynowej, ktora ma celu
zablokowanie enzymu. Skutkiem tego jest rozwdj komoérek macierzystych w wigksza
ilos¢ biatych krwinek niz jest to potrzebne dla organizmu.’®® Mesylan imatynibu (10)
1 dazatynib (16) sg inhibitorami kinazy tyrozynowej w leczeniu dzieci z ostrg bialaczka
limfoblastyczng z chromosomem Philadelphia. Natomiast ruksolitynib (17) jest
inhibitorem kinazy tyrozynowej, ktory jest badany w leczeniu nowo zdiagnozowanej

ostrej biataczki limfoblastycznej wysokiego ryzyka.
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Przysztos¢ leczenia biataczki polega na okre$leniu szlakéw molekularnych lezacych
u podstaw patogenezy tej choroby 1 dalszym wyjasnieniu  czynnikow
farmakogenetycznych gospodarza. Jesli wysitki te zakonczg si¢ sukcesem, pozwolg
zidentyfikowa¢ nowe geny, ktorych produkty bialkowe nadaja si¢ do terapii celowane;.
Paradygmatem takiej terapii jest zastosowanie mesylanu imatynibu (10) i inhibitorow
kinazy ABL drugiej generacji, ktore niedawno opracowano w celu przezwycig¢zenia
opornosci na imatynib (11).°® Inne nowe leki we wczesnej fazie badan klinicznych
obejmujg inhibitory FLT3, inhibitory farnezylotransferazy, inhibitory y-sekretazy 1 leki
epigenetyczne do reaktywacji wyciszonych genéw supresorowych nowotwordw.’’
Inhibitory proteasomu i krotkie interferujace RNA sa rowniez badane jako potencjalne
terapie. Chociaz nie sg ukierunkowane na cele molekularne, opracowano kilka nowych
preparatéw istniejacych srodkow, aby poprawi¢ skuteczno$¢ 1 zmniejszy¢ toksyczne
dziatanie zwigzkoéw macierzystych. Na przyktad asparaginaza zostata zmodyfikowana
przez kowalencyjne sprzezenie z glikolem monometoksypolietylenowym w celu
wydhuzenia jej okresu poltrwania i zmniejszenia immunogennosci.’® Niedawno

opracowana rekombinowana posta¢ asparaginazy moze by¢ mniej immunogenna niz
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oryginalny produkt. Badane jest podawanie winkrystyny (3) i daunorubicyny (18)
w postaci liposomalnej w celu zmniejszenia odpowiednio neurotoksycznosci
1 kardiotoksycznosci. Liposomalna cytarabina (7) o przedtuzonym okresie pottrwania jest
roOwniez testowana jako terapia dooponowa w celu poprawy kontroli choroby
w o$rodkowym uktadzie nerwowym.”” Kilka nowych analogéw nukleozyddw, takich jak
gemcytabina (19), klofarabina (20) i nelarabina (21), okazato si¢ obiecujacych w leczeniu
ostrej bialaczki limfoblastycznej. Wydaje si¢, ze nelarabina (21) jest preferencyjnie
skuteczna przeciwko ALL z komérek T.' Przeciwciala monoklonalne rytuksymab,
gemtuzumab ozogamycyny, alemtuzumab i epratuzumab zostaly wiaczone do niektorych
schematow leczenia przeciwbiataczkowego ze wzgledu na ich aktywnos$¢ przeciwko
niektérym antygenom zwigzanym z bialaczkg. Wreszcie, ostatnie postgpy w immunologii
moga doprowadzié¢ do skutecznej adopcyjnej immunoterapii komorkowej.!”! Razem te
postepy w terapii w przysztoSci moga zwigkszy¢ odsetek wyleczen ostrej biataczki

limfoblastycznej u dzieci do ponad 90%, a u dorostych do ponad 50%.
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3.2 Receptorowe kinazy tyrozynowe

Kinazy tyrozynowe sa jednym z rodzajow kinaz bialkowych, czyli enzymow,
ktore zaangazowane sg w reakcje fosforylacji biatka. Reakcja ta polega na przylaczeniu
grupy fosforanowej do danej czasteczki peptydu, co prowadzi do zmiany konformacji,
czyli uktadu atoméw. Powoduje to zmiang w aktywnosci biatka albo jego zdolnosci do
wigzania si¢ z innymi biatkami.

Receptorowymi kinazami tyrozynowymi (RTKs, ang. Receptor Tyrosine Kinases)
nazywane sg biatka transbtonowe, ktoérych zadaniem jest transport sygnatu do cytoplazmy
1 jadra komorkowego ze srodowiska zewnatrzkomorkowego. Dzigki temu kinazy maja
mozliwo$¢ regulacji procesow komorkowych takich jak przezycie, wzrost, réznicowanie,
adhezja i ruchliwo$¢.!”® Zwigkszona aktywno$¢ oraz ekspresja receptorowych kinaz
tyrozynowych bezposrednio prowadzi do patogenezy ludzkich nowotworéw. Z biegiem
czasu stato si¢ to interesujagcym tematem do rozwoju i testow inhibitorow kinazy
tyrozynowej jako lekow przeciwnowotworowych. Ludzki genom posiada 58
receptorowych kinaz tyrozynowych. Bioragc pod uwage podobienstwo sekwencji
aminokwasow w domenie kinazy, a takze podobienstwo strukturalne
w zewnatrzkomorkowych regionach, wyodrebniono 20 rodzin.!’? Niniejszy rozdzial
koncentruje si¢ na rodzinie TAM, do ktdrej nalezg receptory Tyro-3, Axl i Mer,
posiadajace ligandy Gasb6 1 biatko S, ktére zalezne sg od witaminy K. Kinazy z rodziny
TAM postuguja si¢ szlakami sygnalowymi w celu posiadania wpltywu na rézne funkcje
komorkowe. Tymi funkcjami czgsto jest usuwanie makrofagow z komorek
apoptotycznych, agregacja ptytek krwi oraz réznicowanie komoérek NK.!% Wszystkie
RTKs zbudowane sg z trzech domen: zewnatrzkomoérkowej, transblonowej i kinazy

wewnatrzkomorkowej (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Budowa kinazy z rodziny TAM. %

Ze wzgledu na strukturg genomowa najbardziej podobne do siebie sg Tyro-3 i Axl,
bowiem posiadaja 20 sekwencji kodujacych, w przeciwienstwie do MerTK, ktory ma ich
19.1% Natomiast, jesli brana jest pod uwage sekwencja aminokwaséw domeny kinazy,
nastgpuje zmiana podobnych do siebie kinaz. W tym przypadku to Axl i MerTK sa wobec
siebie blizniacze. Biorgc pod uwage domeny zewnatrzkomodrkowe w ludzkich
receptorach kinazy tyrozynowej okoto 36% sekwencji biatkowych jest identycznych,
a az 57% podobnych, natomiast w obszarze wewnatrzkomorkowym identycznych jest
59%, a podobnych 75%.!% Jak wspomniano wcze$niej, kinazy Tyro-3, Axl i Mer
to enzymy czyli biatka, ktére sktadaja si¢ odpowiednio z 8§90, 894 1 999 aminokwasow.
Na podstawie tej wiedzy rozmiar biatek powinien wynosi¢ 97, 98 1 110 kDa dla Tyro-3,
Axl 1 Mer. Jednak ze wzgledu na modyfikacje potranslacyjne rzeczywista masa
czasteczkowa miesci si¢ w przedziale 100 — 140 kDa dla Axl i Tyro-3 oraz 165 — 205
kDa dla Mer.!%

Wracajac do poczatkow, wiadomo, ze na odkrycie rodziny TAM receptorowych kinaz
tyrozynowych potrzebowano trzech lat, a opublikowanie ich przez r6zne grupy badawcze
spowodowalo niescistosci w nomenklaturze (Tabela 5).!% Pod koniec XX wieku po raz
pierwszy zidentyfikowano Axl. Zostal wykryty u dwoch pacjentow z przewlekla

biataczka szpikowa jako transformujacy gen. Po trzech latach od tego wydarzenia inne
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dwie grupy dokonaty tego samego odkrycia, gdzie jedna z nich nazwala gen jako Axl
(gr. anexelekto, czyli niekontrolowany), a druga data mu nazwe UFO ze wzgledu na jego
jeszcze niepoznang funkcje. W podobnym czasie kolejna grupa dokonata sklonowania
mysiego genu. Nazwano go Ark. W tym samym roku kolejni badacze wydzielili ze
szczurzego mozgu 13 fragmentow PCR, w sktad ktéorych wchodzito okoto 60
aminokwasow katalitycznej domeny kinazy tyrozynowej. Aminokwasy te nazwano od
Tyro-1 do Tyro-13, z czego Tyro-3, -7 1 -12 zakwalifikowano do nowej podrodziny ze
wzgledu na oryginalng sekwencj¢ aminokwasow. Po pewnym czasie 1 zaawansowanych
badaniach udowodniono, ze Tyro-7 to ten sam gen co Axl/UFO, Tyro-12 jest genem Mer,
natomiast Tyro-3 jest odrgbnym, trzecim cztonkiem rodziny TAM. Cztery lata po
odnalezieniu kinazy Axl, wyizolowano z retrowirusa drobiu RLP30 drugiego cztonka
rodziny TAM o nazwie v-ryk. W 1992 roku sklonowano ludzki gen gt11, ktory otrzymat
nazwe¢ c-mer, pochodzaca od umiejscowienia go w monocytach, ale tez w tkankach
nabtonkowych i rozrodczych. Rok pdzniej sklonowano mysi c-mer, a ludzki gen
sklonowano w niezaleznym laboratorium i nazwano Nyk. Kinaza Mer dostata takze
nazwe¢ MerTK, ktora pochodzi od kinazy tyrozynowej. Po czasie, fragmenty mysiego
Tyro-3 nazwano Etk-2, a w 1994 roku sklonowano mysie oraz ludzkie geny przez liczne
laboratoria. Dtk, Brt, Rse, Tyro-3 to nowe nazwy genu mysiego, podczas gdy Sky, Tif
lub Rse — genu ludzkiego. Dwa lata p6zniej sklonowano homologiczny gen drobiu,
ktoremu nadano nazwe¢ Rek, poniewaz posiadat srednig identyczno$¢ aminokwasow
wzgledem mysich i ludzkich genow. Mimo powstania tak wielu nazw to wtasnie Tyro-3,

Axl i Mer (lub MerTK) przetrwaty do dzisiaj i s3 najczesciej publikowane.'%

Kinaza Synonimy
Tyro-3 Brt (m), Dtk (m), Rse, Sky, Tif,
Etk-2 (m), Rek (ch)
Axl Ark (m), Ufo, Tyro-7 (1)
Mer Eyk (ch), MerTK, Nyk, Tyro-12 ()
m — mysz, r — szczur, ch — drob

Tabela 5. Nomenklatura receptoréw TAM. %5
Ekspresja mRNA rodziny TAM receptorowych kinaz tyrozynowych widoczna jest na
etapie embrionalnym. Mimo to, osobniki nawet z potréjnymi delecjami po urodzeniu nie
posiadaja widocznych wad rozwojowych. Na podstawie tego mozna wyciggnac¢ wniosek,
ze receptorowe kinazy tyrozynowe TAM nie maja wigkszego znaczenia w czasie

embriogenezy oraz, ze doroste myszy bez aktywnych kinaz rodziny TAM moga rozwijac¢
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réznorodne fenotypy. W dorostych tkankach, Tyro-3 najczg$ciej pojawia si¢ w ukladzie
nerwowym oraz jajnikach, jadrach, piersiach, ptucach, nerkach, osteoklastach, siatkéwce,
a takze w wielu liniach komorek krwiotworczych, w tym monocytach, makrofagach
1 ptytkach krwi. Obecnos¢ Axl potwierdzono w hipokampie 1 moézdzku, jak rowniez
w monocytach, makrofagach, ptytkach krwi, komdrkach $rodblonka, sercu, migsniach
szkieletowych, watrobie, nerkach 1 jadrach. Natomiast Mer jest eksprymowany
w monocytach, makrofagach, komoérkach dendrytycznych, komorkach NK, komoérkach
NKT, megakariocytach i ptytkach krwi. Ekspresja kinazy Mer na wyzszym poziomie
odbywa si¢ w jajnikach, prostacie, jadrach, ptucach, siatkowce i1 nerkach, a jego nizsze
poziomy maja miejsce w sercu, moézgu i miesniach szkieletowych. !9 1% Nadekspresja
kinaz rodziny TAM ujawnia si¢ w licznych nowotworach takich jak biataczki szpikowe
1 limfoblastyczne, czerniak, rak piersi, pluc, okreznicy, watroby, zotadka, nerki, jajnika,
macicy i moézgu (Tabela 6). Warto zauwazy¢, ze w danym nowotworze wystepuje rozna
konfiguracja kinaz rodziny TAM. To oznacza, ze przykladowo w biataczce

limfoblastycznej wystepuje jedynie kinaza Mer, natomiast w raku tarczycy tylko AxI.

Nowotwor Axl Mer Tyro-3
Biataczki szpikowe (AML, CML) v v
Biataczka limfoblastyczna (ALL) v

Biataczka erytroidalna v

Biataczka megakariocytowa v

Chtoniak z komorek plaszcza v

Szpiczak mnogi v

Rak endometrium macicy

Rak zotadka

Rak jelita grubego

Rak prostaty

Rak tarczycy
Rak pluc

Rak piersi

Rak jajnika

Rak watroby

AN NN BN B NN RN

Rak nerkowokomorkowy
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Gwiazdziak/glejak wielopostaciowy v
Gruczolak przysadki v
Czerniak v v
Kostniakomigsak v
Migsniakomigsak prazkowanokomorkowy v

Tabela 6. Ekspresja receptora TAM w ludzkich nowotworach.'%

3.2.1 Ligandy

Ligandami receptorowych kinaz tyrozynowych z rodziny TAM jest biatko Gas6 oraz
biatko S. To pierwsze na poczatku zostato odkryte jako zalezny od witaminy K ligand dla
kinazy AxIl, natomiast to drugie jako ligand Tyro-3, aczkolwiek kolejne badania
udowodnity, ze Gas6 jest idealnym ligandem dla wszystkich trzech kinaz rodziny TAM.
W kolejnych badaniach wykazano, ze drugi ligand, czyli biatko S, aktywuje zarowno
kinaze Mer jak i Tyro-3.1% Na temat aktywacji kinazy Axl przez biatko S nie dostarczono
jeszcze dostatecznych dowodow. Inne prowadzone eksperymenty mialy na celu
wyznaczy¢ powinowactwo migdzy ligandami a receptorami TAM. Na ich podstawie
zauwazono, ze Gas6 wiaze si¢ do kinazy Axl i Tyro-3 z podobnym powinowactwem,
natomiast powinowactwo z MerTK jest 3 — 10-krotnie nizsze.!’” Budowa biatek Gas6
oraz S jest bardzo podobna, poniewaz posiadaja one t¢ samg struktur¢ domeny,
a sekwencja aminokwasow jest identyczna w 43%. Jedyng rdznicg sg miejsca cigcia

trombiny, ktorych brakuje w ligandzie Gas6 (Rysunek 3).!%

B domena Gla

X powtérzenie EGF

Gas 6/bialko S . domena LG1

Uregion BCst ( % domena LG2

COOH

Rysunek 3. Struktura domeny ligandéw Gas6 i biatka S receptora TAM.!%
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Struktura ligandéw zaczyna si¢ od domeny zawierajacej reszty kwasu glutaminowego,
zakonczonej grupa aminowa. Nastegpnym elementem sa cztery powtdrzenia EGF
(ang. epidermal growth factor), czyli obszary wykazujace podobienstwo do czynnika
wzrostu naskorka oraz dwie domeny LG (domeny globularne lamininy (G)) zakonczone
grupa karboksylowa. Zadaniem domeny kwasu glutaminowego (Gla) jest wigzanie
ujemnie natadowanych fosfolipidow blonowych wystepujacych na powierzchni komorek
apoptotycznych, natomiast domeny LG maja by¢ posrednikami w trakcie interakcji
miedzy ligandem a receptorem.'® Obydwa biatka wystepuja w krwi ludzkiej dzieki
wydzielaniu ich przez rézne typy komorek, aczkolwiek ilo$¢ biatka S jest tysiac razy
wigksza. Ostatnimi czasy pojawity si¢ nowo zidentyfikowane 3 ligandy MerTK takie jak
Tubby, biatko Tuby-like 1 (Tulpl) i galektyna-3, ktére indukuja jej autofosforylacje.'!'”
Pomimo, ze ligandy te nie byly sprawdzane na nowotworach kierowanych przez MerTK,

potwierdzono, ze galektyna-3 wykazuje nadekspresje w wielu innych nowotworach.
3.2.2 Kinaza Mer

MerTK jest receptorowg kinazg tyrozynowa zaangazowang w ostrg bialaczke
limfoblastyczng (ALL), najczgstszy nowotwor ztosliwy u dzieci. Nalezy do rodziny
TAM, w sktad ktorej wehodzi takze kinaza Tyro-3 oraz Axl. Kazdy czlonek rodziny TAM
zawiera domene zewnatrzkomorkowa, transblonowa i kinazy wewnatrzkomorkowe;.!%
Wewnatrzkomorkowa domena kinazy z rodziny TAM posiada 40% identycznosci
sekwencji aminokwasow wzgledem innych kinaz tyrozynowych, co powoduje, ze
MerTK moze by¢ selektywng kinaza wobec matych czasteczek. Gtownym zadaniem
kinaz z rodziny TAM jest wzrost komorek w roéznych narzadach, a takze rodzajach
nowotworu. Dlatego tez w komorkach ostrej biataczki szpikowej (AML)
1 limfoblastycznej (ALL) dostrzezono nadespresj¢ kinazy Mer. W normalnych warunkach
fizjologicznych kinaza MerTK promuje proliferacj¢ i przezycie komorek, agregacje
ptytek krwi, usuwanie makrofagéw z komoérek apoptotycznych i uwalnianie cytokin.
Nieprawidlowa aktywacja MerTK jest powigzana z onkogeneza wielu ludzkich
nowotwordw i czesto wiaze si¢ ze zlymi wskaznikami prognostycznymi.'!!
Ta nieprawidlowa ekspresja pojawia si¢ w ALL komorek B jak i T, natomiast nie
wystepuje, na zadnym etapie rozwoju, w normalnych limfocytach B i T. Podobna
sytuacja tyczy si¢ ostrej biataczki szpikowej (AML), a mianowicie kinaza Mer znajduje
si¢ w ponad potowie linii komoérkowych tej biataczki, za to nie wystepuje w zdrowych

komorkach szpiku kostnego. W innym przypadku MerTK powigzana jest z liniami
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komoérkowymi niedrobnokomorkowego raka ptuc (NSCLC), pomimo ze ani komorki
nablonka oskrzeli ani tkanka ptuc, ktora przylega do guzow nie wykazuja ekspresji biatka
MerTK. Taka sama sytuacja miala miejsce w przypadku innych guzow litych, w tym
glejaka wielopostaciowego (GBM), czerniaka przerzutowego, raka prostaty, piersi,
okreznicy, zotadka, gruczolakach przysadki i mig$niakomigsakach prazkowano-
komorkowych. Sytuacja ta moze doprowadzi¢ do aktywacji kilku onkogennych szlakow
sygnatowych (Rysunek 4).!'? Szlaki te maja wplyw na zwickszenie proliferacji
1 migracji, a takze zmniejszenie apoptozy i chemiowrazliwosci. Przedstawiona ponizej na
Rysunku 4 kaskada sygnalizacyjna zapoczatkowana jest przez autofosorylacje MerTK,
ktéra to z kolei jest indukowana przez ligandy Gas6, biatko S, Tubby, Tulpl

1 Galectin-3.

miejsce wigzania ligandu

‘ Gas 6, biatko S,
l Tubby, Tulpl,

lektyna-3
AL’

inhibitory drobnoczasteczkowe, . .

przeciwcialo monoklonalne ‘R&;RQK

0000000000000 0000R 000D 0000000QCCOOOO®

0000000000000000000000000000000000000000000
‘.‘ \

@ She

D
<,
@(@ > e
DD

Proliferacja

Rysunek 4. Sie¢ sygnalizacyjna MerTK.!'?

W  komoérkach nowotworowych zdarzenia sygnalizacyjne skutkujag zmniejszong
apoptoza, zwiekszong migracja, opornoscia na chemioterapi¢, zwickszonym tworzeniem
kolonii oraz guzéw w modelach mysich. Wszelkie nowotwory zwigzane z MerTK

wynikaty z nieprawidtowej ekspresji tej kinazy, a takze stymulacji komorek
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nowotworowych poprzez autofosforylacje nakre§lang przez biatko Gas6 oraz aktywacje
Erk1/2 i Akt. W przypadku ludzkich linii komdérkowych ALL komoérek T, Gas6 byt takze
odpowiedzialny za aktywacje MerTK, Erk1/2, Akt, STATS5 i STAT6.!12 113

W ciggu ostatnich lat skutecznos$¢ przedtuzania zycia w roznych typach nowotworow
wzrosta dzigki odpowiednim $rodkom terapeutycznym. Aczkolwiek znaczna ilos$¢
pacjentdow onkologicznych posiada zlozone czynniki onkogenne i to identyfikacja
dodatkowych celow terapeutycznych stata si¢ gtownym celem badan. Jednym z nich jest
kinaza Mer i to jej sygnalizacja daje przewage komdrce nowotworowej.! 12 Pelni ona takze
wazng role w onkogenezie jak réwniez w aktywnos$ci antyapoptotycznej w rdéznych
typach nowotworu. W zwigzku z tym MerTK okreslany jest jako nowy cel terapeutyczny
w  przypadku leczenia ostrej biataczki  limfoblastycznej 1  szpikowej,
niedrobnokomorkowego raka pluc, ale tez 1 pozostalych choréb majacych zwigzek
z kinazg Mer. Ostatnimi czasy, rosng oczekiwania wobec inhibitorow kinazy Mer
w zwiazku z bezpos$rednim dzialaniem przeciwnowotworowym, proapoptotycznym oraz
poglebianiem chemiowrazliwosci w potaczeniu ze standardowymi terapiami.
Od momentu odkrycia kinazy Mer, jest ona nieprzerwanie zaangazowana w patogeneze
nowotworow. Mimo iz w duzej ilosci linii komérkowych ALL ulega nieprawidtowe;j
ekspresji, jest on nieobecny w zdrowych limfocytach T i B. Swiadczy to o tym, ze
receptorowa kinaza tyrozynowa Mer ma szans¢ by¢ atrakcyjnym celem podczas

terapeutycznego rozwoju dziecigcej ostrej biataczki limfoblastycznej.!'? !4

3.2.2.1 Inhibitory kinazy Mer

Kinazy tyrozynowe odgrywaja bardzo wazng, a nawet kluczowg role w takich
procesach jak transdukcja sygnatéw, kontrola wielu waznych procesow w komodrkach
prawidtowych i nowotworowych, a takze hamowanie szlakéw sygnatowych. Ten ostatni
proces, realizowany poprzez onkogenne kinazy tyrozynowe zdaje si¢ by¢ obiecujgcym
celem terapii przeciwnowotworowej.''> Wspomniana wcze$niej chemioterapia, ktora jest
jedng z trzech podstawowych metod leczenia nowotwordéw, opiera si¢ na stosowaniu
naturalnych 1 syntetycznych lekow cytostatycznych. Niestety, wigkszos¢ z nich nie jest
selektywna 1 nie dziata jedynie na komodrki nowotworowe, ale takze uszkadza
prawidlowe, szybko dzielace si¢ komorki takie jak szpik kostny, komoérki nabtonkowe,
komorki rozrodcze czy komorki uktadu chtonnego. Niesie to ze sobg wiele istotnych
dziatan niepozadanych. Ze wzgledu na waski wspotczynnik terapeutyczny lekow

cytostatycznych jak rowniez ich nieswoiste dziatanie, skuteczno$¢ konwencjonalnej
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terapii jest ograniczona i czgsto trudna do przewidzenia. Skutkiem tego jest coraz wigksze
zainteresowanie lekami przeciwnowotworowymi, ktorych mechanizm dzialania
catkowicie rézni si¢ od dotychczas stosowanych cytostatykow.!'® Rozwoj wiedzy na
temat molekularnych podstaw funkcjonowania komorek nowotworowych oraz
mechanizmoéw transformacji nowotworowej umozliwit powstanie nowego podejscia
terapeutycznego zwanego terapia celowang. Jest to terapia, ktéra polega na hamowaniu
wyznaczonych szlakow sygnatowych, majacych udziat w procesie onkogenezy.
Hamowanie to odbywa si¢ za pomocg zwiazkow, ktore w sposob selektywny modyfikujg
biologiczne wilasciwosci komodrek nowotworowych lub otaczajacego je $rodowiska.
Przede wszystkim terapia ta skupia si¢ na konkretnych uszkodzeniach przekazu
informacji, a nie na samym podziale komérkowym. Dzigki temu podej$ciu, nowe leki sg
bardziej selektywne wobec komodrek nowotworowych niz klasyczne cytostatyki. Takimi
preparatami s3 inhibitory kinaz tyrozynowych. Poréwnujac konwencjonalng
chemioterapi¢ oraz terapi¢ celowana, terapia ta uzyskuje przewage ze wzgledu na wysoka
specyficznos¢ wobec komoérek nowotworowych, co niewatpliwie wigze si¢ z wigksza
skuteczno$cia oraz nizszym poziomem toksycznoéci wobec prawidtowych tkanek.!'!
W zwigzku z tym, iz kinazy tyrozynowe biorg udziat w transdukcji sygnatow, precyzyjna
regulacja ich aktywnos$ci warunkuje prawidiowe funkcjonowanie wszystkich komorek
organizmu. W wielu chorobach, przewaznie nowotworowych, wystepuja zaburzenia
w przekazie sygnatu realizowanego przy udziale wtasnie kinaz tyrozynowych. Zdarza si¢
réwniez, ze na skutek mutacji oraz nadekspresji genoéw, ktore koduja kinazy, nastgpuja
zmiany w strukturze, a takze w konstytutywnej, niezaleznej od wigzania z ligandem
aktywacji tych enzymow. Koncowym efektem jest indukcja efektéw antyapoptotycz-
nych, promocja angiogenezy, przerzutowanie, a takze niekontrolowany wzrost
1 proliferacja komoérek nowotworowych. Stad zahamowanie sygnalu przekazywanego
przez kinazy tyrozynowe stalo si¢ obiecujagcym celem terapii przeciwnowotworowe;j.
Chociaz rodzina TAM receptorowych kinaz tyrozynowych nie jest czynnikiem
onkogennym, ich wewngtrzna 1 nabyta oporno$¢ terapeutyczna oraz dzialanie
immunosupresyjne sugeruja, ze moga by¢ skutecznymi celami hamowania nowotworu
przy uzyciu drobnoczasteczkowych inhibitorow kinaz, specyficznych przeciwciat
monoklonalnych lub domen zewnatrzkomorkowych, ktoére dziataja jako ,,putapki
ligandow”. Najlepsze podejscie moze zaleze¢ od kontekstu, na przyktad mate czasteczki,
ktore hamuja zarowno kinaze Mer, jak 1 Axl, moga by¢ najbardziej przydatne w leczeniu

raka pluc, w ktérym oba s3 wyrazane i moga odgrywaé niezalezng rolg
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w progresji guza. Natomiast zastosowanie $rodka selektywnego moze zminimalizowac
skutki uboczne zwigzane z terapia, na przyktad selektywny inhibitor lub przeciwciato
kinazy Mer moze by¢ najlepszy w pediatrycznej ostrej biataczce limfoblastycznej,
w ktorej MerTK jest czgsto wyrazany, ale Axl juz nie. Selektywne inhibitory kinazy Mer
beda rowniez w waskim zakresie ukierunkowane na immunosupresyjny fenotyp
makrofagéw. Alternatywnie, moze by¢ konieczne zahamowanie kilku receptorowych
kinaz tyrozynowych z rodziny TAM aby wplyna¢ na szereg wrodzonych komorek
odporno$ciowych i skutecznie stymulowaé odporno$¢ przeciwnowotworowa.!''®
Inhibitory kinaz tyrozynowych to nic innego jak grupa lekéw ukierunkowana
molekularnie, ktora jest stosowana w leczeniu przeciwnowotworowym. W ramach terapii
celowanej majg one dzialanie selektywne, przez co dajg zdecydowanie mniej dziatan
niepozadanych. Dzialanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych polega na wigzaniu
1 blokowaniu domeny odpowiedzialnej za wigzanie ATP, w centrum katalitycznym

enzymu (Rysunek 5).!'

Doktadniej mowigc, konstytutywnie aktywna kinaza
tyrozynowa Bcer-Abl przylacza czasteczke ATP, po czym nastepuje przeniesienie reszty
fosforanowej z ATP na tyrozyne bialka substratowego (Rysunek 5A). Dzigki temu
sygnat proliferacyjny jest nieustannie przekazywany do jadra komorkowego.
W momencie gdy inhibitor przylacza si¢ do kinazy tyrozynowej w miejscu
przeznaczonym dla czasteczki ATP, uniemozliwia to fosforylacje reszty tyrozynowej
substratu 1 tym samym blokuje aktywacje¢ biatek przekazujacych sygnat proliferacyjny do

jadra komorkowego (Rysunek 5B). Wigkszo$¢ inhibitorow nie jest catkowicie

specyficzna i wykazuje powinowactwo do kilku kinaz tyrozynowych.
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Rysunek 5. Molekularny mechanizm dziatania inhibitorow kinaz tyrozynowych.

Drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych sg lekami skutecznymi. Wykazuja
selektywnos$¢ wobec komorek nowotworowych, w zwigzku z czym posiadajg mniejsze
lub inne dziatania niepozadane niz klasyczne leki cytostatyczne. Niewatpliwg zaletg tych
lekéw jest réwniez to, ze wigkszo$¢ z nich wystepuje w formie doustnej, co podnosi
komfort zycia pacjentow podczas terapii oraz eliminuje ryzyko powiklan wystepujacych

po podaniu donaczyniowym. Ze wzgledu na korzystny profil bezpieczenstwa oraz
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synergistyczne dziatanie, moga by¢ one stosowane razem z klasycznymi cytostatykami
i radioterapig.'!® Inhibitory kinaz tyrozynowych s3 obecnie z powodzeniem stosowane
w terapii nowotwordw, dlatego tez wcigz trwajg badania nad nowymi lekami z tej grupy.
Wiele inhibitoréw kinaz tyrozynowych znajduje si¢ w fazie badan klinicznych. Jednym
z pierwszych zgloszonych selektywnych inhibitorow MerTK byl UNC569 (22), czyli
1-[(trans-4-aminocykloheksylo)metylo]-N-butylo-3-(4-fluorofenylo)-1H-pirazolo-[3,4-

d]-pirymidyno-6-amina, ktory silnie hamowal fosforylacje MerTK w liniach
komoérkowych B 1 T ostrej bialaczki limfoblastycznej, a takze posiadal skutecznos¢

terapeutyczng w modelu T-ALL danio pregowanego.!?°
F

Struktura krysztatu Mer w kompleksie z UNC569 (22) pokazata, ze inhibitor pozostaje
zamknigty w stosunkowo malej kieszonce adeninowej. Prawdopodobnym jest, ze
obecno$¢ wigkszych aminokwaséw, takich jak Leu671 oraz 11e650, w tylnej kieszeni
lipofilowej ogranicza dostep do inhibitora. Wstepne wyniki badan farmakokinetycznych
wykazaty, ze UNCS569 (22) miat obiecujagce witasciwosci, w tym niski klirens
ogolnoustrojowy, duza objetos¢ dystrybucji i zadowalajaca biodostepnos¢ po podaniu
doustnym, a takze byl w stanie zahamowac¢ autofosforylacje Mer w ludzkich komérkach
B ostrej biataczki limfoblastycznej z wartos$cig ICso wynoszaca 0,141 mM. Inhibitor ten
zastosowano rowniez do udowodnienia, ze hamowanie kinazy Mer odwrdcito opornosé
niedrobnokomorkowego raka ptuc na leczenie Erlotynibem. Niemniej jednak UNC569
(22) hamowatl zdolno$¢ biataczkowa i litych komorek nowotworowych do tworzenia
kolonii, uwrazliwial blasty biataczkowe na $rodki chemioterapeutyczne i hamowat
progresje guza w modelu T-ALL z ekspresjg MerTK. Wykazywal on takze niecelowa
aktywnos$¢ w stosunku do hERG 1 suboptymalng sile dziatania w stosunku do MerTK,
o czym sadzono, ze jest zwigzane z obecnos$cig pierwszorzgdowej grupy aminowe;j.
Podjeto zatem chemiczng optymalizacje wokol pirazolo[3,4-d]pirymidyny, ktora
doprowadzita do identyfikacji UNC1062 (23), ulepszonego, silnego i1 selektywnego
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inhibitora kinazy Mer (ICso = 1,1 mM), w ktorym grupe trans-4-
aminocykloheksylometylowg zastapiono grupa 4-hydroksycykloheksylowa.

23

Chociaz obecno$¢ grupy dostarczajacej wigzanie wodorowe byta kluczowa dla
utrzymania aktywnosci, to konfiguracja grupy hydroksylowej byla nieistotna.

UNCI1062 (23) o nazwie trans-4-{6-(butyloamino)-3-[4-(4-morfolinylosul-
fonylo)fenylo]-1H-pirazolo-[3,4-d]pirymidyn-1-ylo}cykloheksanol, ktéry jest pochodna
UNCS569 (22) o zwigkszonej sile dzialania i mniejszym potencjale toksycznosci
kardiologicznej, hamowat sygnalizacje przezycia MerTK w komodrkach czerniaka,
prowadzac do zahamowania tworzenia kolonii w réznych liniach komérek rakowych.
Co ciekawe, UNC1062 (23) byt 78- i 54-krotnie bardziej aktywny na kinaz¢ Mer niz
odpowiednio na Axl i Tyro3. Niemniej jednak, pomimo tego, ze inhibitor ten byt
obiecujgcym kandydatem do opracowania leku przeciwnowotworowego, UNC1062 (23)
wykazywat stabe wlasciwos$ci farmakokinetyczne, takie jak niska rozpuszczalno$¢ i brak
ekspozycji doustnej.!?!

Kolejna pochodna, UNC1666 (24) trans-4-{2-butyloamino-5-[4-(4-morfoliny-
losulfonylo)-fenylo]-1H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksanol (Schemat 4), ma
zmniejszong aktywnos$¢ wobec hERG 1 zwigkszong site dziatania wobec MerTK, ale jest

nieodpowiedni do badan translacyjnych ze wzgledu na profile farmakokinetyczne.'??

62



N
O
S>~ o
D8
24 /
OH

Aby zoptymalizowa¢ inhibitory MerTK do uzytku klinicznego, dalsze
modyfikacje UNC1062 (23) daty UNC2025 (25), czyli trans-4-[2-(butyloamino)-5-[4-
[(4-metylo-1-piperazynylo)metylo]fenylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cyklohek-

sanol.

Zastgpienie tacznika sulfonamidowego prosta grupa metylenowa zaowocowalo
odkryciem tego analogu o wysokiej aktywnosci (ICso = 0,74 nM) oraz doskonatej
rozpuszczalno$ci, niskim klirensie, dluzszym okresie pottrwania i wysokiej ekspozycji
doustnej (100%). Przeprowadzono badanie przesiewowe selektywnos$ci ponad 305 kinaz
za pomoca zewngtrznego testu elektroforezy mikrokapilarnej, gdzie UNC2025 (25)
wykazato hamowanie Mer i Flt3 z najwickszg sitg (odpowiednio ICso = 0,46 nM 1 0,35
nM), ale wykazywato niewielka selektywnos¢ wobec rodziny TAM (ICso = 1,65 nM dla
Axl 1 ICso = 5,83 nM dla Tyro3). Ponadto, inhibitor ten ma silne dziatanie przeciwko
MerTK z ICs0=2,7 nM 1 jest 45-krotnie bardziej selektywny niz Tyro3 lub AxI w testach
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komorkowych. Pojedyncza dawka doustna 3 mg/kg data Cimax = 1,6 M przy T12=3,8 h
u myszy. Zwiazek byl dobrze tolerowany z minimalng i mozliwa do kontrolowania
toksyczno$cig w modelach zwierzecych. Co wigcej, w przypadku myszy, ktére w szpiku
kostnym posiadaty komorki biataczkowe, UNC2025 powoduje prawie catkowite
zahamowanie fosforyacji kinazy Mer. W modelach ksenoprzeszczepow linii
komoérkowych B-ALL zaleznej od MerTK leczenie UNC2025 (25) zwickszalo
przezywalno$¢ zaréwno samodzielnie, jak 1 w potaczeniu z chemioterapig cytotoksyczng.
Monoterapia w przypadku pacjenta z modelem ksenoprzeszczepu AML jest
wystarczajgca do regresji choroby w szpiku kostnym, §ledzionie i krwi. Z ponad 200
probek otrzymanych od pacjentéw chorych na biataczke okoto jedna trzecia z nich byta
szczegblnie wrazliwa na dziatanie UNC2025 (25), a prawie potowa reagowata na leczenie
tym inhibitorem. W zwigzku z powyzszym, mozna stwierdzi¢, ze terapia inhibitorem
UNC2025 (25) pacjentow z biataczka moze dawac zadowalajace wyniki i mie¢ korzystny
wpltyw na dalszy rozwdj kliniczny.'?® Dzieki temu, Agencja ds. Zywnosci i Lekow
zatwierdzita do badan klinicznych zwigzek analogiczny do UNC2025 (25). Jest nim
inhibitor MRX2843 (1), ktory od UNC2025 (25) rozni si¢ jedynie zmiang tancucha
bocznego, co nie zmienia profilu toksycznosci ani wiasciwosci farmakokinetycznych.
Dodatkowo posiada takze wtasciwosci indukowania apoptozy oraz hamuje tworzenie si¢

kolonii komoérek nowotworowych z ekspresjg na MerTK.

N
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A/\NHJLN/ N
1

Réwnolegle inna rodzina inhibitoréw Mer zostala opracowana przy uzyciu
matrycy S-pirydylopirymidynowej. Czasteczki te zostaly zaprojektowane tak, aby
poprzez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe pomi¢dzy atomem azotu pierscienia
pirydynowego a egzocyklicznym NH w pozycji 6 pirymidyny utworzy¢ pseudo-

pierscien, ktéry nasladowatby sztywng konformacje narzucong przez ugrupowanie
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pirazolowe w UNC569 (22). Celem byto uzyskanie analogow o réznych wlasciwosciach
fizykochemicznych i uproszczenie ich syntezy w celu utatwienia badan SAR. Utrzymujac
te same podstawniki w pier§cieniu pirymidynowym jak w UNC1062 (23), takie jak grupa
4-hydroksycykloheksylowa i tancuch butyloaminy, w pozycji 5 na rdzeniu pirydynowym
wprowadzono grupe¢ morfolinometylenowa, prowadzac do zwiazku UNC2250 (26), ktory
wykazal wyzsza skuteczno$¢ wobec Mer (ICso = 1,7 nM) i1 selektywno$¢ wzgledem kinaz
z rodziny TAM niz zwiazki juz opisane: 150- i 60-krotnie bardziej aktywny wobec Mer

w poréwnaniu z odpowiednio Axl i Tyro3.'?!

N7
N NHJ\N/ 26
Profil farmakokinetyczny inhibitora UNC2250 (26), ktérego nazwa to trans-4-[[2-
(butyloamino)-5-[5-(4-morfolinylometylo)-2-pirydynylo]-4-pirymidynylo]amino]-
cykloheksanol, in vivo u myszy po podaniu dozylnym lub doustnym wykazywat okres
pottrwania 1,59 h, klirens 62,2 ml/min/kg, umiarkowane wchlanianie doustne na
poziomie 25% i1 dobrg rozpuszczalnos¢. Ponadto UNC2250 (26) byt w stanie zahamowacé
fosforylacje Mer w dwoch réznych liniach komorkowych (697 B-ALL 1 Colo699
niedrobnokomorkowego raka pluc (NSCLC)) i1 zmniejszy¢ tworzenie si¢ kolonii
rabdoidalnych komorek nowotworowych i1 komorek NSCLC, potwierdzajac jego
dzialanie przeciwproliferacyjne. Profil selektywnosci UNC2250 (26) na panelu 30 kinaz
wykonano stosujac stezenie 100-krotnie wyzsze od ICso dla Mer. Tylko cztery kinazy
tyrozynowe (FGFR1, receptor czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego VEGFR-2,
receptor ptytkowego czynnika wzrostu PDGFR 1 kinaza receptora tropomiozyny TRKA)
byty hamowane w ponad 50%. Poniewaz grupa pirydylowa w pozycji 5 pier§cienia
pirymidynowego oddzialuje gtdéwnie z rozpuszczalnikiem bez wptywu na aktywnosc,
zastosowano ja do dostrojenia rozpuszczalnosci 1 wiasciwosci farmakokinetycznych.
Dlatego przygotowano druga generacj¢ inhibitorow Mer w oparciu o podstawione
rusztowanie 2-aminopirymidynowe.!?* Pierécien pirydynowy zostat zastgpiony reszta
amidowa, w ktorej atom tlenu grupy karbonylowej dziala jako akceptor wigzania
wodorowego, tak ze wewnatrzczagsteczkowe wigzanie wodorowe, a tym samym ogdlna

konformacja wigzania czasteczki jest zachowana. Zwigzek UNC2881 (27) zostat
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zidentyfikowany jako zwigzek wiodacy po szeroko zakrojonych badaniach SAR.
Hamowal Mer z ICso = 4,3 nM i byl 84- i 58-krotnie bardziej aktywny na Mer niz
odpowiednio na Axl i Tyro3. N-metylacja grupy 2-aminowej data analog o znacznie
obnizonej aktywnosci (ICso = 5,9 mM), co potwierdza znaczenie utrzymania wolnego NH
w celu umozliwienia tworzenia wigzania wodorowego z regionem zawiasowym

(Pro672), a tym samym zachowanie aktywnosci.
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Inhibitor UNC2881 (27) wykazywal stabe wlasciwosci farmakokinetyczne
w poréwnaniu z odpowiadajagcym mu analogiem UNC2250 (26). Oprécz hamowania
fosforylacji Mer in vivo, UNC2881 (27) byl w stanie hamowac¢ stymulowang kolagenem
agregacje plytek krwi, tym samym wykazujac potencjal selektywnego inhibitora Mer
w leczeniu i zapobieganiu zakrzepicy. Na poczatku 2015 roku zidentyfikowano nowe
inhibitory MerTK w oparciu o rozne strukturalne rdzenie.'”> Dysponujac trzema
krystalicznymi strukturami biatek Mer, za pomocg dokowania oraz odpowiednich filtréw,
wykonano wirtualne przesiewowe badanie na niespetna 4 milionach zwigzkow
dostgpnych komercyjnie. Sposrod wszystkich struktur wybrano 62, dla ktorych okreslono
site hamowania kinazy Mer. Nastgpnie wyloniono 15 o wartosciach ICso, ktorych
warto$ci miescily si¢ w przedziale 0,46 — 9,9 mM. Inhibitory te mozna podzieli¢ na trzy
rodziny ze wzgledu na ich budowe chemiczng (Schemat 2): tieno[3,2-c]chinolony (28
129), pirymidyno-2-aminy (np. 30) oraz skondensowane pochodne pirymidyny (31, 32,
33 i 34), przy czym druga grupa jest najliczniejsza, poniewaz jest strukturalnie
spokrewniona z zatwierdzonymi inhibitorami kinaz. Zidentyfikowano takze
imidazoftalazyng¢ (35) i pochodne pirolopirydyny (36), wykazujace duzg ré6znorodnosc
strukturalna, ktéra moze dostosowac si¢ do hamowania kinazy Mer. Chociaz sg stabszymi
inhibitorami niz zwigzek UNC569 (22), wykazuja wysoka wydajnos¢ ligandow, co czyni

je cennymi strukturami wyj$ciowymi do dalszej optymalizacji.
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Schemat 2. Podziat inhibitorow ze wzglgdu na budowe chemiczna.

Inhibitory kinaz tyrozynowych stanowig bardzo liczng i dynamicznie rozwijajacg si¢

grupe zwigzkow. Z wykorzystania ich w praktyce klinicznej wynikaja istotne korzysci

podczas leczenia wielu nowotworoéw. Sukces tych lekow jest motywacja do poszukiwania

bardziej selektywnych zwigzkéw, ktore beda lepiej tolerowane przez ludzki organizm.

Majac na uwadze czesto wystepujacg opornosé, coraz wigcej uwagi poswigca Ssi¢

mozliwo$ciom optymalizacji terapii tymi lekami. W efekcie réznorodnych zmian

genetycznych, szlaki sygnatowe w komodrkach nowotworowych sa w rdéznych stopniu

zaburzane, dlatego tez zahamowanie jednego szlaku sygnalowego jest niewystarczajace.

Przedmiotem dyskusji staje si¢ wigc kwestia skuteczno$ci stosowania jednego

nieselektywnego inhibitora o szerokim spektrum dziatania badz potgczenia kilku
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selektywnych inhibitoroéw. Najwtasciwszym sposobem zwickszenia efektywnosci terapii
inhibitorami kinaz tyrozynowych jest indywidualizacja terapii, majaca na celu
dopasowanie leku zaré6wno do rodzaju nowotworu jak 1 konkretnego pacjenta.
Uwzgledniajac swoistos¢ danego leku, jego wilasciwosci farmakokinetyczne, efekty
toksyczne, prawdopodobienstwo wystgpienia opornosci, jak réwniez specyfike
nowotworu, w jednym przypadku skuteczniejsze moze okaza¢ si¢ zastosowanie jednego
inhibitora o szerokim spektrum dziatania, w innym lepsze rezultaty kliniczne pozwoli

uzyskaé polaczenie kilku selektywnych inhibitorow.'"

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) jest najczestszym nowotworem ztosliwym
u dzieci. Chociaz wskazniki przezycia ulegly poprawie, pacjenci z niektorymi podtypami
biologicznymi nadal majg wyniki suboptymalne. Obecne schematy chemioterapeutyczne
wigzg si¢ z krotko- 1 dlugoterminowa toksycznos$cia i potrzebne sa nowe, mniej toksyczne
strategie terapeutyczne. Kinaza tyrozynowa receptora Mer jest nieprawidlowo wyrazana
w probkach i liniach komodrkowych pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczna.
Inhibitory tej kinazy, dzigki hamowaniu ekspresji MerTK, a w rezultacie mi¢dzy innymi
zwiekszeniu wrazliwosci na chemioterapi¢ oraz opoznieniu rozwoju biataczki in vivo , sg
odpowiednimi kandydatami do terapii celowanych. Stanowig one rozwijajaca si¢ grupe
lekéw ukierunkowanych molekularnie, ktoérych zastosowanie w praktyce klinicznej
odmienito strategie postgpowania terapeutycznego w leczeniu wielu nowotworéw. Duza
przydatnos¢ terapeutyczna tych lekow wynika nie tylko z ich wysokiej skutecznosci, ale

réwniez stosunkowo niskiej toksycznosci.
3.3 Technologia chemii przeplywowej FLOW

W celu zréwnowazenia rozwoju otaczajacego nas $wiata bardzo wazna jest
optymalizacja nowoczesnych proceséw z zakresu inzynierii chemicznej. Korzystanie
z ogromnej ilosci globalnych zasobow nie tylko prowadzi do utraty trwatosci danego
procesu ale réwniez powoduje ubytek niezbednych materialdow. Opracowanie bardziej
wydajnych procesdw ma za zadanie zniwelowa¢ wspomniany niedobor. Tym procesem
jest chemia przeptywowa FLOW, ktora polega na prowadzeniu reakcji w matych
naczyniach w sposéb ciagly.!?® Zamiast tradycyjnych kolb, w technologii tej
wykorzystywane sa pompy, cewki reaktora oraz przewody rurowe. W porownaniu
z konwencjonalng metoda prowadzenia reakcji, technologia przeptywowa ,,wyprzedza”
ja pod wzgledem ekonomicznym, bezpieczenstwa oraz wydajnosci.'?” Gtownym celem

technologii FLOW jest zwickszenie lub ulatwienie mozliwosci wykonania zadania.
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W chemii sprzgt mikroprzeptywowy pojawit si¢ jako technologia, ktéra miata na celu
zwigkszenie zdolno$ci badacza do przeprowadzania reakcji chemicznych, poniewaz mate
wymiary reaktoroOw zapewnialy wyjatkowa kontrole nad kluczowymi parametrami
reakcji.'”® Wieloetapowe syntezy lub kompleksowa produkcja aktywnych sktadnikow
farmaceutycznych jest obecnie atrakcyjnym obszarem chemii przeptywowej, poniewaz
procesy te maja mniejsze zapotrzebowanie przestrzenno-czasowe. Jednak
na wyprodukowanie jednego zwigzku potrzeba zbyt wiele czasu i zasobow, aby byt on
uzyteczny dla przecietnego laboratorium syntetycznego.!?* W czasie prowadzenia reakcji
za pomocg technologii FLOW dopuszczalne sg takie warunki, ktore w reakcjach
okresowych sa niemozliwe do osiggnigcia w bezpieczny sposob. Skutkiem tego jest
otrzymanie produktu w krdétszym czasie oraz o wyzsze] jakosci z mniejszg iloscig
produktéw ubocznych. Elementami budowy systemu do prowadzenia reakcji

w przeptywie, na przyktadzie Vapourtec easy-Medchem, s3:

A. Zawory trojdzielne umozliwiajace przejscia migdzy reagentem a rozpuszczalnikiem
B. Pompy perystaltyczne

Reaktor rurowy

Reaktor kolumnowy

Regulator ci$nienia

Zawor trdjdzielny umozliwiajacy zbieranie produktu (produkt/odpady)

Panel sterujacy

=m0 m Mmoo O

Czujnik temperatury reaktora
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Rysunek 6. System FLOW  Vapourtec easy-Medchem. A)zawdr trdjdzielny
rozpuszczalnik/reagent B) pompy, C) reaktor rurowy, D) reaktor kolumnowy, E) regulator
cisnienia, F) zawor trdjdzielny produkt/odpady, G) ekran sterujacy H) czujnik temperatury
reaktora.

Aparat do prowadzenia reakcji w ciaglym przeptywie sklada si¢ z pomp
odpowiedzialnych za transport reagentow i rozpuszczalnikow do petli reakcyjnych, ktére
to doprowadzaja odczynniki w matych objetosciach do ztacza mieszania. W tym miejscu
strumienie odczynnikdéw tacza si¢ ze sobg i juz razem przepuszczane s3g do reaktora
wezowego w celu zapewnienia odpowiedniego czasu trwania reakcji. Istnieje takze
mozliwos¢ wprowadzenia mieszaniny reakcyjnej do reaktora kolumnowego, w ktorym
znajdujg si¢ state reagenty oraz katalizatory. Kontrola systemu odbywa si¢ dzieki
wbudowanemu regulatorowi ci$nienia wstecznego, bowiem cisnienie i analizy w linii
dostarczaja przydatne informacje na temat wydajno$ci danej reakcji. Dodatkowo w czasie
rzeczywistym informacje zwrotne otrzymywane sg dzigki spektroskopii FTIR in situ.
Pomaga to na biezaco ulepsza¢ proces syntezy. Schemat ideowy uktadu cigglego

przeplywu przedstawia ponizszy Rysunek 7.
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Rysunek 7. Schemat ideowy technologii przeplywowej FLOW.

Oznaczone na powyzszym rysunku litery przedstawiaja:

a — pompy, ktore stluza do dostarczania powtarzalnych ilo$ci rozpuszczalnikéw
1 odczynnikéw; typowe typy pomp to odsrodkowe tlokowe, perystaltyczne,
strzykawkowe lub zebate,

b — petle reakcyjne, ktore stuzg do wprowadzania matych objgtosci odczynnikow,

¢ — trojnik, gldéwny punkt mieszania, w ktorym tacza si¢ strumienie odczynnikow,

d — reaktor cewkowy, ktory zapewnia czas przebywania reakcji,

e — reaktor kolumnowy, wypekiony statymi odczynnikami lub katalizatorami,

f — regulator cisnienia wstecznego, ktory kontroluje cisnienie w uktadzie,

g — jednostka odpowiedzialna za analityke in-line, operacje obrobki itp.

Stosowanie chemii z przeplywem cigglym ma wiele zalet, ktére zdefiniowane sa
w poroéwnaniu ze standardowymi metodami chemii wsadowej. Pierwsza z nich to lepsza
kontrola 1 powtarzalno$¢ reakcji. Najwazniejsze parametry reakcji, czyli czas trwania
procesu, jego mieszanie oraz ogrzewanie, s3 doktadniej kontrolowane, a to pozwala na
otrzymanie produktu z lepsza wydajnoscig oraz zminimalizowanie zanieczyszczen.
Kolejng zaletg jest dostepnos¢ szerszego zakresu parametrow reakcji. W zwiagzku z tym
mozliwe jest prowadzenie reakcji w temperaturach przekraczajacych temperature
wrzenia rozpuszczalnika biorgcego udziat w procesie, co zapewnia wyzsza wydajnos¢
produktu. Sytuacja taka nie jest mozliwa w przypadku reakcji z wykorzystaniem
konwencjonalnej metody wsadowej. Aparat do chemii przeptywowej FLOW ma
charakter modulowy, co jest ulatwieniem podczas jego konfiguracji w momencie
osiggniecia okreslonych parametréw danej reakcji. Wazng zaletg technologii z cigglym
przeptywem jest zwigkszone bezpieczenstwo procesu, ze wzgledu na to, ze w tych
reakcjach mieszajg si¢ bardzo mate iloSci reagentow. Dzigki temu oraz braku

koniecznosci recznego pobierania probek, narazenie na toksyczne reagenty rowniez jest
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zminimalizowane. Kolejng z zalet jest szybko$¢ optymalizacji, prowadzenia analizy,
a takze skalowania reakcji chemicznych. Optymalizacja w procesach przeptywowych jest
zdecydowanie szybsza ze wzgledu na mniejszg ilo$¢ substratow i innych odczynnikow,
a analiza w czasie rzeczywistym przekazuje od razu informacj¢ zwrotng odno$nie tego,
jak zmiana parametrow wplywa na wydajno$¢ reakcji. Dzigki kontroli nad warunkami
procesu oraz bezpieczenstwu podczas jego trwania znacznej poprawie ulega ogoélna
wydajno$¢. Minimalizacji podlega takze poziom wytwarzanych zanieczyszczen.
Jak wida¢ chemia przeptywowa posiada bardzo duzo zalet. Nie oznacza to jednak, ze nie
ma ona wad. Pierwsza z nich jest pompowanie jedynie okreslonych ilosci reagentow,
mimo iz wedtug definicji jest to proces ciagly. Korzystajac z probowek matego rozmiaru
mamy takze do czynienia z ograniczong przepustowos$cig tego aparatu, aczkolwiek
poprzez instalacje wigkszej ilosci pomp mozna ten problem rozwigza¢. Kolejnym
ograniczeniem jest korzystanie jedynie 2z homogenicznych roztwordéw, gdyz
heterogeniczne mieszaniny reakcyjne mogg prowadzi¢ do zatkania przewodow
reakcyjnych.*® To utrudnienie mozna uniknaé poprzez zastosowanie reaktorow
zbiornikowych z cigglym mieszaniem w przeplywie. Sg to specjalne reaktory, z ktorych
mozna korzysta¢ w przypadku ciat stalych.'*! Ze wzgledu na to, Ze nie kazde laboratorium
jest w posiadaniu aparatu do prowadzenia reakcji w ciagltym przeplywie, wdrazanie tych
procesOw jest bardzo kosztowne. Jednakze zainwestowanie w taki sprzet wydaje si¢
ekonomiczne dzigki wysokiej wydajnosci procesow w  przeciwienstwie do
konwencjonalnych metod syntezy. Zwigzane to jest takze z mniejszym zuzyciem
odczynnikow oraz innych zasobow, co w efekcie pozytywnie przyczynia si¢ do
osiagniecia zrownowazonego rozwoju w inZynierii i nauce. '*

Biorac pod uwage wymienione cechy chemii przeptywowej FLOW jej wdrozenie
moze by¢ bardzo pomocne dla roznych galezi przemystu. Juz w tej chwili technologia ta
zostaje wykorzystywana w reakcjach zwigzanych z syntezg termochemiczna,
fotochemiczng, elektrochemiczng, heterogeniczng, synteza polimeréow i nie tylko.'¥’
Dzieki FLOW mozliwe jest takze szybsze okreslenie sktadu reakcji, poniewaz istnieje
sposobnos$¢ na polaczenie jej z technikami analitycznymi. Poza dodatkowymi zaletami
w postaci bezpieczniejszych alternatyw i1 wydajniejszych Sciezek reakcji, chemia

przeplywowa znacznie obniza koszty zlozonych procesow.
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3.4 Technologia mikrofalowa

Technologia mikrofalowa zostala odkryta przez dr. Percy’ego Spencera w 1946 roku.
Naukowiec ten podczas testéw laboratoryjnych urzadzenia generujacego pole
magnetyczne, zwanego magnetronem, catkowicie przypadkiem zauwazyt, ze od
promieniowania mikrofalowego w jego kieszeni roztopit si¢ batonik. Na tej podstawie
dr Spencer zgltebial temat i wykazal, Zze mikrofale s3 bardzo dobrg metoda stuzaca do
ogrzewania. Rok podzniej ten sam naukowiec zaprojektowal pierwsza kuchenke
mikrofalowa na potrzeby domowe. Od tego czasu rozw6j promieniowania
mikrofalowego jako zrodta ogrzewania nastgpowat stopniowo. Obecnie w §rodowisku
naukowym temat technologii mikrofalowej jest coraz bardziej popularny i w zwigzku
z tym mozna twierdzi¢, ze za kilka lat metoda ta bedzie wykorzystywana przez wickszos§¢
laboratoriow chemicznych. Majac na uwadze zagadnienie zielonej chemii technologia ta
jest doskonatg alternatywa dla konwencjonalnych metod ogrzewania. Reakcje
przeprowadzane przy uzyciu syntezatora mikrofalowego w  pordéwnaniu
z konwencjonalng metoda trwajg krocej, sa mniej zanieczyszczone, bardziej
ekonomiczne i przyjazne srodowisku. Zaréwno do syntezy jak i analizy chemicznej w tej
metodzie wykorzystywane jest promieniowanie mikrofalowe.'***® W sktad elementow
syntezatora mikrofalowego wykorzystywanego w badaniach, CEM Discover 2.0

(Rysunek 8), wchodza:

A. Ekran sterujacy

B. Atenuator

Automatyczne urzadzenie ci$nieniowe

Statywy z naczynkami mikrofalowymi

Narzedzie do kalibracji

Rami¢ autosamplera poruszajace si¢ wzgledem osi X
Ramig autosamplera poruszajace si¢ wzgledem osi Y

Ramig autosamplera poruszajace si¢ wzgledem osi Z

~ T Qo mmo 0

Lokalizacja adaptera

73



Rysunek 8. Syntezator mikrofalowy CEM Discover 2.0. A) Ekran sterujacy, B) Atenuator, C)
Automatyczne urzadzenie ci$nieniowe, D) Statywy z naczynkami mikrofalowymi, E) Narze¢dzie
do kalibracji, F) Rami¢ autosamplera poruszajace si¢ wzglgdem osi X, G) Rami¢ autosamplera
poruszajace si¢ wzgledem osi Y, H) Rami¢ autosamplera poruszajace si¢ wzgledem osi Z,

I) Lokalizacja adaptera.

Fale mikrofalowe mieszcza si¢ w zakresie dtugosci 0,01 — 1 m i zakresie czestotliwosci
0,3 —30 GHz, czyli doktadnie pomiedzy falami radiowymi i podczerwonymi, aczkolwiek
w warunkach laboratoryjnych najczesciej wykorzystywane sg fale o czestotliwosci
2,45 GHz. Mieszanie si¢ polarnych czasteczek lub jondéw 1 generowanie przypadkowych
ich ruchow pod wptywem oscylujacego pola elektrycznego lub magnetycznego powoduje
wydzielanie ciepta. W metodzie konwencjonalnej, czyli przy uzyciu szklanych kolb,
ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej najczesciej odbywa si¢ pod chlodnica zwrotng za
pomoca rozgrzanej lazni olejowej bedacej zrodlem ciepta. Temperatura, w ktorej
prowadzona jest taka reakcja, okre§lana jest przez pryzmat stosowanego rozpuszczalnika
1 jego temperatury wrzenia. Zaglebiajac sie w schemat ogrzewania mieszaniny
reakcyjnej, poczatkowo energia cieplna pochodzaca z goracej lazni olejowej

przekazywana jest na powierzchni¢ kolby lub innego naczynia reakcyjnego. W kolejnym
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etapie cieplo z goracej powierzchni oddawane jest na zawarto$¢ tego naczynia (Rysunek
9A).

| .. o/»‘_
L

Rysunek 9. Ilustracja wprowadzania ciepta i rozktadu temperatury w mieszaninie reakcyjnej dla (A)

konwencjonalnego ogrzewania i (B) ogrzewania mikrofalowego.

W metodzie konwencjonalnej istnieje ryzyko, ze gorgca powierzchnia naczynia moze
spowodowa¢ rozktad otrzymanych produktow lub wczesniej reagentow poprzez
przegrzanie mieszaniny reakcyjnej. Ponadto, reakcje prowadzone klasycznie trwaja
dtuzej 1 sg energetycznie nieefektywne. Znane powszechnie prawo Arrheniusa pozwala
na ich przyspieszenie. Wedlug tego prawa zwickszenie temperatury o 10°C podwaja
szybko$¢ reakcji, w zwigzku z czym mozliwe jest zakonczenie syntezy znacznie szybcie;j.
Wspomniane wyzej prawo znajduje zastosowanie w syntezach prowadzonych za pomoca
syntezatora mikrofalowego. Naczynia reakcyjne, w ktorych umieszczane sg reagenty
wraz z rozpuszczalnikiem sg szczelnie zamykane, po to by pdzniej moc ogrzewac je do
wysokich temperatur, czesto przekraczajacych temperature wrzenia uzytego
rozpuszczalnika. Promieniowanie mikrofalowe ma zdolno§¢ do przenikania przez
szklang $cian¢ naczynia, w ktorym znajduje si¢ mieszanina reakcyjna i bezposredniego
ogrzewania jej na zasadzie oddziatywania z czasteczkami. W zwigzku z tym w tej

metodzie nie wystgpuje wczesniejsze nagrzewanie $cianek naczynia (Rysunek 9B).
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Ze wzgledu na mozliwos$¢ stosowania bardzo wysokich temperatur, czas reakcji ulega
skroceniu do nawet kilku minut. W poréwnaniu z metoda wsadowa szybkos¢
prowadzenia reakcji zwicksza si¢ od 10 do az 1000 razy. Dzigki temu, ze mieszanina
reakcyjna osigga w szybkim czasie zadang temperatur¢ ograniczone jest takze tworzenie
si¢ zanieczyszczen czy produktéw ubocznych. Ma to réwniez wplyw na wydajnosé
procesu, ktora jest wyzsza niz w przypadku klasycznej metody. Dla przyktadu wydajnosé
syntezy aspiryny w mikrofali zwigksza wydajnos¢ z 85% do 92%. Dzigki temu, ze
w reaktorze mikrofalowym w trakcie reakcji ogrzewana jest jedynie probka bez
podgrzewania catego aparatu, proces ten jest energooszczgdny ze wzgledu na mniejsze
zuzycie energii.'** Prowadzenie syntez w mikrofali jest niezwykle powtarzalne, co moze
by¢ istotne podczas skalowania reakcji badz planowania kilku syntez jednocze$nie.
W przypadku technologii mikrofalowej istnieje takze ogrzewanie selektywne, ktore
zwigzane jest z r6zng pochlanialno$cig promieniowania mikrofalowego. Zalezy to od
postaci danego materialu. Przyktadem tutaj moze by¢ synteza siarczku metalu, ktora
przez lotnos¢ opardw siarki trwa nawet kilka tygodni przy zastosowaniu klasycznego
ogrzewania. Innym problemem jest takze to, ze w momencie nagrzania siarki
1 nagromadzenia si¢ jej oparéw, mozliwy jest wybuch. W przypadku wykorzystania do
tej reakcji ogrzewania mikrofalowego, czas syntezy znacznie si¢ skraca i nie ma
zagrozenia wybuchem. Dzieje si¢ tak, poniewaz dla promieniowania mikrofalowego
siarka jest niewidoczna, przezroczysta i ogrzewaniu poddany jest jedynie metal.!33® 13
Jedng z zalet korzystania z mikrofal jest to, ze reakcje sag mniej zanieczyszczone, a co za
tym idzie zmniejszona zostata czestosc¢ i 1los¢ oczyszczania produktow koncowych syntez
wykorzystujacych toksyczne reagenty. Syntezator mikrofalowy pozwala na rtownomierne
ogrzewanie mieszanin reakcyjnych oraz kontrole pozostatych parametrow procesu,
dzigki czemu reakcje sg powtarzalne. Jest to szczegolnie istotne w trakcie optymalizacji
procesu otrzymywania zwigzkéw wiodacych podczas opracowywania nowych lekow
w firmach farmaceutycznych.!*#!3 Technologia mikrofalowa ma bardzo szerokie
zastosowanie 1 jest wykorzystywana w réznych gateziach przemystu, od biotechnologii,
przez farmacje az do tworzyw sztucznych. Glownie jednak stosowana jest w syntezie

chemicznej, aczkolwiek poki co jest ograniczona do skali laboratoryjne;.

Pomimo, Ze synteza wspomagana reaktorem mikrofalowym jest na wczesnym
etapie rozwoju wyraznie wida¢ jej zalety oraz szerokie mozliwosci zastosowania

w syntezie organicznej. Istnieje prawdopodobienstwo, ze z biegiem czasu oraz
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jednoczesnie wraz z rozwojem nauki i technologii, syntezator mikrofalowy bedzie

podstawowym wyposazeniem nowoczesnego laboratorium chemicznego.!3*

3.5 Reakcja sprzegania Sonogashiry

Reakcja Sonogashiry jest krzyzowym sprzgganiem fluorowca w aromatycznych lub
winylowych halogenkach, przez terminalng grupe alkinowa w celu otrzymania

sprzgzonych enynow i aryloalkinow (Schemat 3).

1 2 at . 1 2
RAX + Ho=—=_ g% katPd(katCu@)_ ol o

R' - aryl, heteroaryl, winyl
R?- aryl, heteroaryl, alkenyl, alkil, SiR,
X -1, Br, Cl, OTf

Schemat 3. Ogolna reakcja sprzegania Sonogashiry.!!

Reakcja ta zazwyczaj zachodzi w obecnosci katalizatoréw palladowych w postaci soli na
drugim stopniu utlenienia (PdX>), soli zawierajgcej w sferze koordynacyjnej Pd" ligandy
(PdX>L»), palladu na zerowym stopniu utlenienia w formie kompleksu (PdLs), czy tez
Pd’ na weglu aktywnym. Zastosowanie katalizatora palladowego podczas sprzegania
prowadzi do uzyskania produktu z duza wydajno$cig. Mechanizm dzialania najczgsciej

stosowanego katalizatora, tetrakis(trifenylofosfino)palladu przedstawia Schemat 4.3

R
PP Ar . PhP s Ar

Ar—X + Pd(PPh,), —> Pd — Pd "\ 4
RN RN

X PPh, X PPh,

R—Ar

Schemat 4. Mechanizm dziatania katalizatora palladowego w reakcji Sonogashiry.

Dodatkowo konieczna jest obecno$¢ w ukladzie reakcyjnym katalitycznej ilosci soli
Cu(I), cho¢ alternatywne procedury opisuja reakcje sprz¢gania Sonogashiry
przeprowadzane bez kokatalizatora miedziowego (I). Niezb¢dnym sktadnikiem uktadu
reakcyjnego jest zasada w ilosci co najmniej stechiometrycznej, ktorej rola polega na
zobojetnianiu powstajacego w wyniku reakcji HX (gdzie X = halogen). Najczesciej
stosowanymi zasadami sg aminy (i-ProNH, i-ProNEt, EtzN, n-BuNH> lub benzyloamina),
a takze np. sproszkowany NaOH w toluenie, CsyCOs3, NaxCOs3, octan

77



tetrabutyloamoniowy (BusNOAc) oraz octan sodu (NaOAc).!*° Najlepiej role grupy
odchodzacej w reakcji Sonogashiry spetnia atom jodu, przy czym halogenki winylowe sa
bardziej aktywne od odpowiadajacych im halogenkéw arylowych: jodek winylowy ~
bromek winylowy > jodek arylowy > chlorek winylowy >> bromek arylowy. Ogolny
szereg aktywno$ci grup odchodzacych w reakcji Sonogashiry przedstawia si¢
nastepujaco: 1 ~ OTf ~ Br > CL'% Réwnie wazny, jak kokatalizator czy zasada, jest
rozpuszczalnik. Zapewnia on mniejszg lub wigkszg homogeniczno$¢ wielosktadnikowej
mieszaniny reakcyjnej, a takze moze bra¢ udziat w kompleksowaniu palladu, a wiec
modyfikowac jego aktywnos¢. Najstarszym i nadal spotykanym rozwigzaniem jest uzycie
zasady (aminy) rowniez jako rozpuszczalnika. Inne stosowane w reakcji Sonogashiry
rozpuszczalniki to: DMSO, THF, dioksan, DMF, N, N-dimetyloacetamid, ACN,
N-metylopirolidon, benzen 1 toluen. Znane s3 réwniez przyklady uzycia jako
rozpuszczalnika mieszanych uktadéow wodnoorganicznych, np. 1,2-dimetoksyetan/H>0,
THF/H20, ACN/H»0, czy nawet samej wody.

Kokatalizowane palladem i1 miedzig sprzeganie Sonogashiry przebiega przez dwa

niezalezne cykle katalityczne przedstawione na Schemacie 5.

addycja
redukcyjna 0 oksydatywna
eliminacja Pd L

1
L Pd— RlPd—

R2 \ transmetylaqa RANH
izomeryzacja cis/trans R Pd— X

Cu X

2
H——R

Schemat 5. Cykl katalityczny kokatalizowanej palladem i miedzig reakcji Sonogashiry.!!
3.6 Reakcja sprzegania Suzuki

Reakcja sprzegania Suzuki-Miyaura to katalizowana, przewaznie palladem, reakcja

pomigdzy alkenylem (winylem), arylem lub kwasem badz estrem boronowym
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a halogenkiem. Reakcja ta jest wykorzystywana do tworzenia wigzan wegiel-wegiel
w celu otrzymania sprze¢zonych uktadéw alkenéw, styrendw lub zwigzkéw biarylowych

(Schemat 6).'*

1 /O R 3 Pd((()i) 1_2
zasada  _ 1
R B\ 5 xR rozpuszczalnik, A R=R
OR

R' - aryl, alken (winyl), alkin

R? - H (kwas boronowy), alkil (ester boronowy)
R? - aryl, alken (winyl), alkin

X - halogenek (I, Br, C1*), -OTf

*Cl wymaga specjalnych warunkéw aktywacji

Schemat 6. Ogolny schemat reakcji sprz¢gania Suzuki.

Cykl katalityczny sprzegania Suzuki-Miyaura sklada si¢ z czterech etapow:
oksydatywnej addycji, transmetalowania, izomeryzacji oraz reduktywnej eliminacji, jak
przedstawiono na Schemacie 7.!** Oksydatywna addycja halogenkow arylu do
kompleksu Pd(0) jest poczatkowym etapem prowadzacym do uzyskania zwigzku
posredniego zawierajacego Pd(II). Przy udziale zasady zwigzek borowodorowy reaguje
z potproduktem w transmetalacji, dajac kolejny zwigzek posredni. Kolejno nastepuje
reduktywna eliminacja, ktdra skutkuje otrzymaniem pozadanego produktu i regeneracja
pierwotnych form Pd(0). W cyklu katalitycznym dopuszczalne sa dodatkowe procesy
takie jak asocjacja czy dysocjacja ligandu lub rozpuszczalnika, ktore zalezg od systemow

katalitycznych.!#
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Ar—Ar;  'pdL,

OH' lub F Ar—X

redukcja

L IV Reduktywna
o |dII eliminacja L—Pd’—L
Pd"—L I Oksydatywna
1!‘;1‘ addycja L
1
|
Ar—Pd"—X
. | 2
111 Izomeryzacja L OH" HO CO,
l PO,
Wymiana
% . liganda M"OH™ lubF~
AI-_PdH_AI-l | M=K, Na, Cs
| Ar—Pd"—OH X
L II Transmetalowanie | Iub F
L
B(OH); Ar,B(OH), Ar B(OH lub F);

Forma niereaktywna

Schemat 7. Cykl katalityczny sprz¢gania metoda Suzuki-Miyaury.

Do reakcji Suzuki najczesciej wykorzystuje si¢ katalizatory palladowe, ktorych struktura
sktada si¢ z dwodch czesci: prekursora (na przyktad: Pd(OAc)., Pd2(dba)s lub Pd(PPhs)4)
1 ligandéw. Aby zwigkszy¢ reaktywno$¢ i stabilno$¢ katalizatora, opracowano je tak, aby
byty bogate w elektrony i obszerne przestrzennie, co zapewnia wysoka liczb¢ obrotow
(TON) i male obcigzenie.'* Dodatkowo ligandy zawierajace duza iloéé¢ elektrondow
utatwiajg przejscie przez addycje oksydatywng, natomiast struktury o duzej przestrzeni
umozliwiaja reduktywng eliminacj¢. Na podstawie tego, ktory atom jest skoordynowany
z metalem, ligandy s3 klasyfikowane jako ligandy fosfinowe, ligandy weglowe lub
ligandy azotowe, z czego najpopularniejsze sg te pierwsze.

Bez watpienia mozna powiedzie¢, ze reakcja sprz¢gania metoda Suzuki-Miyaury jest
jedng z najpopularniejszych 1 najczesciej uzywanych reakcji katalizowanych
kompleksami palladu. Wykorzystywana jest ona do syntezy licznej grupy zwigzkow
tj. zwigzkow pochodzenia naturalnego, nowych materialéw, substancji leczniczych czy
katalizatorow.!#® Reakcja ta zyskala swoja popularno$¢ z uwagi na liczne zalety, takie
jak: trwalo$¢ oraz tatwa dostgpnos$¢ jednego z komponentéw, ktérym jest pochodna
boronowa, duza kompatybilno$¢ grup funkcyjnych oraz tagodne warunki sprzegania,
co umozliwia sprzgganie substratow posiadajacych liczne grupy funkcyjne. Reakcja
Suzuki-Miyaury posiada rowniez wady, ale jest ich niewiele 1 wigkszo$¢ z nich ma coraz

mniejsze znaczenie z uwagi na zastosowanie nowych wydajnych ligandow
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pozwalajacych nawet na sprzgganie niereaktywnych chlorkéw arylowych. Ogromne
znaczenie tej reakcji uhonorowane zostalo w 2010 roku przyznaniem jej tworcom

Nagrody Nobla.
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4. Cze$¢ eksperymentalna

4.1 Opis badan

Wigkszos¢ istniejagcych matoczasteczkowych inhibitorow wykazuje
wielospecyficzno$¢ w stosunku do reprezentantow rodziny kinazy TAM, wykazujac
w ten sposob niska selektywnos$¢ i znaczacy toksyczny efekt uboczny. W chwili obecne;j
nie ma zarejestrowanych matych czasteczek chemicznych zdolnych do hamowania
selektywnego receptora MerTK. Jak dotad racjonalne projektowanie selektywnych
inhibitorow kinazy Mer jest wielkim wyzwaniem, poniewaz do tej pory istniejg trzy
homologiczne kinazy, ktére maja wysoka ochrone¢ strukturalng wokoét katalitycznego
miejsca aktywnego, a takze dlatego, ze molekularny mechanizm oddziatywania ligandu
inhibitorowego z nimi nadal pozostaje w duzej mierze niezbadany. Na ten moment,
najbardziej zaawansowane badania dotyczace inhibitoréw kinazy Mer prowadzone sg
przez grupy pochodzace z Uniwersytetu Potnocnej Karoliny (UNC2025 (25) i MRX2843
(1), Mer/ FlIt-3) i Ono Pharmaceutical (ONO-7475 (37), inhibitor Mer/Axl). Niemniej

jednak do tego czasu nie odnotowano zadnych postepow po wejsciu w faze kliniczng.

37

Gléwnym celem tej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i1 zsyntetyzowanie nowej
klasy zwiazkéw matoczasteczkowych, ktére selektywnie hamuja kinazg¢ MerTK.
Wykorzystane metody bioinformatyczne in silico okazaty si¢ pomocne w opracowaniu
nowych matych inhibitorow MerTK o wysokiej doustnej biodostepnosci, korzystnym
profilu farmakokinetycznym, niskiej toksycznosci, ale przede wszystkim o wysokiej
aktywnosci antynowotworowe] przeciwko ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL).
Badania ADMET (ang. (A) Absorption - wchianianie (D) Distribution - dystrybucja (M)
Metabolism - metabolizm (E) Excretion - wydalanie and (T) Toxicity - toksycznosc)
zostaly wykonane w Laboratorium Analiz Fizykochemicznych oraz Dziale Badan
Przedklinicznych firmy Celon Pharma S.A. Wspotpraca z tymi dzialtami umozliwita

wykonanie niezb¢dnych badan in vitro oraz in vivo, a takze okreslono eksperymentalne
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warto$ci parametréw fizykochemicznych takich jak lipofilowo$¢ czy rozpuszczalnosc.
Dla wybranych zwiazkéw zbadano réwniez stabilno$¢ chemiczng i metaboliczna.
Wykonane testy biochemiczne 1 komdérkowe pozwolity na wyznaczenie parametru ICso,
ktory okresla zard6wno aktywnos¢ jak 1 selektywnos$¢ badanych czasteczek. Parametr ten
mierzony jest przez zdolno$¢ zwigzkéw do hamowania konwersji ATP do ADP podczas
reakcji enzymatycznej. W tym celu, do oznaczania kinazy Mer, wykorzystano zestaw
ADP-Glo firmy Promega.

Innym celem bylo takze wykorzystanie technologii chemii mikrofalowej oraz
przeplywowej do syntezy nowych inhibitoréw, zintegrowanie typowo oddzielnych
procesow (takich jak synteza, obrobka i analiza), jak roéwniez optymalizacja szybkosci
reakcji. Zanim jednak przystgpiono do wiasciwej syntezy, wybrano zwigzek wzorcowy,
opublikowany inhibitor MRX2843 (1), w celu zaprojektowania nowego zestawu struktur.
Do zbudowania wirtualnej biblioteki czasteczek wykorzystano metody bioinformatyczne
in silico, gtownie program KNIME®, dzigki ktéremu zostato wygenerowanych okoto 200
000 zwigzkdw bazujacych na modyfikacjach: pirymidynowych 1 ukladzie
pirolopirymidynowym. Uklady te wedlug literatury sg najczestszym rdzeniem
istniejacych lekow. Po uwzglednieniu wlasciwosci czasteczek takich jak: masa molowa,
logP, logD, akceptory i donory wigzan wodorowych oraz liczby wigzan rotacyjnych,
liczba struktur spadta do 2000. Dla wszystkich zwigzkéw, ktére przeszly kryteria drug-
like przeprowadzone zostalo dokowanie do krysztatu kinazy MerTK, zdeponowanego w
krystalograficznej bazie PDB, ang. Protein Data Bank za pomoca programu AutoDock
Vina. Nastgpnie za pomocg oprogramowania PyMOL dokonano wizualizacji kazdego
zwigzku w kieszeni aktywnej receptora. Trojwymiarowg strukture zwigzkow
przygotowano na podstawie obliczonych warto$ci odpowiednich parametrow, m.in. pKa
z zastosowaniem programu JChem 21.13.0. Pozwolilo to ustali¢ odpowiednie stany
protonacyjne struktur. W celu poprawy ich wtasciwosci, po przeanalizowaniu wynikow
dokowania, zaproponowano modyfikacje wybranych struktur. Wybor poszczegdlnych
grup funkcyjnych, ktéore byly modyfikacjami uktadu pirolopirymidynowego oraz
pirymidyny, uwarunkowany byl wynikami wyzej wspomnianego dokowania
molekularnego. Wybor ten wynikat takze z obliczonych
1 przyblizonych warto$ci parametrow fizykochemicznych otrzymanych przy pomocy
odpowiednich programow (np. MarvinSketch). Wyselekcjonowane struktury poddano
dalszej optymalizacji chcac poprawi¢ ich wiasciwosci fizykochemiczne takie jak

rozpuszczalno$¢, lipofilowos¢ czy  stabilno§¢ chemiczng oraz  parametry
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farmakokinetyczne. Modyfikacje utworzono w miejscach grup funkcyjnych
odpowiedzialnych za wigzanie z biatkiem, a takze na fragmentach wptywajacych na
rozpuszczalno$¢ (tzw. fragment dorozpuszczalnikowy inhibitora). Badania zalezno$ci
pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng zwigzkow (SAR, ang. Structure — Activity
Relationship) pozwolity na zbudowanie bazy danych i selekcj¢ najlepszych czasteczek
do syntezy oraz stworzenia odpowiedniej biblioteki zwiazkow. Efektem tego byto
otrzymanie 120 czasteczek finalnych, w skilad ktorych wchodza pochodne
pirolopirymidyny oraz pirymidyny. Struktura czasteczek zostata potwierdzona za
pomoca technik chromatografii cieczowej ze spektrometrem masowym (HPLC-MS)
i magnetycznego rezonansu jadrowego ('H, °C, DEPT NMR). Analog pirymidyny
uzyskano za pomocg aromatycznego podstawienia nukleofilowego w pozycji 4, reakcji
sprzegania Suzuki w pozycji 5 oraz aromatycznego podstawienia nukleofilowego
w pozycji 2, gdzie wyj$ciowg strukturg jest 5-bromo-2,4-dichloropirymidyna (38). Jest
ona takze wykorzystana do zsyntetyzowania szkieletu pirolopirymidynowego.

cl
4
I

M
CI”2°N

38

5 Br

Synteza pirolopirymidyny to pie¢ etapow syntetycznych: aromatyczne aminowanie,
sprzeganie Sonogashira, cyklizacja, wprowadzenie grupy blokujacej funkcje aktywne
oraz bromowanie. Za pomoca dodatkowych trzech kolejnych reakcji takich jak
aminowanie, sprzgganie Suzuki oraz odbezpieczenie grupy funkcyjnej uzyskano szereg
modyfikacji strukturalnych. Struktura rdzenia oraz pozostalych czgsci zwigzku
chemicznego jest kluczowa podczas projektowania aktywnych 1 selektywnych
inhibitoréw, w tym inhibitoréw MerTK. Dobor odpowiednich podstawnikow ma wptyw
na wlasciwo$ci czasteczki, poniewaz kazdy fragment ma swoja funkcje. Moze on
wptywaé na wilasciwosci fizykochemiczne, a takze jest odpowiedzialny za tworzenie
swoistych dla danego receptora oddziatywan. W przypadku wybranych struktur opartych
na szkielecie pirolopirymidynowym (39) fragment A i R! odpowiada za aktywnosé¢ oraz
selektywno$¢ zwigzku, natomiast cze$¢ aminowa R? rdzenia odpowiada za jego

selektywnos¢.
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NTX N\
Rz\NH)l\N/ N
39
o
Gdzie:

e pierScien A oznacza pirazol, furan, tiofen lub uktad bicykliczny,

e R;to pochodne cztero-, pigcio- lub szesciocztonowego uktadu heterocylicznego,
uktadu  bicyklicznego,  pigciocztonowego  heterocyklicznego  uktadu
aromatycznego, tancuch alkilowy, tancuch alkilowy zakonczony grupa -OH,
-NH; lub atomami fluoru, halogenek, -H, tancuch alkilowy zawierajacy atom
tlenu, grupa aldehydowa lub grupa ketonowa,

e R» to tancuch alkilowy, alkenylowy, cykloalkilowy, arylowy, alkilowy
zakonczony grupa -OH, -NHb, -SO>CH3, atomem azotu, atomami fluoru, alkilowy
zawierajacy atom tlenu lub azotu (Tabela 7).
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Tabela 7. Podstawniki wystgpujace w modyfikacjach strukturalnych pirolopirymidyny (40).

Schemat 8 przedstawia $ciezke syntezy zwiazku wzorcowego MRX2843 (1), ktora

zostata wykorzystana do uzyskania modyfikacji tegoz wzorca.

HO,,, HO,,
[ l \
NH si”

= \
X = TBAF
)\ 1Pr2NEt 1PrOH )\ Pd(PPh1)2Cl PPh,, Cul, )|\ THE, 65°C, Sgods,
0°Cltemp. pok. ELN, toluen, 60°C, 2,5 godz. 1~ N7

41

l

N - a1 N
TBSCI, imidazol NIS 2-cyklopropyloetyloamina
DMF, temp. pok. DMF, 70°C DIPEA, i-PrOH, 95°C

42 OH 43 0 44 N O
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Schemat 8. Sciezka syntezy MRX2843.

W tabelach ponizej przedstawiono wszystkie uzyskane modyfikacje wraz z wartosciami
aktywnosci biologicznej wzgledem kinazy Mer oraz logP. Parametry te pozwolily na
wstepng weryfikacje czasteczek zsyntetyzowanych w ramach biblioteki. Wartosci 1Cso

zostaly wyliczone jako warto$¢ $srednia z dwoch niezaleznych eksperymentow.
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103) &N N— _\_g 482,68 0,152 3,97



104)

105)

106)

107)

108)

109)

110)

111)

112)

470,63

526,75

497,69

576,75

468,67

469,65

484,65

568,77

533,69

9,269

10,5

965,1

72,7

0,96

0,495

1453

19,34

30,57

1,96

3,44

2,67

4,06

3,59

4,69

2,6

4,87

5,47
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OH
M ICso
Ri R: [¢/mol] [nmol]  1°8F
113) H _\_g 370,52 5 4,06
114) $—OH _\_g 400,53 0,54 3,28
115) 3‘0\ _\_g 400,53 14,12 3,89
O
116) %—/( _\_g 41452 0,951 3,84
OH
117) '3_\NH _\_g 399,55 0,214 3,31
2
|
e
) A~ _\_g 442,57 3,797 4,55
119 —N 0 -\ 469,64 0,5 4,69
) N :
120 N o Ho 457,58 4913 1,9
) \ / \_% 9 b b

94



—
N7 X N\
Ry |
\NHJ\N/ N
OH
M ICso
Ri R: [¢/mol] [nmol]  1°8F
121) é‘\_\; O\ 45467 1608 6,79
O
122) '3‘/<N_ _\_g 441,6 1,956 3,35
/
O
123 4 O\ 4536 14 3,59
NH
40
-
124) <N:> _\_g 481,65 0,87 4,33
O
34 R
125) \__s 483,62 20,68 2,97
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M ICso
Ri R: [gmol]  [nmol]  '°8F
126) H _\_g 35445 3,67 3,34
127) §—NH, _\_g 383,49 1,453 2,38
128) §—NH, \_g 369,46 1,62
129) o O _\_g 442,55 4915 3,55
O
130 -\ 426,5 10,09 3,62
) ?LL,JJ\O/\ § ) ) s
O
131) I _\_g 39845 5354 2,91
% oH
|
132) \O)"io P O\ 48,53 13,53 3,49
NH O
133 % >< O\ 4836 32,79 387
O
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N7 X N\
/\/\NHJ\N/ N
OH
M ICso
Ri [gmol] [nmol]  '°8F
=
5/
134) 409,56 7,804 4,55
\
\N
O/
135) ~§ \2) 400,55 50,28 3,89
-
R
136) L 420,57 94,55 5,15
NP NI
137) g // 426,59 54,02 5,03
Nz
138) 5 /T 42559 1,114 3,78
Fa
139) s/ N\ 50368 3,717 2,89
Il
O
140) £ 371,51 2,303 2,93
o1/
141) S_<N 440,6 8,282 4,13
142) N= 454,64 30,64 4,96
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/
S
_< 456,6 3,953 35

143) N,>
~JI

144) -\ L 35346 9,003 3,35

145) \_/ 35347 4359 2,65

H
S
SN
NEL/
146) 419,45 1,63 2,85
O
— +
O Na
147) N—I/\I/ 369,46 3,866 2,24
/
‘§s Z "N
148) N / 402,92 3,045 3,21
7/ al
149) 155\\}\1 368,47 1,355 2,71
N
H
\
N\N
150) _gw 436,47 20,15 3,89
F F
/
,__% F
151) Y\/N\/ . 492,58 508.8 5,58
N
F
F
152) & /, 478,55 280,1 5,21
—N F
\/V
F o
F
153) g 4 / 422.45 13,52 3,38
N—N
H

%
— F
154) /OVN%F 466,49 3525 4,03



155)

156)

157)

158)

159)

160)

161)

162)

163)

404,5

418,54

355,43

383,49

509.,8

382,46

404,51

417,41

354,44

2,56

5,177

1,271

751,7

435,3

7,245

34,07

14,42

6,67

3,56

3,68

2,64

2,97

6,3

3,05

4,43

3,24

2,96
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M ICso
R: [g/mol]  [nmol] logP

164) e \@NH v : 41356 4348 177

0]
165) N— g o /\/\l 533,71 42,23 2,26
| EN
[ j <k;§ 488,68 0,25 4,48
M ICso
Struktura [¢/mol]  [nmol] logP
~
\_$
166) N 286.,4 3102 3,64
|
/\/\NHJ\N N\
HO,,
. VARt
S -
NH
167) \\ 444,63 44,63 2,97
N| AN
/\/\NHJ\N

100



Nowopowstate czasteczki przebadano pod katem aktywnosci na odpowiedniej kinazie
MerTK, rozpuszczalnosci w dwoéch roztworach o pH: kwasnym i obojetnym oraz
stabilnosci na mikrosomach mysich i1 ludzkich, a takze wyliczono parametr PSA
(ang. Polar Surface Area). Jest to powszechnie stosowany wskaznik stuzacy do
optymalizacji zdolnos$ci leku do przenikania do komorek. Czasteczki o powierzchni
polarnej wiekszej niz 140 A% zwykle stabo przenikajg przez blony komérkowe.
Aby czasteczki mogly przenikng¢ przez barier¢ krew-modzg (a tym samym oddzialywac
na receptory w o$rodkowym uktadzie nerwowym), zwykle potrzebny jest PSA mniejszy
niz 90 A2, Na podstawie wizualnej analizy kieszeni wigzacej danego biatka, wybrano
z biblioteki te zwigzki, ktorych sposéb oddziatywania wykazuje duze podobienstwo do
zwigzku referencyjnego. Przeprowadzajac synteze¢, a nastepnie wstepne badania,

wybrano grupe trzech kandydatow do dalszego rozwoju (Schemat 9).

O O

108 167

Schemat 9. Struktury wybranych zwigzkéw wiodacych.

Sa to czasteczki o najwigkszym powinowactwie do kinazy Mer i najbardziej optymalnych
wlasciwosciach fizykochemicznych, a tym samym najbardziej obiecujace inhibitory
kinazy Mer. Prezentuja one okoto 70% strukturalnego podobienstwa w stosunku
do zwigzku referencyjnego (MRX 2843 (1)), w zwigzku z czym wykorzystano je do
dalszych analiz selektywnosci na innych kinazach: Axl i Tyro (Tabela 8).

Numer PSA ICso [nmol]
zwigzku A? MerTK Axl Tyro3
MRX 2843 69,45 0,25 1,053 11,9
89 91,21 0,9 73,65 175,5
108 78,24 0,96 4,49 23,11
167 85,34 44,63 196,5 300

Wartosci ICso zostaly wyliczone jako warto$¢ §rednia z dwoch niezaleznych eksperymentow.

Tabela 8. Wartosci PSA oraz aktywno$ci dla wybranych, najbardziej obiecujacych zwigzkoéw na
kinazach z rodziny TAM.

Nastepnie zwigzki te testowano na komoérkach na modelu MOLM-13 1 MV4-11 (Tabela
9) badajac ich aktywno$¢ metaboliczna.
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Stabilnos¢ Aktywnos$¢

Numer Rozpuszezalnosc metaboliczna metaboliczna
zwiazku [uM] [nL-min'-mg'] [nmol]
pH4S pH74 MLM HLM MOLM-13 MVT-11
MRX 2843 500 256 43,5 11,3 12,89 11,77
89 54 5 139,2 1442 227,5 168,6
108 382,2 315.9 3,4 15,4 18,01 12,16
167 500 474,5 3,9 9,5 68,2 71,12

Wartosci ICso zostaly wyliczone jako warto$¢ $rednia z dwdch niezaleznych eksperymentow.

Tabela 9. Porownanie wybranych parametrow dla zwigzkow 89, 108 i 167; MLM (ang. Mouse Liver
Microsomes) — badanie na mikrosomach mysich, HLM (ang. Human Liver Microsomes) — badania na
mikrosomach ludzkich.

Z powyzsze] Tabeli 8 wynika, ze wybrane zwigzki wiodace charakteryzujg si¢ wysokimi
wartosciami aktywnosci (ICso w przedziale 0,9 — 44,63 nmol) oraz selektywnosci
wzgledem kinazy Mer. Porownujac te dane z wynikami dla zwigzku referencyjnego
MRX2843 (1) zauwazy¢ mozna, ze szczegoOlnie czasteczki 89 oraz 167 maja zblizone
wartosci parametru PSA. Natomiast zwigzki 89 1 108 wydaja si¢ by¢ bardziej selektywne
niz referent. Pozostate dane dla tych zwigzkow sg takze optymalne 1 gwarantujg wysoki
potencjal terapeutyczny. Analizujagc dane zawarte w Tabeli 9 widoczne jest, Ze
czasteczka 167 charakteryzuje si¢ taka samg rozpuszczalnoscia w pH 4,5 jak zwiazek
referencyjny, a w srodowisku obojetnym jest ona wyzsza. To samo dotyczy stabilnos$ci
metabolicznej na mikrosomach mysich oraz ludzkich. Najlepsze wyniki osiggni¢to dla
zwigzku 167, ktore sg duzo lepsze od wynikow dla MRX2843 (1). Natomiast biorgc pod
uwage aktywno$¢ metaboliczng, przewage zyskuje struktura 108, ktéra otrzymala
warto$¢i zblizone do danych dla zwigzku referencyjnego. Opierajac si¢ na wynikach
badan farmakokinetycznych dla powyzszych wybranych zwigzkéw o biodostepnosci na
poziomie minimum 30%, a takze biorgc pod uwage analize kosztow i1 synteze w wigkszej
skali, wykonano optymalizacje oraz skalowanie procesu syntezy w celu otrzymania
gramowych ilosci kazdej czasteczki. Nastepnie przeprowadzono dla nich kolejne badania
fizykochemiczne, stabilnosciowe, testy na komorkach i zwierzetach w celu wylonienia
jednego zwigzku wiodacego (proces ,,hit to lead”). Po jego wytonieniu, kolejnym etapem
sa badania toksykologiczne, a nastepnie kliniczne (wejscie do I fazy badan klinicznych).
Zaro6wno wylonienie ostatecznego zwigzku wiodacego jak i przeprowadzenie badan
toksykologicznych oraz klinicznych sg w trakcie realizacji. Op6znienia spowodowane sg
pandemig, ktoéra miata miejsce w trakcie prowadzenia badan do doktoratu, przez co czas

badan biologicznych znacznie si¢ wydhuzyt.
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4.2 Optymalizacja syntezy zwiazku referencyjnego MRX2843

Sciezke syntezy zwiazku referencyjnego, przedstawiona na Schemacie 2,
zoptymalizowano za pomocg reaktora mikrofalowego Discover 2.0 oraz technologii
przeplywowej E-series Vapourtec Easy MedChem. Chemia mikrofalowa stata sie¢
gldownym narzedziem w tej dynamicznej, zaleznej od czasu dziedzinie nauki, poniewaz
czgsto dramatycznie zmniejsza czas reakcji, zwykle z kilku dni do kilku minut, a nawet
sekund. Wiele parametréw reakcji mozna oceni¢ w ciggu kilku godzin, aby
zoptymalizowa¢ pozadang chemie¢. Ponadto, chemia przeplywowa zapewnia nowe
podejécie do prowadzenia syntezy chemicznej w cigglym przeptywie zamiast
tradycyjnych stacjonarnych reaktorow. W przeptywowym uktadzie chemicznym, dana
reakcja chemiczna zachodzi w mikroreaktorze. Reagenty sa stale pompowane do
mikroreaktora, gdzie mieszajg si¢ 1 reaguja, a produkt jest zbierany w sposob ciaggly
1 mozna go stosowa¢ w nastgpnym etapie bez zadnego oczyszczania. Co wigcej, te
innowacyjne technologie - mikrofale i chemia przeptywowa — zwigkszaja temperature
reakcji, zapewniaja jej wieksza kontrolg, ulatwiajg podgrzewanie rozpuszczalnikow
powyzej ich temperatury wrzenia, zwigkszaja bezpieczenstwo w kontaktach
z reaktywnymi i niebezpiecznymi pOlproduktami oraz wzgledng prostote dozowania
w reakcjach wieloetapowych. Lacznie prowadza one do ogdlnej intensyfikacji procesow
oraz oceny ekologicznej 1 ekonomicznej podczas opracowywania procesu, a takze do
przysztego otrzymywania odpowiedniej ilosci wiodacego kandydata do badan

klinicznych.
4.2.1 Reakcja nukleofilowego podstawienia aromatycznego

Produktem tej reakcji jest (1r,4r)-4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino]-
cykloheksan-1-ol (40), ktory zostat otrzymany wedtug Schematu 10.

HO,, :
NH
0+( ><NH B
i-Pr,NEt, i-Pr
)\ 0°C/temp. pok. Cl)\N/
38 40

Schemat 10. Otrzymywanie (17,47)-4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino]cykloheksan-1-olu.

103



4.2.1.1 Metoda klasyczna

Do roztworu 2,4-dichloro-5-bromopirymidyny (30 g, 227,88 mmol) i1 N,N-
diizopropyloetyloaminy (22.1 g, 166 mmol) w bezwodnym alkoholu izopropylowym
(100 ml) powoli dodano w temperaturze 0 °C roztwor trans-4-aminocykloheksanolu
(15.5 g, 132 mmol) rozpuszczonego w bezwodnym alkoholu izopropylowym (80 ml).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 0°C przez 4 godziny, a nastepnie
pozwolono doj$¢ do temperatury pokojowej 1 mieszano przez noc. Postgp reakcji
monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 2:1 v/v).
Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Pozostato$¢ rozpuszczono w dichlorometanie (1 1), przemyto wodg (3 x 1 1) 1 solankg
(0.5 1), nastepnie wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu (Na;SO4) 1 zat¢zono.
Otrzymany bladozolty olej krystalizowano z mieszaniny dichlorometanu i heptanu

uzyskujac zwigzek 40 w postaci biatej substancji statej (36,9 g, 94,4%).
MS (APCI): 307 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.30-8.18 (m, 1H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.42 (br
s, 1H), 3.98-3.71 (m, 1H), 3.48-3.27 (m, 1H), 1.92-1.69 (m, 4H), 1.50 (dt, J = 12.9, 6.5
Hz, 2H), 1.36-1.10 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 159.35, 158.71, 156.27, 102.87, 69.53, 49.26, 33.61,
30.35.

4.2.1.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura |

W naczynku mikrofalowym umieszczono 2,4-dichloro-5-bromopirymidyne (10 mg,
0,0426 mmol), N,N-diizopropyloetyloaming (7,15 mg, 0,0553 mmol), alkohol
izopropylowy (0,1 ml) oraz trans-4-aminocykloheksanol (5,16 mg, 0,0439 mmol).
Zamknigte naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji
monitorowano metodg TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 2:1 v/v) oraz za
pomoca HPLC badajac stopien konwersji substratu w produkt. W tym celu wykorzystano
kolumne chromatograficzng Kinetex Su EVO C18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi
eluentami byta woda i acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez 90% do 2% acetonitrylu.
Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli

10.
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Stopien

p. Temperatura Czas Moc grzania Konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
1 30 10 100 95,64
7 30 10 150 97,87
3 30 10 200 96,01
) 30 10 300 98,03
5 100 10 100 98,94
6 100 10 150 98,09
7 100 10 200 99,59
8 100 10 300 99,19
5 30 5 100 96,72
10 30 5 150 97,72
T 30 5 200 96,46
B 30 5 300 96,81
5 30 2 100 95,97
T 30 2 150 96,46
G 30 2 200 95,42
6 30 2 300 95,93
T 30 20 100 97,53
I3 30 20 150 97,65
T 30 20 300 97,28
20 30 20 200 98,31
1 100 20 100 98,66
22 100 20 150 99,42
23 100 20 200 99,07
Y 100 20 300 99,16
3 30 30 100 97,62
T 30 30 300 97,37
> 30 30 200 98,25
o3 30 30 150 98,09
9 100 30 100 99,53
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30 100 30 150 99,06
31 100 30 200 98,77
32 100 30 300 99,07
33 80 40 100 98,32
34 80 40 300 99,17
35 80 40 200 98,56
36 80 40 150 98,79
37 100 40 100 99,38
38 100 40 150 99,35
39 100 40 200 99,06
40 100 40 300 98,77

Tabela 10. Wyniki optymalizacji.

Powyzsza tabela przedstawia wyniki optymalizacji reakcji nukleofilowego podstawienia

aromatycznego, ktora polegala na dopasowaniu temperatury, czasu trwania reakcji oraz

mocy jej ogrzewania, tak aby uzyska¢ jak najwyzsza konwersje substratu. Najlepsze

wyniki osiggnieto dla reakcji prowadzonej w temperaturze 100°C przez 10 minut przy

mocy 200 W. Jej konwersja wynosita 99,59%.

B. Chcac uzyska¢ catkowita konwersj¢, w ponizszej metodzie zwigkszono ilo$¢ trans-4-

aminocykloheksanolu. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury I

zmieniajac ilos¢ dodanego trans-4-aminocykloheksanolu.

w Tabeli 11.

Wyniki przedstawiono
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Stopien
Lp. trans-4- Temperatura Czas Moc grzania Konwersii
aminocykloheksanol [°C] [min] [W]
[70]
1 7,58 mg 80 1.5 300 98.64
2 0,0645 mmol 80 3 300 98.98
3 80 2 100 99.56
4 80 5 100 99.78
5 80 10 100 100
6 80 20 100 100
7 80 30 100 99.85
8 10,1 mg 80 40 100 100
9 0,086 mmol 80 3 200 100
10 80 6 200 100
11 80 10 200 100
12 80 1.5 300 100
13 80 3 300 100
14 60 1.5 300 98.93

Tabela 11. Wyniki optymalizacji.

Powyzsza tabela przedstawia wyniki optymalizacji reakcji nukleofilowego podstawienia
aromatycznego, ktora polegala na dopasowaniu temperatury, czasu trwania reakcji oraz
mocy jej ogrzewania, tak aby uzyska¢ jak najwyzsza konwersje substratu. Najlepsze
wyniki osiggnigto dla reakcji prowadzonej w temperaturze 80°C przez 1,5 minuty przy

mocy 300 W. Jej konwersja wynosita 100%.
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C. Kolejna proba optymalizacji

polegala na 10-krotnym zwigkszeniu

ilosci

rozpuszczalnika. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury I

zmieniajac ilo$¢ dodanego trans-4-aminocykloheksanolu (10,1 mg, 0,086 mmol) oraz

rozpuszczalnika (1 ml). Wyniki przedstawiono w Tabeli 12.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 80 1.5 300 96.91

Tabela 12. Wyniki optymalizacji.

Powyzszy wynik, w pordwnaniu z wynikami uzyskanymi metoda B, przedstawia nizszg
konwersje. Oznacza to, ze wigksza ilo$¢ rozpuszczalnika, a co za tym idzie, mniejsza

molarno$¢ roztworu, negatywnie wplywa na konwersj¢ reakcji.

D. Poprawe konwersji oraz warunkow reakcji probowano dokonac takze poprzez zmiang
ilosci N,N-diizopropyloetyloaminy. Synteze¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug
procedury I zmieniajac ilo§¢ dodanej N,N-diizopropyloetyloaminy (11,1 mg,
0,086 mmol) oraz trans-4-aminocykloheksanolu (7,58 mg, 0,0645 mmol). Wyniki

przedstawiono w Tabeli 13.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 80 1.5 300 97.24
2 80 | 3 ‘ 300 ‘ 99.73

Tabela 13. Wyniki optymalizacji.

Powyzsze wyniki, w poroéwnaniu z wynikami uzyskanymi metoda B, przedstawiajg
nizsza konwersj¢ w przypadku trwania reakcji przez 1,5 minuty oraz wigksza odnos$nie
3 minut. Oznacza to, ze wigksza ilo§¢ aminy w przypadku prowadzenia reakcji przez

3 minuty pozytywnie wptywa na jej konwersje.
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E. Zamiana zasady z N,N-diizopropyloetyloaminy na trietyloaming oraz dodatek weglanu

potasu to kolejne proby optymalizacji reakcji nukleofilowego podstawienia
aromatycznego. Synteze¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury I
zamieniajac N,N-diizopropyloetyloaming na trietyloaming (5,69 mg, 0,0559 mmol) oraz
utrzymujac ilo$¢ trans-4-aminocykloheksanolu jak w punkcie C (10,1 mg, 0,086 mmol).
W drugiej probie do naczynka dodano substraty wedlug powyzszej procedury oraz

dodatkowo weglan potasu (3 mg, 0,0215 mmol). Wyniki przedstawiono w Tabeli 14.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. Zasada ' konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
1 TEA 80 ‘ 1,5 300 ‘ 99,54
2 TEA/K2CO; 80 1,5 300 99,33

Tabela 14. Wyniki optymalizacji.

Poréwnujac powyzsze wyniki z wynikami zawartymi w Tabeli 11, zauwazy¢ mozna,
iz zamiana zasady z N,N-diizopropyloetyloaminy na trietyloaming powoduje
zmniejszenie stopnia konwersji. Dodatek weglanu potasu do reakcji jeszcze bardziej

zaniza przereagowanie substratu.

F. Majac na uwadze powyzsze wnioski, zwigkszono ilo$¢ trietyloaminy jako nowe;j
zasady, a takze dodano weglan potasu. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug
procedury 1 zamieniajac N,N-diizopropyloetyloaming na trietyloaming (8,75 mg,
0,086 mmol) oraz utrzymujac ilo$¢ trans-4-aminocykloheksanolu jak w punkcie D
(7,58 mg, 0,0645 mmol). W drugiej probie do naczynka dodano substraty wedlug
powyzszej procedury oraz dodatkowo weglan potasu (3 mg, 0,0215 mmol). Wyniki

przedstawiono w Tabeli 15.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. Zasada . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 TEA 80 3 300 99,50
2 TEA/K2CO; 80 3 300 99,06

Tabela 15. Wyniki optymalizacji.

109



Wyniki te, w poréwnaniu z wynikami umieszczonymi w Tabeli 13 oraz Tabeli 14
przedstawiaja nizszy stopien konwersji. Swiadczy to o tym, Ze zaréwno zmiana zasady
z N,N-diizopropyloetyloaminy na trietyloaming jak i dodatek weglanu potasu majg gorszy

wplyw na przereagowanie substratu.

G. Parametrem, ktory zmieniano w celu optymalizacji reakcji nukleofilowego
podstawienia aromatycznego byla zamiana rozpuszczalnika. Syntez¢ oraz izolacje
produktu wykonano wedtug procedury I utrzymujac ilo$¢ trans-4-aminocykloheksanolu
jak w punkcie C (10,1 mg, 0,086 mmol) oraz zmieniajac rozpuszczalnik. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 16.

. Stopien
| Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. | Rozpuszczalnik ) konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 MeOH 80 1,5 300 99,45
2 EtOH 80 1,5 300 99,70
3 t-BuOH 80 1,5 300 99,18
4 DMF 80 1,5 300 99,66
5 DMSO 80 1,5 300 99,85
6 toluen 80 1,5 300 94,46
7 THF 80 1,5 300 97,19
8 dioksan 80 1,5 300 94,85
9 H20 80 1,5 300 98,34
4M HCl w
10 . . 80 1,5 300 7,16
dioksanie

Tabela 16. Wyniki optymalizacji.

Zauwazono, ze spos$rod powyzszych rozpuszczalnikow, najwigkszy stopien konwersji
osiggnicto przy wykorzystaniu DMSO. Jednakze w poréwnaniu z wynikami zawartymi
w Tabeli 11, gdzie uzywano alkoholu izopropylowego, wynik ten jest nizszy.
Stwierdzono zatem, ze najlepszym rozpuszczalnikiem do reakcji nukleofilowego

podstawienia aromatycznego byt alkohol izopropylowy.
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H. Zamiana zasady, jako jednego z substratéw oraz prowadzenie reakcji bez
rozpuszczalnika to kolejna proba optymalizacji. Synteze oraz izolacj¢ produktu
wykonano wedlug procedury I utrzymujgc ilo$¢ trans-4-aminocykloheksanolu jak
w punkcie C (10,1 mg, 0,086 mmol), zmieniajgc zasade (0,086 mmol) oraz rezygnujac

z zastosowania rozpuszczalnika. Wyniki przedstawiono w Tabeli 17.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. Zasada . konwersji
[°C] [min] [W]
[%0]
1 pirydyna 80 1,5 300 99,15
2 TEA 80 1,5 300 97,93
3 DIPEA 80 1,5 300 98,70

Tabela 17. Wyniki optymalizacji.

Sposrod powyzszych zasad, uzycie pirydyny jako zasady dato najwigkszy stopien
konwersji. Jednakze w porownaniu z wynikami zawartymi w Tabeli 11, uzycie
N,N-diizopropyloetyloaminy oraz rozpuszczalnika (alkoholu izopropylowego) powoduje

catkowite przereagowanie substratu i otrzymanie oczekiwanego produktu.

I. Skalowanie syntezy to ostatni etap optymalizacji, bedacy swego rodzaju jej
podsumowaniem. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury I
zmieniajac ilo§¢ 2,4-dichloro-5-bromopirymidyny oraz rozpuszczalnika w celu
uzyskania takiego samego stezenia roztworu w kazdej probie, a takze utrzymujac ilos¢
trans-4-aminocykloheksanolu jak w punkcie C (10,1 mg, 0,086 mmol). Wyniki

przedstawiono w Tabeli 18.

2,4-dichloro-5- Moc Stopien
iPrOH | Temperatura | Czas
Lp. | bromopirymidyna ' grzania | konwersji
[ml] [°C] [min]
[mg] [W] [“o]
1 100 1 80 1,5 300 99,97
2 500 5 80 1,5 300 99,97
3 1000 10 80 1,5 300 99,94 |

Tabela 18. Wyniki optymalizacji.
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Powyzsze wyniki przedstawiaja bardzo wysoki stopnien konwersji substratu w produkt.
Wybrana metoda z Tabeli 11 znalazta odwzorowanie w momencie zwigkszenia skali

prowadzonej reakcji nukleofilowego podstawienia aromatycznego.
J. Wnioski ogolne

Poréwnujac wyniki osiggnigte za pomocg syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco
si¢ zmniejsza, z 24 godzin do 1,5 minuty. Nie ma takze potrzeby chtodzenia otrzymanego

roztworu, co dodatkowo przyspiesza przygotowanie mieszaniny reakcyjnej.
4.2.2 Reakcja sprzegania Sonogashiry

Produktem tej reakcji jest (17,4r)-4-({2-chloro-5-[2-(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-
4-ylo}amino)cykloheksan-1-ol (41), ktéry zostal otrzymany wedtug Schematu 11.

L

O\NH - é N \Si\/
p— 1—
X | -~ N =
)l\ ~
Cl N

Pd(PPh,),CL,, Cul, EtN, )|\
THF, 45°C, 24 godz. " N

HO,,

40 41

Schemat 11. Otrzymywanie (17,4r)-4-({2-chloro-5-[2-(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-ylo}amino)-
cykloheksan-1-olu.

4.2.2.1 Metoda klasyczna

Do odgazowanej mieszaniny zwigzku 40 (30 g, 19.60 mmol) w bezwodnym
tertrahydrofuranie (250 ml) i trietyloaminy (49.80 g, 489 mmol) dodano, w temperaturze
pokojowej, jodek miedzi (I) (761 mg, 3.91 mmol), Pd(PPh3)Cl, (2.1 g, 2.94 mmol)
1 trimetylosililoacetylen (10.70 g, 108 mmol). Po odgazowaniu mieszaniny reakcyjnej
przez 20 minut, powstaly roztwor ogrzewano w 45 °C w atmosferze argonu przez
24 godziny. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan
etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning przesaczono przez celit.
Przesacz ekstrahowano za pomocg octanu etylu (500 ml). Warstwe organiczng przemyto
za pomocg solanki (2 x 100 ml) i wody destylowanej (2 x 100 ml), wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu (Na;SQO4), a nastepnie zatgzono pod zmniejszonym

ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na Zelu
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krzemionkowym (heptan/octan etylu 1:1 v/v) uzyskujac zwigzek 41 w postaci

jasnopomaranczowej substancji stalej (13,9 g, 43,8%).
MS (APCI): 323 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.13 (s, 1H), 5.35 (d, J= 7.7 Hz, 1H), 4.02-3.84 (m, 1H),
3.58-3.35 (m, 1H), 3.73-3.57 (m, 1H), 2.16 — 2.04 (m, 2H), 2.00-1.88 (m, 2H), 1.48-1.33
(m, 2H), 1.31-1.15 (m, 2H), 0.21-0.20 (m, 9H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 162.2, 159.6, 158.1, 106.5, 101.2, 96.0, 69.6, 49.0, 33.7,
30.6.

4.2.2.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura 11

W naczynku mikrofalowym, do roztworu zwigzku 40 (30 mg, 0,0979 mmol)
w toluenie (0,3 ml), w atmosferze argonu umieszczono trimetylosililoacetylen (9,71 mg,
0,0979 mmol), jodek miedzi (I) (0,38 mg, 0,00196 mmol), Pd(PPh3).Cl> (1,37 mg,
0,00196 mmol) oraz trietyloaming (49,8 mg, 0,489 mmol). Zamkni¢te naczynko
umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji monitorowano metodg TLC na
zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v) oraz za pomoca HPLC badajac stopien
konwersji substratu w produkt. W tym celu wykorzystano kolumng chromatograficzng
Kinetex 5u EVO C18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi eluentami byta woda
1 acetonitryl w gradiencie 98% H2O przez 90% do 2% acetonitrylu. Przepltyw 0,6 ml/min,

czas trwania metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli 19.
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. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[%]

1 60 2 100 0
2 60 10 100 0
3 60 20 100 0
4 80 20 100 0
5 80 20 200 0
6 100 20 300 0
7 100 40 300 0
8 150 40 300 0
9 150 90 300 0

Tabela 19. Wyniki optymalizacji.

Powyzsze warunki prowadzenia reakcji sprzegania Sonogashiry nie byly odpowiednie,

poniewaz substrat nie ulegl przereagowaniu.

B. Zmiana ilosci dodawanego trimetylosililoacetylenu do reakcji byta pierwsza probg

optymalizacji sprzggania Sonogashiry. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug

procedury II zmieniajac ilo$¢ trimetylosililoacetylenu (19,4 mg, 0,196 mmol). Wyniki

przedstawiono w Tabeli 20.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[%]

1 100 20 300 0
2 100 40 300 0
3 100 80 300 0

Tabela 20. Wyniki optymalizacji.

Powyzsze warunki prowadzenia reakcji sprzegania Sonogashiry nie byty odpowiednie,

poniewaz substrat nie ulegt przereagowaniu.
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C. Kolejng proba optymalizacji byta zmiana ilosci dodawanego katalizatora w postaci
Pd(PPh3).Cl; oraz jodku miedzi (I). Syntez¢ oraz izolacje produktu wykonano wedlug
procedury I utrzymujac ilo$¢ trimetylosililoacetylenu z punktu B (19,4 mg, 0,196 mmol),
a takze zmieniajac ilos¢ Pd(PPh3).Cl (6,87 mg, 0,00979 mmol) oraz jodku miedzi (I)
(1,9 mg, 0,00979 mmol). Wyniki przedstawiono w Tabeli 21.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 100 40 300 0
2 150 40 300 0
3 150 30 300 49,22
4 150 20 300 5,09

Tabela 21. Wyniki optymalizacji.
Zwigkszenie ilosci katalizatora oraz jodku miedzi (I) byto pomocne w uzyskaniu prawie

polowicznej konwersji substratu w produkt.

D. Kolejnym etapem optymalizacji byto powrocenie do poczatkowych ilosci dodawanych
substratow. Zmiana dotyczyla parametréw prowadzenia reakcji takich jak temperatura

1 moc grzania. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury II. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 22.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 50 3 80 44,58
2 50 5 80 ‘ 53,36
3 50 10 80 51,51

Tabela 22. Wyniki optymalizacji.

Poréwnujac powyzsze wyniki z wynikami zestawionymi w Tabeli 19, zmniejszenie

temperatury prowadzenia reakcji oraz mocy grzania spowodowalo zwigkszenie stopnia

konwersji z 0% do 53,36%.
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E. Korzystajac z powyzszych parametréw 1 zauwazalnej konwersji substratu

postanowiono zwigkszy¢ ilo§¢ dodawanego trimetylosililoacetylenu. Syntez¢ oraz

izolacje  produktu  wykonano wedlug procedury II  utrzymujac  ilos¢

trimetylosililoacetylenu z punktu B (19,4 mg, 0,196 mmol). Wyniki przedstawiono
w Tabeli 23.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 50 5 80 ‘ 60,40
2 50 10 80 56,72

Tabela 23. Wyniki optymalizacji.
Wyniki otrzymane tag metodg w poréwnaniu z wynikami zawartymi w Tabeli 21 sg duzo
wyzsze. Swiadczy to o tym, iz nizsza temperatura, krotszy czas prowadzenia reakcji oraz
mniejsza moc grzania sg dogodniejszymi parametrami w przypadku reakcji sprzg¢gania

Sonogashiry.

F. Zauwazajac, ze wzrost ilosci dodawanego trimetylosililoacetylenu pomaga w stopniu
przereagowania substratu zdecydowano o pigciokrotnym zwigkszeniu nawazek
katalizatora i1 jodku miedzi (I). Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug
procedury I utrzymujac ilo$¢ trimetylosililoacetylenu z punktu B (19,4 mg, 0,196 mmol),
oraz ilos¢ Pd(PPh3),Cl> (6,87 mg, 0,00979 mmol) i jodku miedzi (I) (1,9 mg,
0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki przedstawiono w Tabeli 24.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 50 5 80 81,59
2 50 10 80 95,24
3 50 15 80 77,78

Tabela 24. Wyniki optymalizacji.
Powyzsze wyniki w poréwnaniu z wynikami zawartymi w Tabeli 23, r6znigcymi si¢
iloscig dodawanego katalizatora i jodku miedzi (I), przedstawiajg zwigkszenie stopnia

konwersji z 56,72% do 95,24%.
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G. Respektujac powyzsze ilosci poszczegdlnych substratow dodawanych do reakcji
sprzggania Sonogashiry probowano dopasowaé temperatur¢ prowadzenia reakcji oraz
moc grzania. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury II utrzymujac
ilos¢ trimetylosililoacetylenu z punktu B (19,4 mg, 0,196 mmol), oraz ilo$¢ Pd(PPh3).Cl»
(6,87 mg, 0,00979 mmol) i jodku miedzi (I) (1,9 mg, 0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 25.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 60 10 80 56.77
2 50 10 90 81.62

Tabela 25. Wyniki optymalizacji.
Zwigkszenie temperatury prowadzenia reakcji, a takze wzrost mocy grzania nie
dostarczyto zadowalajacych wynikdéw, poniewaz w pordwnaniu z wynikami zawartymi

w Tabeli 24, s one nizsze.

H. Poprzez zmian¢ powyzszych parametrow nie otrzymano catkowitej konwersji, stad
ponownie zwigkszono ilo§¢ dodawanego trimetylosililoacetylenu. Synteze oraz izolacje
produktu wykonano wedtug procedury Il zwigkszajac ilo$¢ trimetylosililoacetylenu oraz
utrzymujac ilo$¢ Pd(PPh3)>Cl; (6,87 mg, 0,00979 mmol) i jodku miedzi (I) (1,9 mg,
0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki przedstawiono w Tabeli 26.

Stopien
Temperatura | Czas | Moc grzania
Lp. | Trimetylosililoacetylen ' konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
24,8 mg
1 50 10 80 95,17
0,245 mmol
29,7 mg
2 50 10 80 96,29
0,294 mmol
3 9. me 50 10 80 ]
0,489 mmol 98,48
4 04 me 50 10 80
0,685 mmol 98,43

Tabela 26. Wyniki optymalizacji.
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Zwigkszenie ilosci trimetylosililoacetylenu do 5 eq (0,489 mmol) zwigkszyto takze

stopnien konwersji z 95,24% do 98,48%.

I. Kolejng proba optymalizacji w celu uzyskania catkowitej konwersji substratu w reakcji

sprzggania Sonogashiry bylo manewrowanie parametrami syntezatora mikrofalowego

takimi jak temperatura w jakiej prowadzona byla reakcja, czas jej trwania oraz moc

grzania. Synteze oraz izolacje produktu wykonano wedtug procedury 11 zwigkszajac ilos¢

trimetylosililoacetylenu (49,5 mg, 0,489 mmol) oraz utrzymujac ilo$¢ Pd(PPh;3),Cl>
(6,87 mg, 0,00979 mmol) i jodku miedzi (I) (1,9 mg, 0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 27.

. Stopien
p. Temperatura Czas Moc grzania Konwersji
[°C] [min] [W]

[7o]
1 20 3 80 68,09
5 50 15 80 86,90
3 30 15 100 92,10
) 30 15 150 84,99
3 20 20 80 84,43
- 30 10 80 46,71
- %0 10 80 93,15
3 50 20 80 96,29
9 60 20 100 92,08
T 50 30 80 90,21
o = 10 80 97,98
> o 15 80 97,62
3 ) 20 80 100
T 70 5 100 96,10
35 70 10 100 97,57
T 7 15 100 100
T 70 10 120 96,74
3 20 10 80 96,98

Tabela 27. Wyniki optymalizacji.
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Analizujac powyzszg tabele 1 porownujac z wynikami umieszczonymi w Tabeli 25
zauwazy¢ mozna, ze w temperaturze 50°C skracajac badz wydluzajac czas trwania
reakcji, konwersja jest nizsza niz przy czasie 10 minut. Dla reakcji prowadzonej przez 15
minut w temperaturze 50°C zwigkszono moc grzania do 100, a nast¢gpnie 150 W.
W przypadku pierwszej zmiany uzyskano nieco wigkszy stopien konwersji niz
w przypadku mocy 80 W. Po kolejnym wzroscie do 150 W konwersja spadia o ponad
7 punktow procentowych. Zmniejszajac temperaturg do 30°C rowniez otrzymano spadek
stopnia konwersji. Prowadzac reakcje w temperaturze 60°C i sprawdzajac rozny czas jej
trwania (10 minut, 20 minut, 30 minut) maksymalnie otrzymano 96,29% konwersji.
Zwigkszajac moc grzania do 100 W stopien konwersji spadt do 92,08%. Zauwazajac, ze
podwyzszenie temperatury ma pozytywny wplyw na przereagowywanie substratu
prowadzono reakcje w 70°C. W czasie 20 minut uzyskano catkowita konwersje substratu
w oczekiwany produkt. Po podwyzszeniu mocy grzania z 80 W do 100 W catkowite
przereagowanie substratu uzyskano w czasie 15 minut. Przy kolejnej zmianie mocy

grzania lub temperatury na wyzsze wartosci stopien konwersji malat.

J. Po wybraniu parametrow, dzigki ktorym mozliwe jest otrzymanie catkowitego
przereagowania substratu postanowiono sprawdzi¢, ktory rozpuszczalnik jest najlepszym
wyborem w przypadku reakcji sprzggania Sonogashiry. Synteze oraz izolacj¢ produktu
wykonano wedlug procedury II zmieniajac rozpuszczalnik, a takze utrzymujac ilos¢
trimetylosililoacetylenu z punktu I (49,5 mg, 0,489 mmol) oraz Pd(PPh3),Cl> (6,87 mg,
0,00979 mmol) i1 jodku miedzi (I) (1,9 mg, 0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 28.
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. Stopien
| Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. | Rozpuszczalnik . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 ACN 70 15 100 87,12

2 THF 70 15 100 88,05

3 DMF 70 15 100 38,61

4 DMSO 70 15 100 72,36

5 MeOH 70 15 100 0

6 EtOH 70 15 100 97,37

7 H20 70 15 100 58,44 |

8 dioksan 70 15 100 92,40

Tabela 28. Wyniki optymalizacji.

Sposrod powyzszych rozpuszczalnikow najwigkszy stopien konwersji uzyskano

w przypadku uzycia etanolu. Nie byto to jednak catkowite przereagowanie substratu,

w zwigzku z tym najlepszym rozpuszczalnikiem jest toluen, ktdry byt pierwotnie

uzywany.

K. Wybor odpowiedniego katalizatora to rownie wazny parametr majacy wplyw na

stopien konwersji. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury II

zmieniajac katalizator (0,00979 mmol), a takze utrzymujac ilo$¢ trimetylosililoacetylenu

z punktu I (49,5 mg, 0,489 mmol) oraz jodku miedzi (I) (1,9 mg, 0,00979 mmol) z punktu

C. Wyniki przedstawiono w Tabeli 29.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. Katalizator . konwersji
[°C] [min] [W]

[70]
1 Pd(PPhs)4 70 15 100 100
2 PdCl, 70 15 100 0
3 Pd/C 70 15 100 0
4 | PACL(CH3CN): 70 15 100 0

Tabela 29. Wyniki optymalizacji.
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K’. Synteze¢ wykonano wedtug ponizszej procedury, natomiast izolacj¢ przeprowadzono

jak w procedurze II.

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwigzek 40 (30 mg, 0,0979 mmol),
trimetylosililoacetylen (10,9 mg, 0,108 mmol), jodek miedzi (I) (0,19 mg, 0,000979
mmol), Pd/C (0,521 mg, 0,000489 mmol) oraz dietyloamine (144 mg, 0,204 mmol).'*’
Zamknigte naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Wyniki przedstawiono

w Tabeli 30.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 70 15 100 0

Tabela 30. Wyniki optymalizacji.

K”’. Synteze¢ wykonano wedlug ponizszej procedury, natomiast izolacj¢ przeprowadzono

jak w procedurze II.

W naczynku mikrofalowym, do roztworu zwigzku 40 (30 mg, 0,0979 mmol)
w acetonitrylu (0,3 ml), umieszczono trimetylosililoacetylen (12,9 mg, 0,127 mmol),
weglan cezu (80,5 mg, 0,245 mmol) i PdCl,(CH3CN), (0,635 mg, 0,00245 mmol).'*®
Zamknigte naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Wyniki przedstawiono

w Tabeli 31.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
1 70 15 100 0
Tabela 31. Wyniki optymalizacji.
K’>’. Syntez¢ wykonano wedlug ponizszej procedury, natomiast izolacje

przeprowadzono jak w procedurze I1.

W naczynku mikrofalowym, do roztworu zwigzku 40 (30 mg, 0,0979 mmol) w wodzie
(0,3 ml), umieszczono trimetylosililoacetylen (19,8 mg, 0,196 mmol), weglan sodu
(41,5 mg, 0,391 mmol) i bromek tetrabutyloamoniowy (32,2 mg, 0,0979 mmol).'*
Zamkniete naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Wyniki przedstawiono

w Tabeli 32.
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. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 70 15 100 0
2 175 15 150 0

Tabela 32. Wyniki optymalizacji.

Analizujgc wyniki zawarte w powyzszych tabelach zauwazy¢ mozna, ze najlepszym
katalizatorem okazatl si¢ Pd(PPhs)s4. Reakcja z jego udziatem osiggneta 100% konwers;ji
substratu w oczekiwany produkt. Pozostale katalizatory nie wykazaly jakiegokolwiek

przereagowania substratu, nawet po zmianie poczatkowych warunkow reakc;ji.

L. Ostatnim etapem optymalizacji reakcji sprz¢gania Sonogashiry byto skalowanie
syntezy. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury II zmieniajac ilo$¢
zwigzku 40 oraz rozpuszczalnika w celu uzyskania takiego samego stezenia roztworu
w kazdej probie, a takze utrzymujac ilos¢ trimetylosililoacetylenu z punktu I (49,5 mg,
0,489 mmol) oraz Pd(PPh3),Cl (6,87 mg, 0,00979 mmol) i jodku miedzi (I) (1,9 mg,
0,00979 mmol) z punktu C. Wyniki przedstawiono w Tabeli 33.

Moc Stopien
Zwiazek 41 Toluen | Temperatura Czas
Lp. ) grzania konwersji
[mg] [ml] [°C] [min]
[W] [70]
1 100 1 70 15 100 100
2 500 5 70 15 100 97,43
3 1000 10 70 15 100 100

Tabela 33. Wyniki optymalizacji.
Powyzsze wyniki przedstawiajg catkowity lub bardzo wysoki stopnien konwersji
substratu w produkt. Wybrana metoda z Tabeli 27 znalazta odwzorowanie w przypadku

zwigkszenia skali prowadzonej reakcji sprzg¢gania Sonogashiry.
L. Whnioski ogolne

Porownujac wyniki osiggnigte za pomoca syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco

si¢ zmniejsza, z 24 godzin do 15 minut. Nie ma takze potrzeby wczesniejszego
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20-minutowego argonowania roztworu, jak w przypadku metody klasycznej,

co dodatkowo przyspiesza przygotowanie mieszaniny reakcyjne;j.
4.2.2.3 Metoda z wykorzystaniem technologii przeplywowe;j

A. Optymalizacj¢ w reaktorze przeplywowym zacz¢to od parametréw, ktore

w syntezatorze mikrofalowym daty najwyzszy stopien konwersji.
Procedura 111

W fiolce A umieszczono zwigzek 40 (500 mg, 1,63 mmol), ktéry rozpuszczono
w toluenie (4 ml), a nastgpnie dodano jodek miedzi (I) (31,7 mg, 0,163 mmol),
Pd(PPh3),Cl> (117 mg, 0,163 mmol) oraz trietyloaming (829 mg, 8,15 mmol).
Jednoczesnie w fiolce B umieszczono trimetylosililoacetylen (826 mg, 8,15 mmol), ktory
takze rozpuszczono w toluenie (4 ml). Obydwie fiolki podlagczono do systemu
przeplywowego. Postep reakcji monitorowano metodg TLC na zelu krzemionkowym
(octan etylu/heptan 1:1 v/v) oraz za pomoca HPLC badajac stopien konwersji substratu
w produkt. W tym celu wykorzystano kolumne¢ chromatograficzng Kinetex Su EVO C18
100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi eluentami byta woda 1 acetonitryl w gradiencie
98% H20 przez 90% do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody
10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli 34.

Czas Objetos¢ | Objetosé Stopien
Przeptyw Temperatura
Lp ' rezystancji pobrana zebrana | konwersji
" | [ml/min] ' [°C]

[min] [ml] [ml] [70]
1 0,33 15 70 2 6,94 90,47
2 0,166 30 70 2 6,39 92,10
3 0,33 15 80 2 6,94 88,68
4 1 5 80 2 6,65 84,84

Tabela 34 . Wyniki optymalizacji.

Powyzsze dane przedstawiajg zalezno$¢, ze wraz z wydluzeniem czasu reakcji wzrasta
stopien konwersji. Natomiast wraz ze wzrostem temperatury przereagowanie substratu

maleje.
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B. Korzystajac z powyzszych wynikow zdecydowano o przeprowadzeniu reakcji ze
zmniejszong ilo$cig katalizatora i jodku miedzi (I). Synteze oraz izolacje produktu
wykonano wedlug procedury III zmieniajac ilos¢ Pd(PPh3),Cl> (23,4 mg, 0,0326 mmol)
oraz jodku miedzi (I) (6,34 mg, 0,0326 mmol). Wyniki przedstawiono w Tabeli 35.

Czas Objetos¢ | Objetosc Stopien
Przeptyw Temperatura
' rezystancji pobrana zebrana | konwersji
Lp [ml/min] . [°C]
' [min] [ml] [ml] [70]
1 1 5 70 2 6,64 88,29
2 0,33 15 70 2 6,95 93,23
3 0,166 30 70 2 6,38 95,23
4 1 5 80 2 6,64 89,53
5 0,33 15 80 2 6,95 96,97
6 0,166 30 80 2 6,38 92,98
7 0,33 15 90 2 6,95 93,20

Tabela 35. Wyniki optymalizacji.
Porownujac wyniki z Tabeli 34 oraz Tabeli 35 mozna zauwazy¢, ze zmniejszenie ilo$ci
dodawanego katalizatora oraz jodku miedzi (I) zwigksza stopien konwersji. Takze zmiana
temperatury z 70°C do 80°C w czasie 15 minut prowadzi do wigkszego przereagowania

substratu w oczekiwany produkt.
4.2.2.4 Wnioski

Prowadzenie reakcji sprzegania Sonogashiry w reaktorze mikrofalowym oraz za pomoca
technologii przeptywowej odbywa si¢ w bardzo podobnych warunkach. W obu
przypadkach najwyzszy stopien konwersji osiggni¢to podczas prowadzenia reakcji przez
15 minut w temperaturze 70°C dla syntezatora mikrofalowego i 80°C w przypadku
metody przeplywowej. Jednak pod wzgledem stopnia konwersji na prowadzenie wysuwa
si¢ technologia mikrofalowa, poniewaz w nizszej temperaturze osiggni¢to catkowite
przereagowanie substratu w oczekiwany produkt. Pod wzgledem ekonomicznym
przewaza natomiast technologia przeptywowa, poniewaz najwyzszy stopien konwersji
osiggni¢to przy zastosowaniu 0,02 eq katalizatora oraz jodku miedzi (),
w przeciwienstwie do syntezatora mikrofalowego, gdzie zuzyto 0,1 eq obydwu

substratow.
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4.2.3 Reakcja cyklizacji

Produktem tej reakcji jest (lr,4r)-4-{2-chloro-7-H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo}cykloheksan-1-ol (42), ktory zostal otrzymany wedlug Schematu 12.

=
_ Si\ N
N7 = TBAF >
)|\ THF, 65°C, 24 godz.
=
Cl N o
OH
41 42

Schemat 12. Otrzymywanie (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-olu.
4.2.3.1 Metoda klasyczna

Roztwor zwigzku 41 (2.25 g, 6.95 mmol) w bezwodnym tetrahydrofuranie (300 ml)
odgazowywano przez 15 minut. Nast¢gpnie w temperaturze pokojowej dodano 1.0 M
roztwor fluorku tetrabutyloamoniowego w tetrahydrofuranie (17.4 ml). Otrzymang
mieszaning reakcyjna ogrzewano przez noc w temperaturze 65°C. Postep reakcji
monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v).
Po zakonczeniu reakcji, mieszaning reakcyjng rozcienczono wodg (300 ml)
1 ekstrahowano octanem etylu (3 x 300 ml). Potaczone fazy organiczne wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSO4) i nastepnie zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (metanol/octan etylu, 0-1%) uzyskujac zwiazek 42 w postaci biatej

substancji stalej (1,34 g, 76,6%).
MS (APCI): 251 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.88 (s, 1H), 7.77 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.67 (d,J = 3.7
Hz, 1H), 4.70 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.60-4.40 (m, 1H), 3.52 (tt, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H), 2.04-
1.79 (m, 6H), 1.52-1.29 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl) & 153.1, 151.5, 150.8, 126.6, 117.9, 100.2, 69.5, 52.5,
34.3, 31.0.
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4.2.3.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura IV

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwigzek 41 (30 mg, 0,0926 mmol), ktory
rozpuszczono w tetrahydrofuranie (2,3 ml). Klarowny jasnozotty roztwdr mieszano
w atmosferze argonu. Nastgpnie dodano fluorek tetra-n-butyloamoniowy (211 mg,
0,232 mmol), co poglebito barwg roztworu. Zamknigte naczynko umieszczono
w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v) oraz za pomocg HPLC badajac stopien
konwersji substratu w produkt. W tym celu wykorzystano kolumne¢ chromatograficzng
Kinetex 5Su EVO C18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi eluentami byta woda
1 acetonitryl w gradiencie 98% H2O przez 90% do 2% acetonitrylu. Przepltyw 0,6 ml/min,

czas trwania metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli 36.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]

[70]
1 65 2,5 100 100
2 65 5 100 100
3 65 7 100 100
4 65 10 100 100
5 65 15 100 100

Tabela 31. Wyniki optymalizacji.
Wszystkie powyzsze proby optymalizacji reakcji cyklizacji zakonczone zostaly

z catkowitg konwersja, bez wzgledu na czas jej trwania.
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B. Kolejnym krokiem optymalizacji byta zmiana temperatury prowadzenia reakcji.
Syntezg¢ oraz izolacje produktu wykonano wedtug procedury IV. Wyniki przedstawiono
w Tabeli 37.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]

[70]
1 40 2,5 100 100
2 45 2,5 100 100
3 50 2,5 100 100
4 55 2,5 100 100
5 60 2,5 100 100

Tabela 37. Wyniki optymalizacji.
Tak jak w przypadku zmiany czasu, tak réwniez podczas zmiany temperatury

prowadzenia reakcji cyklizacji, stopien konwersji wynosit 100%.

C. Na podstawie wynikow z Tabeli 37 wybrano najnizszg temperatur¢ prowadzenia
reakcji i skrécono czas jej trwania do 1 minuty. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano

wedhug procedury IV. Wyniki przedstawiono w Tabeli 38.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 40 1 100 100

Tabela 38. Wyniki optymalizacji.
Na podstawie powyzszej tabeli zauwazy¢ mozna, ze skrocony czas reakcji do 1 minuty

nie wplywa na stopien konwersji.
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D. Kolejnym etapem optymalizacji reakcji cyklizacji bylo prowadzenie syntezy
w roznych rozpuszczalnikach. Synteze oraz izolacje¢ produktu wykonano wedlug

procedury IV zmieniajac rozpuszczalnik. Wyniki przedstawiono w Tabeli 39.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. Rozpuszczalnik ' konwersji
[°C] [min] [W]

[7o]
1 MeOH 40 1 100 100
2 EtOH 40 1 100 100
3 tertBuOH 40 1 100 100
4 iPrOH 40 1 100 100
5 DMF 40 1 100 100
6 DMSO 40 1 100 100
7 toluen 40 1 100 100
8 dioksan 40 1 100 100
9 H>O 40 1 100 100

10 | 4M HCI w dioksanie 40 1 100 0

Tabela 39. Wyniki optymalizacji.

Analizujac powyzsze wyniki i pordwnujac je z poprzednimi, zauwazono, ze zmiana
rozpuszczalnika nie powoduje zmniejszenia stopnia konwersji. Jedynie 4M HCI
w dioksanie nie jest odpowiednim rozpuszczalnikiem do prowadzenia w nim reakcji

cyklizacji ze wzgledu na brak jakiegokolwiek przereagowania substratu.
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E. Zmiana ilosci dodawanego substratu, TBAF, to kolejna proba optymalizacji. Synteze
oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury IV zmieniajac ilo§¢ fluorku tetra-n-

butyloamoniowego. Wyniki przedstawiono w Tabeli 40.

) Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. TBAF ' konwersji
[°C] [min] [W]
[%0]
84,6 mg
1 40 1 100 100
0,0926 mmol
127 mg
2 40 1 100 100
0,139 mmol
169 mg
3 40 1 100 100
0,185 mmol

Tabela 40. Wyniki optymalizacji.
Zmiana ilosci dodawanego substratu, jakim byl TBAF, nie zmienia stopnia konwersji

1 ponownie wynosi on 100%.
F. Wnioski ogolne

Poréwnujac wyniki osiggnigte za pomocg syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco
si¢ zmniejsza, z 24 godzin do 1 minuty. Nie ma takze potrzeby prowadzenia reakcji
w temperaturze 65°C, jak w metodzie klasycznej, poniewaz temperatura 40°C jest

wystarczajaca.
4.2.3.3 Metoda z wykorzystaniem technologii przeplywowe;j

W fiolce A umieszczono zwigzek 41 (100 mg, 0,309 mmol), ktoéry rozpuszczono
w tetrahydrofuranie (6,5 ml). Jednocze$nie w fiolce B umieszczono fluorek tetra-n-
butyloamoniowy (705 mg, 0,772 mmol), ktéry takze rozpuszczono w tetrahydrofuranie
(6,5 ml). Obydwie fiolki podtagczono do systemu przeptywowego. Postep reakcji
monitorowano metodg TLC na Zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v) oraz
za pomocg HPLC badajac stopien konwersji substratu w produkt. W tym celu
wykorzystano kolumn¢ chromatograficzng Kinetex Su EVO C18 100A 250 x 4.6 mm,
a zastosowanymi eluentami byta woda 1 acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez 90%
do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 41.
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Czas Objetos¢ | Objetosé Stopien
Przeptyw | Temperatura .
rezystancji pobrana zebrana | konwersji
Lp [ml/min] ' [°C]
' [min] [ml] [ml] [70]
1 5 1 40 2 9,31 100
2 2,16 2,5 40 2 9,26 100
3 1 5 40 2 6,49 100
4 0,25 20 40 2 6,23 100
5 5 1 30 2 9,31 0
6 2,16 2,5 30 2 9,31 22,05
7 1 5 30 2 6,54 43,48
8 0,25 20 30 2 6,28 100
Tabela 41. Wyniki optymalizacji.
4.2.3.4 Wnioski

Poréwnujac wyniki zebrane w Tabeli 38 oraz w Tabeli 41 obnizenie temperatury do
30°C, przy czasie prowadzenia reakcji przez 1 minutg, spowodowalo brak
przereagowania substratu. Zauwazy¢ mozna takze, ze wydluzenie czasu trwania syntezy
powoduje wzrost stopnia konwersji do 100% przy 20 minutach. Natomiast prowadzenie
reakcji w temperaturze 40°C, tak jak w przypadku wykorzystania reaktora
mikrofalowego, skutkuje otrzymaniem catkowitego przereagowania substratu w kazdym
punkcie czasowym. Na podstawie powyzszych wynikéw mozna stwierdzi¢, iz reaktor
mikrofalowy oraz reaktor przeptywowy mozna stosowa¢ zamiennie, ze wzgledu na brak

zauwazalnej przewagi ktérego§ z wymienionych.
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4.2.4 Reakcja zabezpieczenia grupy hydroksylowej

Produktem tej reakcji  jest  2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-
oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna (43), ktéra zostata otrzymana wedtug
Schematu 13.

TBSCI, imidazol _ c
DMF, temp. pok.,
24 godz.

42 OH 43 o

Schemat 13. Otrzymywanie 2-chloro-7-[(17,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyny.

4.2.4.1 Metoda klasyczna

Do roztworu zwigzku 42 (3.572 g, 14.20 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie
(240 ml) dodano imidazol (2.41 g, 35.3 mmol) i tert-butylochlorodimetylosilan (3.21 g,
21.30 mmol) w temperaturze 0°C. Otrzymang mieszaning mieszano przez 1 godzing
w temperaturze 0°C, a nastgpnie pozwolono dojs$¢ do temperatury pokojowej i mieszano
przez noc. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan
etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjng rozcienczono wodg
(200 ml) 1 ekstrahowano dichlorometanem (3 x 600 ml). Potaczone warstwy organiczne
wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSO4) 1 nastgpnie zat¢zono pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomocg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan, 0-15%) uzyskujac zwigzek 43

w postaci biatej substancji stalej (3,64g, 70%).
MS (APCI): 365 [M-+H]
'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.89 (s, 1H), 7.79 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 6.69 (d, /= 3.6

Hz, 1H), 4.62 — 4.51 (m, 1H), 3.76 (td, J = 10.6, 5.3 Hz, 1H), 2.02 — 1.86 (m, 6H), 1.51
(dd, J=23.5, 10.0 Hz, 2H), 0.89 (s, 9H), 0.08 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 151.9 (s), 151.2 (d, J = 7.2 Hz), 150.7 (s), 128.6 (s),
117.7 (s), 100.0 (s), 69.9 (s), 52.2 (5), 34.4 (s), 30.1 (s), 25.8 (q, J = 5.9 Hz), 17.8 (s), -4.7
(d, J=2.2 Hz).
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4.2.4.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura V

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwiagzek 42 (20 mg, 0,0795 mmol), ktory
rozpuszczono w dimetyloformamidzie (0,4 ml). Do powstalego bezbarwnego roztworu
dodano tert-butylochlorodimetylosilan (18 mg, 0,119 mmol) i imidazol (13,7 mg, 0,199
mmol). Zamknig¢te naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji
monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (MeOH:DCM 5:95 v/v) oraz
za pomocg HPLC badajgc stopien konwersji substratu w produkt. W tym celu
wykorzystano kolumne chromatograficzng Kinetex Su EVO C18 100A 250 x 4.6 mm,
a zastosowanymi eluentami byta woda i acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez 90%
do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 42.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
1 40 5 100 72,80
2 40 7 100 62,25
3 40 10 100 47,55
4 40 15 100 96,20
5 40 20 100 80,38
6 40 30 100 54,78
7 40 40 100 17,50

Tabela 42. Wyniki optymalizacji.
Na podstawie powyzszych wynikéw zauwazy¢ mozna, ze najlepszymi parametrami
reakcji zabezpieczenia grupy hydroksylowej sg temperatura 40°C, czas 15 minut i moc
grzania rowna 100 W. Nie jest to jednak calkowite przereagowanie substratu, dlatego

podjeto kolejne proby optymalizacji.
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B. Majac na uwadze wyniki zawarte w Tabeli 42, postanowiono w pierwszej kolejnosci

zmieni¢ moc grzania reakcji. Synteze¢ oraz izolacje¢ produktu wykonano wedtug

procedury V. Wyniki przedstawiono w Tabeli 43.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 40 15 5 61,04
2 40 15 20 52,16
3 40 15 40 51,73
4 40 15 60 71,29
5 40 15 80 60,87
6 40 15 150 82,13
7 40 15 200 88,32
8 40 15 250 67,16
9 40 15 300 61,35

Tabela 43. Wyniki optymalizacji.

Poroéwnujac otrzymane wyniki z wynikami zawartymi w Tabeli 42 otrzymano nizsze

wartos$ci stopnia konwersji. W zwigzku z tym moc grzania nie jest parametrem, ktory

zwieksza przereagowanie substratu.

C. Kolejnym parametrem, ktory ulegat zmianie byta temperatura, w ktorej prowadzona

byla reakcja. Syntezg oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury V. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 44.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 60 15 100 79,38
2 80 15 100 66,10
3 100 15 100 54,87
4 120 15 100 48,82
5 150 15 100 41,87

Tabela 44. Wyniki optymalizacji.
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Analizujac powyzsze wyniki oraz poroéwnujac z danymi zawartymi w Tabeli 42,
zauwazy¢ mozna zalezno$¢ mig¢dzy temperaturg prowadzenia reakcji a stopniem

konwersji. Mianowicie wraz ze wzrostem temperatury stopien konwersji maleje.

D. Zauwazajac, ze zmiana parametrow syntezatora mikrofalowego nie daje
oczekiwanych wynikow, postanowiono zmieni¢ ilo§¢ dodawanych substratow. Synteze
oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury V zmieniajac ilos¢

tert-butylochlorodimetylosilanu oraz imidazolu. Wyniki przedstawiono w Tabeli 45.

Moc Stopien
Temperatura | Czas
Lp. TBSCI imidazol grzania konwersji
[°C] [min]
[W] [70]
1 40 5 100 90,14
24 mg 13,7 mg
2 40 10 100 95
0,159 mmol | 0,199 mmol
3 40 15 100 100
4 40 5 100 90,67
35,9 mg 13,7 mg
5 40 10 100 95,69
0,238 mmol | 0,199 mmol
6 40 15 100 99,27
7 40 5 100 96,71
24 mg 16,4 mg
8 40 10 100 93,05
0,159 mmol | 0,238 mmol
9 40 15 100 97,18
10 40 5 100 97,31
35,9 mg 16,4 mg
11 40 10 100 100
0,238 mmol | 0,238 mmol
12 40 15 100 100
| =

Tabela 45. Wyniki optymalizacji.
Zmiana ilo$ci dodawanego tert-butylochlorodimetylosilanu oraz imidazolu doprowadzita
do catkowitego przereagowania substratu w oczekiwany produkt. Najlepsze wyniki
osiggnigto dla reakcji, w ktorej zwickszono ilos¢ TBSCl do 2 eq, a czas jej trwania
wynosit 15 minut. Po dodaniu wigkszej ilosci tert-butylochlorodimetylosilanu (3 eq) oraz

imidazolu (3 eq) catkowitg konwersj¢ uzyskano dla reakcji trwajacej 10 minut.
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E. Ostatnim etapem optymalizacji reakcji zabezpieczenia grupy hydroksylowej byto
prowadzenie syntezy w réznych rozpuszczalnikach. Synteze¢ oraz izolacj¢ produktu
wykonano wedlug procedury V utrzymujgc ilo$¢ tert-butylochlorodimetylosilanu
(35,9 mg, 0,238 mmol) oraz imidazolu (16,4 mg, 0,238 mmol) z punktu D. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 46.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. | Rozpuszczalnik ) konwersji
[°C] [min] [W]
[%0]

1 ACN 40 10 100 99,09

2 THF 40 10 100 64,11

3 toluen 40 10 100 0

4 DMSO 40 10 100 100 |
5 MeOH 40 10 100 0

6 EtOH 40 10 100 0

7 H>O 40 10 100 0

8 dioksan 40 10 100 44,78

Tabela 46. Wyniki optymalizacji.
Analizujgc powyzsze wyniki mozna zauwazy¢, ze jedynie reakcja prowadzona w DMSO
uzyskuje catkowity stopien konwersji.
F. Wnioski ogolne
Poréwnujac wyniki osiggnigte za pomocg syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco
si¢ zmniejsza, z 24 godzin do 15 minut. Nie ma takze potrzeby wczesniejszego chtodzenia

przygotowanego roztworu, jak w metodzie klasycznej, co dodatkowo przyspiesza

przygotowanie mieszaniny reakcyjne;j.
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4.2.5 Reakcja bromowania

Produktem tej reakcji jest 5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-
oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna (47), ktéra zostata otrzymana wedtug
Schematu 14.

Br
N
)l\ = ; m
Cl N N NBS Cl N N
DMF, temp. pok., h
4 F 4
3 \ O 7 \ !O

Si
A0 X0
Schemat 14. Otrzymywanie 5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklo-
heksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny.

4.2.5.1 Metoda klasyczna

Do roztworu zwigzku 43 (3.48 g, 9.51 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie
(30 ml) dodano N-bromosukcynoimid (3.59 g, 11.50 mmol) w kilku porcjach,
w temperaturze pokojowej. Otrzymang mieszaning mieszano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
rozcienczono woda (1300 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (3 x 400 ml). Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSOs)
1 nastgpnie zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan, 5-50%)

uzyskujac zwigzek 47 w postaci biatej substancji statej (11,2 g, 75,8%).
MS (APCI): 444 [M+H]"

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.85 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 4.61 (td, J = 11.0, 4.3 Hz,
1H), 3.91 — 3.59 (m, 1H), 2.16 — 1.78 (m, 6H), 1.66 — 1.42 (m, 2H), 0.91 (s, 9H), 0.10
(s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 153.5, 150.9, 150.7, 128.7, 117.6, 87.7, 70.4, 53.3,
34.9, 30.6, 26.3, 26.3, 18.3, -4.1.
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4.2.5.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura VI

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwiagzek 43 (10 mg, 0,0273 mmol), ktory
rozpuszczono w dimetyloformamidzie (0,2 ml). Do powstatego bezbarwnego roztworu
dodano N-bromosukcynoimid (4,91 mg, 0,0273 mmol). Zamknigte naczynko
umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na
zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v) oraz za pomocg HPLC badajac stopien
konwersji substratu w produkt. W tym celu wykorzystano kolumne chromatograficzng
Kinetex 5Su EVO C18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi eluentami byta woda
1 acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez 90% do 2% acetonitrylu. Przepltyw 0,6 ml/min,

czas trwania metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli 47.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 40 5 100 60,30
2 40 10 100 65,24
3 40 15 100 64,01
4 40 20 100 57,72
5 40 30 100 66,29
6 40 40 100 51,26

Tabela 47. Wyniki optymalizacji.
Analizujac powyzsze wyniki zauwazy¢ mozna, ze najwyzszy stopien konwersji (66,29%)
uzyskano podczas prowadzenia reakcji w 40°C przez 30 minut i przy mocy grzania
100 W. Nieco nizszy stopien konwersji (65,24%) uzyskano dla tych samych parametréw
z wyjatkiem czasu prowadzenia reakcji, ktory w tym przypadku wynosit 10 minut.
Ze wzgledu na krotszy czas trwania reakcji warunki te wykorzystano do dalszej

optymalizacji.
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B. Majac ustalony czas trwania reakcji na podstawie powyzszych wynikow, kolejnym
etapem byta optymalizacja temperatury, w ktorej prowadzona byta reakcja bromowania.
Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury VI. Wyniki przedstawiono
w Tabeli 48.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 50 10 100 70,80
2 60 10 100 67,23
3 70 10 100 77,28
4 80 10 100 68,52
5 90 10 100 77,38
6 100 10 100 48,82

Tabela 48. Wyniki optymalizacji.
Poréwnujac powyzsze wyniki z wynikami umieszczonymi w Tabeli 47 zauwazy¢ mozna,
ze wzrost temperatury prowadzenia reakcji bromowania powoduje zwigkszenie stopnia

konwersji do 77,38%.

C. W kolejnym etapie optymalizacji postanowiono zmieni¢ moc grzania reakcji. Synteze
oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury VI. Wyniki przedstawiono w Tabeli

49.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 90 10 80 78,14
2 90 10 120 72,03
3 90 10 150 73,03
4 90 10 300 67,66

Tabela 49. Wyniki optymalizacji.
Analizujgc powyzsze wyniki zauwazono, ze wraz ze wzrostem mocy grzania mieszaniny
reakcyjnej maleje stopien konwersji. W zwigzku z tym najwigkszy stopien

przereagowania substratu osiggnieto przy wartosci 80 W.
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D. Na podstawie wynikéw umieszczonych w powyzszych tabelach, a mianowicie braku
otrzymania catkowitej konwersji, zdecydowano o zwigkszeniu ilosci dodawanego
substratu. Syntezg oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury VI zwiekszajac
ilos¢ N-bromosukcynoimidu (9,83 mg, 0,0546 mmol). Wyniki przedstawiono w Tabeli

50.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]

[7o]
1 90 10 80 100
2 90 5 80 100
3 90 2 80 100

Tabela 50. Wyniki optymalizacji.
Na podstawie powyzszych danych wynika, ze zwigkszenie ilosci dodawanego
N-bromosukcynoimidu do 2 eq znacznie poprawito stopien konwersji doprowadzajac do

catkowitego przereagowania substratu w krotkim czasie (2 minuty).

E. Korzystajac z danych umieszczonych w Tabeli 50 w kolejnym kroku zaproponowano
przeprowadzenie reakcji w nizszej temperaturze. Synteze¢ oraz izolacje produktu
wykonano wedlug procedury VI utrzymujac ilos¢ N-bromosukcynoimidu (9,83 mg,
0,0546 mmol) z punktu D. Wyniki przedstawiono w Tabeli 51.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 70 2 80 96,40
2 80 2 80 95,19

Tabela 51. Wyniki optymalizacji.
Po poréwnaniu danych zawartych w Tabeli 50 oraz Tabeli 51 zauwazono, ze zmiana

temperatury na nizszg niz 90°C obniza stopien konwersji.
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F. Ostatnim parametrem jaki zmieniono podczas optymalizacji reakcji bromowania byt
rozpuszczalnik. Synteze¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury VI
utrzymujac ilo§¢ N-bromosukcynoimidu (9,83 mg, 0,0546 mmol) z punktu D, a takze

zmieniajac rozpuszczalnik. Wyniki przedstawiono w Tabeli 52.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. | Rozpuszczalnik ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 ACN 90 2 80 100
2 THF 90 2 80 100
3 DMSO 90 2 80 100
4 dioksan 90 2 80 100
5 toluen 90 2 80 73,25 |
6 MeOH 90 2 80 0
7 EtOH 90 2 80 0
8 H>O 90 2 80 0

Tabela 52. Wyniki optymalizacii.
Powyzsze wyniki przedstawiaja catkowita konwersje substratu podczas prowadzenia
reakcji w takich rozpuszczalnikach jak: acetonitryl (ACN), tetrahydrofuran (THF),
dimetylosulfotlenek (DMSO) oraz dioksan. Obok dimetyloformamidu s3 to

rozpuszczalniki, ktére réwniez z powodzeniem mozna uzy¢ w reakcji bromowania.

G. Whnioski ogdlne

Poréwnujac wyniki osiggnigte za pomocg syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco
si¢ zmniejsza, z 1 godziny do 2 minut. Nie ma takze potrzeby korzystania z bezwodnych
rozpuszczalnikow ani dodawania substratu porcjami, jak w metodzie klasycznej,

co dodatkowo przyspiesza przygotowanie mieszaniny reakcyjne;.
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4.2.6 Reakcja N-aminowania

Produktem tej reakcji jest S-bromo-N-(2-cyklopropyloetylo)-7-[(17,4r)-4-[(tert-butylo-
dimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina  (48), ktéra

zostala otrzymana wedtug Schematu 15.

Br Br

7
2-cyklopropyloetyloamina_ NH N
DIPEA, i-PrOH, 95°C, =
24 godz.

47 48
© NP
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Schemat 15. Otrzymywanie 5-bromo-N-(2-cyklopropyloetylo)-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-
oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-aminy.

4.2.6.1 Metoda klasyczna

Do roztworu zwigzku 47 (1 g, 2,25 mmol) w bezwodnym 2-propanolu (12 ml),
w temperaturze pokojowej dodano 2-cyklopropyloetyloaming (1,44 g, 11,2 mmol)
1 N,N-diizopropyloetyloaming (0,436 g, 3,37 mmol). Otrzymang mieszaning¢ mieszano
przez noc w temperaturze 95 °C. Postep reakcji monitorowano metodg TLC na zelu
krzemionkowym (heptan/octan etylu 1:1, v/v). Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ rozcienczono w octanie etylu
(100 ml) i ekstrahowano woda (3x100 ml). Warstwe organiczng wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu (NaxSOs) 1 zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Pozostalos¢ oczyszczano za pomoca chromatografii  kolumnowej na zelu
krzemionkowym (heptan/octan etylu 1:1, v/v) uzyskujac zwigzek 48 w postaci

jasnopomaranczowego osadu (220 mg, 19,8%).
MS (APCI): 495 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.63 (s, 1H), 7.49 (s, 1H), 4.60 (s, 1H), 4.31 (s, 1H),
3.41 (s, 1H), 3.35 (s, 1H), 2.27 — 2.23 (m, 2H), 2.09 — 2.05 (m, 2H), 1.90 — 1.86 (m, 2H),
1.72 — 1.54 (m,50H), 1.11 (s, 1H), 1.09 — 1.05 (m, 9H), 0.70 — 0.66 (m, 2H), 0.44 — 0.40
(m, 2H), 0.27 — 0.23 (m, 6H).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 159.21 (s), 153.30 (5), 151.11 (5), 125.75 (5), 119.73
(s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 42.07 (s), 33.12 (s), 29.19 — 28.79 (m), 28.10 — 27.78
(m), 25.76 — 25.55 (m), 18.59 (s), 9.82 (s), 8.18 — 7.79 (m), -2.89 — -3.29 (m).

4.2.6.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej

A. Procedura VII

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwiazek 47 (20 mg, 0,045 mmol),
chlorowodorek 2-cyklopropyloetyloaminy (28,8 mg, 0,225 mmol), 2-propanol (0,3 ml)
oraz N,N-diizopropyloetyloaming (8,99 mg, 0,0674 mmol). Zamknigte naczynko
umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na
zelu krzemionkowym (metanol/dichlorometan 5:95 v/v) oraz za pomocg HPLC badajac
stopien konwersji substratu w produkt. W tym celu wykorzystano kolumng
chromatograficzng Kinetex Su EVO CI18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi
eluentami byta woda i acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez 90% do 2% acetonitrylu.
Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli

53.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]

[70]
1 95 5 100 0
2 95 10 100 0
3 95 15 100 0
4 95 20 100 6,83
5 95 30 100 11,15
6 95 40 100 11,70

Tabela 53. Wyniki optymalizacji.
Prowadzenie reakcji w temperaturze 95°C, tak jak w przypadku metody klasyczne;j,

w czasie od 5 do 40 minut wykazuje niewielki procent przereagowania substratu.
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B. W zwigzku z zerowym stopniem konwersji podczas prowadzenia reakcji
w temperaturze 95°C zdecydowano o optymalizacji reakcji aminowania w wyZszej
temperaturze. Synteze oraz izolacje produktu wykonano wedtug procedury VII. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 54.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 120 5 100 14,57
2 120 10 100 12,61
3 120 15 100 35,35
4 120 20 100 20,44
5 120 30 100 39,37
6 120 40 100 32,33

Tabela 54. Wyniki optymalizacji.
Prowadzenie reakcji w temperaturze 120°C wykazuje niski stopien konwersji substratu
w oczekiwany produkt. W czasie 30 minut stopien przereagowania wynosi niespeina

40%.

C. Po analizie wynikow zebranych w Tabeli 54 w dalszych probach optymalizacji
zdecydowano o podwyzszeniu pozostatych parametréw, czyli czasu trwania reakcji oraz
mocy jej grzania. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtlug procedury VII.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 55.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]
1 170 40 100 73,13
2 170 40 300 84,55
3 170 60 100 83,87

Tabela 55. Wyniki optymalizacji.
Na podstawie powyzszych danych zauwazy¢ mozna, ze najwyzszy stopien konwersji
osiggnieto po podwyzszeniu temperatury do 170°C oraz podwyzszeniu mocy grzania do

300 W.
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D. W oparciu o powyzsze wyniki zdecydowano o zwigkszeniu ilosci dodawanej
N,N-diizopropyloetyloaminy do 5 eq. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug
procedury VII zwigkszajac ilo§¢ dodawanej zasady (30 mg, 0,225 mmol). Wyniki

przedstawiono w Tabeli 56.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. ' konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 170 60 100 90,56
2 170 60 300 94,91

Tabela 56. Wyniki optymalizacji.
Poréwnujac wyniki zamieszczone w Tabeli 55 oraz Tabeli 56 zauwazy¢ mozna, ze
dodanie wigkszej ilosci N, N-diizopropyloetyloaminy (5 eq) poprawia stopien konwersji
o prawie 7 punktow procentowych dla reakcji prowadzonej przez 60 minut przy mocy

grzania 100 W.

E. Dalszym celem optymalizacji bylo zwigkszenie stopnia konwersji, dlatego
postanowiono wydtuzy¢ czas reakcji do 120 minut przy mocy grzania 100 i 300 W.
Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury VII utrzymujgc ilo$¢
dodawanej zasady (30 mg, 0,225 mmol) z punktu D. Wyniki przedstawiono w Tabeli 57.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 170 120 100 ‘ 98,94
2 170 120 300 98,26

Tabela 57. Wyniki optymalizacji.
Wyniki w powyzszej tabeli przedstawiaja, ze wydluzenie czasu trwania reakcji do 120
minut zwieksza stopien konwersji az do prawie 99%. Jest to jednoczes$nie najwyzszy

stopien przereagowania substratu podczas optymalizacji reakcji aminowania.
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F. Kolejnym krokiem podczas optymalizacji reakcji aminowania bylo prowadzenie

syntezy w rdznych rozpuszczalnikach. Syntez¢ oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug

procedury VII utrzymujac ilos¢ dodawanej zasady (30 mg, 0,225 mmol) z punktu D.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 58.

. Stopien
| Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. | Rozpuszczalnik . konwersji
[°C] [min] [W]
[7o]

1 ACN 170 120 100 95,53

2 THF 170 120 100 88,01

3 toluen 170 120 100 60,45

4 DMSO 170 120 100 0

5 MeOH 170 120 100 100 |

6 EtOH 170 120 100 97,46

7 H>O 170 120 100 0

8 dioksan 170 120 100 0

Tabela 58. Wyniki optymalizacji.

Analizujac powyzsze wyniki zauwazy¢ mozna, ze podczas prowadzenia reakcji

w metanolu uzyskano catkowite przereagowanie substratu w oczekiwany produkt.

G. Na podstawie powyzszych danych zaproponowano prowadzenie reakcji w metanolu

w krotszym czasie niz 120 minut. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug

procedury VII utrzymujac ilos¢ dodawanej zasady (30 mg, 0,225 mmol) z punktu D.

Wyniki przedstawiono w Tabeli 59.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[%]
1 170 60 100 98,35
2 170 30 100 97,76

Tabela 59. Wyniki optymalizacji.

Poréwnujac wyniki z Tabeli 58 oraz Tabeli 59 zauwazy¢ mozna, ze skrocenie czasu

reakcji prowadzonej w metanolu zmniejsza stopien konwersji.
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H. Whnioski ogélne

Porownujac wyniki osiggnigte za pomoca syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco
si¢ zmniejsza, z 24. do 2. godzin. Nie ma takze potrzeby korzystania z bezwodnych
rozpuszczalnikdw, jak w metodzie klasycznej. Zoptymalizowane warunki tej reakcji
wykorzystano takze podczas syntezy z n-butyloaming i uzyskano catkowitg konwersje,

co potwierdza jej uzytecznosc.
4.2.6.3 Metoda z wykorzystaniem technologii przeplywowej

A. Procedura VIII

W fiolce A umieszczono zwigzek 47 (500 mg, 1,12 mmol), ktéry rozpuszczono
w 2-propanolu (7,5 ml), a nastepnie dodano N,N-diizopropyloetyloaming (225 mg,
1,69 mmol). Jednoczesnie w  fiolce B  umieszczono  chlorowodorek
2-cyklopropyloetyloaminy (719 mg, 5,62 mmol), ktory takze rozpuszczono
w 2-propanolu (7,5 ml). Obydwie fiolki podtagczono do systemu przeplywowego. Postep
reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (metanol/dichlorometan
5:95, v/v) oraz za pomocg HPLC badajac stopien konwersji substratu w produkt. W tym
celu wykorzystano kolumng chromatograficzng Kinetex Su EVO C18 100A 250 x 4.6
mm, a zastosowanymi eluentami byta woda 1 acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez
90% do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 60.

Czas Objetos¢ | Objetosc Stopien
Przeptyw | Temperatura -
Lp ] rezystancji pobrana zebrana | konwersji
" | [ml/min] ) [°C]
[min] [ml] [ml] [“0]
1 0,125 40 95 2 6,34 0
o) 0,125 | 40 | 120 ‘ 2 ‘ 6,37 ‘ 11,26
3 0,167 60 120 2 7,98 9,43
4 0,125 40 140 2 6,34 0
5 0,125 40 170 2 6,50 0
6 0,250 20 170 2 6,50 0

Tabela 60. Wyniki optymalizacji.
Analizujac powyzsza tabele, zauwazy¢ mozna, ze prowadzenie reakcji aminowania

w reaktorze przeplywowym w czasie 20 oraz 40 minut w przedziale temperatur 95-170°C
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daje bardzo niska badZz zerowa konwersje substratu. Zaro6wno przy obnizaniu jak
1 podwyzszaniu temperatury, stopien przereagowania substratu maleje. Taka sama

zalezno$¢ dotyczy czasu prowadzenia reakcji.

B. Na podstawie powyzszych danych oraz danych zawartych w Tabeli 58 probowano
wykona¢ reakcj¢ aminowania w metanolu. Ze wzgledu jednak na brak rozpuszczalnosci
substratu w tym rozpuszczalniku bylo to niemozliwe. Kolejna probg byta synteza
w tetrahydrofuranie. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedtug procedury VIII

zmieniajac rozpuszczalnik. Wyniki przedstawiono w Tabeli 61.

Czas Objetos¢ | Objetosc Stopien
Przeptyw | Temperatura -
Lp ] rezystancji pobrana zebrana | konwersji
" | [ml/min] ) [°C]
[min] [ml] [ml] [“0]
1 0,125 40 120 2 6,37 12,38

Tabela 61. Wyniki optymalizacji.

C. Zauwazajac, ze zmiana rozpuszczalnika podwyzszyta nieznacznie stopien konwersji,
zdecydowano o przeprowadzeniu reakcji, gdzie zmianie ulegnie stosunek ilosci
substratow (zwiazku 47 oraz chlorowodorku 2-cyklopropyloetyloaminy). Syntez¢ oraz
izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury VIII zmieniajac ilos¢ dodawanego

chlorowodorku 2-cyklopropyloetyloaminy. Wyniki przedstawiono w Tabeli 62.

Stosunek Czas Objetos¢ | Objetos¢ | Stopien

Przeptyw | Temp. .

Lp substratow ‘ rezystancji pobrana | zebrana | konwersji

' [ml/min] ' [°C]

[min] [ml] [ml] [7o]
1 1:5 0,125 40 120 2 6,37 41,18
o) 1:10 0,125 40 120 2 6,37 66,25
3 1:20 0,125 40 120 2 6,37 81,18
4 1:25 0,125 40 120 2 6,37 92,44

Tabela 62. Wyniki optymalizacji.

Powyzsze dane wskazuja zalezno$¢, ze im wigksze stezenie chlorowodorku

2-cyklopropyloetyloaminy tym wyzszy stopien konwersji.
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4.2.6.4 WniosKki

Porownujac wyniki otrzymane metodg klasyczng, przy pomocy reaktora mikrofalowego
oraz dzigki technologii przeplywowej, wida¢ =znaczng przewage syntezatora
mikrofalowego. Przy jego wykorzystaniu czas prowadzenia reakcji wynosi 2 godziny,
gdzie w metodzie klasycznej synteza trwa 24 godziny. W zestawieniu reaktora
mikrofalowego oraz przeptywowego pod wzgledem czasu trwania reakcji na
prowadzenie wysuwa si¢ ten drugi, jednak ilo$¢ zuzytych substratoéw w stosunku 1:25 nie
jest ekonomicznym podejsciem. Dodatkowo w tym przypadku nie uzyskano catkowite]

konwersji, jak miato to miejsce przy uzyciu syntezatora mikrofalowego.
4.2.7 Reakcja sprzegania Suzuki

Produktem tej reakcji jest N-(2-cyklopropyloetylo)-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-
ylo)metylo]fenylo}-7-[(17,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7 H-pi-
rolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (46), ktéra zostala otrzymana wedlug Schematu 16.

Br N//\ N—
SR -
O’B (\N/
=
AANH NN @yN\) _
Pd(dppf)CL,- CH,CL, Cs,CO,,
dioksan/H,0, 100°C NTX A
. I
H —
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48 >< N 46
0
Ngf
RO

Schemat 16. Otrzymywanie N-(2-cyklopropyloetylo)-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7-

[(17,47)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pi-rolo[2,3-d]pirymidyno-2-aminy.
4.2.7.1 Metoda klasyczna

W kolbie okraglodennej umieszczono zwiazek 48 (5 g, 10,1 mmol), ester pinakolowy
kwasu  4-(4-metylopiperazyno)metylofenyloboronowego (3,71 g, 11,1 mmol),
[1,1'-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro-pallad(Il), kompleks z dichlorometanem
(0,422 g, 0,507 mmol), weglan cezu (10 g, 30,4 mmol) oraz mieszaning dioksan : woda
(250 ml, 4:1 v/v). Otrzymang mieszaning mieszano przez noc w temperaturze 100°C.
Postgp  reakcji  monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym

(metanol/dichlorometan 10:90, v/v). Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjng
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przesaczono przez celit na lejku Scotta G4, przemywajac dichlorometanem. Przesacz
rozcienczono dichlorometanem (500 ml), a nastgpnie ekstrahowano nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu (400 ml) oraz woda (300 ml). Warstwe organiczng
wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu (Na>SOs) 1 zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na Zelu
krzemionkowym (chloroform/metanol, 2-7%) uzyskujac zwigzek 46 w postaci brazowe;j

zywicy (4,03 g, 66%).
MS (APCI): 604 [M+H]"

H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 8.73 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.73 — 7.59 (m, 2H), 7.49
—7.35 (m, 2H), 4.25 (s, 1H), 4.08 (s, 1H), 3.67 — 3.63 (m, 2H), 3.42 (s, 1H), 3.35 (s, 1H),
2.71 —2.63 (m, 4H), 2.52 — 2.51 (m, 2H), 2.49 — 2.46 (m, 4H), 2.34 — 2.30 (m, 3H), 2.30
~2.16 (m, 4H), 1.73 (s, 1H), 1.64 — 1.59 (m, 4H), 1.16 — 1.07 (m, 10H), 0.72 — 0.68 (m,
2H), 0.45 — 0.41 (m, 2H), 0.27 — 0.23 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) § 157.35 (s), 153.70 (s), 149.70 (s), 140.12 (s), 135.91
(s), 128.19 — 127.98 (m), 126.43 (s), 123.09 — 122.88 (m), 119.92 (s), 113.86 (s), 70.83
(s), 63.10 (s), 55.91 (s), 54.46 — 54.06 (m), 52.92 — 52.52 (m), 45.96 (s), 42.07 (s), 33.12
(s), 29.19 — 28.79 (m), 28.10 — 27.78 (m), 25.76 — 25.55 (m), 18.59 (s), 9.82 (s), 8.18 —
7.79 (m), -2.89 — -3.29 (m).

4.2.7.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej
A. Procedura IX

W naczynku mikrofalowym umieszczono zwiagzek 48 (20 mg, 0,0405 mmol), ester
pinakolowy kwasu 4-(4-metylopiperazyno)metylofenyloboronowego (14,1 mg, 0,0446
mmol), [1,1’-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro-pallad(Il), kompleks z dichloro-
metanem (1,69 mg, 0,00203 mmol), weglan cezu (40 mg, 0,122 mmol) oraz mieszaning
dioksan/H,O (1 ml, 4:1, v/v). Zamknigte naczynko umieszczono w reaktorze
mikrofalowym. Postgp reakcji monitorowano metodag TLC na Zelu krzemionkowym
(metanol/dichlorometan 10:90, v/v) oraz za pomocag HPLC badajac stopien konwersji
substratu w produkt. W tym celu wykorzystano kolumne chromatograficzng Kinetex 5Su
EVO CI18 100A 250 x 4.6 mm, a zastosowanymi eluentami byta woda 1 acetonitryl
w gradiencie 98% H>O przez 90% do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania

metody 10 minut. Wyniki przedstawiono w Tabeli 63.
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. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]

1 100 2 150 83,39
2 100 5 150 97,85
3 100 10 150 95,61
4 100 15 150 95,81
5 100 20 150 96,84
6 100 30 150 97,42
7 100 40 150 93,88

Tabela 63. Wyniki optymalizacji.

Poréwnujac powyzsze wyniki z metodg klasyczng widoczne jest, ze w tej samej

temperaturze (100°C) w syntezatorze mikrofalowym mozna uzyska¢ produkt z bardzo

wysoka konwersjga w ciggu 5 minut.

B. Majac na celu uzyskanie catkowitej konwersji substratu w oczekiwany produkt

postanowiono zmieni¢ temperature, w ktorej prowadzona byta reakcja sprzg¢gania

Suzukiego. Syntezg oraz izolacje produktu wykonano wedtug procedury IX. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 64.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania y
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]
[70]
1 80 5 150 35,19
2 120 | 5 ‘ 150 100

Tabela 64. Wyniki optymalizacji.

Analizujac powyzsze wyniki oraz wyniki zestawione w Tabeli 59 zauwazono, ze

podwyzszenie temperatury prowadzenia reakcji do 120°C skutkuje otrzymaniem 100%

konwersji.
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C. Majac dobrane warunki reakcji, ktére prowadza do calkowitego przereagowania
substratu postanowiono sprawdzi¢ jak na stopien konwersji wptywa uzycie innego
katalizatora niz [1,1'-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro-pallad(Il), kompleks
z dichlorometanem. Syntez¢ oraz izolacje produktu wykonano wedhug procedury IX

zmieniajac katalizator. Wyniki przedstawiono w Tabeli 65.

Stopien
Temperatura Czas Moc grzania
Lp. Katalizator ' konwersji
[°C] [min] [W]

[7o]
1 Pd(PPhs)4 120 5 150 100
2 Pd(PPh3).Cl2 120 5 150 100
3 | Pda(dba)s 120 5 150 0 w

Tabela 65. Wyniki optymalizacji.
Prowadzenie reakcji w obecno$ci Pd(PPhs3)s lub Pd(PPh3),Cl, w warunkach
przedstawionych w powyzszej Tabeli 65 nie zmieniajg stopnia konwersji, zatem mozna

katalizatory te stosowac zamiennie.

D. Na podstawie powyzszych danych oraz wybranych parametréw prowadzenia reakcji
Suzukiego zaproponowano syntez¢ z innym estrem kwasu pinakolowego oraz kwasem
pinakolowym. Synteze oraz izolacj¢ produktu wykonano wedlug procedury IX

zmieniajac jeden z substratow. Wyniki przedstawiono w Tabeli 66.

Moc Stopien
Temperatura | Czas ) B
Lp Substrat ) grzania | konwersji
' [°C] [min]
[W] [70]
Ester pinakolowy kwasu 5-((4-
1 Boc-pipera-zyno)metylo)-2- 120 5 150 100
tiofenoboronowego

o) Kwas tiofeno-2-boronowy 120 5 150 100

Tabela 66. Wyniki optymalizacji.
Wybrane parametry prowadzenia reakcji s3 odpowiednie takze dla syntezy z innymi

estrami kwasu pinakolowego oraz kwasami pinakolowymi, co przedstawiono w Tabeli

66.
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E. Whnioski ogodlne

Porownujac wyniki osiggnigte za pomoca syntezatora mikrofalowego oraz metoda
klasyczng widoczna jest przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco

si¢ zmniejsza, z 24 godzin do 5 minut.
4.2.8 Reakcja odbezpieczenia grupy funkcyjnej

Produktem tej reakcji jest (17,4r)-4-{2-[(2-cyclopropylethyl)amino]-5-{4-[(4-
methylpiperazin-1-yl)methyl]phenyl}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-7-yl} cyclohexan-1-
ol (1), ktory zostat otrzymany wedtug Schematu 17.

//\ N— //\ N—
N \J N \J

N\ 4M HCI w dioksanie N
A/\ Jl\ N MeOH/DCM, temp. pok. A/\ J|\
NH N

Schemat 17. Otrzymywanie (17,4r)-4-{2-[(2-cyclopropylethyl)amino]-5-{4-[(4-methylpiperazin-1-
yl)methyl]phenyl}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-7-yl}cyclohexan-1-olu.

4.2.8.1 Metoda klasyczna

Do roztworu zwigzku 46 (4 g, 6,63 mmol) w mieszaninie dichlorometan : metanol
(221 ml, 4:1 v/v) dodano 4M roztwor kwasu solnego w dioksanie (10,4 g, 39,8 mmol).
Otrzymang mieszaning mieszano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Postep
reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (metanol/dichlorometan
20:80, v/v). Mieszaning reakcyjng rozcienczono dichlorometanem (500 ml), a nastepnie
ekstrahowano 1M roztworem wodorotlenku sodu (400 ml). Warstwe organiczng
wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu (Na>SOs) 1 zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (dichlorometan/metanol, 5-20%) uzyskujac zwigzek 1 w postaci

bezowego osadu (1,74 g, 54%).

MS (APCI): 489 [M+H]-
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H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.81 (s, 1H), 7.61 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.56 (s, 1H),
7.30 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.80 (1, J= 5.5 Hz, 1H), 4.68 (d, J= 4.4 Hz, 1H), 4.47 — 4.37
(m, 1H), 3.59 — 3.50 (m, 1H), 3.45 (s, 2H), 3.39 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz, 2H), 2.44 — 2.25
(m, 8H), 2.16 (s, 3H), 1.95 (dd, J = 28.8, 17.1 Hz, 6H), 1.48 (dd, J= 14.5, 7.1 Hz, 2H),
1.38 (t,J = 10.8 Hz, 2H), 0.75 (td, J= 7.4, 3.9 Hz, 1H), 0.42 (dt, J= 7.6, 4.7 Hz, 2H),
0.08 (q, J = 4.8 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) § 157.35 (s), 153.70 (s), 149.70 (s), 140.12 (s), 135.91
(s), 128.08 (s), 126.43 (s), 122.99 (s), 119.92 (s), 113.86 (s), 68.06 (5), 63.10 (s), 55.11
(s), 54.26 (s), 52.72 (s), 45.96 (5), 42.07 (5), 33.12 (5), 30.46 (s), 27.11 (s), 9.82 (s), 7.99

().
4.2.8.2 Metoda z wykorzystaniem technologii mikrofalowej

A. W naczynku mikrofalowym umieszczono zwigzek 46 (10 mg, 0,0166 mmol),
mieszaning DCM/MeOH (0,5 ml, 4:1, v/v) oraz 4M roztwor HC1 w dioksanie (26,1 mg,
0,0995 mmol). Zamknigte naczynko umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Postep
reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (metanol/dichlorometan
20:80, v/v) oraz za pomocg HPLC badajac stopien konwersji substratu w produkt. W tym
celu wykorzystano kolumng chromatograficzng Kinetex Su EVO C18 100A 250 x 4.6
mm, a zastosowanymi eluentami byta woda i acetonitryl w gradiencie 98% H>O przez
90% do 2% acetonitrylu. Przeptyw 0,6 ml/min, czas trwania metody 10 minut. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 67.

. Stopien
Temperatura Czas Moc grzania N
Lp. . konwersji
[°C] [min] [W]

[70]
1 40 1 150 100
2 40 5 150 100
3 40 10 150 100

Tabela 67. Wyniki optymalizacji.
Analizujac powyzsze wyniki stwierdzono, ze prowadzenie reakcji odbezpieczenia grupy
funkcyjnej w 40°C wymaga jedynie 1 minuty, aby otrzyma¢ catkowita konwersje
substratu w oczekiwany produkt. Temperatura ta jest najnizszg mozliwa temperatura, jaka
mozna zastosowa¢ na posiadanym reaktorze mikrofalowym. Poréwnujac wyniki

osiggnigte za pomocg syntezatora mikrofalowego oraz metoda klasyczng widoczna jest
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przewaga metody mikrofalowej. Czas trwania reakcji znaczaco si¢ zmniejsza, z 1 godziny

do 1 minuty.
5. Podsumowanie badan wlasnych

Podsumowujgc przedstawione wyniki badan, mozna stwierdzi¢, iz w pelni
zrealizowano okreslone we wstgpie cele pracy jakimi byly: zaprojektowanie
1 zsyntetyzowanie nowej klasy zwigzkéw matoczasteczkowych, ktore selektywnie
hamuja kinazg MerTK oraz wykorzystanie technologii mikrofalowej oraz przeptywowej
do optymalizacji syntezy nowych inhibitoréw.

Badania zaczgto od analizy literatury, ktora dostarczyla strukture krysztatu kinazy
MerTK 1 sposdb wigzania istniejacych inhibitorow. Jako zwigzek wzorcowy do
zaprojektowania nowego zestawu zwigzkdw wybrano opublikowany inhibitor
MRX2843. Do zbudowania wirtualnej biblioteki czgsteczek wykorzystano metody
bioinformatyczne in silico. Dzigki programowi KNIME, a takze biorac pod uwage
wlasciwos$ci fizykochemiczne, takie jak masa molowa, logP, logD, akceptory i donory
wigzan wodorowych oraz liczba wigzan rotacyjnych, otrzymano 2000 struktur
chemicznych, natomiast program Pymol uzyto do analizy bialkka MerTK
1 proponowanych interakcji struktur. Na tej podstawie wybrano rdzen czasteczki, ktorym
byt uktad pirolopirymidynowy oraz pier§cien pirymidyny. Dobranie modyfikacji tych
dwoch ukladow uzalezniony byt od wynikow dokowania molekularnego oraz
obliczonych 1 przyblizonych wartosci parametréw fizykochemicznych otrzymanych
poprzez wykorzystanie programéw takich jak np. MarvinSketch. Struktury, ktére zostaty
wyselekcjonowane  ponownie poddano  optymalizacji za pomoca metod
bioinformatycznych w celu poprawy ich wlasciwosci fizykochemicznych i parametrow
farmakokinetycznych. Dzigki badaniu zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnos$cig
biologiczng zwigzkow wybrano najbardziej interesujace czasteczki. Na drodze
osmioetapowej syntezy otrzymano biblioteke zwigzkow sktadajaca si¢ ze 120 struktur.
Analogi pirymidyny uzyskano za pomocg jednego etapu - aromatycznego aminowania,
natomiast jej modyfikacje przeprowadzono na drodze dwodch kolejnych reakcji, ktorymi
bylo aminowanie i sprz¢ganie Suzuki. Synteza pirolopirymidyny przebiegala w pieciu
etapach syntetycznych. Etapy te to kolejno: aromatyczne aminowanie, ,,cross coupling”
Sonogashira, cyklizacja, wprowadzenie grupy blokujacej funkcje aktywne oraz
bromowanie. Kolejne trzyetapowe reakcje: aminowanie, sprzeganie Suzuki oraz

odbezpieczenie grupy funkcyjnej pozwolity na uzyskanie szeregu modyfikacji
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strukturalnych.  Postgp  prowadzonych reakcji  kontrolowano przy uzyciu
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrem masowym
(TLC-MS) i/lub chromatografii. UHPLC. Zwiazki finalne oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej z wykorzystaniem odpowiednio dobranych zt6z oraz na
systemach chromatograficznych typu flash. Otrzymane zwigzki scharakteryzowano za
pomocg technik magnetycznego rezonansu jadrowego (1H, 13C, DEPT NMR) oraz
chromatografii cieczowej ze spektrometrem masowym (HPLC-MS). Wszystkie
zsyntezowane zwigzki wykazywaly wymagang czysto§¢ HPLC powyzej 90%. Kolejnym
etapem bylo przekazanie otrzymanych struktur na badania biologiczne w celu
wyznaczenia aktywnosci 1 selektywnos$ci na kinazach z rodziny TAM (Tyro3, Axl, Mer).
Badania te zostalty wykonane w Dziale Badan Przedklinicznych firmy Celon Pharma S.A.
natomiast w Laboratorium Analiz Fizykochemicznych przeprowadzono badania
rozpuszczalno$ci w srodowisku kwasnym i obojetnym oraz stabilno$ci metabolicznej na
mikrosomach mysich i ludzkich. Na podstawie otrzymanych wynikéw i poréwnaniu ich
ze zwigzkiem referencyjnym, ktorym byt zwigzek MRX2843 (1), a takze poprzez analize
kieszeni wigzacej danego biatka wybrano trzy czasteczki wiodace do dalszych analiz.
Zwiazki te to (1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (89), (1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{5-[(piperazyn-1-ylo)metylo]-
tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (108) i1 (I1r,4r)-4-{[2-
(butyloamino)-5-{5-[(piperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}piry-midyn-4-yloJamino} -
cykloheksan-1-ol (167). Sprawdzajac ich aktywno$¢ metaboliczng na modelach
komoérkowych MOLM-13 i MVT-11 uzyskano obiecujace wyniki, porownywalne do
wartosci otrzymanych dla zwigzku referencyjnego, ktére gwarantujag wysoki potencjat
terapeutyczny. Chcac poglebi¢ wiedzg na temat wlasciwosci wybranych zwigzkow
wiodacych powigkszono skale syntezy do ilosci gramowych. Dla tak przygotowanych
czasteczek przeprowadzono kolejne badania fizykochemiczne, stabilno$ciowe, testy na
komorkach i zwierzgtach, by moc wybra¢ jeden zwigzek wiodacy w mysl procesu ,, it to
lead”. Ostatnim etapem bedzie badanie toksykologiczne, a nast¢pnie wejscie do I fazy
badan klinicznych. Etap ten jest obecnie w trakcie realizacji ze wzgledu na op6znienia
spowodowane przez pandemi¢, ktora miata miejsce w trakcie prowadzenia badan do
doktoratu.

Podczas prowadzenia badan przez wymienione jednostki badawcze Celon Pharma
S.A., réwnolegle trwata optymalizacja kolejnych etapow syntezy przy pomocy

technologii mikrofalowej oraz przeptywowej. Pierwszy etap to reakcja nukleofilowego
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podstawienia aromatycznego, ktdra przy pomocy metody klasycznej, czyli prowadzone;j
w kolbie, trwala 24 godziny w temperaturze pokojowej, po uprzednim przygotowaniu
substratow w temperaturze 0°C przez 4 godziny. Reakcj¢ t¢ optymalizowano przy
pomocy syntezatora mikrofalowego. Pierwszym etapem optymalizacji byto dopasowanie
temperatury i1 czasu prowadzenia reakcji, a takze mocy grzania przez syntezator. W tym
celu wykonano 40 reakcji, aby wybra¢ najlepsze warunki. Najwyzszy stopien konwersji
(99,59%) uzyskano dla 100°C, 10 minut i 200 W. Zmierzajac do uzyskania catkowitego
przereagowania substratu zwigkszono ilo$¢ dodawanego frans-4-aminocykloheksanolu
do 1,5 eq 1 2 eq wzgledem 2,4-dichloro-5-bromopirymidyny. Po dopasowywaniu
parametréw mikrofalowych 100% konwersj¢ uzyskano dla 2 eq trans-4-
aminocykloheksanolu podczas prowadzenia reakcji w 80°C przez 1,5 minuty i mocy
grzania 300 W. Majac wybrane parametry, przy ktorych substrat catkowicie
przereagowuje dajac oczekiwany produkt probowano manewrowa¢ innymi zmiennymi.
Po kolei zmniejszano 10-krotnie molarno$¢ mieszaniny reakcyjnej, zwiekszano ilos¢
dodawanej N,N-diizopropyloetyloaminy do 1,5 eq w stosunku do 2,4-dichloro-5-
bromopirymidyny, wymieniano zasad¢ na trietyloaming i wegglan potasu, zwigkszano ich
ilo$¢, a takze zmieniano rozpuszczalnik. Niestety w zadnej tej probie nie uzyskano
ponownie 100% konwersji, aczkolwiek stopien przereagowania byt bardzo wysoki
1 siggal ponad 95%. Wybrane parametry znalazly odzwierciedlenie podczas skalowania
reakcji dajac prawie catkowita konwersje substratu do oczekiwanego produktu.
Jednoczesnie zauwazono, ze prowadzenie reakcji nukleofilowego podstawienia
aromatycznego w syntezatorze mikrofalowym przewaza nad metoda klasyczng ze
wzgledu na znaczne skrdcenie czasu reakcji oraz prowadzenie reakcji w temperaturze
bliskiej temperatury wrzenia 2-propanolu bez koniecznosci korzystania z chlodnicy.
Kolejng reakcja, ktéra byta optymalizowana bylo sprzgganie Sonogashiry. Poczatkowe
proby optymalizacji polegaly na dopasowaniu temperatury, czasu i mocy grzania
prowadzonej syntezy. Przy 50°C, 5 minutach i 80 W konwersja wynosita nieco ponad
50%. Dlatego probowano zwickszaé ilosci dodawanych substratow czy katalizatora
dostajac coraz lepsze wyniki. Przy 5-krotnym zwigkszeniu ilosci katalizatora oraz jodku
miedzi (I) uzyskano konwersj¢ na poziomie prawie 99%. Po wyborze odpowiednich
parametrow mikrofalowych (70°C, 15 minut, 100 W) uzyskano catkowite
przereagowanie substratu. Kolejny etap optymalizacji polegal na zmianie

rozpuszczalnika oraz katalizatora. W przypadku tej pierwszej zmiany, tetrahydrofuran
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zdaje si¢ by¢ niezastgpiony, natomiast jesli chodzi o katalizator, 100% konwersj¢
otrzymano takze dla reakcji prowadzonej w obecnosci tetrakis(trifenylofosfino)palladu
(0). W momencie skalowania syntezy wybrane warunki pozwalajg uzyska¢ catkowite
przereagowanie substratu. Reakcja sprzegania Sonogashiry optymalizowana byta takze
za pomoca reaktora przeptywowego. Dzieki tej technologii probowano powtorzy¢ reakcje
w warunkach takich jak przy pomocy syntezatora mikrofalowego, badz lepszych ale
niestety si¢ to nie udato. Najwyzszy stopien konwersji jaki uzyskano to 96,97%
w temperaturze 80°C przez 15 minut. Podsumowujac, dla optymalizacji reakcji
sprzegania Sonogashiry lepszg metodg okazat si¢ syntezator mikrofalowy ze wzgledu na
krétszy czas prowadzenia reakcji niz w przypadku metody klasycznej oraz braku
koniecznos$ci utrzymywania bezwodnych warunkéw reakcji. Trzeci etap syntezy to
reakcja cyklizacji. W metodzie klasycznej reakcja ta wymaga prowadzenia jej
w bezwodnych warunkach przez noc w temperaturze 65°C. W przypadku wykorzystania
do tej syntezy reaktora mikrofalowego czas skraca si¢ do 1 minuty, a temperatura maleje
do 40°C. Tak jak w przypadku sprzegania Sonogashira nie ma konieczno$ci prowadzenia
reakcji w warunkach bezwodnych. W momencie korzystania z reaktora przeptywowego
1 cyklizowania substratu w temperaturze 30°C potrzeba wigcej czasu aby otrzymac 100%
konwersje. Natomiast w 40°C tak jak 1 w reaktorze mikrofalowym catkowite
przereagowanie mozna otrzyma¢ w czasie 1 minuty. W przypadku reakcji cyklizacji
obydwie technologie mozna stosowa¢ wymiennie. Zabezpieczanie grupy hydroksylowe;j
to kolejny etap, ktoéry postanowiono zoptymalizowa¢ za pomoca syntezatora
mikrofalowego. Po poczatkowym dopasowaniu parametréw mikrofalowych osiagnigto
96,20% konwersji dla reakcji prowadzonej w 40°C przez 15 minut i mocy grzania
100 W. Zar6wno manewrowanie mocg grzania jak i temperaturg stopien konwersji malat.
Dlatego zdecydowano o zwigkszeniu ilosci dodawanych substratow. W momencie kiedy
ich stosunek wynosil 1:2 (zwigzek 42 : tert-butylochlorodimetylosilan) po 15 minutach
prowadzenia reakcji w temperaturze 40°C i 100 W osiagni¢to catkowite przereagowanie
substratu. Przy stosunku 1:3:3 (zwigzek 42 : tert-butylochlorodimetylosilan : imidazol)
100% konwersj¢ otrzymano w czasie 10 minut. Dla tej reakcji sprawdzano réwniez
mozliwos¢ prowadzenia jej w innym rozpuszczalniku, jednak aby uzyska¢ catkowite
przereagowanie substratu mozliwe jest to jedynie dla DMSO. W przypadku bromowania,
czyli kolejnego etapu syntezy optymalizacja poczatkowa polegata na manewrowaniu

parametrami mikrofalowymi. Niestety nie udato si¢ uzyska¢ catkowitej konwersji wigc

157



postanowiono zwigkszy¢ ilos¢ dodawanego N-bromosukcynoimidu do 2 eq. Wtedy 100%
przereagowanie substratu uzyskano dla reakcji prowadzonej w temperaturze 90°C
w ciggu 2 minut przy mocy grzania réwnej 80 W. Synteze t¢ probowano prowadzi¢
w roznych rozpuszczalnikach 1 100% konwersje uzyskano dla acetonitrylu,
tetrahydrofuranu, dimetylosulfotlenku i1 dioksanu. Podczas reakcji aminowania, czyli
6 etapu syntezy zwiazku referencyjnego, optymalizacj¢ zaczgto od dopasowania
temperatury reakcji, czasu jej trwania i mocy grzania, gdzie najwyzsza warto§¢ konwersji
wynosita 84,55%. Po zwigkszeniu ilosci dodawanej N, N-diizopropyloetyloaminy do 5 eq
wzgledem zwiazku 47, stopien przereagowania wzrdst do prawie 95%. Wowczas
parametry mikrofalowe wynosity 170°C, 60 minut 1 300 W. W momencie proby zmiany
rozpuszczalnika zauwazono, ze prowadzac reakcje aminowania w metanolu
w powyzszych warunkach otrzymano catkowita konwersje. Korzystanie z syntezatora
mikrofalowego skraca czas prowadzenia reakcji aminowania z 24 do 2. godzin. Synteza
5-bromo-N-(2-cyklopropyloetylo)-7-[ (1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]cyklo-

heksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-aminy optymalizowana byta takze za pomoca
reaktora przeptywowego. Chcac ulepszy¢ warunki prowadzenia tej reakcji, przy pomocy
technologii przeptywowej proébowano skroci¢é czas jej trwania badz zmniejszy¢
temperature. Niestety przy tych probach nie uzyskano chociazby potowicznego
przereagowania substratu. W momencie kiedy zwigkszono ilo§¢ dodawanej aminy
konwersja zaczgta rosnaé i najlepsze wyniki (92,44%) osiagnieto dla stosunku zwigzek
47 : chlorowodorek 2-cyklopropyloetyloaminy 1:25. Mimo wysokiej konwersji jest to
metoda nieekonomiczna ze wzgledu na duzg ilo$¢ uzytego substratu. Reakcja sprzggania
Suzuki to przedostatnia reakcja ze $ciezki syntezy, ktorg postanowiono zoptymalizowac.
Prowadzac t¢ reakcje w kolbie potrzebowano 24 godzin, natomiast za pomocg mikrofali
czas ten skrocono do 5 minut. Korzystajac z tej samej temperatury, czyli 100°C
otrzymano konwersj¢ na poziomie prawie 98%. Zwigkszajac temperature do 120°C
substrat catkowicie przereagowal dajac oczekiwany produkt. Majac dobrane warunki
reakcji, wykorzystano je do syntezy z innym estrem kwasu pinakolowego oraz kwasem
pinakolowym. Proba ta wykazata powtarzalno$¢ reakcji 1 uzyteczno$¢ opracowanej
metody. Ostatnig reakcja poddang optymalizacji byta reakcja odbezpieczenia grupy
funkcyjnej. Podczas prowadzenia tej syntezy metoda klasyczng konwersja substratu

w produkt trwata godzing i przebiegata w temperaturze pokojowej. Natomiast korzystajac

158



z syntezatora mikrofalowego catkowite przereagowanie substratu osiggni¢to podczas
prowadzenia reakcji przez 1 minute w 40°C.

Podsumowujac calg optymalizacje zauwazono, ze technologia mikrofalowa jest bardzo
uzyteczng metoda, ktorg warto wykorzysta¢ podczas wieloetapowej syntezy. Catkowity
czas syntezy skrocono z ponad 5 dni do prawie 2,5 godziny. W trakcie korzystania
z syntezatora mikrofalowego mozliwe jest korzystanie z mniejszej ilosci rozpuszczalnika
a niekiedy i substratow. Reaktor ten pozwala takze na prowadzenie syntezy w wysokich
temperaturach, czasem wyzszych niz temperatury wrzenia uzytych rozpuszczalnikéw.
Oczywiscie technologia ta posiada takze rézne ograniczenia, jednak w przypadku
prowadzenia tej §ciezki syntezy nie wptywaty one znaczaco na jej przebieg. Analizujac
wykorzystanie technologii przeptywowej uwazam, ze w trakcie syntezy zwigzku
MRX2843 nie wykazala si¢ szczegdlng uzytecznoscia, poniewaz w etapach, w ktérych
zostala uzyta przewaga znajdowata si¢ po stronie syntezatora mikrofalowego.
Przygotowana optymalizacja moze zosta¢ wykorzystana takze podczas syntezowania

struktur pochodnych zwigzku referencyjnego.
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6. Czes¢ doswiadczalna

6.1 Informacje ogolne

Odczynniki oraz rozpuszczalniki, ktore zostaty uzyte do przygotowania niniejszej
pracy doktorskiej oczyszczono oraz osuszono z zastosowaniem ogélnych procedur.
Reakcje, ktore wymagaty zastosowania warunkéw beztlenowych i bezwodnych byty
przeprowadzone w atmosferze argonu.

Wszystkie uzyte substraty wyjsciowe byty dostepne komercyjnie i korzystatam z nich
w dostarczonej postaci. Reakcje wymagajace bezwodnych warunkow przeprowadzitam
w wysuszonym naczyniu szklanym, a nastgpnie schlodzonym w atmosferze argonu lub
azotu. O ile nie zaznaczono inaczej, reakcje prowadzitam w naczyniu ze stalym dostgpem
gazu oboj¢tnego. Postep reakcji monitorowatam analityczng metoda cienkowarstwowe;j
chromatografii cieczowej wykonywanej na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym
(zel Kiesel F254) 1 wizualizowatam za pomocg lampy ultrafioletowej (A = 254 nm)) lub
poprzez zanurzenie w roztworze ninhydryny w etanolu (0,3% v/v) zawierajacego kwas
octowy (3% v/v) lub w etanolowym roztworze kwasu fosfomolibdenowego (2,5% v/v)
1 wywotywatam przy uzyciu opalarki. Chromatografi¢ typu flash przeprowadzatam na
zelu krzemionkowym Merck 60 (230-400 mesh). Widma 'H NMR wykonywatam na
spektrometrze Varian Inova 300 NMR lub spektrometrze Bruker DRX 500 NMR z 'H
obserwowanym, odpowiednio, przy 300 MHz lub 500 MHz. Widma *C NMR
wykonywatam na spektrometrze Varian Inova 300 NMR lub 500 NMR z B3C
obserwowanym przy odpowiednio 75 MHz lub 125 MHz. Ze wzgledu na staba
rozpuszczalno$¢ niektorych otrzymanych zwigzkéw finalnych pomingtam standardowe
charakteryzowanie metoda '>°C NMR. Niekiedy miato réwniez miejsce naktadanie sie
sygnatow od cykloheksanolu, stad nie sg one widoczne w opisach widm. Przesuni¢cia
chemiczne dla widm 'H i 3C NMR podatam w d (ppm) przy uzyciu tetrametylosilanu
jako wzorca wewnetrznego. Skroty dla multipletowosci sygnalow byly nastepujace: s
(singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet), dd (dublet dubletéw), dt (dublet tripletu), q
(kwartet) . State sprzezenia (J) wyrazitam w hercach. Jako rozpuszczalnik stosowatam
chloroform-d, dimetylosulfotlenek-ds lub deuterowany metanol oraz TMS (6 0,00 ppm).
Widma masowe z elektrorozpylaniem (ES-MS) rejestrowatam stosujac  kompaktowe
spektrometry masowe (Advion) lub kwadrupolowy spektrometr masowy LC/MS 6130
Agilent w trybie ESI lub APCI. Dane widmowe rejestrowatam jako warto$ci m/z.

Wszystkie zsyntezowane zwigzki wykazywaty wymaganag czystos¢ HPLC powyzej 90%.
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6.2 Synteza  (1r,4r)-4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino]-cykloheksan-1-

olu (40).
"
NH

N™

P
Cl N

Do  roztworu  24-dichloro-5-bromopirymidyny (30 g, 227,88  mmol)

Br

1 N,N-diizopropyloetyloaminy (22,1 g, 166 mmol) w bezwodnym alkoholu
izopropylowym (100 ml) powoli dodano w temperaturze 0 °C roztwor trans-4-
aminocykloheksanol (15,5 g, 132 mmol) rozpuszczony w bezwodnym alkoholu
izopropylowym (80 ml). Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 0°C przez 4
godziny, a nastgpnie pozwolono doj$¢ do temperatury pokojowej i mieszano przez noc.
Postep reakcji monitorowano metodg TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan
2:1 v/v).Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cis$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w dichlorometanie (1 L), przemyto woda (3 x 1 L)
i solankg (0.5 L), nastepnie wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu (Na>SO4)
1 zatezono. Otrzymany bladozotty olej krystalizowano z mieszaniny dichlorometanu

1 heptanu uzyskujac zwigzek 40 w postaci biatego osadu (36,9 g, 94,4%).
MS (APCI): m/z 307,6 [M+H]

H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 8.30-8.18 (m, 1H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.42 (s,
1H), 3.98-3.71 (m, 1H), 3.48-3.27 (m, 1H), 1.92-1.69 (m, 4H), 1.50 (dt, J = 12.9, 6.5
Hz, 2H), 1.36-1.10 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.35 (s), 158.71 (s), 156.27 (s), 102.87 (s), 69.53 (s),
49.26 (s), 33.61 (s), 30.35 ().
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6.3 Synteza (1r,4r)-4-({2-chloro-5-[2-(trimetylosililo)etynylo] pirymidyn-4-ylo}-
amino)-cykloheksan-1-olu (41).

M
Cl N

Do odgazowanej mieszaniny zwigzku 40 (30 g, 19,60 mmol) w bezwodnym
tertrahydrofuranie (250 ml) i trietyloaminy (49,80 g, 489 mmol) dodano, w temperaturze
pokojowej, jodek miedzi (I) (761 mg, 3,91 mmol), Pd(PPh3).Cl> (2,1 g, 2,94 mmol)
1 trimetylosililoacetylen (10,70 g, 108 mmol). Po odgazowaniu mieszaniny reakcyjnej
przez 20 minut, powstaly roztwdr ogrzewano w 45°C w atmosferze argonu przez 24
godziny. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan
etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning przesgczono przez celit.
Przesacz ekstrahowano za pomocg octanu etylu (500 ml). Warstwe organiczng przemyto
za pomocg solanki (2 x 100 ml) i wody destylowanej (2 x 100 ml), wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu (Na2SO4), a nastgpnie zat¢zono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (heptan/octan etylu 1:1 v/v) uzyskujac zwigzek 41 w postaci

jasnopomaranczowego osadu (13,9 g, 43,8%).
MS (APCI): m/z 324,8 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.13 (s, 1H), 5.35 (d, J= 7.7 Hz, 1H), 4.02-3.84 (m, 1H),
3.58-3.35 (m, 1H), 3.73-3.57 (m, 1H), 2.16 — 2.04 (m, 2H), 2.00-1.88 (m, 2H), 1.48-1.33
(m, 2H), 1.31-1.15 (m, 2H), 0.21-0.20 (m, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 162.2 (s), 159.6 (s), 158.1 (s), 106.5 (s), 101.2 (s), 96.0
(s), 69.6 (s), 49.0 (s), 33.7 (s), 30.6 ().
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6.4 Synteza (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-olu
42).

OH

Roztwér zwigzku 41 (2,25 g, 6,95 mmol) w bezwodnym tetrahydrofuranie (300 ml)
odgazowywano przez 15 minut. Nastgpnie w temperaturze pokojowej dodano 1 M
roztwor fluorku tetrabutyloamoniowego w tetrahydrofuranie (17,4 ml). Otrzymang
mieszaning reakcyjna ogrzewano przez noc w temperaturze 65°C. Postep reakcji
monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v).
Po zakonczeniu reakcji, mieszaning reakcyjng rozcienczono wodg (300 ml)
1 ekstrahowano octanem etylu (3 x 300 ml). Potaczone fazy organiczne wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSO4) 1 nastepnie zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (metanol/octan etylu, 0-1%) uzyskujac zwigzek 42 w postaci biatego

osadu (1,34 g, 76,6%).
MS (APCI): m/z 252,7 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.88 (s, 1H), 7.77 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.67 (d,J = 3.7
Hz, 1H), 4.70 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.60-4.40 (m, 1H), 3.52 (tt, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H), 2.04-
1.79 (m, 6H), 1.52-1.29 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 153.1 (s), 151.5 (s), 150.8 (s), 126.6 (s), 117.9 (s), 100.2
(s), 69.5 (s), 52.5 (s), 34.3 (s), 31.0 (s).
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6.5 Synteza  2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-oksy]cykloheksylo]-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny (43).

Do roztworu zwigzku 42 (3,572 g, 14,20 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie
(240 ml) dodano imidazol (2,41 g, 35,3 mmol) i chlorek tert-butylodimetylosililu
(3,21 g, 21,30 mmol) w temperaturze 0°C. Otrzymang mieszaning mieszano przez
1 godzine w temperaturze 0°C, a nastepnie pozwolono doj$¢ do temperatury pokojowe;j
1 mieszano przez noc. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym
(octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng rozcienczono
woda (200 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (3 x 600 ml). Potaczone warstwy
organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSOs) 1 nastgpnie
zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$¢ oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan, 0-15%)

uzyskujac zwigzek 43 w postaci biatego osadu (3,64g, 70%).
MS (APCI): m/z 366,9 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.89 (s, 1H), 7.79 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.69 (d, J=3.6
Hz, 1H), 4.62 — 4.51 (m, 1H), 3.76 (td, J = 10.6, 5.3 Hz, 1H), 2.02 — 1.86 (m, 6H), 1.51
(dd, J=23.5, 10.0 Hz, 2H), 0.89 (s, 9H), 0.08 (s, 6H).

13C NMR (125 MHz, DMSO- ds) 5 151.9 (s), 151.2 (s), 150.7 (s), 128.6 (s), 117.7 (s),
100.0 (5), 69.9 (s), 52.2 (5), 34.4 (s), 30.1 (5), 25.8 (s), 17.8 (5), 4.7 ().
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6.6 Synteza  5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklo-
heksylo]-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyny (47).

Br

O

st
RO

Do roztworu zwigzku 43 (3,48 g, 9,51 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie
(30 ml) dodano N-bromosukcynoimid (3,59 g, 11,50 mmol) w kilku porcjach,
w temperaturze pokojowej. Otrzymang mieszaning mieszano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
rozcienczono woda (1300 ml) i ekstrahowano dichlorometanem (3 x 400 ml). Potaczone
warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (NaxSOs)
1 nastgpnie zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomocg
chromatografii kolumnowejna Zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan, 5-50%)

uzyskujac zwiazek 47 (11,2 g, 75,8%)w postaci bialej substancji state;.
MS (APCI): m/z 445,8 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO- de) 5 8.85 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 4.61 (td, ] = 11.0, 4.3 Hz,
1H), 3.91 — 3.59 (m, 1H), 2.16 — 1.78 (m, 6H), 1.66 — 1.42 (m, 2H), 0.91 (s, 9H), 0.10 (s,
6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO- de) & 153.5 (s), 150.9 (s), 150.7 (s), 128.7 (s), 117.6 (s),
87.7 (s), 70.4 (s), 53.3 (s), 34.9 (s), 30.6 (5), 26.3 (s), 26.3 (5), 18.3 (s), 4.1 (s).
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6.7 Synteza S5-bromo-7-{4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]|cykloheksylo}-7 H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyno-2-aminy (168-184).

Ogolna procedura A

Do roztworu zwiazku 47 (1 eq) w bezwodnym 2-propanolu (M = 0,37 mol/dm?),
w temperaturze pokojowej dodano odpowiednig aming (5 eq) i diizopropyloetyloaming
(1,5 eq mmol). Otrzymang mieszaning mieszano przez noc w temperaturze 95°C. Postep
reakcji monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (metanol/dichlorometan
5:95 v/v). Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu

krzemionkowym uzyskujac pozadany zwigzek.

5-bromo-N-butylo-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylosililo)oksy]-cykloheksylo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (168)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0ogdlng procedura A w postaci bialego osadu
(5,573 g, 96,4%).

MS (ESI): m/z 482,5 [M+H]

'"H NMR (300 MHz, CDCls) 8 8.38 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 4.47 (tt, J= 12.0, 3.7 Hz, 1H),

3.68 (tt, J=10.5, 4.1 Hz, 1H), 3.45 (td, J= 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.11 — 1.92 (m, 4H), 1.86 —
1.33 (m, 8H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.91 (s, J = 3.0 Hz, 9H), 0.09 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 159.30 (s), 151.32 (s), 149.08 (s), 121.94 (s), 110.06
(s), 86.55 (5), 69.98 (5), 52.22 (5), 40.58 (5), 34.66 (5), 31.08 (), 29.68 (5), 25.73 (s), 19.64
(s), 17.78 (s), 13.72 (s), 4.69 (s).
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5-bromo-N-(but-3-en-1-ylo)-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]-
cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (169)

Br

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg A w postaci jasnor6zowego
osadu (40,6 g, 62,8%).
MS (APCI): m/z 480,5 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.34 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 5.88-5.82
(m, 1H), 5.08-4.98 (m, 2H), 4.39-4.34 (m, 1H), 3.72-3.67 (m, 1H), 3.37-3.34 (m, 2H),
2.31 (dd, J = 14.3, 6.9 Hz, 2H), 1.98-1.83 (m, 6H), 1.44-1.37 (m, 2H), 0.86 (s, 9H),
0.05 (s, 6H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 159.2 (s), 151.2 (s), 149.2 (s), 136.5 (s), 128.1
(s), 121.9 (s), 115.8 (s), 110.2 (s), 86.5 (s), 69.9 (s), 40.5 (s), 34.6 (s), 33.3 (s), 29.7
(s),25.7 (s), 17.7 (s), 4.7 (s).

(1r,4r)-4-(5-bromo-2-{[(2,4-dimetoksyfenylo)metyloJamino}-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol (170)

J\/N

Tytulowy zwigzek otrzymano postepujac zgodnie z ogdlng procedurg A w postaci

jasnozoéttego osadu (1,06 g, 79,9%).
MS (APCI): m/z 462 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.36 (s, 1H), 7.23 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.43 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 8.2, 2.4 Hz, 1H), 5.51 (t, ] = 6.0 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 6.2 Hz, 2H),
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4.47 (dd, T =9.8,5.9 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.74 — 3.65 (m, 1H), 2.18 — 1.96
(m, 4H), 1.84 — 1.67 (m, 2H), 1.55 (dd, J = 14.9, 12.2 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 161.07 (s), 160.68 (s), 159.58 (s), 152.94 (s), 149.74 (s),
129.91 (s), 125.75 (s), 122.51 (s), 119.87 (s), 106.01 (s), 97.59 (s), 88.34 (s), 70.89 (s),
56.79 (s), 55.97 (s), 37.12 (s), 32.58 (s), 28.68 (s).
5-bromo-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-N-(4,4,4-
trifluorobutylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-amina (171)

Br

NTX N\

By
o)

si.
R0
Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurag A w postaci kremowego osadu
(6,11 g, 100%).
MS (APCI): m/z 536,5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.36 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.13 (t,J= 5.7 Hz, 1H),
4.46 —4.33 (m, 1H), 3.79 — 3.64 (m, 1H), 3.38 (dd, J = 12.9, 6.7 Hz, 2H), 2.43 —2.19 (m,
2H), 2.06 — 1.71 (m, 8H), 1.54 — 1.33 (m, 2H), 0.88 (s, 9H), 0.07 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 8 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73
(s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 41.83 (s), 33.48 (5), 29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (8), 25.16
(s), 18.59 (s), 2.89 (s).
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N-benzylo-5-bromo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (172)
Br
DR
©/\NH N N?

NI

Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogo6lng procedurg A w postaci jasnozoltego

osadu (325 mg, 36%).
MS (APCI): m/z 5516,5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 8.70 (s, 1H), 7.29 — 7.17 (m, 5H), 7.02 (s, 1H), 4.73
—4.61 (m, 3H), 4.37 (s, 1H), 2.53 (s, 1H), 2.13 — 2.09 (m, 2H), 2.02 — 1.98 (m, 2H), 1.97
— 1.93 (m, 2H), 1.63 — 1.59 (m, 2H), 1.08 — 1.04 (m, 9H), 0.28 — 0.24 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 159.58 (s), 152.94 (s), 149.74 (s), 139.75 (s), 128.55
(s), 127.72 (s), 126.93 (s), 125.75 (s), 119.87 (s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 40.95 (s),
29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (s), 18.59 (s), 2.89 (s).

5-bromo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-/N-[4-
(trimetylosililo)but-3-yn-1-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (173)

\Si/ N/\/E\g
/\/\ Jl\/ N

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci biatego osadu
(3,09 g, 62,5%).
MS (APCI): m/z 550,6 [M+H]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.37 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.07 (t, J= 5.6 Hz, 1H),
4.44 — 436 (m, 1H), 3.77 — 3.67 (m, 1H), 3.44 (dd, J = 13.4, 7.0 Hz, 2H), 2.51 — 2.47 (m,
2H), 1.97 — 1.81 (m, 6H), 1.50 — 1.38 (m, 2H), 0.87 (s, 9H), 0.07 (d, J = 6.6 Hz, 15H).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 159.21 (s), 157.34 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75
(s), 119.73 (s), 88.34 (s), 80.65 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 38.38 (s), 29.19 (5), 28.52 (s),
28.10 (s), 25.76 (s), 18.59 (), 2.89 (5).

5-bromo-N-[2-(dimetyloamino)etylo]-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-
oksy|cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyn-2 -amina (174)

Br

| N AN \
N A
- \/\NH N N

o
Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogoélng procedurg A w postaci kremowe]
substancji statej (1,05 g, 99%).
MS (APCI): m/z 497,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.41 (s, 1H), 6.84 (s, 1H), 5.48 (t, ] = 5.2 Hz, 1H), 4.48
(tt, J=11.9, 3.7 Hz, 1H), 3.74 — 3.62 (m, 1H), 3.53 (dd, J = 11.6, 6.2 Hz, 2H), 2.56 (t, ] =
6.2 Hz, 2H), 2.30 (s, 6H), 2.01 (dd, J = 8.3, 4.9 Hz, 4H), 1.84 — 1.66 (m, 2H), 1.63 — 1.47
(m, 2H), 0.91 (s, 9H), 0.09 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 5 154.10 (s), 124.89 (s), 74.62 (s), 62.36 (s), 56.44 (), 49.47
(s), 43.47 (5), 39.03 (s), 35.03 (s), 30.02 (s), 0.44 (s).

5-bromo-N-(2-cyklopropyloetylo)-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)-
oksy|cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyno-2-amina (175)

Br
N7
|A/E\g
A/\NHJ\N/ N

O

o
Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci biatego osadu
(554 mg, 48,9%).

MS (APCI): m/z 494,5 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.65 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 4.73 (s, 1H), 4.27 (s, 1H),
3.44 —3.34 (m, 3H), 2.12 — 2.05 (m, 4H), 1.96 — 1.92 (m, 3H), 1.78 — 1.74 (m, 2H), 1.64
—1.60 (m, 2H), 1.17 — 1.06 (m, 10H), 0.63 — 0.59 (m, 2H), 0.27 — 0.20 (m, 8H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73
(s), 88.34 (s), 70.83 (5), 55.91 (s), 42.07 (5), 33.12 (s), 29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (s), 18.59
(), 9.82 (s), 8.18 (s), 2.89 (s).

2-({5-bromo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-ylo}amino)etan-1-ol (176)
Br

NTX N\
HO 1
\/\NH N N

Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg A w postaci biatej substancji

statej (810 mg, 81%).
MS (APCI): m/z 470,4 [M+H]

H NMR (300 MHz, CDCLs) 5 8.31 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 5.56 (s, 1H), 4.36 (tt, J = 1 1.8,
3.6 Hz, 1H),3.79 (dd, ] = 5.4, 4.1 Hz, 2H), 3.64 — 3.51 (m, 3H), 3.24 (s, 1H), 2.09 — 2.08
(m, 1H), 1.99 — 1.88 (m, 4H), 1.73 — 1.41 (m, 4H), 0.83 — 0.79 (m, 9H), 0.01 — -0.02 (m,
6H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73 (s),
88.34 (s), 70.83 (s), 60.68 (s), 55.91 (s), 41.93 (s), 29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (s), 18.59
(s), 2.89 (s).
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5-bromo-N-(2-metanosulfonyloetylo)-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylo-
sililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyno-2-amina (177)
Br

N X
o/ I3
d SSNH N N

Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg A w postaci jasnor6zowego
osadu (297,7 mg, 49,8%).
MS (APCI): m/z 532,5 [M+H]

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8.66 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 4.67 (s, 1H), 4.43 (s, 1H),
3.94 (d, J= 7.7 Hz, 2H), 3.63 — 3.59 (m, 2H), 3.06 — 3.02 (m, 3H), 2.10 — 2.06 (m, 1H),
2.04 —2.00 (m, 2H), 2.00 — 1.96 (m, 2H), 1.77 — 1.73 (m, 2H), 1.69 (s, 1H), 1.10 — 1.06
(m, 9H), 0.26 — 0.22 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de)  159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73
(s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 52.36 (s), 39.75 (5), 29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (s), 18.59
(s), 2.89 (s).

tert-butylo-N-[3-({5-bromo-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylosililo)oksy]-cyklo-
heksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-ylo}amino)propylo]karbaminian (178)

Br

(0] NI N N\

><O)J\NH/\/\NHJ\N/ N
o

Si
A

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci biatego osadu
(510,5 mg, 39%).

MS (APCI): m/z 583,7 [M+H]"
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TH NMR (300 MHz, CDCLs) 5 8.43 (s, 1H), 6.88 (s, 1H), 5.25 (s, 1H), 4.98 (s, 1H), 4.51
(ddd, J=11.6, 7.9, 3.6 Hz, 1H), 3.77 — 3.64 (m, 1H), 3.55 (dt, J= 9.0, 4.5 Hz, 2H), 3.26
(q,J = 6.3 Hz, 2H), 2.05 (d, J = 4.0 Hz, 4H), 1.81 (dt, J= 11.8, 5.9 Hz, 3H), 1.75 — 1.54
(m, 4H), 1.49 (s, 9H), 0.96 — 0.91 (m, 9H), 0.13 — 0.09 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 159.21 (s), 157.34 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s),
119.73 (s), 88.34 (s), 80.65 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 38.38 (), 29.19 (s), 28.52 (s), 28.10
(s), 25.76 (s), 18.59 (s), 2.89 (s).
5-bromo-N-propylo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (179)

Br

PR
\/\NHJ\N/ N

Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci biatej substancji

statej (6,514 g, 100%).
MS (APCI): m/z 468,7 [M+H]"

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.34 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 6.97 (t,J = 5.6 Hz, 1H),
4.45-431 (m, 1H), 3.71 (dd, J = 12.6, 8.8 Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 13.9, 6.1 Hz, 2H), 2.06
—1.76 (m, 6H), 1.57 (dt, ] = 14.4, 7.4 Hz, 2H), 1.51 — 1.30 (m, 2H), 0.94 — 0.82 (m, 12H),
0.06 (s, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73
(s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 43.46 (s), 29.19 (s), 28.10 (s), 25.76 (s), 22.40 (s), 18.59
(s), 11.70 (s), 2.89 (s).
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5-bromo-N-cyklopropylo-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklo-
heksylo]|-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (180)
Br

AT

NH °N

Si
A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogo6lng procedurg A w postaci bezowego osadu
(573 mg, 80%).
MS (APCI): m/z 466,5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.69 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 4.67 (s, 1H), 4.37 (s, 1H),
2.40 (s, 1H), 2.12 — 1.99 (m, 3H), 1.99 — 1.93 (m, 3H), 1.71 (s, 1H), 1.63 — 1.59 (m, 2H),
1.09 — 1.05 (m, 9H), 0.72 — 0.68 (m, 2H), 0.60 — 0.56 (m, 2H), 0.28 — 0.24 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 158.62 (s), 154.35 (s), 152.20 (s), 125.75 (s), 120.41
(s), 88.34 (s), 70.83 (s), 55.91 (s), 29.19 (), 28.10 (s), 25.76 (5), 23.04 (s), 18.59 (s), 9.05
(s), 2.89 (s).

5-bromo-N-[3-(propan-2-yloksy)propylo]-7-[(1r,4r)-4-|(tert-butylodimetylo-
sililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyno-2-amina (181)

Br

SR
)\O/\/\NHJ\N/ N

Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedura A w postaci jasnozottej

substancji stalej (465 mg, 78,7%).
MS (ESI): m/z 526,6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDsOD) § 8.26 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 4.46 (ddd, J = 15.8, 10.7, 5.1
Hz, 1H), 3.82 — 3.69 (m, 1H), 3.57 (ddd, J = 10.0, 9.2, 5.0 Hz, 3H), 3.48 (t, J = 6.8 Hz,
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2H), 2.04 — 1.82 (m, 9H), 1.50 (dt, J=11.1, 9.4 Hz, 2H), 1.16 — 1.12 (m, 6H), 0.90 — 0.88
(m, 9H), 0.09 — 0.07 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) 5 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73 (s),
88.34 (s), 73.30 (s), 70.83 (s), 65.39 (s), 55.91 (s), 39.30 (s), 31.67 (s), 29.19 (s), 28.10
(s), 25.76 (s), 23.63 (s), 18.59 (s), 2.89 (s).

3-({5-bromo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy|cykloheksylo]-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-ylo}amino)propanonitryl (182)

Br

NQ\/\ Jl\/ N

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0ogdlng procedura A w postaci bialego osadu
(184,5 g, 17,2%).
MS (APCI): m/z 479,5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.41 (s, 1H), 7.43 (s, 1H), 7.33 (t,J= 5.8 Hz, 1H),
443 (t,J=10.5 Hz, 1H), 3.72 (t, J= 10.4 Hz, 1H), 3.56 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 2.80 (t, J =
6.5 Hz, 2H), 2.06 — 1.77 (m, 6H), 1.43 (dd, J = 22.8, 10.4 Hz, 2H), 0.88 (s, 9H), 0.07 (s,
6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (), 138.87 (s), 132.27
(s), 130.49 (s), 127.68 (s), 119.35 (s), 114.35 (s), 113.64 (s), 68.06 (), 55.11 (s), 35.81
(), 30.58 (s), 27.23 (s), 16.21 (s).
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5-bromo-N-(2-metoksyetylo)-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]-
cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-amina (183)

Br

DR
N N

/OV\NHJ\
o)

0
N

A0
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci pomaranczowego
oleju (280 mg, 51,5%).
MS (ESI): m/z 484,5 [M+H]"
'TH NMR (300 MHz, CDCl3) 6 8.33 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 5.27 (t, ] = 5.3 Hz, 1H), 4.48 —
4.31 (m, 1H), 3.66 — 3.49 (m, SH), 3.40 (s, 1H), 3.31 (s, 3H), 1.99 — 1.87 (m, 4H), 1.74 —
1.57 (m, 2H), 1.55 — 1.40 (m, 2H), 0.83 — 0.80 (m, 9H), 0.02 —-0.02 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 166.37 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 139.74 (s),
138.54 (s), 130.06 (s), 129.02 (s), 116.56 (s), 114.35 (s), 113.72 (s), 73.67 (s), 68.06 (s),
57.81 (s), 55.11 (s), 45.55 (s), 39.53 (5), 30.58 (s), 27.23 (s), 24.97 (5), 23.31 ().

(25)-2-({5-bromo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy|cykloheksylo]-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-yl}amino)pentan-1-ol (184)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg A w postaci biatej substancji

statej (799,5 mg, 69,5%).
MS (APCI): m/z 512,5 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.33 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 6.53 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
457 (t,J=5.6 Hz, 1H), 438 (t, J= 11.4 Hz, 1H), 3.97 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 3.72 (t, ] =
10.5 Hz, 1H), 3.54 — 3.44 (m, 1H), 3.40 (dd, J = 10.9, 5.4 Hz, 1H), 1.93 (dd, ] = 24.4,
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12.7 Hz, 6H), 1.66 — 1.51 (m, 1H), 1.51 — 1.21 (m, SH), 0.96 — 0.81 (m, 12H), 0.07 (s,
6H).

13C (75 MHz, DMSO-ds) & 158.62 (s), 154.35 (s), 152.20 (s), 125.75 (s), 120.41 (s),
88.34 (5), 68.06 (s), 64.76 (s), 55.11 (s), 54.21 (s), 32.97 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 19.07
(s), 14.23 (s).

6.8 Synteza pochodnych poprzez reakcje sprzegania Suzukiego-Miyaury (ogolna
procedura B) oraz odbezpieczenie grupy hydroksylowej (ogolna procedura C)

(49 — 165).

Ogolna procedura B

W kolbie okraglodennej umieszczono odpowiednig aming (1 eq), odpowiedni kwas
boronowy lub ester  pinakolowy  kwasu  boronowego (1,1 eq),
tetrakis(trifenylofosfino)pallad(0) lub  [1,1'-bis(difenylofosfino)ferroceno]dichloro-
pallad(II), kompleks z dichlorometanem (0,05 eq), weglan cezu (3 eq) oraz mieszaning
dioksan : woda (4:1 v/v, M = 0,08 mol/dm?). Otrzymana mieszanine mieszano przez noc
w temperaturze 100°C. Postgp reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym. Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjng przesaczono przez celit
na lejku Scotta G4, przemywajac dichlorometanem. Przesacz rozcienczono
dichlorometanem (150 ml), a nastgpnie ekstrahowano nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu (100 ml) oraz woda (100 ml). Warstwe organiczng wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu (NaxSOs) 1 zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Pozostalos¢ oczyszczano za pomoca chromatografii  kolumnowej na zelu

krzemionkowym uzyskujac pozadany zwiazek.

Ogolna procedura C

Do roztworu odpowiedniego zwigzku uzyskanego poprzez sprzeganie Suzukiego-
Miyaury (1 eq) w mieszaninie CH;OH/DCM (1 : 4, v/v, M = 0,04 mol/dm?®) dodano 4M
roztwor kwasu chlorowodorowego w dioksanie (6 eq). Otrzymang mieszaning mieszano
przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej. Postep reakcji monitorowano metodg TLC
na zelu krzemionkowym. Mieszaning reakcyjng rozcienczono 1M roztworem
wodorotlenku sodu i ekstrahowano trzykrotnie dichlorometanem. Warstwe organiczng
wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu (Na;SO4) 1 zat¢zono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostatlo$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym uzyskujac pozadany zwigzek.
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(1r,4r)-4-]2-(butyloamino)-5-(1 H-pirazol-4-ilo)-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (49)

N~

y NH
—
D8
/\/\NHJ\N/ N

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozielonego osadu (75,2 mg, 55%).
MS (APCI): m/z 355,4 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CD:OD) § 8.58 (s, 1H), 7.88 (s, 2H), 7.27 (s, 1H), 4.51 (dd, J =
10.4, 5.5 Hz, 1H), 3.78 — 3.62 (m, 1H), 3.44 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.18 — 1.91 (m, 6H), 1.71
— 1.59 (m, 2H), 1.48 (td, J= 14.6, 7.1 Hz, 4H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD3OD) 5 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 138.26 (s), 124.30 (s),
117.47 (s), 116.27 (s), 114.98 (s), 114.66 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (5),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{1-[2-(dimetyloamino)etylo|-1H-pirazol-4-ilo}-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-o0l (50)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (210,3 mg, 43,7%).
MS (APCI): m/z 426,6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.62 (s, 1H), 7.71 (d, J= 0.7 Hz, 1H), 7.68 (d,J= 0.6 Hz,
1H), 6.93 (s, 1H), 5.17 (s, 1H), 4.60 — 4.44 (m, 1H), 4.29 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.84 — 3.71
(m, 1H), 3.55 — 3.42 (m, 2H), 2.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.32 (s, 6H), 2.23 — 2.05 (m, 4H),
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1.98 —1.79 (m, 2H), 1.63 (dt, J=26.5, 10.9 Hz, 2H), 1.54 — 1.34 (m, 4H), 0.99 (t,J=7.3
Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40 (s),
115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 58.43 (), 55.11 (s), 48.61 (s), 45.66 (s), 41.53
(), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-{1-|2-(dimetyloamino)etylo]-1H-pira-zol-4-
ilo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-o0l (51)

&
/N\N/\/ ~

—
D8
NNHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (94,3 mg, 64%).
MS (APCI): m/z 424,8 [M+H]"

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.73 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.37 (s, 1H),
6.73 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 5.87 (ddd, J=17.1, 6.8, 3.5 Hz, 1H), 5.05 (dd, J=35.3, 13.7 Hz,
2H), 4.70 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.37 (ddd, J = 15.4, 10.4, 5.0 Hz, 1H), 4.19 (t, J= 6.5 Hz,
2H), 3.53 (dd, J = 14.9, 10.7 Hz, 1H), 3.49 — 3.42 (m, 2H), 2.69 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.33
(dd, J = 14.1, 7.0 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H), 1.96 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 1.93 — 1.82 (m, 4H),
1.35 (ddd, J = 23.3, 12.0, 4.5 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de) & 158.8 (s), 152.0 (s), 149.8 (s), 136.7 (s), 135.8 (),
126.4 (3), 117.9 (5), 115.9 (5), 114.6 (5), 109.1 (s), 106.2 (s), 68.0 (s), 58.5 (5), 51.7 (s),
49.3 (s), 45.0 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.5 (s), 30.1 (s).

179



(1r,4r)-4-{2-|(but-3-yn-1-ylo)amino]-5-{1-[2-(dimetyloamino)etylo]-1H-pira-zol-4-
ilo}-7H-pirolo|2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (52)

|
N /\/N\
7 N

—

S
//\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (29,5 mg, 61%).
MS (APCI): m/z 422,2 [M+H]"

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.76 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.79 — 7.73 (m, 1H), 7.39
(s, 1H), 6.87 (t, J= 5.9 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.43 —4.32 (m, 1H), 4.19 (t, J
= 6.6 Hz, 2H), 3.58 — 3.49 (m, 1H), 3.45 (dd, J = 13.4, 7.1 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 2.6 Hz,
1H), 2.68 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.49 — 2.43 (m, 2H), 2.18 (s, 6H), 2.01 — 1.83 (m, 6H), 1.36
(ddd, J=16.7, 12.2, 5.5 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 158.4 (s), 151.9 (5), 149.9 (s), 135.7 (s), 128.8 (s),
128.2 (), 126.4 (s), 125.3 (s), 118.1 (5), 114.5 (s), 109.4 (), 106.3 (s), 68.0 (s), 58.6 (s),
51.8 (s), 49.4 (s), 45.1 (s), 40.4 (5), 34.5 (s), 30.1 (5), 23.0 (s), 18.6 (5).

(1r,4r)-4-|2-(benzyloamino)-5-{1-[2-(dimetyloamino)etylo]-1H-pirazol-4-ilo}-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-o0l (53)

|

N /\/N\
y N

A {
o)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (5,3 mg, 19,7%).

MS ESI: m/z 460,6 [M+H]"
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H NMR (300 MHz, CD30D) 5 8.61 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.76 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.43
—7.38 (m, 2H), 7.29 (dt, J = 6.0, 2.7 Hz, 2H), 7.24 (s, 1H), 7.22 — 7.15 (m, 1H), 4.61 (s,
2H), 4.50 — 4.36 (m, 1H), 4.30 (t, J= 6.7 Hz, 2H), 3.73 — 3.58 (m, 1H), 2.84 (t, J= 6.7
Hz, 2H), 2.30 (s, 6H), 2.05 (d, J= 12.4 Hz, 2H), 1.92 (dt, J= 9.0, 4.5 Hz, 4H), 1.56 —
1.40 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD3OD) 5 158.47 (s), 152.43 (s), 148.84 (s), 140.44 (s), 136.41 (5),
118.71 (s), 115.34 (s), 110.07 (s), 106.66 (s), 68.89 (s), 58.40 (s), 52.76 (s), 49.18 (s),
45.04 (s), 44.13 (s), 33.97 (s), 29.78 (s).

(1r,4r)-4-{5-[1-(2-aminoetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-2-(butyloamino)-7 H-pirolo-[2,3-
d]pirymidyn-7-yl }cykloheksan-1-ol (54)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (7,9 mg, 85,6%).
MS (APCI): m/z 398,4 [M+H]

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.73 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.35 (s, 1H),
6.72 (t,J= 5.7 Hz, 1H), 4.66 (d,J=4.3 Hz, 1H), 4.42 — 4.31 (m, 1H), 4.08 (t, J= 6.3 Hz,
2H), 3.53 (dt, J = 8.6, 4.8 Hz, 1H), 3.32 (d, J= 7.6 Hz, 4H), 2.95 (t, J= 6.2 Hz, 2H), 1.98
(t,J=15.0 Hz, 2H), 1.88 (t, /= 11.0 Hz, 4H), 1.55 (dt, J = 14.7, 7.4 Hz, 2H), 1.36 (dd, J
=14.7, 7.4 Hz, 4H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de) § 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40
(s), 115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 53.02 (s), 41.53 (5), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(2,2,2-trifluoroetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (55)
F
/N\N/?LF
N
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OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (163,7 mg, 40,3%).
MS (APCI): m/z 437,5 [M+H]

H NMR (300 MHz, CDCL3) 5 8.60 (s, 1H), 7.78 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.68 (s, 1H), 6.97
(s, 1H), 5.17 (s, 1H), 4.75 (q, J = 8.4 Hz, 2H), 4.59 — 4.45 (m, 1H), 3.86 — 3.67 (m, 1H),
3.48 (dd, J=12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.13 (t, J = 13.3 Hz, 4H), 1.92 — 1.78 (m, 2H), .72 — 1.53
(m, 4H), 1.52 — 1.40 (m, 2H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (5), 153.84 (s), 136.05 (s), 123.28 (s),
119.56 (s), 114.77 (s), 113.59 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 56.55 (s), 55.11 (s), 41.53 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino]-5-[1-(2,2,2-trifluoroetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (56)

F
N-
—
NN N\
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OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego

osadu (9,5 mg, 27,5%).

MS (APCI): m/z 425,4 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CD30D) § 8.61 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.88 (d, J = 0.7 Hz, 1H), 7.35
(s, 1H), 4.96 (q, ] = 8.7 Hz, 2H), 4.60 — 4.43 (m, 1H), 3.77 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.74 — 3.64
(m, 1H), 3.58 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.16 — 1.88 (m, 6H), 1.63 — 1.43 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) 5 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 136.05 (s), 123.28 (5),
119.56 (s), 114.77 (s), 113.59 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 60.68 (s), 56.55 (s), 55.11 (5),
41.93 (s), 30.58 (s), 27.23 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(difluorometylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7 H-pirolo-[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (57)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego

osadu (152,2 mg, 41%).
MS (APCI): m/z 405,4 [M+H]

H NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.61 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.85 (d, /= 0.6 Hz, 1H), 7.26
—7.20 (m, 1H), 7.02 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 5.17 (s, 1H), 4.60 — 4.44 (m, 1H), 3.77 (td, J =
10.9, 5.5 Hz, 1H), 3.55 — 3.40 (m, 2H), 2.24 — 2.04 (m, 5H), 1.98 — 1.76 (m, 3H), 1.72 —
1.40 (m, 7H), 1.03 — 0.92 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (5), 153.84 (s), 134.83 (s), 129.28 (s),
114.77 (s), 108.19 (s), 107.30 (), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23
(s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]|-5-[1-(difluorometylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2, 3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (58)

F
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (73,1 mg, 49,4%).
MS (APCI): m/z 403,7 [M+H]"

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.82 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.78 (t, J =
59.3 Hz, 1H), 7.59 (s, 1H), 6.81 (t, J=5.7 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J=17.1, 10.3, 6.8 Hz, 1H),
5.15 — 4.98 (m, 2H), 4.71 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.44 — 4.32 (m, 1H), 3.60 — 3.47 (m, 1H),
3.47 — 3.38 (m, 2H), 2.34 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 2H), 1.97 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 1.93 —
1.83 (m, 4H), 1.42 — 1.30 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de) & 158.9 (s), 152.2 (s), 150.0 (s), 140.1 (s), 136.6 (5),
123.7 (s), 119.6 (s), 117.8 (s), 115.9 (5), 110.6 (s), 108.7 (s), 104.4 (s), 68.1 (s), 51.9 (s),
40.6 (s), 34.4 (s), 33.5 (), 30.1 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-5-[1-(difluorometylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2, 3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (59)
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Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (32,8 mg, 64%).

MS (APCI): m/z 401,8 [M+H]"
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.85 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.79 (t, J =
59.4 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 6.95 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.67 (d, J=4.5 Hz, 1H), 4.44 — 4.35
(m, 1H), 3.53 (dd, /= 15.1, 10.6 Hz, 1H), 3.46 (dd, J=13.4, 7.0 Hz, 2H), 2.80 (t,J=2.5
Hz, 1H), 2.48 — 2.44 (m, 2H), 1.97 (d, J=11.6 Hz, 2H), 1.94 — 1.84 (m, 4H), 1.44 — 1.32
(m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 159.2 (s), 152.7 (s), 150.6 (s), 140.6 (s), 124.3 (s),
120.4 (s), 118.3 (s), 112.8 (s), 109.5 (s), 105.0 (s), 83.3 (s), 72.4 (s), 52.5 (s), 41.0 (s),
35.0 (s), 30.7 (5), 19.2 ().

(1r,4r)-4-{5-[1-(difluorometylo)-1H-pirazol-4-ilo]-2-[(2-hydroksyetylo)amino|-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (60)

F
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—

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci kremowego

osadu (186,2 mg, 34,9%).
MS (APCI): m/z 393,4 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.83 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.18 (d, J = 0.5 Hz, 1H),
7.62 (s, 1H), 6.68 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.74 — 4.61 (m, 2H), 4.47 — 4.31 (m, 1H), 3.62 —
3.48 (m, 3H), 3.42 (s, 2H), 1.94 (dd, J = 20.9, 9.2 Hz, 6H), 1.35 (dd, J= 19.7, 11.5 Hz,
2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 134.83 (s), 129.28
(s), 114.77 (s), 108.19 (s), 107.30 (s), 68.06 (s), 60.68 (s), 55.11 (s), 41.93 (s), 30.58 (s),
27.23 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(2-metoksyetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7 H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl]cykloheksan-1-ol (61)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg B oraz C w postaci zottej

zywicy (17,9 mg, 3,35%).
MS (APCI): m/z 413,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.56 (s, 1H), 7.66 (dd, J = 9.7, 0.8 Hz, 2H), 6.92 (s, 1H),
5.32 (s, 1H), 4.48 (ddd, J=11.9, 8.2, 3.8 Hz, 1H), 4.34 — 4.27 (m, 2H), 3.74 (dd, J = 1 1.6,
6.7 Hz, 3H), 3.46 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 3.33 (d, J= 1.8 Hz, 3H), 2.10 (t, J = 14.0 Hz,
4H), 1.82 (dt, J=15.8, 6.5 Hz, 2H), 1.69 — 1.52 (m, 4H), 1.50 — 1.37 (m, 3H), 0.95 (t, J =
7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 157.54 (s), 152.80 (s), 146.82 (s), 136.83 (s), 126.54 (s),
118.36 (s), 114.52 (s), 110.19 (s), 107.50 (s), 71.06 (s), 69.64 (s), 58.88 (s), 52.15 (s),
41.32 (s), 34.39 (s), 31.56 (s), 30.35 (s), 29.52 (s), 22.51 (s), 20.00 (s), 13.70 (s), 0.84 (5).

2-{4-|2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-5-ylo]-1H-pirazol-1-octan sodu (62)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (9,5 mg, 36,5%).

MS (APCI): m/z 434,5 [M+H]-
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IH NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 8.70 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.40 (s, 1H),
6.76 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.93 (s, 2H), 4.45 — 4.31 (m, 1H), 3.60 — 3.46 (m, 1H), 3.32 (dd,
J=132, 6.7 Hz, 2H), 2.04 — 1.82 (m, 6H), 1.61 — 1.49 (m, 2H), 1.44 — 1.28 (m, 4H), 0.92
(t,J=7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 173.42 (5), 158.40 (), 155.35 (), 153.84 (s), 137.25
(s), 121.58 (s), 115.08 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 50.36 (s), 41.53 (), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.02 ().

Kwas 2-{4-[2-(cyklopropyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-5-ylo]-1H-pirazol-1-ilo}octowy (63)
OH
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego
osadu (79,5 mg, 69,5%).
MS (APCI): m/z 397,4 [M+H]
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.74 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.44 (s, 1H),
6.99 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 4.95 (s, 2H), 4.66 (s, 1H), 4.49 —4.33 (m, 1H), 3.61 —3.47 (m,

1H), 2.83 — 2.70 (m, 1H), 2.03 — 1.83 (m, 6H), 1.45 — 1.23 (m, 2H), 0.71 — 0.62 (m, 2H),
0.52 — 0.44 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 170.14 (s), 159.01 (s), 155.93 (s), 154.55 (s), 137.25
(s), 121.58 (s), 115.65 (s), 114.98 (s), 114.71 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (5), 52.68
(s), 30.58 (5), 27.23 (s), 23.04 (s), 9.05 (s).
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Kwas 2-(4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-piro-
lo[2,3-d]pirymidyn-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)octowy (64)

oH
N
PN
_ o
B8
NNHJ\N/ N

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (8,2 mg, 32,2%).
MS (APCI): m/z 411,5 [M+H]"

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.03 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.80 (s, 1H),
7.41 (s, 1H), 6.76 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 5.95 — 5.81 (m, 1H), 5.05 (dd, J = 36.4, 13.6 Hz,
2H), 4.94 (s, 2H), 4.66 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.38 (dt, J = 15.1, 4.7 Hz, 1H), 3.53 (dd, J =
12.7,8.9 Hz, 1H), 3.38 (dd, J= 13.3, 6.7 Hz, 2H), 2.34 (dd, J = 14.2, 7.1 Hz, 2H), 2.00 —
1.82 (m, 6H), 1.36 (dd, J = 20.9, 9.5 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO- d¢) § 169.6 (s), 158.8 (s), 152.0 (s), 149.6 (s), 136.7 (s),
136.5 (s), 127.5 (s), 118.1 (s), 115.9 (s), 115.2 (s), 109.1 (s), 106.0 (s), 68.0 (s), 52.6 (s),
51.8 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.5 (s), 30.1 (s).
Kwas 2-(4-{2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-piro-
lo[2,3-d]pirymidyn-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)octowy (65)

OH
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_— (6]

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (6,8 mg, 50,1%).

MS (APCI): zwigzek nie jonizowal
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H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.04 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.81 (s, 1H),
7.44 (s, 1H), 6.89 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.94 (s, 2H), 4.66 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.38 (ddd, J
=15.6, 10.0, 5.3 Hz, 1H), 3.58 — 3.49 (m, 1H), 3.45 (dd, J = 13.3, 6.9 Hz, 2H), 2.79 (s,
1H), 2.47 (s, 2H), 2.02 — 1.84 (m, 6H), 1.36 (dt, J = 13.1, 8.4 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 170.14 (s), 158.40 (s), 155.35 (), 153.84 (s), 137.25
(s), 121.58 (s), 115.08 (s), 108.19 (s), 82.35 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 52.68 (5), 37.85 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 18.95 (s).

3-{4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]-1H-pirazol-1-ylo}propanian metylu (66)

/\/u\o/
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedurg B oraz C w postaci bragzowe;j

zywicy (50,6 mg, 44,8%).
MS (APCI): m/z 441,5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.61 (s, 1H), 7.70 (d, J= 0.7 Hz, 1H), 7.64 (d, J=0.7 Hz,
1H), 6.91 (s, 1H), 4.99 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 4.47 (t, J = 6.6 Hz,
2H), 3.78 (dd, J= 9.5, 5.4 Hz, 1H), 3.73 — 3.67 (m, 3H), 3.48 (dt, J = 12.9, 6.4 Hz, 2H),
2.95 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.12 (t, J = 13.9 Hz, 4H), 1.93 — 1.78 (m, 2H), 1.69 — 1.54 (m,
4H), 1.52 — 1.40 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 172.50 (s), 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s),
125.40 (s), 115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 51.82 (s), 45.78 (s),
41.53 (s), 33.27 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (5), 14.02 (s).
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3-(4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino|-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)propanian metylu (67)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (54 mg, 50,8%).
MS (APCI): m/z 439,8 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.72 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.37 (s, 1H),
6.73 (t,J= 5.7 Hz, 1H), 5.87 (ddt, J= 17.0, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.13 — 4.97 (m, 2H), 4.69
(d, J= 4.5 Hz, 1H), 4.41 — 4.32 (m, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.57 — 3.48 (m, 1H), 3.47 — 3.38
(m, 2H), 2.92 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.38 — 2.30 (m, 2H), 1.96 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 1.92 —
1.83 (m, 4H), 1.35 (qd, J = 12.0, 4.9 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) § 172.50 (s), 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71
(s), 134.10 (s), 125.40 (s), 117.05 (s), 115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11
(s), 51.82 (s), 45.78 (s), 33.83 (5), 33.27 (s), 30.58 (s), 27.23 (s).

Kwas 3-{4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]-1H-pirazol-1-il}propanowy (68)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (11,2 mg, 25,7%).

MS (APCI): m/z 427,5 [M+H]"
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H NMR (300 MHz, CD;0D) § 8.57 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.28 (s, 1H),
4.64 — 4.37 (m, 3H), 3.81 — 3.60 (m, 1H), 3.43 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 2.10 (d, J= 11.1 Hz, 2H), 2.05 — 1.89 (m, 4H), 1.65 (dt, J = 14.8, 7.3 Hz, 2H), 1.59
— 1.37 (m, 4H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD:0D) & 174.45 (s), 158.40 (), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s),
125.40 (s), 115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 48.25 (s), 41.53 (s),
31.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).

Kwas 3-(4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-piro-
lo[2,3-d]pirymidyn-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)propanowy (69)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (35,3 mg, 76,8%).
MS (APCI): m/z 425,5 [M+H]"

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 12.35 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.77 (s, 1H),
7.37 (s, 1H), 6.75 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J = 17.1, 10.2, 6.8 Hz, 1H), 5.14 — 4.98
(m, 2H), 4.66 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.41 — 4.35 (m, 1H), 4.32 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.57 —
3.48 (m, 1H), 3.38 (dd, J = 13.4, 6.8 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (dd, J= 14.1,
7.1 Hz, 2H), 1.96 (d, /= 11.9 Hz, 2H), 1.89 (t, J = 10.7 Hz, 4H), 1.41 — 1.30 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 172.2 (), 158.8 (5), 152.0 (s), 149.8 (s), 136.7 (s),
136.1 (s), 126.3 (s), 118.0 (s), 115.9 (5), 114.7 (), 109.1 (), 106.1 (s), 68.1 (s), 51.8 (s),
47.1 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 34.4 (s), 33.6 (), 30.1 (s).
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2-(4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn- 5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)octan etylu (70)

o~
Y
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci
jasnozottego osadu (32,5 mg, 37,6%).
MS (APCI): m/z 439,8 [M+H]

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.70 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.42 (s, 1H),
6.75 (t,J = 5.6 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J=17.1, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.09 (dd, /= 17.2, 1.9 Hz,
1H), 5.05 (s, 2H), 5.03 — 5.00 (m, 1H), 4.70 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.38 (ddd, /= 15.4, 10.7,
5.1 Hz, 1H), 4.16 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 3.58 — 3.49 (m, 1H), 3.49 — 3.41 (m, 2H), 2.38 —
2.29 (m, 2H), 1.96 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 1.93 — 1.83 (m, 4H), 1.42 — 1.31 (m, 2H), 1.22
(t,J=7.1 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 167.75 (s), 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 137.25
(s), 134.10 (s), 121.58 (s), 117.05 (s), 115.08 (s), 108.19 (s), 68.06 (5), 61.18 (s), 55.11
(s), 47.34 (s), 33.83 (s), 30.58 (5), 27.23 (s), 14.70 (s).

(1r,4r)-4-12-(butyloamino)-5-[1-(1-etoksyetylo)-1 H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl]cykloheksan-1-o0l (71)

)\/\
P
—

PR
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (112,4 mg, 42,3%).

MS (APCI): m/z 427,6 [M+H]"
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H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8.79 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.43 (s, 1H),
6.75 (s, 1H), 5.54 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.47 — 4.30 (m, 1H), 3.60
—3.50 (m, 1H), 3.44 (dd, J = 9.6, 7.0 Hz, 1H), 3.37 — 3.26 (m, 2H), 3.23 (dd, /= 9.6, 7.1
Hz, 1H), 2.05 — 1.82 (m, 6H), 1.64 (d, J= 6.0 Hz, 3H), 1.61 — 1.49 (m, 2H), 1.36 (dd, J =
14.7, 7.4 Hz, 4H), 1.04 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 137.00 (s), 128.06
(s), 114.77 (s), 110.19 (s), 108.19 (s), 85.49 (s), 68.06 (s), 65.51 (s), 55.11 (), 41.53 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 18.08 (s), 15.53 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(2-metanosulfonyloetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-yl |cykloheksan-1-ol (72)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (61 mg, 69,3%).
MS (APCI): m/z 461,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.59 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.69
— 4.62 (m, 2H), 4.58 — 4.44 (m, 1H), 3.82 — 3.72 (m, 1H), 3.68 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.47
(t, J= 7.0 Hz, 2H), 2.55 (s, 3H), 2.21 — 2.05 (m, 4H), 1.95 — 1.78 (m, 2H), 1.69 — 1.55
(m, 4H), 1.53 — 1.40 (m, 3H), 1.34 (s, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40 (s),
115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (), 68.06 (s), 55.11 (s), 48.26 (s), 43.72 (s), 41.53 (s), 40.13
(), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[1-(2-metanosulfonyloetylo)-1H-pira-zol-4-
ilo]-7H-pirolo| 2,3-d]|pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (73)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (53,4 mg, 76,7%).
MS (APCI): m/z 459,8 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8.75 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.41 (s, 1H),
6.77 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J= 17.0, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.19 — 4.96 (m, 2H), 4.69
(d,J=4.5Hz, 1H), 4.56 (t, J= 6.8 Hz, 2H), 4.46 — 4.25 (m, 1H), 3.74 (t, J = 6.8 Hz, 2H),
3.53 (td, J=11.0, 5.9 Hz, 1H), 3.43 — 3.24 (m, 2H), 2.86 (s, 3H), 2.36 (d, J = 6.9 Hz, 2H),
1.92 (dd, J = 23.8, 10.9 Hz, 6H), 1.35 (dt, /= 15.5, 9.7 Hz, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 158.8 (s), 152.0 (s), 149.9 (s), 136.7 (s), 136.6 (s),
126.8 (5), 118.1 (s), 115.9 (s), 115.3 (s), 109.1 (s), 105.9 (s), 68.1 (s), 53.3 (5), 51.8 (s),
45.2 (s), 40.7 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.5 (s), 30.1 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1-metanosulfonylo-1H-pirazol-4-ilo)-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (74)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (58,2 mg, 56,4%).

MS (APCI): m/z 433,5 [M+H]-
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H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.86 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.69 (s, 1H),
6.84 (t, J= 5.8 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.49 — 4.31 (m, 1H), 3.61 — 3.45 (m,
4H), 3.32 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 1.94 (dd, J = 20.4, 9.9 Hz, 6H), 1.61 — 1.49 (m, 2H), 1.36
(dd, J= 14.6, 7.2 Hz, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 158.40 (s), 155.35 (5), 153.84 (5), 142.72 (5), 125.64
(s), 119.18 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 40.81 (5), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.02 ().

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(2-hydroksy-2-metylopropylo)-1H-pirazol-4-ilo]-
7H-pirolo|[2,3-d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (75)

}\] \N/%OH

—
S
/\/\NHJ\N/ N

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego
osadu (80 mg, 66,3%).
MS (APCI): m/z 427,6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.61 (s, 1H), 7.75 (d, J= 0.7 Hz, 1H), 7.61 (d,J=0.7 Hz,
1H), 6.93 (s, 1H), 4.96 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.59 — 4.45 (m, 1H), 4.11 (s, 2H), 3.83 — 3.69
(m, 1H), 3.48 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.12 (t, J = 14.7 Hz, 4H), 1.96 — 1.78 (m, 2H),
1.63 (dd, J= 14.5, 7.6 Hz, 4H), 1.52 — 1.38 (m, 2H), 1.21 (s, 6H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 136.05 (s), 119.56 (s),
114.77 (s), 113.59 (s), 108.19 (5), 70.18 (s), 68.06 (3), 63.43 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87
(s), 30.58 (s), 27.49 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1-cyklobutylo-1H-pirazol-4-ilo)-7 H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (76)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (91,7 mg, 25,2%).
MS (APCI): m/z 409,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.61 (s, 1H), 7.71 (d, J= 0.7 Hz, 1H), 7.62 (d, J=0.7 Hz,
1H), 6.91 (s, 1H), 5.05 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.87 — 4.72 (m, 1H), 4.59 — 4.43 (m, 1H), 3.84
—3.69 (m, 1H), 3.47 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.55 (ddd, J = 8.0, 6.1, 1.1 Hz, 4H), 2.10
(dd, J = 21.3, 16.3 Hz, 4H), 1.96 — 1.78 (m, 4H), 1.71 — 1.52 (m, 4H), 1.52 — 1.39 (m,
2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s), 132.39 (s),
114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 62.03 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58
(), 29.18 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 17.56 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|5-(1-cyklobutylo-1H-pirazol-4-ilo)-2-[(2-hydroksyetylo)amino|-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (77)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozoéttego osadu (55,6 mg, 13,9%).

MS (APCI): m/z 397,6 [M+H]"
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H NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.62 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 6.95 (s, 1H), 5.52
— 5.42 (m, 1H), 4.88 — 4.73 (m, 1H), 4.55 — 4.39 (m, 1H), 3.92 — 3.82 (m, 2H), 3.82 —
3.69 (m, 1H), 3.64 (dd, J=9.5, 5.5 Hz, 2H), 2.70 — 2.42 (m, 4H), 2.24 — 2.02 (m, 4H),
1.87 (ddd, J = 25.6, 19.5, 11.0 Hz, 4H), 1.70 — 1.47 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (5), 153.84 (s), 139.33 (s), 132.39 (s),
114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 62.03 (s), 60.68 (s), 55.11 (s), 41.93 (s), 30.58
(s), 29.18 (s), 27.23 (s), 17.56 ().

1-(3-{4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-5-ylo]-1H-pirazol-1-ylo}azetydyn-1-ylo)-2,2,2-trifluoroetan-1-on (78)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (3 mg, 20,5%).
MS (APCI): m/z 506,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.58 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.64 (d, J= 0.6 Hz, 1H), 6.97
(d,J=9.2 Hz, 1H), 5.23 (dd, J= 13.7, 6.8 Hz, 1H), 4.89 (dq, /= 19.4, 9.6 Hz, 1H), 4.65
(d, J=17.0 Hz, 1H), 4.56 — 4.45 (m, 1H), 3.82 — 3.72 (m, 1H), 3.69 — 3.63 (m, 1H), 3.47
(dd, J= 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.13 (t, J = 12.6 Hz, 4H), 1.87 (dd, J= 23.7, 11.4 Hz, 3H),
1.64 (ddd, J=25.4, 15.2, 7.8 Hz, 4H), 1.45 (dd, J = 15.1, 7.5 Hz, 3H), 0.98 (t, J= 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.07 (s), 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s),
132.39 (s), 116.21 (s), 114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 58.68 (), 55.11 (5),
53.77 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (5), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(oksolan-3-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (79)

o
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_—
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o
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci
jasnozoéltego osadu (40 mg, 11%).
MS (APCI): m/z 425,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CD:OD) & 8.60 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.32 (s, 1H),
5.06 (td, J = 8.4, 4.5 Hz, 1H), 4.56 — 4.44 (m, 1H), 4.14 (dd, J= 15.0, 8.1 Hz, 1H), 4.06
(d,J= 4.9 Hz, 2H), 3.92 (td, J = 8.4, 5.8 Hz, 1H), 3.76 — 3.61 (m, 1H), 3.4 (t, J= 7.1
Hz, 2H), 2.57 — 2.44 (m, 1H), 2.41 —2.31 (m, 1H), 2.10 (d, J= 11.1 Hz, 2H), 2.05 — 1.92
(m, 4H), 1.70 — 1.60 (m, 2H), 1.58 — 1.41 (m, 4H), 0.99 (t, J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) 5 157.78 (s), 152.85 (s), 147.27 (s), 136.62 (s), 125.08 (5),
119.46 (s), 115.26 (s), 109.94 (s), 107.14 (s), 72.33 (s), 68.97 (s), 67.12 (s), 61.69 (s),
52.65 (s), 40.92 (s), 33.98 (), 32.40 (5), 31.39 (5), 30.00 (s), 29.34 (s), 19.82 (s), 12.87

(s).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[1-(oksolan-3-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (80)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozoéttego osadu (59,9 mg, 48,8%).

MS (APCI): m/z 423,7 [M+H]"
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H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.76 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.40 (s, 1H),
6.74 (t,J = 5.6 Hz, 1H), 5.87 (ddt, J=17.1, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.09 (dd, /= 17.2, 1.7 Hz,
1H), 5.05 — 4.98 (m, 2H), 4.70 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.37 (dt, J = 15.6, 8.6 Hz, 1H), 4.00
(qd, J= 7.7, 3.7 Hz, 2H), 3.92 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H), 3.84 (td, J = 8.2, 5.6 Hz, 1H),
3.58 —3.49 (m, 1H), 3.45 (d, J= 16.0 Hz, 2H), 2.44 — 2.28 (m, 4H), 1.96 (d, J=11.9 Hz,
2H), 1.89 (dd, J = 15.4, 4.7 Hz, 4H), 1.35 (td, J = 17.0, 11.9 Hz, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 158.6 (s), 152.0 (s), 149.7 (s), 136.6 (s), 136.1 (s),
124.8 (5), 118.2 (5), 115.9 (5), 115.1 (s), 109.1 (s), 106.2 (s), 72.2 (s), 68.1 (5), 66.8 (s),
60.9 (s), 51.7 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.5 (s), 32.1 (s), 30.1 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{1-[2-(morfolin-4-ylo)etylo]-1H-pirazol-4-ilo}-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (81)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (15,7 mg, 5,58%).
MS (APCI): m/z 468,7 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.41 (s, 1H), 7.57 (dd, J=11.8, 0.6 Hz, 2H), 6.20 (s, 1H),
5.17 (s, 1H), 4.31 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 4.13 (tt, J= 12.0, 4.0 Hz, 1H), 3.87 — 3.60 (m, 6H),
3.50 —3.37 (m, 2H), 2.92 (dt, J = 13.0, 8.3 Hz, 4H), 2.58 — 2.47 (m, 4H), 2.12 (d, J=11.3
Hz, 2H), 1.80 (d, J= 11.6 Hz, 2H), 1.74 — 1.59 (m, 2H), 1.53 — 1.27 (m, 4H), 0.97 (dd, J
=8.2, 6.4 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.40 (s), 155.35 (5), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40 (s),
115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (5), 67.98 (s), 55.11 (), 53.38 (s), 53.14 (s), 48.79 (s), 41.53
(), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]|-5-{1-|2-(morfolin-4-ylo)etylo]-1H-pirazol-4-
ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (82)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego
osadu (85 mg, 96,2%).
MS (APCI): m/z 466,9 [M+H]"
'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.73 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.37 (s, 1H),
6.73 (t, J=5.7 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J=17.0, 10.2, 6.8 Hz, 1H), 5.12 — 4.97 (m, 2H), 4.70
(d, J=4.5 Hz, 1H), 4.41 —4.32 (m, 1H), 4.23 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.59 — 3.49 (m, 5H),
3.44 (dd,J=17.1,8.9 Hz, 2H), 2.74 (t, /= 6.6 Hz, 2H), 2.42 (s, 4H), 2.34 (q, J= 7.0 Hz,
2H), 1.96 (d, J=11.5 Hz, 2H), 1.93 — 1.83 (m, 4H), 1.41 — 1.31 (m, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de) & 158.8 (s), 152.0 (s), 149.8 (s), 136.7 (s), 135.8 (),
126.4 (3), 117.9 (s), 115.9 (s), 114.7 (), 109.1 (s), 106.3 (s), 68.1 (s), 66.1 (3), 57.7 (s),
53.1 (s), 51.8 (5), 48.6 (5), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.5 (s), 30.1 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(oksan-4-ylo)-1 H-pirazol-4-ilo]-7 H-pirolo-[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (83)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (11,9 mg, 4,35%).

MS (APCI): m/z 439,7 [M+H]-
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H NMR (300 MHz, CD;0D) § 8.32 (s, 1H), 7.89 (d, J= 0.5 Hz, 1H), 7.61 (d, J= 0.7
Hz, 1H), 6.28 — 6.25 (m, 1H), 4.56 — 4.42 (m, 1H), 4.19 — 4.03 (m, 3H), 3.74 — 3.66 (m,
1H), 3.64 — 3.54 (m, 2H), 3.43 — 3.37 (m, 2H), 2.92 (qd, J = 13.2, 3.2 Hz, 2H), 2.21 —
2.00 (m, 6H), 1.79 (d, J= 11.2 Hz, 2H), 1.71 — 1.59 (m, 2H), 1.52 — 1.41 (m, 2H), 1.39 —
1.24 (m, 2H), 0.99 (dd, J= 8.5, 6.2 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s), 132.39 (s),
114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 68.17 (s), 56.43 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58
(s), 29.66 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[1-(piperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo[2,3-

oy
}‘I\N
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d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (84)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego
osadu (40 mg, 74%).
MS (APCI): m/z 438,6 [M+H]
'H NMR (300 MHz, CD3OD) & 8.58 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.28 (s, 1H),
4.71 —4.43 (m, 2H), 3.81 — 3.63 (m, 1H), 3.55 (d, /= 12.8 Hz, 2H), 3.42 (t, J= 7.0 Hz,
2H), 3.20 (t, J= 9.5 Hz, 2H), 2.31 (t,J= 8.2 Hz, 4H), 2.02 (tt, J= 24.1, 11.9 Hz, 6H),
1.69 — 1.34 (m, 7H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, CD30D) 3 158.89 (s), 152.74 (s), 148.73 (s), 136.74 (s), 124.96 (s),

118.69 (s), 115.40 (s), 109.85 (s), 106.67 (s), 69.00 (s), 55.66 (s), 52.53 (s), 42.97 (s),
40.93 (s), 34.03 (s), 31.51 (s), 30.08 (s), 29.12 (s), 19.84 (5), 12.89 (s).
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(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[1-(piperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (85)

@)
SN

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci
jasnozottego osadu (47,6 mg, 77,2%).

MS (APCI): m/z 435,9 [M+H]

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds¢) 6 8.76 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.77 (d, J = 0.6 Hz, 1H),
7.37 (s, 1H), 6.73 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.88 (dd, J=17.2, 10.3 Hz, 1H), 5.16 — 4.94 (m,
2H), 4.69 (s, 1H), 4.48 — 4.30 (m, 1H), 4.30 — 4.12 (m, 1H), 3.60 — 3.47 (m, 1H), 3.45 —
3.22 (m, 3H), 3.05 (dd, J=9.6, 2.7 Hz, 2H), 2.62 (dd, J=12.1, 2.1 Hz, 2H), 2.33 (q, J =
7.0 Hz, 2H), 2.03 — 1.74 (m, 8H), 1.47 — 1.27 (m, 2H), 0.93 — 0.77 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 158.8 (s), 152.0 (s), 150.0 (s), 136.7 (s), 135.4 (s),
123.8 (5), 117.9 (s), 115.9 (), 114.5 (s), 109.1 (s), 106.4 (s), 68.1 (s), 59.0 (s), 51.7 (s),
45.1 (s), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.6 (), 33.4 (s), 30.1 (s).

Chlorek 4-(4-{2-[(2-metanosulfonyloetylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksy-cyklohek-
sylo]-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)piperydyn-1-ium (86)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (4,8 mg, 7,42%).

MS (APCI): m/z 525 [M+H]
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TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9.25 (s, 1H), 9.12 (s, 2H), 8.33 (s, 1H), 8.01 (d, J=
18.1 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 4.59 — 4.47 (m, 2H), 3.94 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 3.61 — 3.56
(m, 2H), 3.52 (d, J= 6.7 Hz, 2H), 3.42 (d, J = 12.8 Hz, 2H), 3.21 — 3.14 (m, 1H), 3.13 (s,
3H), 2.34 —2.20 (m, 4H), 2.02 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 1.93 (d, J = 24.0 Hz, 4H), 1.43 (td, J =
17.3, 11.7 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) 5 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s), 132.39
(s), 114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 68.06 (s), 57.69 (5), 55.11 (s), 52.36 (s), 44.94 5 (s),
39.75 (s), 30.58 (s), 29.44 (s), 27.23 ().

(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[1-(1-metylopiperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (87)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (50 mg, 29,7%).
MS (APCI): m/z 452,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.68 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.80 — 7.71 (m, 1H), 7.30
(s, 1H), 6.66 (t, J= 5.8 Hz, 1H), 4.60 (d, J= 4.4 Hz, 1H), 4.28 (d, J= 4.8 Hz, 2H), 3.44
(d,J= 4.0 Hz, 1H), 3.23 (dd, J = 13.0, 6.7 Hz, 4H), 2.81 (s, 2H), 2.54 (s, 3H), 2.15 (s,
4H), 1.88 (d, J= 9.5 Hz, 2H), 1.78 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 1.46 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.36 —
1.20 (m, 4H), 0.83 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 158.95 (s), 152.00 (s), 149.85 (s), 135.79 (s), 124.27
(s), 117.82 (s), 114.75 (s), 108.92 (s), 106.11 (s), 68.00 (s), 55.98 (s), 52.68 (s), 52.02 (s),
51.67 (s), 43.61 (s), 34.45 (s), 31.22 (5), 30.07 (s), 19.62 (s), 13.71 (s).
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(17,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[1-(1-metylopiperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-
ilo]- 7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (88)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (767 mg, 97,49%).
MS (APCI): m/z 450,7 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.76 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.77 (d, J = 0.6 Hz, 1H),
7.37 (s, 1H), 6.73 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 5.88 (dd, J = 17.2, 10.3 Hz, 1H), 5.13 — 4.97 (m,
2H), 4.69 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.36 (t, J= 12.9 Hz, 1H), 4.16 — 4.04 (m, 1H), 3.53 (dd, J
=19.9, 9.2 Hz, 1H), 3.43 — 3.23 (m, 2H), 2.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 2.33 (q, J = 7.0 Hz,
2H), 2.20 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 1.97 (ddd, J = 29.4, 20.6, 6.3 Hz, 12H), 1.46 — 1.24 (m,
2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 158.8 (s), 152.0 (s), 150.0 (s), 136.7 (s), 135.5 (s),
124.0 (s), 117.9 (s), 115.9 (s), 114.5 (s), 109.1 (s), 106.3 (s), 68.1 (s), 58.1 (5), 54.1 (s),
51.7 (s), 45.7 (3), 40.7 (s), 34.5 (s), 33.6 (s), 32.0 (s), 30.1 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (89)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedurg B oraz C w postaci bezowe;j

substancji statej (385 mg, 96,5%).

MS APCI: m/z 371,5 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.66 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 7.15 — 7.12 (m, 1H), 7.10 (dd,
J=3.6, 1.2 Hz, 1H), 7.03 — 6.98 (m, 2H), 5.32 (s, 1H), 4.44 (ddd, J = 15.7, 7.9, 3.8 Hz,
1H), 3.70 (ddd, J = 11.1, 7.7, 4.2 Hz, 1H), 3.42 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.07 (ddd, J =
14.3, 8.4, 3.8 Hz, SH), 1.91 — 1.70 (m, 2H), 1.70 — 1.33 (m, 7H), 0.90 (q, /= 7.6 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.43 (s), 152.99 (5), 150.41 (s), 136.88 (s), 127.76 (s),
122.70 (s), 122.43 (s), 118.59 (s), 109.95 (s), 69.90 (s), 52.20 (s), 41.60 (s), 34.66 (s),
31.96 (s), 30.67 (s), 20.27 (s), 13.99 (s).

(1r,4r)-4-|2-(propyloamino)-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (90)

Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego
osadu (104 mg, 84,6%).

MS APCI: m/z 357,5S [M+H]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.76 (s, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.35 (dd, J = 27.0, 4.0 Hz,
2H), 7.08 (dd, J= 5.0, 3.6 Hz, 1H), 6.87 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.68 (d, J=4.5 Hz, 1H), 4.39
(dd, J = 13.7, 9.8 Hz, 1H), 3.59 — 3.48 (m, 1H), 3.28 (dd, J = 13.4, 6.5 Hz, 2H), 2.01 —
1.83 (m, 6H), 1.62 — 1.53 (m, 2H), 1.40 — 1.30 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 138.87 (s), 132.27
(s), 130.49 (s), 127.68 (s), 114.35 (s), 113.64 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 43.46 (s), 30.58 (s),
27.23 (s), 22.40 (s), 11.70 ().

205



(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino]-5-(tiofen-2-ylo)-7 H-pirolo[2,3-d| pirymidyn-
7-ylo}cykloheksan-1-ol (91)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnoczerwonej substancji statej (95,5 mg, 41,7%).
MS APCI: m/z 359,5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.79 (s, 1H), 7.23 — 7.16 (m, 2H), 7.11 — 7.05 (m, J = 4.3
Hz, 2H), 5.47 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.56 — 4.40 (m, J = 12.0 Hz, 1H), 3.94 — 3.85 (m, J =
5.3,4.1 Hz, 2H), 3.76 (t, J= 10.9 Hz, 1H), 3.66 (dd, J= 9.5, 5.7 Hz, 2H), 2.13 (t, J= 13.5
Hz, 4H), 1.94 — 1.76 (m, J = 23.8, 11.2 Hz, 2H), 1.66 — 1.49 (m, J = 25.6, 11.1 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 138.87 (s), 132.27 (s),
130.49 (s), 127.68 (s), 114.35 (s), 113.64 (s), 68.06 (s), 60.68 (s), 55.11 (s), 41.93 (s),
30.58 (s), 27.23 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(3-aminopropylo)amino]-5-(tiofen-2-ylo)-7 H-pirolo[2,3-d | pirymidyn-
7-ylo}cykloheksan-1-ol (92)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (120 mg, 60,1%).
MS APCI: m/z 372,5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD3;0D) § 8.66 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.21 — 7.14 (m, 2H), 6.99
(dd, J=5.1, 3.6 Hz, 1H), 4.53 — 4.36 (m, 1H), 3.62 (dd, J=9.7, 5.5 Hz, 1H), 3.50 (t, J =
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6.3 Hz, 2H), 2.94 (t,J = 7.2 Hz, 2H), 2.03 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 1.92 (dd, J = 14.9, 8.3
Hz, 6H), 1.82 (s, 2H), 1.42 (dd, /= 11.5, 5.1 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD3OD) 5 158.58 (s), 152.19 (s), 148.73 (s), 135.60 (s), 126.69 (s),
121.82 (s), 119.08 (s), 109.38 (s), 68.28 (s), 51.89 (s), 37.32 (5), 36.65 (5), 33.40 (5), 29.54
(s), 27.60 (s), 26.49 (s), 22.11 (s).

3-({7-1(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d] piry-
midyn-2-ylo}amino)propanonitryl (93)
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Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (60,9 mg, 83,2%).

MS APCI: m/z 368,6 [M+H]"

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.83 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 7.40 (dd, J= 5.1, 1.1 Hz,
1H), 7.35 (dd, J = 3.5, 1.1 Hz, 1H), 7.25 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz,

1H), 4.67 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.50 — 4.35 (m, 1H), 3.64 — 3.48 (m, 3H), 2.82 (t, J = 6.4
Hz, 2H), 1.93 (dd, J = 18.3, 7.2 Hz, 6H), 1.37 (dt, J = 14.6, 10.1 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 158.4 (s), 152.1 (s), 150.0 (s), 136.3 (s), 127.9 (s),
122.9 (5), 122.4 (), 120.1 (), 119.6 (s), 109.2 (s), 108.6 (s), 67.9 (s), 52.1 (5), 37.4 (s),
34.5 (s), 30.0 (5), 17.4 ().
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(1r,4r)-4-|5-(tiofen-2-ylo)-2-[(4,4,4-trifluorobutylo)amino]|-7 H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-7-yl]cykloheksan-1-ol (94)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (79,7 mg, 100%).
MS APCI: m/z 425,7 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.79 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.39 (dd, J = 5.1, 0.9 Hz,
1H), 7.34 (dd, J = 3.6, 1.0 Hz, 1H), 7.12 — 7.02 (m, 2H), 4.68 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.47 —
4.35 (m, 1H), 3.61 — 3.47 (m, 1H), 3.40 (dd, J = 13.0, 6.7 Hz, 2H), 2.43 — 2.24 (m, 2H),
2.04 — 1.74 (m, 8H), 1.35 (dt, J = 14.0, 10.0 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 159.06 (s), 152.27 (s), 150.01 (s), 136.51 (s), 129.69
(), 127.88 (5), 126.03 (s), 122.81 (s), 122.40 (s), 119.72 (s), 108.74 (s), 67.98 (s), 52.12
(s), 34.52 (s), 30.68 (s), 30.31 (5), 30.03 (s), 21.79 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(5-fluorotiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (95)

-~

\_s
B8
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnorozowego osadu (116 mg, 93,5%).
MS ESI: m/z 389,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.73 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 6.97 (t, J = 3.8 Hz, 1H),
6.90 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.69 (dd, J = 4.0, 2.5 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.44 —
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431 (m, 1H), 3.59 — 3.46 (m, 1H), 3.38 — 3.24 (m, 2H), 1.90 (qd, J = 10.4, 5.6 Hz, 6H),
1.62 — 1.49 (m, 2H), 1.35 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 175.19 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 134.73
(s), 130.38 (s), 129.72 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 106.79 (s), 68.06 (5), 55.11 (s), 41.53
(), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

5-12-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]tiofeno-2-karbonitryl (96)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedurg B oraz C w postaci
zielonozoéttego osadu (39,9 mg, 10,5%).
MS APCI: m/z 396,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.74 (s, 1H), 7.57 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 7.12
(d, J=3.9 Hz, 1H), 5.15 (t, J= 5.1 Hz, 1H), 4.53 (t, J=3.7 Hz, 1H), 3.78 (d, J=4.1 Hz,
1H), 3.48 (dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 2H), 2.25 — 2.06 (m, 4H), 1.96 — 1.78 (m, 2H), 1.72 —
1.54 (m, 4H), 1.45 (dd, J= 15.1, 7.4 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 138.88 (s), 133.64 (s),
129.72 (s), 128.21 (s), 120.47 (s), 115.31 (s), 114.35 (5), 112.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (5), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|[2,3-d]pi-
rymidyn-5-ylo]tiofeno-2-karbaldehyd (97)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (40,7 mg, 6%).
MS APCI: m/z 399,5 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 9.80 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 7.73 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.30
—7.22 (m, 2H), 4.49 (tt, J= 11.9, 3.7 Hz, 1H), 3.78 - 3.63 (m, 1H), 3.43 (t, J = 7.0 Hz,
2H), 2.11 (dd, J = 11.9, 8.5 Hz, 4H), 1.95 — 1.75 (m, 2H), 1.68 — 1.50 (m, 4H), 1.50 —
1.35 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 181.26 (s), 159.13 (5), 155.54 (s), 154.67 (s), 141.62 (s),
138.66 (s), 134.48 (s), 133.87 (s), 129.72 (s), 114.35 (5), 112.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

1-{5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-ylo}etan-1-on (98)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (81 mg, 100%).

MS ESI: m/z 413,5 [M+H]

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.81 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.66 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.23 —
7.15 (m, 2H), 5.06 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.53 (tt, /= 11.8, 3.6 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 3.49
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(td, J= 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.57 (s, 3H), 2.15 (dd, J= 15.4, 8.4 Hz, 4H), 2.01 — 1.80 (m,
2H), 1.71 — 1.55 (m, 6H), 1.46 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 191.52 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 138.58 (s),
135.38 (s), 129.72 (s), 129.30 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 26.87 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

Kwas 2-{5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-

pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-ylo}octowy (99)
OH

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego
osadu (16,5 mg, 55%).
MS APCI: m/z 429,5 [M+H]
'TH NMR (300 MHz, CDCI3) 6 8.78 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.99 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.87
(d, /J=3.5Hz, 1H), 4.54 (t, J=11.8 Hz, 1H), 3.96 (s, 2H), 3.80 (d, /= 9.7 Hz, 1H), 3.51
(d, J=5.5Hz, 2H), 2.18 (d, J=11.7 Hz, 4H), 2.03 — 1.84 (m, 2H), 1.80 — 1.58 (m, 4H),
1.51 (dd, J=14.6, 7.0 Hz, 3H), 1.03 (t, /= 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 170.52 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),

135.11 (s), 134.86 (s), 129.72 (s), 123.87 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 35.08 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

211



2-{5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-ylo}octan metylu (100)

\_S Y]

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci bragzowe;j

substancji statej (50,9 mg, 13,2%).
MS APCI: m/z 443,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.79 (s, 1H), 7.05 (d, J = 3.0 Hz, 2H), 6.94 (s, 1H), 5.12
(t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.63 — 4.45 (m, 1H), 3.88 (s, 2H), 3.85 — 3.74 (m, 4H), 3.52 (dt, J =
12.9, 6.3 Hz, 2H), 2.25 — 2.09 (m, 4H), 2.09 — 1.81 (m, 2H), 1.74 — 1.57 (m, 4H), 1.50
(dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 170.87 (s), 159.31 (5), 152.94 (s), 150.20 (s), 136.66 (s),
132.25 (s), 127.48 (s), 122.07 (s), 118.48 (s), 109.83 (s), 69.87 (s), 52.17 (5), 41.53 (),
35.48 (s), 34.60 (s), 31.90 (s), 30.57 (5), 29.69 (s), 20.20 (s), 13.90 (s).

(1r,4r)-4-12-(butyloamino)-5-{5-[(pirolidyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (101)

SO

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (713,5 mg, 68,7%).

MS APCI: m/z 454,5 [M+H]

'TH NMR (500 MHz, CD30D) § 8.72 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.13 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.98
(d,J=3.5Hz, 1H), 4.54 (dt,J=10.5,5.7 Hz, 1H), 3.89 (s, 2H), 3.80 — 3.70 (m, 1H), 3.48
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(t, J=7.1 Hz, 2H), 3.36 (dt, J = 3.2, 1.6 Hz, 2H), 2.67 (d, J = 6.6 Hz, 4H), 2.14 (t, J =
14.6 Hz, 2H), 2.11 — 1.97 (m, 4H), 1.88 (dt, J = 6.6, 3.3 Hz, 4H), 1.73 — 1.62 (m, 2H),
1.62 — 1.47 (m, 4H), 1.05 (t, J= 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, CD30D) § 159.13 (s), 156.21 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28
(s), 134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 58.36 (), 55.50
(s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 25.36 (), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-[(piperydyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (102)

\IO
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™
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (63,5 mg, 12%).
MS ESI: m/z 468,7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCL3) & 8.77 (s, 1H), 7.04 — 6.98 (m, 2H), 6.86 (d, J= 3.5 Hz,
1H), 4.98 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.51 (ddd, J = 15.7, 9.9, 6.0 Hz, 1H), 3.74 (d, J= 12.2 Hz,
3H), 3.46 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.11 (t, J = 13.3 Hz, 4H), 1.79 (ddd, J =
27.4,23.3, 11.2 Hz, 4H), 1.67 — 1.51 (m, 8H), 1.50 — 1.37 (m, 5H), 0.95 (d, J= 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.13 (s), 156.21 (s), 154.67 (s), 154.39 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (5), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 59.19 (), 55.11 (5),
54.33 (s), 41.53 (s), 30.87 (5), 30.58 (5), 27.23 (5), 24.56 (5), 23.31 (s), 20.23 (5), 14.02

(s).

213



(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]|tiofen-2-ylo}-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (103)

S

“/E%f i
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OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (94 mg, 100%).
MS APCI: m/z 483,8 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.77 (s, 1H), 7.05 — 6.96 (m, 2H), 6.86 (d, J = 3.5 Hz,
1H), 4.99 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.51 (ddd, J = 12.0, 8.2, 3.8 Hz, 1H), 3.83 — 3.67 (m, 3H),
3.54 — 3.40 (m, 2H), 2.58 (d, J = 18.2 Hz, 7H), 2.33 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 2.13 (dd, J =
14.2, 11.1 Hz, 5H), 1.84 (dt, J = 12.8, 6.7 Hz, 3H), 1.68 — 1.53 (m, 4H), 1.45 (dq, J =
14.0, 7.0 Hz, 3H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 159.13 (s), 156.21 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 59.19 (s), 55.11 (s),
54.46 (s), 53.37 (s), 45.96 (), 41.53 (5), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02

(s).

(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino|-5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)mety-
lo]tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (104)

WA
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci
zielonozottego osadu (341,9 mg, 45,5%).
MS ESI: m/z 471,6 [M+H]"
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TH NMR (300 MHz, CD30D) 5 8.76 (s, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.18 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.01
(d,J=3.6 Hz, 1H), 4.65 —4.51 (m, 1H), 3.89 (s, 2H), 3.82 (t, /= 5.5 Hz, 2H), 3.78 — 3.64
(m, 3H), 3.56 — 3.40 (m, 2H), 3.26 — 2.97 (m, 4H), 2.89 (s, 3H), 2.77 — 2.45 (m, 2H), 2.20
~ 1.90 (m, 6H), 1.62 — 1.45 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 159.13 (s), 156.21 (), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (5), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 60.68 (5), 59.19 (5),
55.11 (s), 54.46 (s), 53.37 (s), 45.96 (5), 41.93 (s), 30.58 (s), 27.23 (s).

(1r,4r)-4-(5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-2-{[3-(propan-2-
yloksy)propylo]amino}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol (105)

\s
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O/\/\NH/N

bH

Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci bragzowe;j

substancji stalej (294,3 mg, 50,9%).
MS APCI: m/z 527,7 [M+H]

H NMR (300 MHz, CD30D) § 8.66 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.10 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.95
(d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.59 — 4.43 (m, 1H), 3.83 (s, 2H), 3.78 — 3.69 (m, 1H), 3.68 — 3.49
(m, 6H), 3.07 (s, 4H), 2.76 (s, 3H), 2.70 (s, 3H), 2.16 — 1.96 (m, 6H), 1.90 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 1.51 (dd, J = 10.8, 6.5 Hz, 2H), 1.17 (d, J = 6.1 Hz, 6H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 159.13 (s), 156.21 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 73.30 (s), 68.06 (s), 65.39 (s),
59.19 (s), 55.11 (s), 54.46 (s), 53.37 (s), 45.96 (s), 39.30 (s), 31.67 (s), 30.58 (s), 27.23
(s), 23.63 (s).
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(1r,4r)-4-(2-{[2-(dimetyloamino)etylo]amino}-5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-
ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-o0l (106)

\s
\ \
N\/\NH

bH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedurg B oraz C w postaci brazowego

osadu (75,8 mg, 17,3%).
MS APCI: m/z 498,7[M+H]

H NMR (300 MHz, CD30D) 5 8.68 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.08 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 6.92
(d, J=3.5 Hz, 1H), 4.62 — 4.46 (m, 1H), 3.80 — 3.66 (m, 3H), 3.59 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz,
2H), 2.61 (dt, J=37.7, 19.0 Hz, 8H), 2.35 (s, 6H), 2.28 (s, 3H), 2.15 — 1.88 (m, 8H), 1.50
(dd, J=11.4, 4.4 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 159.13 (s), 156.21 (), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (5), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.06 (s), 59.19 (s), 58.80 (5),
55.11 (s), 54.46 (s), 53.37 (s), 45.96 (5), 45.66 (s), 40.30 (s), 30.58 (s), 27.23 ().

(1r,4r)-4-(2-{[(2,4-dimetoksyfenylo)metylo]amino}-5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-
ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-o0l (107)

~

\_s I\\I\/;\\I\

PR
jonbs
O

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (177 mg, 47,2%).

MS APCI: m/z 577,50 [M+H]"

'TH NMR (300 MHz, CDCI3) 6 8.76 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.98
(d, J=3.5Hz, 1H), 6.85 (d, /= 3.5 Hz, 1H), 6.46 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 6.40 (dd, J = 8.2,
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2.4 Hz, 1H), 5.53 (t,J= 6.1 Hz, 1H), 4.58 (t, /= 7.1 Hz, 2H), 4.56 — 4.46 (m, 1H), 3.85
(s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.71 (s, 2H), 2.55 (d, J = 19.8 Hz, 9H), 2.31 (s, 3H), 2.10 (dd, J =
28.0, 13.2 Hz, 4H), 1.83 (dd, /=23.8, 11.2 Hz, 2H), 1.68 — 1.48 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 161.07 (s), 160.68 (s), 160.06 (s), 156.21 (s), 155.32 (s),
153.02 (s), 137.28 (s), 134.86 (s), 129.91 (s), 129.72 (s), 125.56 (s), 122.51 (s), 114.62
(s), 112.97 (s), 106.01 (s), 97.59 (s), 68.06 (s), 59.19 (s), 56.79 (s), 56.04 (s), 55.11 (s),
54.46 (s), 53.37 (s), 45.96 (s), 37.12 (s), 30.58 (s), 27.23 (5).
(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-[(piperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (108)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego
osadu (1,82 g, 65,3%).
MS APCI: m/z 469,5 [M+H]
'"H NMR (300 MHz, CD30D) 5 8.66 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.07 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 6.89
(t, J= 8.3 Hz, 1H), 4.49 (tt, J = 10.8, 5.6 Hz, 1H), 3.75 — 3.68 (m, 3H), 3.43 (t, /= 7.1

Hz, 2H), 2.89 — 2.79 (m, SH), 2.56 — 2.46 (m, 5H), 2.16 — 1.91 (m, 7H), 1.65 (dt, J= 14.8,
7.2 Hz, 2H), 1.48 (dt, J= 14.1, 5.7 Hz, 4H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) 5 161.64 (s), 155.55 (s), 151.99 (s), 139.93 (s), 139.30 (5),
130.03 (s), 124.35 (s), 121.82 (s), 112.40 (s), 81.15 (s), 71.63 (s), 59.83 (s), 55.39 (s),
47.50 (s), 43.68 (3), 36.64 (s), 34.18 (s), 32.85 (s), 24.99 (), 22.56 (s), 15.77 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-[(morfolin-4-ylo)metylo]|tiofen-2-ylo}-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (109)
<~ v
s L o
N N\
/\/\NHJ\N/ N
on

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (51,1 mg, 25,8%).
MS APCI: m/z 470,6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.73 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.07 — 6.98 (m, 2H), 6.88 (d, J
= 3.5 Hz, 1H), 5.26 (s, 1H), 4.52 (ddd, J = 15.7, 9.8, 6.0 Hz, 1H), 3.87 — 3.67 (m, 8H),
3.48 (td, T = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.60 — 2.50 (m, 4H), 2.13 (dd, J = 14.2, 11.3 Hz, 4H), 1.96
—1.77 (m, 2H), 1.73 — 1.53 (m, 5H), 1.46 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 1.04 — 0.90 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.13 (s), 156.21 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (5), 114.35 (s), 112.97 (s), 67.98 (s), 59.19 (5), 55.11 (5),
52.74 (s), 41.53 (s), 30.87 (), 30.58 (5), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-(2-{|2-(dimetyloamino)etylo]amino}-5-{5-[(morfolin-4-ylo)metylo]tiofen-
2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol (110)

<

lff |
| N N\
A J\N/ N

NH

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedura B oraz C w postaci bragzowego

osadu (133,5 mg, 40,2%).
MS APCI: m/z 485,7 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CD:0D) 5 8.68 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.08 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.91
(d,J=3.6 Hz, 1H), 4.51 (dt,J=9.8, 5.6 Hz, 1H), 3.77 — 3.67 (m, 7H), 3.59 (dd, J = 8.4,
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5.4 Hz, 2H), 2.63 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.57 — 2.46 (m, 4H), 2.35 (s, 6H), 2.17 — 1.87 (m,
6H), 1.59 — 1.40 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 159.13 (s), 156.21 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 68.17 — 67.82 (m), 59.19 (s),
58.80 (s), 55.11 (s), 52.74 (s), 45.66 (s), 40.30 (s), 30.58 (s), 27.23 (s).

tert-butylo-4-({5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-ylo}metylo)piperazyno-1-karboksylan (111)

~I

\_s G\(O
NS ><0

/\/\NHJl\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (89,3mg, 100%).
MS APCI: m/z 569,7 [M+H]

H NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.74 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.00 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.87
(d,J=3.5Hz, 1H), 5.31 (d,J=7.6 Hz, 1H), 4.51 (ddd, /= 15.8, 8.1, 3.9 Hz, 1H), 3.82 —
3.69 (m, 3H), 3.51 — 3.40 (m, 6H), 2.52 — 2.43 (m, 4H), 2.13 (t, J = 12.9 Hz, 4H), 1.84
(dt, J=16.0, 6.5 Hz, 2H), 1.70 — 1.54 (m, SH), 1.48 — 1.44 (m, 11H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.13 (s), 156.21 (), 155.54 (s), 155.02 (s), 154.67 (s),
137.28 (s), 134.86 (s), 129.72 (s), 125.56 (s), 114.35 (s), 112.97 (s), 80.96 (s), 68.06 (s),
59.19 (s), 55.11 (s), 51.70 (s), 44.41 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 28.52 (s), 27.23
(), 20.23 (s), 14.02 (s).
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Benzylo-N-({5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|[2,3-
d]pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-yl}karbaminian metylu (112)

(0]

J\\o
o0

OH

Tytulowy zwiazek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci bragzowej

substancji statej (868 mg, 100%).
MS ESI: m/z 534,7 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCL3) & 8.68 (s, 1H), 7.39 — 7.29 (m, SH), 7.04 — 6.83 (m, 3H),
5.45 (s, 1H), 5.18 — 5.03 (m, 3H), 4.60 — 4.39 (m, 3H), 3.83 — 3.65 (m, 1H), 3.45 (dd, J =
12.5, 6.5 Hz, 2H), 2.08 (dd, J = 30.5, 16.6 Hz, 6H), 1.91 — 1.75 (m, 2H), 1.69 — 1.54 (m,
3H), 1.44 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 159.13 (s), 157.43 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 146.77 (s),
137.28 (s), 136.99 (s), 134.86 (s), 129.72 (s), 128.53 (s), 122.97 (s), 114.35 (s), 112.97
(s), 68.06 (s), 67.06 (s), 55.11 (s),43.70 (s),41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (8), 20.23
(s), 14.02 (s).

(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(tiofen-3-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (113)

S

\

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (49,1 mg, 95%).

MS APCI: m/z 371,5 [M+H]
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H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.75 (s, 1H), 7.39 (dd, J = 4.9, 2.9 Hz, 1H), 7.34 (dd, J =
2.9, 1.3 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 4.9, 1.4 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 4.97 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
4.53 (ddd, J = 15.8, 8.0, 3.8 Hz, 1H), 3.77 (dt, J= 15.2, 5.5 Hz, 1H), 3.48 (dd, J = 12.9,
7.0 Hz, 2H), 2.14 (t, J= 11.9 Hz, 4H), 1.96 — 1.79 (m, 2H), 1.70 — 1.52 (m, 6H), 1.47 (dt,
J=14.6,7.1 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 159.25 (s), 152.94 (s), 150.08 (s), 134.92 (s), 126.07 (s),
118.48 (s), 111.31 (s), 110.22 (5), 69.91 (s), 52.05 (5), 41.53 (s), 34.61 (s), 31.92 (s), 30.57
(s), 29.68 (s), 20.18 (s), 13.88 ().

(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[5-(hydroksymetylo)tiofen-3-ylo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (114)

S OH

|
D8
/\/\NHJ\N/ N

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego
osadu (2,09 g, 88,8%).
MS APCI: m/z 401,6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, DMSO-de) & 8.84 (s, 1H), 7.57 — 7.49 (m, 2H), 7.32 (d, J= 1.2 Hz,
1H), 6.79 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 5.45 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.70 — 4.60 (m, 3H), 4.45 — 4.30
(m, 1H), 3.60 — 3.45 (m, 1H), 3.38 — 3.24 (m, 2H), 2.07 — 1.80 (m, 6H), 1.62 — 1.47 (m,
2H), 1.35 (tt, J = 11.5, 5.7 Hz, 4H), 0.92 (t, J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 5 159.45 (5), 152.78 (5), 150.51 (s), 146.74 (s), 134.65
(s), 123.60 (s), 120.21 (s), 117.27 (s), 110.78 (s), 109.23 (s), 68.49 (s), 58.84 (5), 52.25
(), 41.07 (s), 34.97 (s), 31.71 (5), 30.50 (s), 20.12 (s), 14.20 (s).
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(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(5-metoksytiofen-3-ylo)-7H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (115)

0

S
\
N\\

/\/\NHJl\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedurg B oraz C w postaci zielonego

osadu (162,8 mg, 100%).
MS ESI: m/z 401,5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.76 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.83 (d, J= 1.7 Hz, 1H), 6.11
(d,J=1.6 Hz, 1H), 5.12 (s, 1H), 4.59 — 4.42 (m, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.76 (dd, J = 9.6, 5.5
Hz, 1H), 3.47 (dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 2H), 2.21 — 2.03 (m, 4H), 1.85 (dt, J = 15.9, 6.5 Hz,
2H), 1.70 — 1.53 (m, 4H), 1.45 (dd, J = 15.1, 7.4 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 167.85 (s), 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 136.96 (s),
124.34 (s), 119.58 (s), 116.27 (s), 108.35 (s), 95.23 (s), 68.06 (s), 60.49 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

Kwas 4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo|2,3-d]piry-
midyn-5-ylo]tiofeno-2-karboksylowy (116)

S OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (43,3 mg, 98,6%).
MS APCI: m/z 415,5 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, CD30D) & 8.69 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 7.34 (s, 1H),
4.61 —4.38 (m, 1H), 3.78 — 3.64 (m, 1H), 3.43 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.19 — 1.88 (m, J =
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26.1 Hz, 6H), 1.63 (dd, J = 14.5, 7.5 Hz, 2H), 1.57 — 1.39 (m, 4H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) 5 163.39 (s), 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 146.54 (s),
142.85 (s), 136.62 (s), 130.27 (s), 124.34 (s), 116.27 (s), 108.35 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
(1r,4r)-4-{5-|5-(aminometylo)tiofen-3-ylo]-2-(butyloamino)-7 H-pirolo|[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (117)

S NH,

N

N\

/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (242,2 mg, 50,2%).

MS APCI: m/z 400,7 [M+H]"

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.89 (s, 1H), 7.67 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 7.63 (d, J= 1.3
Hz, 1H), 7.53 (s, 1H), 6.85 (t, J= 5.8 Hz, 1H), 4.75 (s, 1H), 4.52 — 4.36 (m, 1H), 4.19 (s,
2H), 3.63 — 3.24 (m, SH), 1.95 (dd, J = 23.3, 10.1 Hz, 6H), 1.57 (dd, J = 14.4, 7.5 Hz,
2H), 1.38 (dq, J = 14.2, 7.3 Hz, 4H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 159.70 (s), 153.81 (s), 152.69 (s), 152.27 (), 147.86
(s), 125.97 (s), 124.34 (s), 122.39 (s), 116.27 (s), 108.35 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 46.05
(s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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4-12-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]tiofeno-2-karboksylan etylu (118)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedura B oraz C w postaci kremowego
osadu (106,7 mg, 39%).
MS ESI: m/z 443,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCls) 5 8.74 (s, 1H), 7.97 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 7.51 (d,J=1.5 Hz,
1H), 7.06 (s, 1H), 5.04 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 4.54 (ddd, J = 15.7, 8.0, 3.8 Hz, 1H), 4.38 (q,
J=17.1Hz, 2H), 3.77 (ddd, J= 10.9, 7.7, 4.2 Hz, 1H), 3.48 (dd, J= 6.9, 1.0 Hz, 2H), 2.22
—2.06 (m, 4H), 1.87 (ddd, J = 16.0, 13.4, 3.7 Hz, 3H), 1.72 — 1.54 (m, 4H), 1.50 — 1.43
(m, 2H), 1.40 (t, /= 7.1 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) 5 162.41 (s), 158.88 (s), 153.01 (s), 148.94 (s), 135.70 (5),
133.83 (s), 131.73 (s), 125.16 (s), 120.34 (s), 110.28 (5), 109.57 (s), 69.00 (s), 61.07 (s),
52.73 (s), 41.01 (s), 34.03 (s), 31.53 (5), 30.11 (s), 19.87 (s), 13.34 (s), 12.97 ().

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-[(morfolin-4-ylo)metylo|tiofen-3-ylo}-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (119)

S N/\\
g |
N
A\
/\/\NHJLN/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedurg B oraz C w postaci rézowej

substancji statej (519 mg, 100%).

MS APCI: m/z 470,7 [M+H]
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TH NMR (300 MHz, CDCL3) & 8.74 (s, 1H), 7.24 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.14 — 7.11 (m,
1H), 7.00 (s, 1H), 4.96 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.53 (ddd, J = 15.6, 8.0, 3.8 Hz, 1H), 3.73 (d,
J=4.9 Hz, 6H), 3.57 — 3.41 (m, 2H), 2.59 — 2.45 (m, 4H), 2.13 (dd, J = 14.0, 10.9 Hz,
4H), 1.85 (dt, J= 16.1, 6.4 Hz, 2H), 1.71 — 1.37 (m, 8H), 0.98 (t, J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 151.23 (s), 147.86 (s),
125.97 (s), 124.34 (s), 124.01 (s), 116.27 (s), 108.35 (s), 67.98 (s), 57.87 (s), 55.11 (s),
52.74 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino]-5-{5-[(morfolin-4-ylo)metylo]tiofen-3-ylo}-
7H-pirolo|[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (120)

S N/\\
g |
N
A\
HO\/\NHJLN/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci
jasnozoéttego osadu (91,8 mg, 31,4%).

MS APCI: m/z 458,6 [M+H]

'"HNMR (300 MHz, CD30D) 5 8.71 (s, 1H), 7.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.28
(d, J=1.4 Hz, 1H), 4.59 —4.45 (m, J = 10.6 Hz, 1H), 3.80 — 3.73 (m, 4H), 3.73 — 3.65
(m, 5H), 3.58 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.59 — 2.48 (m, 4H), 2.10 (d, J = 10.3 Hz, 2H), 1.98 (dd,
J=17.8,6.3 Hz, 4H), 1.61 — 1.44 (m, J = 16.9, 11.8 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) 8 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 151.23 (s), 147.86 (s),

125.97 (s), 124.34 (s), 124.01 (s), 116.27 (s), 108.35 (s), 67.98 (s), 60.68 (), 57.87 (),
55.11 (s), 52.74 (s), 41.93 (), 30.58 (s), 27.23 (s).
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(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(4-heksylotiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (121)

N7

\ S
Jl\ \
/\/\NH N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (464 mg, 100%).
MS APCI: m/z 455,8 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.78 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.01 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 6.77
(d,J= 1.0 Hz, 1H), 5.00 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.58 — 4.46 (m, 1H), 3.76 (dt, J= 15.2, 5.6
Hz, 1H), 3.48 (dd, J= 12.9, 6.9 Hz, 2H), 2.61 (t,J= 7.6 Hz, 2H), 2.13 (t,J= 12.1 Hz,
5H), 1.97 — 1.74 (m, 4H), 1.71 — 1.54 (m, 7H), 1.44 (ddd, J = 20.8, 14.3, 6.8 Hz, 4H),
0.98 (t, J= 7.3 Hz, 3H), 0.89 (t, J= 6.7 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 138.74 (s), 131.98 (s),
130.42 (s), 130.06 (s), 129.40 (s), 114.35 (s), 113.72 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s),
31.65 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 30.05 (s), 29.24 (s), 28.03 (s), 27.23 (s), 22.94 (s), 20.23
(s), 14.13 (s).
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5-12-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]-/V,N-dimetylotiofeno-3-karboksyamid (122)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedurg B oraz C w postaci brazowego
osadu (98,6 mg, 19,7%).

MS APCI: m/z 442,7 [M+H]

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 8.75 (s, 1H), 7.35 (d, /= 1.2 Hz, 1H), 7.26 (d, /= 1.2 Hz,
1H), 7.06 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 4.51 (ddd, J=12.0, 8.2, 3.8 Hz, 1H), 3.84 — 3.69 (m, 1H),
3.52 —-3.42 (m, 2H), 3.12 (s, 6H), 2.13 (dd, J = 13.4, 10.5 Hz, 4H), 1.94 — 1.78 (m, 2H),
1.70 — 1.53 (m, 4H), 1.51 — 1.39 (m, 2H), 0.97 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 169.89 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 139.74 (s),
138.21 (s), 130.06 (s), 129.50 (s), 116.56 (s), 114.35 (s), 113.72 (s), 68.06 (5), 55.11 (s),
41.53 (s), 36.73 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-pirymi-
dyn-5-ylo]-N-cyklopropylotiofeno-3-karboksyamid (123)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego (20 mg, 4%).

MS ESI: m/z 454,6 [M+H]"

227



TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.85 (s, 1H), 8.25 (d, /= 3.9 Hz, 1H), 7.88 (d, /= 1.3
Hz, 1H), 7.65 (d,J= 1.3 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 6.92 (dd, J= 11.9, 6.1 Hz, 1H), 4.66
(d,J=4.5Hz, 1H), 4.36 (d, J= 11.6 Hz, 1H), 3.61 — 3.42 (m, 1H), 2.79 (tq, J= 7.7, 3.9
Hz, 1H),2.02 — 1.91 (m, 4H), 1.88 (s, 2H), 1.60 — 1.47 (m, 2H), 1.39 — 1.26 (m, 6H), 0.91
(t,J=7.3 Hz, 3H), 0.73 - 0.65 (m, 2H),0.60 — 0.50 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 170.83 (s), 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 140.81
(s), 133.51 (s), 133.31 (s), 130.06 (s), 116.08 (s), 114.35 (s), 113.72 (s), 68.06 (s), 55.11
(), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 25.58 (s), 20.23 (5), 14.02 (s), 9.02 ().

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[4-(piperydyno-1-karbonylo)tiofen-2-ylo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-yl]cykloheksan-1-ol (124)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnobrgzowego osadu (128 mg, 21,2%).
MS APCI: m/z 482,7 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CD30D) § 8.75 (s, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.55 (d, J= 1.3 Hz, 1H), 7.37
(d, J= 1.3 Hz, 1H), 4.56 (dt, J=15.7, 7.8 Hz, 1H), 3.85 — 3.58 (m, 5H), 3.50 (t, J = 7.1
Hz, 2H), 2.29 — 1.90 (m, 6H), 1.90 — 1.61 (m, 8H), 1.60 — 1.42 (m, 4H), 1.04 (t, J= 7.3
Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) § 166.37 (s), 159.13 (), 155.54 (s), 154.67 (s), 139.74 (s),
138.54 (s), 130.06 (s), 129.02 (s), 116.56 (s), 114.35 (5), 113.72 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
45.55 (s), 41.53 (5), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 24.97 (s), 23.31 (5), 20.23 (s), 14.02

(s).
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(17,4r)-4-{2-[(2-metoksyetylo)amino|-5-[4-(piperydyno-1-karbonylo)tiofen-2-ylo]-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna-7-ylo}cykloheksan-1-o0l (125)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (100 mg, 16,1%).
MS APCI: m/z 484,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.77 (s, 1H), 7.31 (d, J= 1.3 Hz, 1H), 7.21 (d, J= 1.3 Hz,
1H), 7.07 (s, 1H), 5.34 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.61 — 4.43 (m, 1H), 3.73 — 3.56 (m, 8H), 3.40
(d, J=2.3 Hz, 3H), 2.12 (t, J= 12.7 Hz, 5H), 1.93 — 1.79 (m, 2H), 1.72 — 1.66 (m, 2H),
1.65 — 1.51 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 165.43 (s), 159.07 (s), 152.72 (s), 150.11 (s), 137.28
(d, J=12.6 Hz), 122.66 (s), 121.84 (s), 118.89 (s), 109.84 (s), 108.99 (s), 71.33 (s), 69.60
(s), 58.64 (s), 52.04 (s),41.37 (s), 34.39 (s), 31.76 (s), 30.47 (5), 29.52 (s), 29.18 (s), 24.49
(s), 22.51 (s), 13.92 (s).
(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(furan-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-ylo] cyklo-
heksan-1-o0l (126)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci zoltego

osadu (38,5 mg, 41,6%).

MS APCI: m/z 355,5 [M+H]
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H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.75 (s, 1H), 7.41 (dd, J = 1.8, 0.7 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H),
6.47 (dd, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 3.3, 0.6 Hz, 1H), 5.48 (s, 1H), 4.61 — 4.42
(m, 1H), 3.85 —3.70 (m, 1H), 3.55 — 3.41 (m, 2H), 2.13 (t, J = 13.2 Hz, 4H), 1.96 — 1.78
(m, 2H), 1.72 — 1.54 (m, 4H), 1.52 — 1.38 (m, 2H), 0.98 (t, J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.23 (s), 152.84 (5), 149.13 (s), 148.64 (s), 140.63 (s),
118.40 (s), 111.26 (s), 108.66 (s), 107.29 (s), 103.77 (s), 69.71 (s), 52.27 (5), 41.41 (s),
34.47 (s), 31.69 (s), 30.45 (s), 20.11 (s), 13.80 (s).

(1r,4r)-4-{5-[5-(aminometylo)furan-2-ylo]-2-(butyloamino)-7 H-pirolo|2,3-d| piry-
midyn-7-ylo}cykloheksan-1-o0l (127)

o
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedura B oraz C w postaci kremowego
osadu (27,5 mg, 23%).
MS ESI: m/z 384,5 [M+H]"
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.79 (s, 1H), 7.42 (s, 1H), 6.85 (t, J = 5.7 Hz, 1H),
6.55 (d,J=3.1 Hz, 1H), 6.24 (d, J=3.1 Hz, 1H), 4.66 (s, 1H), 4.38 (dt, J=16.1, 6.9 Hz,
1H), 3.70 (s, 2H), 3.61 — 3.46 (m, 1H), 3.31 (dd, J = 12.9, 6.6 Hz, 4H), 2.02 — 1.79 (m,
6H), 1.63 — 1.49 (m, 2H), 1.44 — 1.23 (m, 4H), 0.92 (t,J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 156.01 (s), 153.67 (s), 152.85 (5), 151.84 (s), 151.54
(s), 128.62 (s), 114.23 (s), 111.19 (s), 108.82 (s), 106.19 (s), 68.06 (5), 55.11 (s), 41.53
(s), 41.25 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(17,4r)-4-{5-|5-(aminometylo)furan-2-ylo]-2-(propyloamino)-7H-pirolo|[2,3-d] piry-
midyn-7-ylo}cykloheksan-1-o0l (128)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0gdlng procedura B oraz C w postaci kremowego

osadu (94,4 mg, 82,4%).
MS APCI: m/z 370,5 [M+H]

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.80 (s, 1H), 7.42 (s, 1H), 6.84 (t, J = 5.7 Hz, 1H),
6.55 (d, J=3.1 Hz, 1H), 6.25 (d,J=3.1 Hz, 1H), 4.68 (s, 1H), 4.43 — 4.34 (m, 1H), 3.72
(s, 2H), 3.58 — 3.50 (m, 1H), 3.31 — 3.18 (m, 4H), 2.00 — 1.81 (m, 6H), 1.63 — 1.52 (m,
2H), 1.40 — 1.29 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) § 156.01 (s), 153.67 (s), 152.85 (s), 151.84 (s), 151.54
(s), 128.62 (s), 114.23 (s), 111.19 (s), 108.82 (s), 106.19 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 43.46
(s), 41.25 (5), 30.58 (s), 27.23 (s), 22.40 (s), 11.70 (s).

(1r,4r)-4-12-(butyloamino)-5-{5-[(etoksymetoksy)metylo]|furan-2-ylo}-7 H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (129)

O/\O/\
S
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (83,9 mg, 22,8%).
MS APCI: m/z 443,5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.75 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.41 (d, J= 3.2 Hz, 1H), 6.37
(d, J=3.3 Hz, 1H), 5.12 — 4.98 (m, 1H), 4.77 (s, 2H), 4.59 (s, 2H), 4.52 (s, 1H), 3.83 —
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3.71 (m, 1H), 3.66 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.47 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.12 (t, J = 13.0
Hz, 4H), 1.94 — 1.77 (m, 2H), 1.72 — 1.52 (m, 4H), 1.45 (dd, J = 15.1, 7.5 Hz, 2H), 1.25
(t,J=7.1 Hz, 3H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 156.01 (s), 153.64 (d, J= 8.8 Hz), 151.54 (s), 150.94 (s),
128.62 (s), 114.23 (s), 111.19 (s), 108.82 (s), 107.76 (s), 95.78 (s), 68.06 (s), 63.56 (s),
61.70 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.87 (s), 14.02
(s).

5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-pirymi-
dyn-5-ylo]furano-2-karboksylan etylu (130)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozoéttego osadu (64,1 mg, 43,5%).
MS APCI: m/z 427,5 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.79 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.24 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.50
(d, J=3.6 Hz, 1H), 5.23 (s, 1H), 4.54 (ddd, J = 15.7, 7.9, 3.7 Hz, 1H), 4.37 (q, J = 7.1
Hz, 2H), 3.76 (dt, J = 15.0, 5.4 Hz, 1H), 3.48 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.14 (dd, J =
17.3, 9.4 Hz, 4H), 1.85 (dt, J= 15.6, 6.4 Hz, 2H), 1.71 — 1.53 (m, 4H), 1.47 (dd, J = 15.3,
7.5 Hz, 2H), 1.39 (t, J= 7.1 Hz, 3H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.91 (s), 156.01 (s), 153.67 (s), 152.85 (s), 151.93 (s),
145.30 (s), 128.62 (s), 119.51 (s), 114.23 (s), 111.89 (), 108.82 (s), 68.06 (s), 61.50 (s),
55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (), 30.58 (5), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.70 (s), 14.02 ().
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Kwas 5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-5-ylo]furano-2-karboksylowy (131)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (21,7 mg, 39,8%).
MS APCI: m/z 399,7 [M+H]

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.85 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.19 (d, J = 3.5 Hz, 1H),
6.97 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.52 — 4.34 (m, 1H), 3.60 — 3.49 (m,
1H), 3.32 (dd, J = 13.1, 6.7 Hz, 2H), 2.05 — 1.83 (m, 6H), 1.63 — 1.48 (m, 2H), 1.45 —
1.21 (m, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 160.32 (s), 156.01 (), 153.67 (s), 152.85 (s), 151.93
(s), 143.76 (s), 128.62 (s), 120.13 (s), 114.23 (s), 111.89 (s), 108.82 (s), 68.06 (s), 55.11
(s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[5-(dimetoksymetylo)furan-2-ylo]-7 H-pirolo-[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (132)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedura B oraz C w postaci bragzowego

osadu (38,9 mg, 43,6%).
MS ESI: m/z 429,5 [M+H]"
TH NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.75 (s, 1H), 7.41 (t, J= 0.8 Hz, 1H), 7.13 (s, 1H), 6.43

(s, 1H), 5.45 (d, J= 0.8 Hz, 1H), 5.13 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.51 (i, J=11.9, 3.8 Hz, 1H),
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3.76 (tt, J= 11.0, 4.2 Hz, 1H), 3.47 (dt, J = 12.9, 6.5 Hz, 2H), 3.35 (s, 6H), 2.11 (dt, J =
19.2, 11.7 Hz, 4H), 1.84 (dt, J = 16.0, 6.5 Hz, 2H), 1.69 — 1.53 (m, 4H), 1.45 (dq, J =
14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 156.01 (s), 153.67 (s), 152.85 (s), 148.94 (s), 131.43 (s),
128.58 (s), 120.63 (s), 114.23 (s), 111.57 (s), 108.54 (5), 100.65 (s), 68.06 (s), 56.45 (s),
55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (), 30.58 (5), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

tert-butylo-N-({5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7 H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-5-ylo]furan-2-ylo}metylo)karbaminian (133)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (161,9 mg, 69,3%).
MS ESI: m/z 484,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.83 (s, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.35 (t, J = 5.3 Hz, 1H),
6.86 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 6.54 (d, J= 3.2 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.66 (d, J =
4.5 Hz, 1H), 4.39 (ddd, J = 15.7, 9.7, 5.8 Hz, 1H), 4.15 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.59 — 3.45
(m, 1H), 3.37 — 3.24 (m, 2H), 1.92 (dd, J = 24.6, 11.2 Hz, 6H), 1.62 — 1.49 (m, 2H), 1.45
— 1.28 (m, 13H), 0.92 (t, J= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 157.98 (s), 156.01 (s), 153.67 (s), 152.85 (s), 151.54
(s), 150.65 (s), 128.62 (s), 114.23 (s), 112.20 (s), 111.19 (s), 108.82 (s), 80.65 (s), 68.06
(s), 55.11 (s), 41.53 (5), 39.14 (5), 30.87 (5), 30.58 (5), 28.52 (8), 27.23 (8), 20.23 (s), 14.02
(s).
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5-12-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]-3-metylotiofeno-2-karbonitryl (134)
//N
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (20,1 mg, 5,63%).
MS APCI: m/z 410,5 [M+H]

H NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.73 (s, 1H), 7.77 — 7.41 (m, 1H), 7.14 (s, 1H), 6.97 (s,
1H), 4.59 — 4.45 (m, 1H), 3.77 (dd, J= 9.5, 5.4 Hz, 1H), 3.48 (s, 2H), 2.45 (s, 3H), 2.12
(dd, J=28.7, 16.8 Hz, 4H), 1.95 — 1.78 (m, J = 12.4 Hz, 2H), 1.69 — 1.55 (m, 4H), 1.45
(dd, J=14.9, 7.3 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.13 (s), 155.54 (5), 154.67 (s), 154.48 (s), 150.05 (s),
130.48 (s), 129.18 (s), 127.95 (s), 116.96 (s), 114.35 (5), 113.00 (s), 68.06 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 18.21 (5), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(3-metoksytiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d | pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (135)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedurg B oraz C w postaci bragzowego

osadu (34,5 mg, 8,3%).

MS APCI: m/z 401,5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.85 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.09 (d, J= 5.5 Hz, 1H), 6.93
(d, J=5.5 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.60 — 4.43 (m, 1H), 3.94 (d, /= 2.1 Hz, 3H), 3.87 —
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3.72 (m, 1H), 3.48 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.21 — 2.05 (m, 4H), 1.90 (tt, J = 13.0, 6.5
Hz, 3H), 1.61 (ddd, J=22.6, 11.2, 3.1 Hz, 3H), 1.52 — 1.41 (m, 2H), 0.98 (t, J= 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 169.74 (s), 158.99 (s), 156.29 (s), 154.83 (s), 140.62 (s),
126.59 (s), 122.07 (s), 116.63 (s), 113.97 (s), 108.29 (s), 68.06 (s), 58.46 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|5-(1-benzotiofen-2-ylo)-2-(butyloamino)-7 H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-o0l (136)

oH

Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci rézowego
osadu (141,9 mg, 31,9%).

MS ESI: m/z 421,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.84 (s, 1H), 7.81 — 7.67 (m, 2H), 7.39 — 7.19 (m, 4H),
5.03 (t,J= 5.7 Hz, 1H), 4.49 (tt, J= 12.0, 3.8 Hz, 1H), 3.73 (ddd, J = 10.9, 7.7, 4.2 Hz,
1H), 3.45 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.11 (dd, J = 11.7, 8.9 Hz, 4H), 1.85 (ddd, J = 15.9,
13.4, 3.7 Hz, 3H), 1.68 — 1.53 (m, 4H), 1.42 (dq, J = 14.0, 7.1 Hz, 2H), 0.94 (t, J= 7.3
Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.81 (s), 152.68 (5), 149.77 (s), 140.15 (s), 137.67 (s),
136.40 (s), 123.94 (s), 123.28 (s), 122.38 (s), 121.45 (s), 119.36 (s), 117.84 (s), 109.38
(s), 69.25 (5), 51.82 (s), 40.97 (s), 34.03 (s), 31.33 (s), 30.67 (5), 19.63 (s), 13.33 (s).

236



(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{tieno[3,2-b|tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-
7-ylo]cykloheksan-1-ol (137)
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Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (25,3 mg, 7,5%).
MS APCI: m/z 427,7 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, CDCL3) 5 8.80 (s, 1H), 7.33 (dd, J=2.8, 2.4 Hz, 1H), 7.24 (dd, J =
5.2,0.6 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 5.13 (s, 1H), 4.53 (ddd, J = 15.9,
8.0, 3.8 Hz, 1H), 3.85 — 3.64 (m, 1H), 3.49 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.15 (t, J = 11.3 Hz, 4H),
1.98 — 1.81 (m, 2H), 1.72 — 1.55 (m, 4H), 1.54 — 1.39 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 145.12 (s), 133.32 (s),
133.04 (s), 130.25 (), 129.18 (s), 124.13 (s), 122.11 (s), 114.35 (s), 113.00 (s), 68.06 (s),
55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (5), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{4H,5H,6 H,7 H-tieno|3,2-c|pirydyn-2-ylo}-7 H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (138)

Z @

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedura B oraz C w postaci bragzowego

osadu (158,3 mg, 37,1%).

MS APCI: m/z 426,8 [M+H]
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IH NMR (300 MHz, CDCls) 5 8.52 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 4.37 (ddd, J =
11.9, 8.3, 3.8 Hz, 1H), 3.82 (s, 6H), 3.69 — 3.50 (m, 1H), 3.33 (t, J= 7.0 Hz, 2H), 2.91 (d,
J=5.8 Hz, 2H), 1.99 (t, J = 12.1 Hz, 4H), 1.88 — 1.64 (m, 2H), 1.63 — 1.26 (m, 6H), 0.86
(t,J=7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 158.87 (s), 152.82 (5), 149.50 (s), 135.18 (s), 130.23 (s),
129.59 (s), 119.83 (s), 118.98 (5), 109.54 (s), 109.34 (s), 69.11 (s), 52.34 (), 43.71 (5),
42.35 (s), 41.19 (s), 33.98 (s), 31.57 (s), 30.45 (5), 23.17 (), 19.99 (s), 13.62 ().

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-{5-metanosulfonylo-4H,5H,6 H,7H-tieno|3,2-
c]pirydyn-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (139)
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Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedura B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (126 mg, 25,1%).

MS APCI: m/z 504,7 [M+H]

'TH NMR (300 MHz, CDCl3) 6 8.71 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.82 (s, 1H), 5.18 (s, 1H), 4.62
—4.43 (m, 1H), 4.41 (s, 2H), 3.76 (dd, J=9.5, 5.4 Hz, 1H), 3.66 (t, /= 5.7 Hz, 2H), 3.48
(dd,J=12.9,7.0 Hz, 2H), 2.98 (t, /= 5.7 Hz, 2H), 2.87 (s, 3H), 2.13 (dd, /= 14.1, 11.4
Hz, 4H), 1.85 (dt, /= 12.9, 6.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.35 (m, 6H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 162.86 (s), 156.83 (s), 153.34 (s), 138.90 (s), 135.18 (s),

134.02 (s), 123.80 (s), 123.13 (s), 113.52 (s), 72.97 (s), 56.51 (s), 49.26 (s), 47.44 (s),
45.09 (s), 39.62 (), 37.93 (s), 35.51 (s), 34.29 (s), 28.78 (), 23.94 (s), 17.34 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1,3-tiazol-5-ilo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (140)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (22,9 mg, 4%).
MS APCI: m/z 372,5 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCLs) 5 8.71 (s, 2H), 7.99 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 5.28 (s, 1H), 4.53
(tt, J=12.0, 3.8 Hz, 1H), 3.85—3.71 (m, 1H), 3.56 — 3.42 (m, 2H), 2.15 (td, J=11.3, 7.9
Hz, 4H), 1.97 — 1.80 (m, 2H), 1.72 — 1.55 (m, 4H), 1.46 (dq, J = 14.0, 7.1 Hz, 2H), 0.98
(t,J=17.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 151.07 (s), 137.42 (s),
121.61 (s), 116.16 (s), 114.74 (s), 114.35 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[2-(pirolidyn-1-ylo)-1,3-tiazol-5-ilo]-7H-pirolo-|2,3-
d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (141)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci
jasnozottego osadu (64 mg, 53,4%).
MS APCI: m/z 441,6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.65 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 5.23 (s, 1H), 4.56
— 441 (m, 1H), 3.84 — 3.69 (m, 1H), 3.54 — 3.42 (m, 6H), 2.20 — 2.03 (m, 8H), 1.94 —
1.78 (m, 2H), 1.69 — 1.53 (m, 4H), 1.53 — 1.38 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.13 (s), 158.07 (5), 155.54 (s), 154.67 (s), 132.59 (s),
115.95 (s), 114.71 (s), 114.35 (s), 107.70 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 49.68 (s), 41.53 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 25.98 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[2-(piperydyn-1-ylo)-1,3-tiazol-5-ilo]-7 H-pirolo-|2,3-

o

N

d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (142)

D8
/\/\NHJ\N/ N

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci
jasnobrazowego osadu (82,1 mg, 62,3%).
MS APCI: m/z 455,6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.64 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 5.25 (s, 1H), 4.57
— 441 (m, 1H), 3.77 (s, 1H), 3.56 — 3.40 (m, 6H), 2.21 — 2.03 (m, 4H), 1.93 — 1.77 (m,
2H), 1.75 — 1.55 (m, 10H), 1.52 — 1.38 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl) § 163.66 (s), 159.22 (s), 153.80 (d, J= 16.4 Hz), 141.40 (s),
121.30 (s), 116.98 (s), 110.29 (s), 106.11 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 48.37 (s), 41.53 (5),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 24.97 (s), 23.31 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[2-(morfolin-4-ylo)-1,3-tiazol-5-ilo]-7 H-pirolo-[2,3-
d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (143)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedurg B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (41,4mg, 100%).

MS ESI: m/z 457,6 [M+H]"
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TH NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.66 (s, 1H), 7.31 —7.25 (m, 1H), 6.87 (s, 1H), 4.97 (d, J =
5.6 Hz, 1H), 4.55 — 4.43 (m, 1H), 3.89 — 3.71 (m, SH), 3.56 — 3.41 (m, 6H), 2.12 (t, J =
13.0 Hz, 4H), 1.96 — 1.75 (m, 2H), 1.72 — 1.40 (m, 8H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 159.13 (s), 157.32 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 132.59 (s),
115.95 (s), 114.71 (s), 114.35 (s), 107.70 (s), 68.06 (s), 67.41 (s), 55.11 (s), 48.74 (s),
41.53 (s), 30.87 (5), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1H-pirol-3-ilo)-7 H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-7-ylo]-
cykloheksan-1-ol (144)

SR
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (65,6 mg, 100%).
MS ESI: m/z 354,6 [M+H]"

TH NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 10.75 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.11 (d, J =
2.2 Hz, 1H), 6.76 (dd, J = 4.6, 2.5 Hz, 1H), 6.63 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 6.33 (dd, J= 4.0, 2.4
Hz, 1H), 4.65 (d, J=4.5 Hz, 1H), 4.42 — 4.29 (m, 1H), 3.52 (dt, J=8.1, 6.1 Hz, 1H), 3.38
—3.25 (m, 2H), 1.91 (dt, J=20.5, 6.3 Hz, 6H), 1.61 — 1.48 (m, 2H), 1.35 (tt, J = 12.6, 6.4
Hz, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 127.31 (s), 125.34
(s), 120.04 (s), 116.50 (s), 116.27 (s), 110.36 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(17,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(1 H-pirol-2-ilo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]-
cykloheksan-1-ol (145)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnobrazowego osadu (12 mg, 8%).
MS APCI: m/z 354,5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.64 (s, 1H), 8.47 (s, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.35
(s, 1H), 6.31 (s, 1H), 5.40 (s, 1H), 4.61 — 4.41 (m, 1H), 3.84 — 3.67 (m, 1H), 3.55 — 3.39
(m, 2H), 2.22 — 2.03 (m, 4H), 1.92 — 1.76 (m, 2H), 1.69 — 1.53 (m, 4H), 1.52 — 1.40 (m,
2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 158.83 (s), 153.39 (s), 153.14 (s), 131.70 (s), 123.00 (s),
122.12 (s), 117.14 (s), 114.10 (s), 111.90 (s), 111.04 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (), 20.23 (s), 14.02 (s).

5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]-1H-pirolo-2-karboksylan sodu (146)

(0]

\_NH

N\\

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedurg B oraz C w postaci brazowego

osadu (56 mg, 21,7%).
MS APCI: m/z 420,6 [M+H]"
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 11.27 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 6.76 (t, J =

5.7 Hz, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.35 (s, 1H), 3.56 — 3.44 (m, 1H), 3.35 — 3.25 (m,
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2H), 2.02 — 1.86 (m, 4H), 1.86 — 1.70 (m, 2H), 1.61 — 1.47 (m, 2H), 1.35 (dd, J = 13.6,
6.0 Hz, 4H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 168.83 (s), 158.83 (5), 153.39 (5), 153.14 (s), 133.21
(s), 129.71 (s), 121.92 (s), 117.14 (s), 115.40 (s), 115.14 (s), 113.88 (s), 68.06 (s), 55.11
(s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1-metylo-1H-1,2,3-triazol-5-ilo)-7 H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (147)

=
\
N\
D
~
on

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogolng procedura B oraz C w postaci bragzowego

osadu (464 mg, 100%).
MS APCI: m/z 370,5 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CD:OD) & 8.56 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 4.57 (dd, J=
15.0, 9.0 Hz, 1H), 4.15 (d, J= 7.4 Hz, 3H), 3.72 (dt, J= 15.3, 5.6 Hz, 1H), 3.45 (d, J =
7.1 Hz, 2H), 2.18 — 2.00 (m, 6H), 1.75 — 1.60 (m, 2H), 1.60 — 1.40 (m, 4H), 1.36 — 1.22
(m, 2H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) 5 158.31 (s), 153.12 (s), 147.86 (s), 123.68 (s), 109.58 (s),
100.24 (s), 68.76 (s), 53.34 (s), 40.83 (s), 34.85 (s), 33.86 (s), 31.21 (s), 29.80 (s), 19.73
(s), 12.78 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(2-chloro-1-metylo-1H-imidazol-5-ilo)-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-7-yl]cykloheksan-1-ol (148)

N §(c1

\

NG

S8
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci kremowego

osadu (82,5 mg, 72,6%).
MS ESI: m/z 403,9 [M+H]

TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.55 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.87 (t, J =
5.8 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.48 — 4.35 (m, 1H), 3.61 (s, 3H), 3.59 — 3.47 (m,
1H), 3.31 (dd, J = 14.9, 5.8 Hz, 2H), 2.06 — 1.83 (m, 6H), 1.61 — 1.48 (m, 2H), 1.45 —
1.27 (m, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5 159.22 (s), 153.80 (d, J = 16.4 Hz), 130.34 (s), 128.06
(), 123.96 (s), 119.59 (s), 118.95 (s), 116.98 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 31.91 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(3-metylo-1H-pirazol-4-ilo)-7H-pirolo|2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (149)

}\I\NH
—

OB
/\/\NHJ\N/ N
oH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedurg B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (56,9 mg, 69,8%).
MS APCI: m/z 369,7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.73 — 12.35 (m, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.11 — 7.55 (m,
2H), 7.10 (s, 1H), 6.71 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.39 (dd, J = 13.7,
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9.5 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 12.5, 8.2 Hz, 1H), 3.37 — 3.24 (m, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.07 —
1.80 (m, 6H), 1.54 (dd, J = 14.4, 7.5 Hz, 2H), 1.46 — 1.27 (m, 3H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 159.56 (s), 155.93 (s), 152.79 (s), 142.78 (s), 130.25
(s), 116.05 (s), 115.72 (s), 115.36 (s), 113.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 14.02 (s), 13.47 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-metylo-3-(trifluorometylo)-1H-pirazol-5-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (150)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (13,4 mg, 4,52%).
MS APCI: m/z 437,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CD:0D) § 8.47 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 4.62 — 4.48 (m,
1H), 3.96 (s, 3H), 3.70 (dt, J = 15.1, 5.5 Hz, 1H), 3.43 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.16 — 1.96 (m,
6H), 1.64 (dt, J= 14.7, 7.3 Hz, 2H), 1.57 — 1.40 (m, 4H), 0.99 (dd, J=38.5, 6.1 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD:0D) & 159.22 (s), 153.80 (), 140.04 (s), 132.80 (s), 130.88 (s),
126.33 (s), 116.98 (s), 112.73 (s), 106.11 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 38.48 (s),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(3-metylobutylo)-3-(trifluorometylo)-1H-pirazol-4-
ilo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (151)

on
Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedura B oraz C w postaci jasnozoltej
zywicy (40,3 mg, 11,4%).
MS APCI: m/z 493,7 [M+H]
'"H NMR (300 MHz, CDCl) 6 8.49 (s, 1H), 7.59 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 5.04
(t, J=5.6 Hz, 1H), 4.51 (tt, J=11.1, 3.4 Hz, 1H), 4.27 — 4.17 (m, 2H), 3.85 — 3.69 (m,
1H), 3.54 — 3.42 (m, 2H), 2.10 (dd, J = 19.8, 9.1 Hz, 4H), 1.97 — 1.75 (m, 4H), 1.72 —
1.53 (m, 4H), 1.45 (dd, J=15.1, 7.5 Hz, 2H), 1.03 — 0.94 (m, 10H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.56 (s), 155.93 (5), 152.79 (s), 134.84 (s), 126.97 (s),
125.17 (s), 116.42 (s), 116.05 (s), 113.73 (s), 113.46 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 52.10 (5),
41.53 (s), 37.34 (5), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (8), 26.92 (s), 22.92 (5), 20.23 (s), 14.02

(s).

(1r,4r)-4-{5-[1-butylo-3-(trifluorometylo)-1H-pirazol-5-ilo]-2-(butylo-amino)-7 H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (152)

F
F
F

N
\_N
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozottego osadu (44,3 mg, 24,5%).

MS APCI: m/z 479,6 [M+H]
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TH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.45 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.09 (t, J = 5.6
Hz, 1H), 4.55 (t, J = 12.0 Hz, 1H), 4.20 — 4.12 (m, 2H), 3.78 (t, J = 10.9 Hz, 1H), 3.48
(q,J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.23 — 2.10 (m, 4H), 1.96 — 1.75 (m, J = 24.8, 16.1 Hz, 4H),
1.72 - 1.56 (m, J= 19.3, 10.9 Hz, 4H), 1.54 — 1.39 (m, J = 15.0, 7.5 Hz, 2H), 1.28 — 1.20
(m, J=7.4 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.84 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.22 (s), 153.80 (s), 137.30 (s), 137.04 (s), 130.20 (s),
121.65 (s), 114.54 (s), 106.48 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 50.07 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58
(s), 28.66 (s), 27.23 (s), 20.53 (s), 20.23 (s), 14.13 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[5-(trifluorometylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7 H-pirolo|[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (153)

o
_ F
SN
/\/\NHJ\N/ N

on
Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z 0g6lng procedurg B oraz C w postaci bezowego
osadu (33,5 mg, 26,3%).
MS APCI: m/z 423,5 [M+H]"
'"H NMR (300 MHz, CDCI3) § 8.49 (s, 1H), 7.82 — 7.77 (m, 1H), 6.99 (s, 1H), 5.14 (s,

1H), 4.58 — 4.45 (m, 1H), 3.85 — 3.70 (m, 1H), 3.52 — 3.41 (m, 2H), 2.22 — 2.07 (m, 4H),
1.97 — 1.81 (m, 2H), 1.70 — 1.55 (m, 4H), 1.52 — 1.40 (m, 2H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 158.22 (s), 156.11 (s), 153.99 (s), 134.33 (s), 132.73 (s),
120.17 (s), 114.34 (s), 111.43 (s), 110.39 (s), 109.26 (s), 68.06 (s), 55.11 (5), 41.53 (),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-[1-(metoksymetylo)-3-(trifluorometylo)-1H-pirazol-4-
ilo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna-7-ylo]cykloheksan-1-ol (154)

F N\N/\O/
F 4
—
F

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego

osadu (120 mg, 60,1%).
MS APCI: m/z 467,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz,CDCls) § 8.51 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 5.46 (s, 2H), 4.98
(t,J= 5.7 Hz, 1H), 4.62 — 4.43 (m, 1H), 3.90 — 3.71 (m, 1H), 3.55 — 3.44 (m, 2H), 3.42
(s, 3H), 2.14 (t, J = 11.5 Hz, 4H), 2.00 — 1.79 (m, 2H), 1.66 — 1.53 (m, 4H), 1.53 — 1.37
(m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.56 (s), 155.93 (5), 152.79 (s), 131.68 (s), 124.25 (s),
116.42 (s), 116.05 (s), 113.46 (s), 106.85 (s), 78.13 (s), 68.06 (s), 56.64 (s), 55.11 (s),
41.53 (s), 30.87 (5), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 ().

(1r,4r)-4-|5-(1H-1,3-benzodiazol-5-ilo)-2-(butyloamino)-7 H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (155)

e
_]

PR
/\/\NHJ\N/ N
on

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci zéltego

osadu (92,5 mg, 18,3%).
MS APCI: m/z 405,5 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.62 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.65 (d, J= 1.0 Hz, 1H), 7.56
(d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.35 (dd, J= 8.4, 1.5 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 4.40 (ddd, J=11.8, 8.3,
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3.7 Hz, 1H), 3.70 — 3.55 (m, 1H), 3.16 — 2.86 (m, 4H), 2.10 — 1.89 (m, 4H), 1.87 — 1.68
(m, 2H), 1.50 (ddd, J = 23.3, 11.4, 2.8 Hz, 4H), 1.41 — 1.28 (m, 3H), 0.86 (t, /= 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 158.00 (s), 152.59 (s), 148.75 (s), 140.61 (s), 136.77 (s),
128.64 (s), 121.45 (s), 118.46 (s), 116.03 (s), 111.73 (s), 109.75 (s), 68.86 (s), 51.69 (s),
48.81 (s), 40.77 (s), 33.70 (s), 31.16 (s), 30.00 (s), 29.06 (s), 19.54 (s), 13.22 (5s).
(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(2-metylo-1H-1,3-benzodiazol-5-ilo)-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl |cykloheksan-1-ol (156)

N
N

OH

Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedura B oraz C w postaci

jasnozoéttego osadu (34,5 mg, 79,1%).
MS APCI: m/z 419,7 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.72 (s, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.53 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.34
(d, J=8.2 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 5.47 (s, 2H), 5.00 (s, 1H), 4.46 (t, J= 11.9 Hz, 1H), 3.68
(d, J=10.8 Hz, 2H), 2.60 (s, 3H), 2.06 (t, J= 13.8 Hz, 5H), 1.91 — 1.71 (m, 2H), 1.64 —
1.45 (m, 5H), 0.88 (dd, J = 19.8, 12.5 Hz, 4H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 157.35 (s), 156.07 (s), 153.70 (), 149.70 (s), 138.22 (s),
137.80 (s), 130.36 (s), 126.66 (s), 121.73 (s), 119.90 (s), 114.54 (s), 114.08 (s), 113.86
(s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (5), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.01 (s).
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(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(1,2-oksazol-4-ilo)-7 H-pirolo[2,3-d| pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (157)

)0
—
8
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (33,8 mg, 33,6%).
MS ESI: m/z 356,6 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCLs) § 8.63 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 5.10
(t,J= 5.4 Hz, 1H), 4.53 (tt, J = 11.9, 3.9 Hz, 1H), 3.77 (dt, J = 15.1, 5.4 Hz, 1H), 3.48
(td, J=17.0, 5.9 Hz, 2H), 2.25 — 2.03 (m, SH), 1.86 (dt, J = 16.0, 6.5 Hz, 2H), 1.72 — 1.54
(m, 5H), 1.54 — 1.38 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl) § 159.70 (s), 155.21 (d, J = 12.5 Hz), 152.69 (s), 143.49 (s),
126.68 (s), 116.27 (s), 115.33 (s), 108.22 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(3,5-dimetylo-1,2-oksazol-4-ilo)-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl |Jcykloheksan-1-ol (158)

N

4 O
—
DR
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bialego

osadu (101 mg, 90,5%).
MS APCI: m/z 384,5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.33 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 5.00 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.60
— 4.46 (m, 1H), 3.85 — 3.72 (m, 1H), 3.54 — 3.43 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.21
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—2.10 (m, 4H), 1.98 — 1.80 (m, 2H), 1.70 — 1.57 (m, 4H), 1.51 — 1.38 (m, 2H), 0.98 (t, J
=7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCL3) 5 161.52 (s), 160.09 (s), 156.82 (s), 153.40 (s), 153.18 (s),
124.33 (s), 120.21 (s), 116.01 (s), 94.31 (s), 68.06 (s), 55.11 (5), 41.53 (5), 30.87 (5), 30.58
(s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.05 (s), 11.31 (s).

(17,4r)-4-[2-(butylamino)-5-{1-[tris(propan-2-yl)silyl]-1H-pyrrol-3-yl}-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-7-yl]cyclohexan-1-o0l (159)

~

20=
N N\
/\/\NHJ\N/ N

OH

Tytutowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogélng procedura B oraz C w postaci

jasnoczerwonego osadu (98,9 mg, 31%).
MS ESI: m/z 510,8 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.69 (s, 1H), 7.03 — 7.01 (m, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.82 (dd,
J=27,2.1Hz, 1H), 6.50 (dd, J = 2.7, 1.4 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.51 (tt, J = 11.9, 3.9
Hz, 1H), 3.85 — 3.70 (m, 1H), 3.48 (td, J= 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.20 — 2.03 (m, 4H), 1.96 —
1.79 (m, 2H), 1.72 — 1.56 (m, 4H), 1.54 (dd, J = 7.2, 3.7 Hz, 1H), 1.46 (dtt, J= 13.9, 6.9,
3.6 Hz, 4H), 1.13 (d, J= 7.4 Hz, 18H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.70 (s), 155.16 (5), 152.69 (s), 124.61 (s), 120.64 (s),
119.46 (s), 116.27 (s), 111.05 (s), 104.78 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 23.07 (), 20.23 (5), 19.53 (s), 14.02 (s).
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5-12-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-
5-ylo]furano-3-karbaldehyd (160)

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego
osadu (38,9 mg, 43,6%).

MS APCI: m/z 383,6 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCl3) § 9.95 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.03 (d, J= 0.8 Hz, 1H), 7.21
(s, 1H), 6.76 (s, 1H), 5.15 (t, /= 6.0 Hz, 1H), 4.53 (ddd, J = 12.0, 8.3, 3.9 Hz, 1H), 3.78
(t,J=10.8 Hz, 1H), 3.48 (dd, /= 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.23 — 2.06 (m, 4H), 1.95 — 1.78 (m,
2H), 1.69 — 1.54 (m, 4H), 1.45 (dq, J=13.9, 7.1 Hz, 2H), 0.98 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 183.40 (s), 156.03 (s), 155.92 (d, J=22.9 Hz), 154.75 (s),
153.67 (s), 152.85 (s), 130.14 (s), 128.58 (s), 116.92 (s), 114.23 (s), 108.54 (s), 68.06 (s),
55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s), 14.02 (5).
(1r,4r)-4-|5-(1-benzofuran-6-ylo)-2-(butyloamino)-7H-pirolo|[2,3-d]|pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-o0l (161)

N\\
/\/\NHN/N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z og6lng procedura B oraz C w postaci bialego

osadu (62,2 mg, 12,6%).

MS ESI: m/z 405,7 [M+H]J"
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TH NMR (300 MHz, CDCL3) § 8.79 (s, 1H), 7.77 (d, J= 1.1 Hz, 1H), 7.64 (d, J=2.2 Hz,
1H), 7.51 (dt, J=8.5, 5.1 Hz, 2H), 7.02 (s, 1H), 6.79 (dd, J= 2.2, 0.8 Hz, 1H), 4.99 (t, J
=5.7 Hz, 1H), 4.56 (tt,J= 11.9, 3.6 Hz, 1H), 3.87 — 3.70 (m, 1H), 3.49 (dd, J= 12.9, 7.0
Hz, 2H), 2.23 — 2.06 (m, 4H), 1.98 — 1.82 (m, 2H), 1.78 (s, 2H), 1.71 — 1.58 (m, 3H), 1.48
(dt, J=14.7, 5.1 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 157.35 (s), 153.70 (s), 152.45 (s), 149.70 (s), 145.85 (s),
131.02 (s), 126.66 (s), 125.91 (s), 123.82 (s), 120.34 (s), 119.90 (s), 113.86 (s), 107.42
(s), 105.97 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (), 30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (s),
14.02 (s).

(1r,4r)-4-|2-(butyloamino)-5-(selenofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (162)

\ Se
DB
/\/\NHJ\N/ N

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnozielonego osadu (10 mg, 26.5%).
MS ESI: m/z 418,4 [M+H]"

H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.75 (s, 1H), 7.87 (dd, J= 5.2, 1.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.29
(m, 2H), 7.05 (s, 1H), 5.36 (s, 1H), 4.59 — 4.46 (m, 1H), 3.80 — 3.76 (m, 1H), 3.49 (dd, J
=12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.23 — 2.08 (m, 4H), 1.97 — 1.80 (m, 2H), 1.71 — 1.55 (m, 4H), 1.53
— 1.41 (m, 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 200.98 (s), 160.74 (s), 154.23 (s), 151.97 (s), 145.53 (s),
127.26 (s), 123.81 (s), 119.40 (5), 116.66 (s), 116.03 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (),
30.87 (s), 30.58 (s), 27.23 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(1 H-pirazol-3-ilo)-7 H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol (163)

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (11,8 mg, 29,9%).
MS APCI: m/z 355,6 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.78 (s, 1H), 7.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.19 (s, 1H), 6.48
— 6.43 (m, 1H), 4.49 (tt, J= 11.9, 3.8 Hz, 1H), 3.76 — 3.64 (m, 1H), 3.47 — 3.40 (m, 2H),
2.30 (s, 4H), 2.10 (dd, J = 19.1, 8.4 Hz, 4H), 1.84 (dt, J= 12.9, 7.0 Hz, 2H), 1.66 — 1.53
(m, 2H), 1.48 — 1.35 (m, 2H), 0.95 (t, /= 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 160.37 (s), 153.28 (s), 151.89 (s), 145.77 (s), 135.64 (s),
128.72 (s), 118.10 (s), 111.64 (s), 104.80 (s), 68.06 (s), 55.11 (s), 41.53 (s), 30.87 (s),
30.58 (s), 27.23 (s), 20.23 (5), 14.02 ().

(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino|-5-{4H,5SH,6 H,7H-tieno|3,2-c|pirydyn-2-ylo}-
7H-pirolo| 2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (164)
H
N.
=
\_s
NN N\

HO\/\NHJl\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

pomaranczowego osadu (48,5 mg, 8,64%).

MS APCI: m/z 414,5 [M+H]
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TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.73 (s, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.71 (t, J =
5.7 Hz, 1H), 4.38 (s, 1H), 3.79 (s, 2H), 3.72 — 3.23 (m, 8H), 3.04 (t, /= 5.5 Hz, 2H), 2.72
(t,J=5.2 Hz, 2H), 1.91 (dd, J = 15.8, 10.2 Hz, 6H), 1.35 (dd, J = 23.4, 9.6 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 159.13 (s), 155.54 (s), 154.67 (s), 131.17 (s), 129.18
(s), 128.12 (s), 127.14 (s), 123.66 (s), 114.35 (s), 113.00 (s), 68.06 (5), 60.68 (s), 55.11
(s), 44.06 (s), 41.94 (s), 30.58 (5), 27.23 (s), 25.70 (s).

(1r,4r)-4-(2-{[(25)-1-hydroksypentan-2-yloJamino}-5-{5-metanosulfonylo-
4H,5H,6H,7H-tieno|3,2-c]pirydyn-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cyklo-
heksan-1-ol (165)

oH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdélng procedura B oraz C w postaci

jasnopomaranczowego osadu (145 mg, 96%).
MS APCI: m/z 534,7 [M+H]

TH NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 8.73 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 6.46 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 4.66 (d, J= 4.5 Hz, 1H), 4.59 (t, J= 5.6 Hz, 1H), 4.46 — 4.31 (m, 1H), 4.29
(s, 2H), 4.04 — 3.92 (m, 1H), 3.50 (dd, J = 10.3, 4.7 Hz, 4H), 3.45 — 3.34 (m, 1H), 2.96
(s, 3H), 2.91 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.05 — 1.77 (m, 6H), 1.67 — 1.53 (m, 1H), 1.53 — 1.21
(m, 5H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 159.74 (s), 156.08 (s), 155.35 (s), 134.29 (s), 132.15
(s), 129.18 (s), 127.40 (s), 123.77 (s), 115.20 (s), 113.00 (s), 68.06 (s), 64.76 (s), 55.11

(s), 54.21 (s), 45.53 (s), 44.15 (s), 39.53 (s), 32.97 (s), 30.58 (s), 28.12 (s), 27.23 (), 19.07
(s), 14.23 (s).
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(1r,4r)-4-{2-[(2-cyklopropyloetylo)amino]-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)-
metylo]fenylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol (1)

[ n—
R,

N N\
\
A\/\NHJ\N/ N

®

OH

Tytulowy zwigzek otrzymano zgodnie z ogdlng procedurg B oraz C w postaci bezowego

osadu (1,74 g, 53%).
MS APCI: m/z 489,7 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.81 (s, 1H), 7.61 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.56 (s, 1H),
7.30 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.80 (t, /= 5.5 Hz, 1H), 4.68 (d, J= 4.4 Hz, 1H), 4.47 — 4.37
(m, 1H), 3.59 — 3.50 (m, 1H), 3.45 (s, 2H), 3.39 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz, 2H), 2.44 — 2.25
(m, 8H), 2.16 (s, 3H), 1.95 (dd, J = 28.8, 17.1 Hz, 6H), 1.48 (dd, J= 14.5, 7.1 Hz, 2H),
1.38 (t,J = 10.8 Hz, 2H), 0.75 (td, J= 7.4, 3.9 Hz, 1H), 0.42 (dt, J = 7.6, 4.7 Hz, 2H),
0.08 (q, J = 4.8 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds ) § 159.41 (s), 153.19 (s), 150.63 (s), 136.27 (s), 133.63
(s), 129.88 (s), 126.16 (s), 120.28 (s), 114.65 (s), 109.37 (s), 68.58 (5), 62.41 (s), 55.29
(), 53.10 (s), 52.49 (s), 46.28 (s), 41.88 (5), 35.10 (s), 34.67 (s), 30.61 (s), 9.22 (s), 4.82

(s)-

6.9 Synteza N-butylo-7-metylo-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-2-aminy
(166)

6.9.1 5-bromo-N-butylo-7-metylo-7H-pirolo[2,3-d]|pirymidyno-2-amina (185)

Br
8
/\/\NHJ\N/ N\

Do roztworu 5-bromo-2-chloro-7-metylo-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny (1 g, 3,85 mmol)
w  2-propanolu (7 ml) dodano N-butyloaming (1,42 g, 19,3 mmol)
1 N,N-diizopropyloetyloaming (0,747 g, 5,78 mmol). Otrzymany roztwor mieszano przez

noc w temperaturze 80°C. Postgp reakcji monitorowano metoda TLC na zelu

256



krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo§¢ oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan, 6-8%)

uzyskujac zwigzek 185 w postaci bezowego osadu (0,733 g, 67,1%).
MS APCI: m/z 284,2 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD;0D) & 8.29 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.44 (t, J= 7.0
Hz, 2H), 1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.51 — 1.37 (m, 2H), 0.99 (dd, J = 9.4, 5.2 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D) & 159.16 (s), 151.99 (s), 148.03 (s), 124.91 (s), 110.08 (s),
86.72 (s), 40.30 (s), 30.84 (s), 28.62 (s), 19.23 (s), 12.26 (s).

6.9.2 N-butylo-7-metylo-5-(tiofen-2-ylo)-7H-pirolo[2,3-d|pirymidyn-2-amina (166)

~I

S

\
N7 X
/\/\NHJ\N/ 1{
W kolbie okragltodennej umieszczono zwigzek 185 (101 mg, 0,356 mmol), kwas tiofeno-
2-borowy (74,2 mg, 0,562 mmol), tetrakis(trifenylofosfino)pallad (0) (153 mg,
0,13 mmol), weglan potasu (86 mg, 0,616 mmol) oraz mieszanin¢ dioksan/woda (2,5 ml,
4:1 v/v). Otrzymany roztwor mieszano przez noc w temperaturze 100°C. Postep reakcji
monitorowano metodg TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 3:7 v/v).
Po zakonczeniu reakcji, mieszaning rozcienczono wodorowegglanem sodu (40 ml)
i ekstrahowano dichlorometanem (3 x 50 ml). Potaczone warstwy organiczne wysuszono
nad bezwodnym siarczanem magnezu (Na2SQO4), a nastepnie zat¢zono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostatlo$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (heptan/ octan etylu, 10%) uzyskujac zwigzek 166 w postaci

jasnozottego osadu (0,044 g, 43,4%).
MS APCI: m/z 287,4 [M+H]"

'"H NMR (300 MHz, CD30D) 5 8.71 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.40 (dd, J= 5.1, 1.1 Hz,
1H), 7.35 (dd, J=3.6, 1.0 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.59
—3.51 (m, 2H), 1.79 — 1.64 (m, 2H), 1.48 (dq, J = 14.3, 7.2 Hz, 2H), 1.01 (t,J= 7.3
Hz, 3H).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d¢) & 159.42 (s), 152.91 (s), 149.75 (s), 136.39 (s),
133.94 (s), 130.12 (s), 127.91 (s), 123.21 (s), 108.18 (s), 31.17 (s), 29.99 (s), 19.62
(s), 13.72 (s).

6.10 Synteza (1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-{5-[(piperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-
ylo}pirymidyn-4-ylo]amino}cykloheksan-1-olu (167)

6.10.1 (1r,4r)-4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino]cykloheksan-1-ol (186)

HO,,

L,
NTX Br
P
Cl N
W  kolbie okraglodennej umieszczono 5-bromo-2,4-dichloropirymidyng (50 g,
213 mmol), N,N-diizopropyloetyloaming (36,9 g, 277 mmol) oraz 2-propanol (120 ml).
Zawartos¢ kolby ochtodzono do 0°C, a nastgpnie przez 50 minut przy pomocy
wkraplacza dodawano roztwor trans-4-aminocykloheksanolu (25,8 g, 219 mmol)
w 2-propanolu (100 ml). Cato$¢ mieszano przez 4 godziny w 0°C, a nastgpnie przez noc
w temperaturze pokojowej. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$§¢ rozcienczono octanem etylu
(1000 ml) i1 ekstrahowano nasyconym roztworem chlorku sodu (2 x 500 ml), a nastepnie
woda (500 ml). Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezu (NaSO4), a nastgpnie zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem.

Bez koniecznos$ci oczyszczania uzyskano zwigzek 186 w postaci biatych krysztatow

(49,5 g, 99%).
MS APCI: m/z 307,6 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) 5 8.11 (s, 1H), 5.30 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 4.11 - 3.90 (m,
1H), 3.69 (tt, J = 10.4, 4.2 Hz, 1H), 2.25 —2.10 (m, 2H), 2.10 — 1.94 (m, 2H), 1.75 (s,
1H), 1.58 — 1.41 (m, 2H), 1.41 — 1.25 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 159.39 (s), 158.79 (s), 156.30 (s), 102.93 (s), 69.60
(), 49.34 (s), 33.68 (s), 30.42 ().
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6.10.2  (1r,4r)-4-{[S-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}cyklohek-

san-1-ol (187)
QL

NH

N B
/\/\NHN\N/
W kolbie okraglodennej zawieszono zwigzek 186 (69,1 g, 225mmol) w 2-propanolu
(445 ml). Nastepnie dodano N-butyloaming (116 g, 1577 mmol) oraz
N,N-diizopropyloetyloaming (210,1 g, 1576 mmol). Cato§¢ mieszano przez noc
w temperaturze 100°C. Postep reakcji monitorowano metoda TLC na zelu
krzemionkowym (CH3OH/DCM 5:95 v/v). Po zakohczeniu reakcji, mieszaning
zatgzono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato§¢ rozcienczono octanem etylu
(2500 ml) 1 ekstrahowano woda (3 x 1000 ml), a nast¢gpnie nasyconym roztworem
chlorku sodu (500 ml). Potaczone warstwy organiczne wysuszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu (Na>SQOs), a nastepnie zatezono pod zmniejszonym cisnieniem.
Bez konieczno$ci oczyszczania uzyskano zwigzek 187 w postaci bezowych
krysztatow (75,97 g, 98,2%).
MS APCI: m/z 344,3 [M+H]"
'"H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.84 (s, J=2.6 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 4.01
—3.79 (m, 1H), 3.68 (tt, /= 10.4, 4.2 Hz, 1H), 3.38 — 3.23 (m, 3H), 2.21 — 2.08 (m,
2H), 2.08 — 1.97 (m, 2H), 1.64 — 1.49 (m, 2H), 1.49 — 1.34 (m, 4H), 1.33 — 1.20 (m,
2H), 0.98 — 0.88 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 161.05 (s), 158.25 (s), 155.50 (s), 91.82 (), 69.81 (5),
48.91 (s), 41.45 (s), 33.97 (s), 32.15 (s), 30.62 (s), 20.15 (), 13.85 (s).
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6.10.3 tert-butylo-4-({5-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-
amino}pirymidyn-5-ylo]tiofen-2-ylo}metylo)piperazyno-1-karboksylan (188)

W kolbie okragtodennej umieszczono zwigzek 187 (550 mg, 1,6 mmol), ester pinakolowy
kwasu 5-((4-Boc-piperazyno)metylo)-2-tiofenoboronowego (734 mg, 1,76 mmol),
tetrakis(trifenylofosfino)pallad (0) (567 mg, 0,481 mmol), weglan potasu (268 mg,
1,92 mmol) oraz mieszaning dioksan/woda (10 ml, 4:1 v/v). Otrzymany roztwor mieszano
przez noc w temperaturze 100°C. Postep reakcji monitorowano metodg TLC na zelu
krzemionkowym (CH3:OH/DCM 10:90 v/v). Po zakonczeniu reakcji, mieszaning
rozcienczono nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (100 ml) i ekstrahowano
dichlorometanem (3 x 200 ml). Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu (Na2SO4), a nastgpnie zat¢zono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym (DCM/CH3OH, 1-10%) uzyskujac zwigzek 188 w postaci
pomaranczowego oleju (135,3 mg, 24,6%).

MS APCI: m/z 545,7 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.45 (s, 6H), 7.47 (d, J= 5.5 Hz, 12H), 7.40 (s, 6H), 4.02
—3.98 (m, 12H), 3.67 — 3.57 (m, 18H), 3.38 — 3.31 (m, 18H), 3.30 — 3.26 (m, 12H), 3.05
—3.01 (m, 12H), 2.66 — 2.62 (m, 12H), 2.09 (s, 6H), 2.06 — 1.90 (m, 25H), 1.94 — 1.90
(m, 1H), 1.67 (s, 6H), 1.58 — 1.48 (m, 29H), 1.48 — 1.45 (m, 50H), 1.45 — 1.38 (m, 23H),
1.01 — 0.97 (m, 18H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 166.58 (s), 159.56 (s), 158.33 (), 155.02 (s), 154.78 (s),
125.85 (s), 125.08 (s), 119.95 (s), 118.69 (s), 80.96 (s), 70.89 (s), 59.19 (s), 52.18 (5),
51.70 (s), 44.41 (s), 41.53 (s), 32.73 (s), 30.87 (s), 30.22 (s), 28.52 (s), 20.23 (s), 14.02

(s).
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6.10.4 (1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-{5-[(piperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}piry-
midyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol (167)

HO,, O\ NmNH
N
NH S i\

N

/\/\NHJLN/

W kolbie okraglodennej umieszczono zwigzek 188 (135 mg, 0,248 mmol), ktory
rozpuszczono w dichlorometanie (3 ml). Mieszaning reakcyjng ochtodzono do 0-4°C,
a nastepnie dodano do niej kwas trifluorooctowy (1142 mg, 9,91 mmol). Otrzymany
roztwor mieszano przez | godzing w temperaturze pokojowej. Postep reakcji
monitorowano metoda TLC na zelu krzemionkowym (CH3OH/DCM 10:90 v/v).
Po zakonczeniu reakcji, mieszaning zatgzono pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostatos¢
rozcienczono woda (20 ml), a nast¢gpnie dodano 2 M roztwér wodorotlenku sodu do
osiggnigcia pH=12. Po zneutralizowaniu mieszaniny przeniesiono ja do rozdzielacza
i ekstrahowano dichlorometanem (3 x 200 ml). Potaczone warstwy organiczne
wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (Na>SO4), a nastepnie zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczano za pomocg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (DCM/5% CH30OH/1% TEA) uzyskujac zwigzek
167 w postaci jasnozottego osadu (125,9 mg, 93,3%).

MS APCI: m/z 445,7 [M+H]

TH NMR (300 MHz, CD:OD) 5 7.62 (s, 1H), 6.96 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 6.88 (d,J= 3.5
Hz, 1H), 4.06 — 3.91 (m, 1H), 3.76 (d, J= 0.4 Hz, 2H), 3.56 (dt, J= 10.0, 4.6 Hz, 1H),
3.02 (dd, J= 11.9, 6.7 Hz, 4H), 2.68 — 2.55 (m, 4H), 2.00 (dd, J= 29.9, 11.2 Hz, 4H),
1.66 — 1.54 (m, 2H), 1.45 — 1.24 (m, 8H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H)

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 161.62 (s), 159.29 (s), 155.23 (s), 141.27 (s), 137.11 (s),
126.59 (s), 124.70 (s), 69.75 (5), 57.88 (), 54.09 (5), 48.53 (s), 45.95 (s), 41.18 (s), 33.91
(), 31.98 (s), 30.52 (s), 29.62 (), 20.12 (s), 13.82 (s).
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7. Doktorat wdrozeniowy — wdrozenie do przemystu

Powyzsza rozprawa doktorska wpisuje si¢ w poczet doktoratu wdrozeniowego i zostata
wykonana w ramach wspotpracy pomigdzy Uniwersytetem Mikotaja Kopernika
w Toruniu a firmg farmaceutyczng Celon Pharma S.A. Celem pracy bylo wykorzystanie
metod bioinformatycznych in silico do opracowania nowych matych inhibitorow MerTK
o wysokiej aktywno$ci antynowotworowej przeciwko ostrej biataczce limfoblastycznej
(ALL), jak réwniez zaprojektowanie 1 zsyntetyzowanie nowej klasy zwiazkow
matoczasteczkowych, ktore selektywnie hamuja kinaze¢ Mer. Praca ta dotyczy takze
wykorzystania technologii chemii mikrofalowej oraz przeptywowej do optymalizacji
syntezy nowych inhibitorow. Sposrdd catej biblioteki zsyntetyzowanych zwigzkow,
dla ktorych wykonano badania aktywnosci oraz fizykochemiczne wybrano 3 czasteczki
wiodace do dalszych analiz. Uzyskano dla nich wyniki stabilnosci i1 aktywnosci
metabolicznej, a takze zostaly przygotowane w odpowiedniej ilosci do badan
toksykologicznych oraz I fazy badan klinicznych. Efektem doktoratu jest wdrozenie
technologii syntezy wybranych ,,leadow”, co umozliwia realizacj¢ kolejnych etapéw prac
rozwojowych 1 wybranie kandydata na lek przeciwko ostrej biataczce limfoblastyczne;.
Pomyslna realizacja tych etapéw pozwoli na poprawe jakos$ci zycia pacjentow z ALL,

co byto gldéwnym przestaniem podj¢cia pracy doktorskiej i wdrozenia jej wynikow.
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