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Streszczenie pracy doktorskiej

wZastosowanie technologii chemii mikrofalowej i przeplywowej w opracowaniu
innowacyjnego inhibitora drobnoczasteczkowego o wysokiej aktywnosci

przeciwnowotworowej przeciwko ostrej bialaczce szpikowej (AML)”

Celem niniejszej pracy byto opracowanie i optymalizacja syntezy inhibitoréw kinazy
FTL3 odpowiedzialnej za rozw0j ostrej biataczki szpikowej AML. W czgéci literaturowe;j
przedstawitam opis ztosliwej choroby nowotworowej jaka jest AML oraz sposoby jej leczenia.
Do tego celu najczesciej stosowana jest intensywna chemioterapia oraz transplantacja szpiku
kostnego. Do rozwoju ostrej biataczki szpikowej ale rowniez innych chor6b nowotworowych
przyczyniaja si¢ w gldwnej mierze mutacje kinazy FLT3, ktéra to nalezy do rodziny
receptorowych kinaz tyrozynowych klasy III (RTK III). Reguluje ona szereg procesow
odpowiedzialnych za proces proliferacji czyli namnazania si¢ komorek, ich réznicowania,
adhezji, ruchliwos$ci, metabolizmu oraz zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozy).
Co wigcej kinaza FLT3 nadzoruje prawidlowy rozwoj komodrek macierzystych i uktadu
odpornosciowego. Wewnetrzna duplikacja tandemowa i mutacje punktowe to gldéwne rodzaje
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu kinazy FLT3. Niszczenie w trakcie chemioterapii
zarowno komorek nowotworowych jak i zdrowych, a takze skutki uboczne oraz toksycznosé
tej terapii przyczynity si¢ do rozwoju lekow celowanych. Preparaty te to nic innego jak
inhibitory, ktére musza wykazywac¢ aktywnos$¢ terapeutyczng, niskg toksyczno$¢ ale przede
wszystkim powinny dziata¢ na komorki rakowe przy jednoczesnym oszczedzeniu komorek
zdrowych. Obecnie opracowano juz wiele inhibitorow kinazy FLT3, ktore zakwalifikowaty si¢
do badan klinicznych. Ze wzgledu na prawa patentowe zwigzane z synteza inhibitorow w pracy
tej nie przedstawitam reakcji prowadzacych do ich otrzymywania. Ograniczona skuteczno$¢
kliniczna opracowanych dotychczas inhibitoréw kinazy FLT3 oraz pojawiajgca si¢ czgsto
w trakcie leczenia opornos¢ wielolekowa i niejednokrotnie krotkotrwata odpowiedZ organizmu
na zastosowane leczenie, zainspirowaty mnie do podjecia prac zwigzanych z opracowaniem
nowatorskiego, matoczasteczkowego inhibitora FLT3 o wysokiej biodostgpnosci po podaniu
doustnym 1 niskiej toksyczno$ci oraz korzystnym profilu farmakokinetycznym. Dodatkowo
opracowany inhibitor powinien by¢ bezpieczny i wysoce skuteczny w leczeniu 0s6b z ostra

biataczka szpikowa.



W opracowaniu nowej biologicznie aktywnej czasteczki wykorzystatam w pierwszej
kolejnosci metody bioinformatyczne in silico, gtownie program KNIME. Stworzytam dzigki
niemu wirtualng bibliotek¢ zwigzkow zawierajacg 700 struktur. Z kolei dokowanie molekularne
dostarczylo mi informacji na temat sposobu dopasowania potencjalnych inhibitoréw
do receptora. Co wigcej metody te pomogly mi w wyborze modyfikacji, ktére poprawily
zarowno aktywno$¢ jak 1 wlasciwosci czasteczki. Po szczegotowej analizie danych
otrzymanych z dokowania przeprowadzitam syntez¢ 110 zwigzkéw do dalszych badan.
Syntezowane przeze mnie czasteczki to przede wszystkim pochodne pirymidynowe jak
i pirolopirymidynowe, bowiem jak wynika z dostepnych w literaturze danych, pirymidyna jest
jednym z wazniejszych elementéw strukturalnych wielu preparatow leczniczych. Zwiazki te
nalezg takze do rodziny zwigzkow heterocyklicznych zawierajacych w swej strukturze element
strukturalnie podobny do pier$cienia purynowego. Dla wszystkich czasteczek okreslona zostata
aktywnos$¢ ich dziatania wzglgdem kinazy FLT3 oraz wybranych zwigzkéw referencyjnych,
ktérymi byty: UNC2025 1 MRX-2843. Wyznaczona zostata rowniez stabilnos¢ chemiczna oraz
stabilno§¢ na mikrosomach mysich oraz ludzkich. Okreslone zostaly parametry
fizykochemiczne oraz rozpuszczalno$¢ w roztworach o pH 4,5 i 7,4. Przeprowadzone byty
roOwniez analizy pozwalajace na okreslenie przepuszczalnosci nowych czasteczek przez btony
biologiczne. Pochodne o jak najlepszej selektywno$ci wobec kinazy FLT3 byly nastepnie
testowane na modelach komorkowych takich jak: KASUMI-1, NOMO-1 oraz MOLM-13. Sa
to ludzkie linie komorkowe ostrej bialaczki szpikowej. Sposrdd zsyntezowanych przeze mnie
zwigzkow wybratam dwie struktury wiodgce. Zwigzki te zostaly wybrane na podstawie
podobienstwa strukturalnego wzgledem zwigzkéw referencyjnych. Co wiecej wartosci ICso
wybranych zwiazkow byly zblizone do warto$ci ICso zwigzkow referencyjnych. Ponadto
wybor ten podyktowany byt badaniem in vitro, ktore wykazalo duzo lepsza efektywnosé
dzialania zwigzkow, ktore posiadaja w swej strukturze uktad C1-C4 z jednym wigzaniem
nienasyconym. Molekuty te wykazuja takze duzo lepsza rozpuszczalno$¢ oraz biodostepnosc.
Dodatkowo zwigzki te trafity na badania toksykologiczne w celu wyznaczenia dla nich
maksymalnej tolerowalnej dawki. Jeden z wybranych zwigzkéow wiodacych wykazuje duzy

potencjat na ,,lek” i zakwalifikowanie go w przyszlosci do badan klinicznych.

W pracy tej opisalam rdwniez proces optymalizacji $ciezki syntezy jednego
z wybranych zwigzkéw referencyjnych. Prace optymalizacyjne wykonatam gltownie przy
wykorzystaniu preznie rozwijajacej si¢ w ostatnich latach technologii przeptywowej (FLOW).

Niektore etapy optymalizowalam takze przy zastosowaniu reaktora mikrofalowego.



Doctoral Dissertation Abstract

»Application of Microwave and FLOW chemistry technologies in development of
innovative small-molecule inhibitor as high antitumor activity against acute myeloid
leukemia (AML)”

The aim of this study was to develop and optimize the synthesis of inhibitors of FTL3
kinase responsible for the development of acute myeloid leukemia AML. In the literature part,
| present a description of the malignant cancer disease AML and methods of its treatment. For
this purpose, intensive chemotherapy and bone marrow transplantation are most often used.
Mutations in the FLT3 kinase, which belongs to the family of class 111 receptor tyrosine kinases
(RTK I11), contribute mainly to the development of acute myeloid leukemia as well as other
cancer diseases. It regulates a number of processes responsible for proliferation, i.e. cell
multiplication, differentiation, adhesion, mobility, metabolism and programmed cell death
(apoptosis). Moreover, FLT3 kinase oversees the proper development of stem cells and the
immune system. Internal tandem duplication and point mutations are the main types
of abnormalities in FLT3 kinase function. Destruction during chemotherapy, which includes
both disease cells and effects, as well as side effects and toxicity of this therapy that may occur
as a result of targeted treatments. These preparations are nothing more than inhibitors that must
have therapeutic activity, exclude toxicity, but above all, access to cancer cells while releasing
access to resources. Currently, many FLT3 kinase inhibitors have been developed and have
qualified for clinical trials. Due to patent rights related to the synthesis of inhibitors, in this
work | did not present the reactions leading to their preparation. The limited clinical
effectiveness of the FLT3 kinase inhibitors developed so far, as well as the multidrug resistance
that often appears during treatment and the body's often short-term response to the treatment,
inspired me to undertake work related to with the development of an innovative, small-molecule
FLT3 inhibitor with high oral bioavailability, low toxicity and a favorable pharmacokinetic
profile. Additionally, the developed inhibitor should be safe and highly effective in the
treatment of people with acute myeloid leukemia.

In the development of a new biologically active molecule, | first used in silico
bioinformatics methods, mainly the KNIME program. Thanks to it, | created a virtual library

of compounds containing 700 structures. Molecular docking, in turn, provided me with
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information on how to match potential inhibitors to the receptor. Moreover, these methods
helped me choose modifications that improved both the activity and properties of the molecule.
After a detailed analysis of the data obtained from docking, | synthesized 110 compounds for
further research. The molecules which | synthesize are primarily pyrimidine derivatives such
as and pyrrolopyrimidine, because, according to the data available in the literature, pyrimidine
is one of the most important structural elements of many medicinal preparations. These
compounds also belong to the family of heterocyclic compounds containing in their structure
an element structurally similar to the purine ring. For all molecules, their activity towards FLT3
kinase and selected reference compounds was determined: UNC2025 and MRX-2843.
Chemical stability and stability on mouse and human microsomes were also determined.
Physicochemical parameters and solubility in solutions with pH 4.5 and 7.4 were determined.
Analyzes were also carried out to determine the permeability of new molecules through
biological membranes. Derivatives with the best possible selectivity for FLT3 kinase were then
tested on cell models such as: KASUMI-1, NOMO-1 and MOLM-13. These are human acute
myeloid leukemia cell lines. Among the compounds I synthesized, chose two leading structures.
These compounds were selected based on structural similarity to reference compounds.
Moreover, the ICso values of the selected compounds were close to the ICso values of the
reference compounds. Moreover, this choice was dictated by an in vitro study, which showed
much better effectiveness of compounds that have a C1-C4 system with one unsaturated bond
in their structure. These molecules also have much better solubility and bioavailability.
Additionally, these compounds were subjected to toxicological tests in order to determine their
maximum tolerable dose. One of the selected lead compounds shows great potential for being

a "medicine" and qualifying for clinical trials in the future.

In this work, I also described the process of optimizing the synthesis path of one from
selected reference compounds. | performed the optimization work mainly using flow
technology (FLOW), which has been dynamically developing in recent years. | also optimized

some stages using a microwave reactor.



Cel pracy

Ostra bialaczka szpikowa AML jest agresywna chorobg nowotworowg. Dotychczas
opracowanych zostato zaledwie kilka metod terapeutycznych, niestety Zzadna z dostgpnych
metod leczenia, czyli chemioterapia, radioterapia, transplantacja szpiku kostnego lub komodrek
macierzystych oraz terapie celowane, nie zapewniajg pacjentowi catkowitej remisji choroby.
AML charakteryzuje si¢ nagromadzeniem nieprawidlowo funkcjonujacych biatych krwinek
w wyniku czego dochodzi do zmniejszenia produkcji krwinek czerwonych, zakazenia a nawet
dysfunkcji narzadéw. Na chorobe tg narazone sg gtdwnie osoby starsze powyzej 60 roku zycia,
ktérych odporno$¢ oraz ogoélna kondycja jest stabsza. W jej rozwoju kluczowa rolg odgrywa
kinaza FLT3, enzym niezb¢dny we wczesnych etapach hematopoezy, a przede wszystkim jego
mutacje, ktoére obserwowane sg u okoto 30% oséb chorych na AML. Jej defekt prowadzi

do niekontrolowanej proliferacji komorek biataczkowych.

Dotychczas opracowano juz szereg inhibitorow FLT3, ktore trafity do badan klinicznych.
Niestety charakteryzuje je ograniczona skuteczno$¢ kliniczna, niska specyficznosé dziatania
wzgledem kinazy FLT3 a nawet toksyczno$¢. Przyczyng tego jest szereg nieznanych jeszcze
czynnikow, ktore wpltywaja na rozwoj nie tylko ostrej biataczki szpikowej ale rowniez innych
chorob nowotworowych i1 sprawiaja, Ze terapie celowane nie przynosza oczekiwanych
rezultatow. Dodatkowym utrudnieniem jest ztozono$¢ procesow biologicznych, ktére trudno
kontrolowa¢ za pomocg jednej substancji leczniczej. Dlatego tez celem prowadzonych przeze
mnie badan w pracy doktorskiej realizowanej w ramach projektu ,,doktorat wdrozeniowy - Il
edycja”, bedzie opracowanie nowatorskiego, matoczasteczkowego inhibitora FLT3 o wysokiej
biodostepnosci po podaniu doustnym 1 niskiej toksyczno$ci. Dodatkowo powinien on
wykazywa¢ korzystny profil farmakokinetyczny, by¢ bezpieczny ale przede wszystkim

skuteczny (aktywny) w leczeniu pacjentéw z ostra biataczka szpikowa.

W realizacji zamierzonego celu wykorzystane bedg metody bioinformatyczne in silico oraz
badania SAR (Structure-activity relationship). Techniki te nie tylko pomagaja w okresleniu
budowy strukturalnej zwigzkow ale rowniez pozwalajg na identyfikacj¢ grupy funkcyjnej, ktora
biologicznie oddziatuje z organizmem. Wiedza ta z kolei pomaga w wyborze nowych grup
chemicznych, ktére to wptyng na aktywno$¢ zwigzku oraz jego powinowactwo do miejsca

aktywnego enzymu. Dla wszystkich zsyntezowanych czasteczek wykonane zostang rowniez
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badania przedkliniczne, pomagajace w okresleniu ich aktywnosci wobec kinazy FLT3,
skuteczno$ci dziatania, biodostepnosci oraz wiasciwosci farmakokinetycznych. Dzigki analizie
wlasciwosci fizykochemicznych takich jak: rozpuszczalnos¢, lipofilowos¢ czy tez stabilno$¢
chemiczna i mikrosomalna przeprowadzone zostang modyfikacje poprzez wprowadzenie
dodatkowych grup funkcyjnych w struktur¢ zwigzku wiodacego, ktdre pomoga W uzyskaniu
»howego leku” o pozadanych wiasciwosciach fizycznych i farmakokinetycznych. Co wigcej
w celu przyspieszenia prac syntetycznych zwigzanych z tworzeniem biblioteki czy tez z syntezg
poOtproduktow wykorzystane zostang pr¢znie rozwijajace si¢ w ostatnim czasie technologie
takie jak: chemia przeptywowa oraz mikrofalowa. Do okre$lenia doktadnej struktury zwigzku
zastosowana zostanie analiza magnetycznego rezonansu jadrowego (*H, *C, DEPT NMR) oraz
chromatografia cieczowa ze spektrometrem masowym (LC-MS). Niniejsza praca i wszystkie
wykonane w jej ramach badania b¢da miaty na celu nie tylko poszerzenie wiedzy ale przede
wszystkim wzmocnienie fazy badan klinicznych poprzez opracowanie odpowiedniego,
bezpiecznego w stosowaniu i o skutecznym dziataniu kandydata na lek w terapii leczenia ostrej

biataczki szpikowej AML.
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1. Wykaz skrétow
Ala- alanina
(ABC)- biatko transportowe
(AC886)- metabolit Kwizartynibu
ADPGIo- test biologiczny do okreslania aktywnos$ci zwigzkow
(AGP)- kwasna glikoproteina
(AKT)- kinaza biatkowa B
ALL- ostra biataczka limfoblastyczna
AML (acute myleoid leukemia)- ostra biataczka szpikowa
(t-AML)- wtorna ostra biataczka szpikowa
Asp/D835- kwas asparaginowy
ATP- adenozynotrojfosforan lub adenozyno-5’-trifosforan

AXL- to receptorowa kinaza tyrozynowa, ktora podobnie jak kinaza TYRO3 1 MERTK nalezy
do kinaz z rodziny TAM

API active pharmaceutical ingradient — substancja czynna

(AUC)- parametr okres$lajacy biodostepnos¢ zwigzku

Ba/F3- mysia linia komdrkowa (limfoidalna)

BCR-ABL- kinaza tyrozynowa

C- cysteina

(CCR, conventional care regiment)- konwencjonalny sposéb leczenia
CGP62221- metabolit Midostauryny

CGP52421- metabolit Midostauryny

(CR)- remisja choroby
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(CYP3A4)- cytochrom P450

(Cmax)- maksymalne stezenie

(DFG-in)- oznaczenie aktywnej konformacji receptora
(DFG-out)- oznaczenie nieaktywnej konformacji receptora
(DKMS)- baza dawcow szpiku kostnego

(DTC)- nowotwor tarczycy

E- kwas glutaminowy

ED- domena zewnatrzkomorkowa

(ELN)- europejska organizacja LeukemiaNet

(EFS)- to czas, w ktorym nie stwierdza si¢ u pacjenta powiktan
(EMA)- Europejska Agencja Lekow

F- fenyloalanina

FDA- Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow

FLT3- kinaza tyrozynowa

FL- ligand kinazy FLT3

(FLT3-ITD)- mutacja typu wewnetrzna duplikacja tandemowa
(FLT3-TKD)- mutacje punktowe

(FLT3-WT)- kinaza FLT3 typu ,,dzikiego”

FLT3-F691- rodzaj mutacji kinazy FLT3

(Fgr)- kinaza tyrozynowo-biatkowa

GAB2- biatko adaptorowe

GRB2- biatko adaptorowe

(GIST)- nowotwor zotadka 1 jelita

Gly/G- glicyna
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GVHD- choroba potransplantacyjna, przeszczep przeciwko gospodarzowi
H- histydyna

(HCC)- watrobowokomorkowy nowotwor

HLA- antygeny zgodnosci tkankowe;j

HGFR- receptory czynnika wzrostu hepatocytow

1836- izoleucyna

ICso- to parametr okreslajacy stezenie danego leku przy ktorym obserwuje si¢ zahamowanie

wzrostu badanej populacji komoérek o 50%

IS- insercja

JAK2- kinaza nalezaca do rodziny niereceptorowych tyrozynowych kinaz biatkowych
JMD- domena przys$cienna

JM-B- element wiazacy domeny przysciennej

IM-S- tzw. przetacznik domeny przysciennej

IM-Z- tzw. suwak domeny przysciennej

KIT- kinaza nalezaca do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych klasy III (RTKIII)
Kasumi-1 ludzka linia komoérkowa pochodzaca od ostrej biataczki szpikowe;j

Met/M- metionina

M10, M16 1 M17- metabolity Gilteitinibu

MOLM-13- ludzka linia komorkowa pochodzaca od ostrej biataczki szpikowe;j
MOLM-14- ludzka linia komérkowa pochodzaca od ostrej biataczki szpikowej
MV4-11- ludzka linia komorkowa pochodzaca od ostrej biataczki szpikowe;j

MAPK- szlak sygnatowy

(MTD)- maksymalna tolerowalna dawka leku

NGFR- receptory czynnika wzrostu nerwow
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(NCCN, National Comprehensive Cancer Network)- ogdlnokrajowa kompleksowa sie¢

onkologiczna

[nM]- nanomole

NOMO-1; ludzka linia komérkowa pochodzaca od ostrej biataczki szpikowej
(OS, overall survival)- catkowite przezycie

(QT 1 QTc)- to odstepy na elektrokardiogramie

(PK)- parametry farmakokinetyczne

(PKC)- kinaza biatkowa C

Phe- fenyloanilina

P3IK- kinaza 3-fosfatydyloinazytolu

PIP2- 4, 5- difosforan fosfatydyloinazytolu

PIP3- 3,4,5- trifosforan fosfatydyloinazytolu

PDGFR- receptory ptytkopochodnego czynnika wzrostu

(PR)- czg$ciowa remisja

RAF- receptorowe efektory kinazy tyrozynowej

RAS- biatko

(RCC)- rak nerki

RET- biatko

RNA- kwas rybonukleinowy

RTK III- receptorowe kinazy tyrozynowe klasy I1I

SAR (Structure-activity relationship)- analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢
STK1- kinaza nalezaca do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych klasy I1I (RTK III)
STATS5- cytoplazmatyczny czynnik transkrypcyjny gendw

SHC- biatko adaptorowe

SHP- biatko adaptorowe
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SHIP- biatko adaptorowe

(Syk)- kinaza tyrozynowa $ledziony

(SOC- standard of care)- standardowe postepowanie lecznicze

(Src)- protoonkogenna kinaza tyrozynowo-biatkowa

SCID- to rodzaj myszy na ktorych prowadzi si¢ badania in vivo

Trp- tryptofan

Tyr/Y- tyrozyna

TM- domena transblonowa

TKD- wysoce konserwatywna wewnatrzkomoérkowa domena kinazy tyrozynowe;j
TKD I- I komponent tworzacy wewnatrzkomorkowa domene kinazy tyrozynowej
TKD II- II komponent tworzacy wewnatrzkomérkowa domeng kinazy tyrozynowe;j
(Trka A, B 1 C)- kinaza receptorowa topoizomerazy

(tmax)- czas po ktorym stezenie substancji w osoczu jest najwyzsze

(UGT1A9)- glukuronylotransferaza UDP

UGT]1 1A1- biatko odpowiedzialne za przeksztalcenie toksycznej postaci bilirubiny w forme

nietoksyczna

UDP 1A1- poza watrobowa glukuronylotransferaza 1A 1

Val/V- walina

VEGFR- receptory czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego
WHO- Swiatowa Organizacja Zdrowia

32D- mysia linia komérkowa (szpikowa)

Czes¢ doswiadczalna:

ACN- acetonitryl

(Ar)- argon

ClI- atom chloru
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Cul- jodek miedzi (I)

DCM- dichlorometan

DMA- dimetyloacetamid

DMF- dimetylosulfotlenek

DMSO- dimetylosulfotlenek
EtOH-etanol

FLOW- technologia chemii przeptywowe;j
HPLC- wysokosprawna chromatografia cieczowa
IPA- izopropanol

MeOH- metanol

NBS- N-bromosukcynoimid

NMP- N-metylopirolidon

NMR- magnetyczny rezonans jadrowy
Pd(PPhs),- katalizator palladowy
Pd(PPhs)s- katalizator palladowy

TEA- trietyloamina

THF- tetrahydrofuran
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2. CzeS¢€ teoretyczna

2.1. Ostra bialaczka szpikowa AML

2.1.1. Charakterystyka ostrej bialaczki szpikowej

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia) jest zto§liwa chorobag
nowotworowg uktadu krwiotworczego, stwierdzang kazdego roku prawie u 11 000 pacjentow.
Wyrazenie ,,leukemia” pochodzi z jezyka greckiego w ktorym stowo leukos oznacza biaty
natomiast wyrazenie haima to okreslenie krwi. Termin ten w XIX wieku zostat uzyty przez
europejskich lekarzy w celu okreslenia biataczki jako rodzaju schorzenia. Choroba ta rozwija
si¢ z komorek szpiku kostnego. Komoérki biataczkowe funkcjonuja niezaleznie od
mechanizmow regulujgcych i majg zdolnos¢ do nickontrolowanego namnazania si¢. Szpik
kostny to dobrze zorganizowana, migkka, silnie ukrwiona i unerwiona, galaretowato-gabczasta
tkanka wypelniajagca wnetrze jam szpikowych koSci dlugich oraz przestrzeni
miedzybeleczkowych w obrebie istoty gabczastej kosci. Szpik kostny w procesie hematopoezy
produkuje kazdego dnia ponad 200 miliardow nowych elementow morfotycznych krwi.
Dodatkowo odpowiedzialny jest za nadzér immunologiczny (odpornosciowy) organizmu
I usuwanie z niego nieprawidlowych i starzejacych si¢ komoérek oraz czastek statych.
Zbudowany jest gtéwnie z komorek zrebu czyli komorek siatkowych (fibroblastow), komorek
srodbtonka i komorek thuszczowych (adiopocytow) oraz komorek migzszowych. U osoby
dorostej masa szpiku kostnego wynosi okoto 2.5 kg. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje szpiku kostnego:
czerwony oraz zOlty. Dzieci nie posiadaja szpiku zottego, ktory pozbawiony jest zdolnosci
krwiotworczych a jego gtdownym zadaniem jest magazynowanie komorek thuszczowych, ktore
organizm moze wykorzysta¢ jako zrodto energii. Ponadto zotty szpik zawiera mezenchymalne
komorki macierzyste, ktére moga przeksztalca¢ si¢ w wiele innych komorek np.: kosci,
thuszczu, chrzastek czy nawet migsni. W sytuacji kiedy dochodzi do utraty duzej ilosci krwi czy
wysokiej temperatury, szpik zotty moze przeksztalci¢ si¢ w szpik czerwony, odpowiedzialny
przede wszystkim za proces hematopoezy. Czerwony szpik sktada si¢ z delikatnej, silnie
unaczynione] tkanki wioknistej, w ktorej komorki macierzyste krwi, moga przeksztalci¢ si¢
w rozne typy krwinek, ktore z kolei po osiaggnigciu dojrzato$ci nabywajg zdolnos¢ przenikania
do krwiobiegu. Mozliwos¢ przenikania dojrzatych krwinek do krwi obwodowej zwigzana jest

z posiadaniem przez te krwinki odpowiedniego biatka dzigki ktoremu przylaczaja sie do
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srodbtonka naczyn krwiono$nych, ktore z kolei zapobiega opuszczeniu szpiku kostnego przez

niedojrzate krwinki.}?3

W prawidlowo funkcjonujacym szpiku kostnym w wyniku podziatdw komorek
meloidalnych powstajg erytrocyty, plytki krwi oraz wszystkie rodzaje krwinek biatych

z wyjatkiem limfocytow. Kazdy rodzaj krwinek spelnia w organizmie okres§lone funkcje:

e erytrocyty (czerwone krwinki) odpowiedzialne sg za transport tlenu w organizmie,
dzigki obecnosci hemoglobiny,

e biale krwinki (leukocyty) odpowiedzialne s3 za regulowanie procesOw
immunologicznych organizmu i zwalczanie infekcji,

o plytki krwi (trombocyty) uczestniczg w procesie krzepnigcia krwi.

Krwinkami biatymi sg réwniez limfocyty i biorg one udzial w odpowiedzi immunologicznej
organizmu skierowanej przeciwko zagrazajacym bakteriom, wirusom czy pasozytom. Tak wigc
limfocyty odpowiedzialne sg za rozpoznanie antygenu i reakcje majace na celu zwalczenie ich.
Wyrodznia si¢ limfocyty typu B i T oraz tzw. komorki NK. Limfocyty typu T i B odpowiedzialne
s za nabyta odporno$¢ organizmu. Z kolei komorki NK odpowiadaja za odpornos¢ wrodzong

poniewaz nie posiadaja one zrekombinowanych receptorow antygenowych.®*

Codziennie w naszych organizmach powstaja komorki nowotworowe, ktore dzieki
prawidtowemu funkcjonowaniu systemu odpornosciowego 1 mechanizmow ochronnych
ulegaja degradacji. Czasami jednak komorki szpiku moga ulega¢ mutacjom i w zaleznosci od
rodzaju nieprawidtowosci prowadzi¢ do wystapienia roznego rodzaju biataczek w tym ostrej
biataczki szpikowej (AML). Biataczka ta wedtug Miedzynarodowej Klasyfikacji Chorob ICD-
10 nalezy do grupy C92 czyli gtéwnej grupy biataczek szpikowych. W przypadku nabycia
nieprawidtowosci w DNA, dochodzi do proliferacji komoérek krwiotworczych w szpiku
kostnym prowadzac do nadprodukcji nieprawidtowo funkcjonujacych biatych krwinek, ktore
cechuje znacznie dtuzszy czas przezycia, odporno$¢ na czynniki hamujace podzialy i zdolno$¢
przenikania do krwi obwodowej, naciekania na rozne tkanki a nawet na narzady. Nastgpstwem
tego jest zmniejszenie produkcji krwinek czerwonych czyli niedokrwisto$¢ jak roéwniez
matopltytkowo$¢, zakazenie czy nawet dysfunkcja niektorych narzgdow. Do rozwoju ostrej
biataczki szpikowej przyczyniajg si¢ nie tylko choroby czy zmiany genetyczne ale takze wplyw
maja czynniki srodowiskowe takie jak: promieniowanie jonizujace, zwigzki chemiczne a nawet
przyjmowane leki np. fenylobutazon czy cytostatyki np. inhibitory topoizomerazy Il oraz leki

alkilujace.!
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Ostra biataczka wystepuje najczesciej u 0sob dorostych powyzej 60 roku zycia i stanowi
az 80% wszystkich biataczek. Wedtug danych literaturowych w ciggu roku na AML choruje
$rednio od 3.7 do 5 os6b na 100 000 mieszkancow. Na ostrg biataczke szpikows czesSciej
chorujg osoby starsze gtéwnie przez mniejszg liczbe biatych krwinek odpowiedzialnych za
odporno$¢ organizmu oraz przez gorsza kondycj¢ fizyczng. Ponadto z wiekiem dlugosé
telomerow chromosomu ulega skroceniu a krotsze telomery sg mniej stabilne genetycznie.
Konsekwencjg tego sg liczne uszkodzenia genetyczne komorek macierzystych oraz aberracji
cytogenetycznych w obrebie 5 lub 5q, 7 lub 7q i 17 chromosomu. Jednak zaleznos$¢ ta nie
zostata do konca wyjasniona i nadal trwaja prace ttumaczace wptyw wieku pacjenta z AML na
nieprawidtlowosci w obrebie wskazanych chromosomoéw. Co wigcej u 0s6b w podesztym wieku
wzrasta $miertelno$¢ tuz po rozpoczgciu pierwszego etapu leczenia. U os6b tych
prawdopodobienstwo wczesnego zgonu wzrasta az do 82%. Oprécz tego naukowcy
przypuszczajg, ze niepowodzenie w leczeniu osob starszych zwigzane jest z pojawiajaca sig¢
lekoopornoscig czy wytworzeniem mechanizmoéw chemoopornosci. Ponadto osoby starsze
gorzej tolerujg chemioterapie przez co leczeni sa nizszymi dawkami chemioterapeutykow.
Dlatego tez wyniki ich leczenia sg gorsze w porownaniu w wynikami osob mtodszych i srednia

przezycia wynosi jedynie od 5 do 10 miesiecy.>>®’

2.1.2. Sposoby leczenia ostrej bialaczki szpikowej AML

Sposob lenienia ostrej biataczki szpikowej nie zmienit si¢ zbytnio na przestrzeni
ostatnich 30 lat. Wstepny etap leczenia osob chorych opiera si¢ na kwalifikacji pacjenta do
intensywnej chemioterapii indukcyjnej, ktorej gldwnym celem jest osiggnigcie remisji choroby.
Po jej osiggnieciu konieczna jest terapia poremisyjna.®’ Oprécz chemioterapii wielolekowej

w niektorych przypadkach stosuje si¢ rowniez przeszczep komorek krwiotworczych.
Leczenie osob chorych odbywa si¢ w 3 etapach:

1. indukcja remisji, ktorej celem jest usunigcie komorek nowotworowych, $miertelnos¢ na
tym etapie leczenia wynosi od 10 do 15% i nastepuj¢ gtdéwnie w wyniku infekcji,

krwotoku oraz opornosci na leczenie,

2. konsolidacja remisji, polega na usunig¢ciu komorek resztkowych, ktore sa chorobowo

zmienione, na tym etapie leczenia wykonuje si¢ przeszczepy komorek krwiotworczych,

3. leczenie pokonsolidacyjne, ktorego celem jest zapobieganie nawrotom choroby.
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W terapii indukcyjnej nadal podstawe stanowi Cytarabina podawana we wlewie ciggtym
z antracykling. Cytarabina to analog nukleozydu pirymidynowego klasyfikowana jako
antymetabolit cytozyny, ktory hamuje synteze kwasu dezoksyrybonukleinowego.
Antymetabolity sa bardzo podobne do substancji wystepujacych w komorkach oraz specyficzne
dla cyklu komoérkowego przede wszystkim fazy S. W momencie zastosowania antymetabolitu
dochodzi do pozbawienia komorki zdolnosci dzielenia si¢ i namnazania. Cytarabina spowalnia
lub catkowicie wstrzymuje wzrost komorek rakowych i stosuje si¢ ja w celu uzyskania remisji
choroby oraz zmniejszenia masy guza. Remisje choroby (CR) stwierdza si¢ gdy obserwuje si¢
mniej niz 5% blastow biataczkowych w szpiku kostnym oraz gdy normalizacji ulegnie
morfologia krwi obwodowej. W oparciu o przeprowadzone badania udowodniono, ze
wykorzystanie Cytarabiny w monoterapii pozwala okoto 40% pacjentom uzyskaé catkowitg
remisj¢ choroby. Jednak pomimo tego terapia skojarzona jest bardziej preferowana. Z kolei
antracykliny to pochodne antrachinonu, antybiotyki stosowane w leczeniu chorob
nowotworowych. Gtownym ich przedstawicielem jest Daunorubicyna, ktéra prowadzi
do zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozy) poprzez utworzenie trwalego, niemozliwego
do rozplecenia kompleksu z helisa DNA. W Wielkiej Brytanii, Narodowy Instytut Badan nad
Rakiem (NCRI) wykonat badania dotyczace wplywu wigkszej dawki Daunorubicyny niz
powszechnie stosowanej. Wplyw dawki badano u 1206 0séb chorych na ostrg biataczke
szpikowa ponizej 60 roku zycia. Jednak badania te nie wykazaly znaczacego wptywu dawki
leku na catkowita odpowiedz organizmu czy przezycie. W przypadku pacjentow ponizej 60
roku zycia pelna odpowiedz organizmu oszacowano na poziomie 60-85% natomiast
w przypadku 0séb chorych powyzej 60 roku zycia odpowiedz organizmu uzyskano na poziomie
40-60%. Przeprowadzone zostaly takze badania nad terapia Gemtuzumabem Ozogamycyny
0 nazwie Mylotarg, ktoéra wskazana jest do skojarzonego stosowania z Cytarabing lub
Daunorubicyna w leczeniu pacjentow w wieku 15 lat i starszych, chorych na ostra biataczke
szpikowa z ekspresjg antygenu CD-33. Skuteczno$¢ tej terapii stwierdzono jedynie
w przypadku osob chorych na AML z posrednim oraz korzystnym obrazem cytogenetycznym.
Natomiast u oso6b z niekorzystnym obrazem ci¢zko byto jednoznacznie okresli¢ efekt
terapeutyczny powyzszego produktu leczniczego.”8?

Z kolei terapia konsolidacyjna opiera si¢ przede wszystkim na chemioterapii jak rowniez
przeszczepie komorek krwiotworczych. W etapie tym w przypadku osob w wieku 60 lat
i mlodszych o korzystnym profilu genetycznym roéwniez wykorzystuje si¢ Cytarabing

w dawkach posrednich w 2 lub 4 cyklach. Natomiast u oséb starszych o niekorzystnym obrazie

22



cytogenetycznym, wspoélistniejacymi schorzeniami czy ogélnym zlym stanem zdrowia, dla
ktorych standardowa chemioterapia jest za silna i nie zapewni calkowitej remisji choroby,
proponuje sie ,,delikatniejsza posta¢” chemioterapii, ktora polega na uzyciu mniejszej dawki
cytostatyku lub leczeniu eksperymentalnym polegajacym na wprowadzeniu nowych terapii
podtrzymujacych.” W mniej intensywnej chemioterapii wykorzystuje sie mniejsze ilosci
Cytarabiny badz leki hipometylujace takie jak: Decytabina czy Azacytydyna. Dzialanie ich
sprawdzane byto w dwoch duzych miedzynarodowych badaniach klinicznych: CALBG 9221
i AZA-001. Zaréwno Decytabina i Azacytydyna sa pierwszymi lekami epigenetycznymi
I analogami pierscieniowymi cytozyny o dziataniu hipometylujagcym. Predyspozycje tych
zwigzkéw do hipometylacji wynikajg przede wszystkim z ich zdolnosci do hamowania
metylotransferaz kwasu deoksyrybonukleinowego. Co wigcej Azacytydyna ma zdolno$¢ do
wbudowania si¢ w strukture RNA, dzigki czemu wykazuje dziatanie we wszystkich fazach
cyklu komorkowego podczas gdy Decytabina dziata jedynie w fazie S cyklu komoérkowego.
Dzigki dziataniu Azacytydyny we wszystkich fazach cyklu reguluje ona wigkszg liczbg genow
niz Decytabina i dodatkowo hamuje syntez¢ biatek. W badaniu prowadzonym przez grupe
CALBG (The Cancer and Leukemia Group B) oceniano terapi¢ Azacytydyna podskornie lub
dozylnie co 4 tygodnie przez 7 dni. Z kolei celem badan prowadzonych w ramach projektu
AZA-001 byto wykazanie korzysci ze stosowania Azacytydyny w leczeniu osob chorych na
ostrg biataczke szpikowa w poréwnaniu z konwencjonalnymi metodami leczenia (CCR
conventional care regiment). Badanie to wykazato, ze mediana przezycia catkowitego (OS,
overall survival) wydluizyta si¢ do 24.5 miesigca U 0sOb otrzymujacych Azacytydyng
w poréwnaniu z pacjentami poddanymi standardowym metodom leczenia (CCR), dla ktorych
OS wynosita 16 miesiecy. Dodatkowo udowodniono, ze pacjenci przyjmujacy Azacytydyne
maja wigksze Szanse na 2-letnie przezycie wolne od choroby niz osoby poddane
konwencjonalnym metodom leczenia. Wykazano réwniez, ze preparat ten byt dobrze
tolerowany przez pacjentow a ilo$¢ nabytych infekcji zwigzanych z terapig Azacytydyna byta
zdecydowanie nizsza. W grudniu 2008 Azacytydyna nazywana rowniez Vidazg zostala
zarejestrowana w Europie do leczenia os6b z AML, ktorzy nie kwalifikujg sie do przeszczepu
komorek krwiotworczych. Z kolei w 2012 roku do leczenia ostrej biataczki szpikowej zostata
zarejestrowana Decytabina, ktora podawana jest dozylnie w cyklu co 6 tygodni w pierwszym

i trzecim dniu.1911

Chemioterapia to sposob leczenia, ktory prowadzi do usuni¢cia z organizmu pacjenta

chorobowo zmienionych komoérek. Po terapii tej dochodzi do odbudowy prawidtowo
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funkcjonujacego szpiku kostnego, jednak pomimo tej zalety terapia ta niestety prowadzi
do uszkodzenia nie tylko komorek nowotworowych ale takze zdrowych. Dodatkowo po

chemioterapii u leczonej osoby moze pojawic¢ si¢ szereg skutkéw ubocznych min:

— niedokrwisto$¢ (anemia), dochodzi do niej w wyniku spadku ilosci produkowanych
krwinek czerwonych,

— neutropenia, rozwija si¢, gdy w organizmie spada ilo$¢ produkowanych biatych krwinek
odpowiedzialnych za walke z bakteriami, wirusami i r6znego typu infekcjami,

— matoptytkowos¢, wystepuje gdy w wyniku zahamowania funkcji szpiku kostnego
obniza si¢ ilo$¢ ptytek krwi odpowiedzialnych za proces krzepnigcia. Jesli ich liczba
jest zbyt mata moze dochodzi¢ do powstawania siniakow nawet w wyniku delikatnego
uderzenia, przedluzonego lub nadmiernego krwawienia z ran, nosa, dzigsel czy
krwawienia bez zranienia,

— Utrata wlosow,

— mdtosci 1 wymioty,

— podraznienia a nawet owrzodzenia jamy ustnej

— Zmegczenie, przezigbienie.

Po przebytej chemioterapii pacjent moze czu¢ ogolne ostabienie mogg tez wystapi¢ problemy
zwigzane z pogorszeniem pracy serca i ptuc, wysypka skorna oraz wiele innych. Niektore
z wymienionych skutkéw sa tymczasowe a inne moga niestety utrzymywac si¢ przez dtuzszy

czas.’?

W leczeniu choréb nowotworowych wykorzystuje si¢ rowniez radioterapie. Czgsto
sposob ten okreslany jest mianem terapii oszczgdzajacej przede wszystkim przez fakt iz terapia
ta jest bezbolesna. Metoda ta polega na napromieniowaniu (naswietleniu) promieniami
X miejsc chorobowo zmienionych oraz powstalych w weztach chlonnych przerzutow.
Radioterapia daje najlepsze rezultaty w przypadku bardzo wczesnych zmian nowotworowych,
gdy masa powstatego guza jest jeszcze stosunkowo niewielka. W odréznieniu od chemioterapii,
w trakcie ktorej uszkodzeniu ulegaja zaré6wno komorki zdrowe jak i chore to stosowane
w radioterapii promieniowanie jonizujace jest duzo bardziej skuteczniejsze w uszkadzaniu
komorek nowotworowych niz zdrowych. Sam proces napromieniowania trwa zazwyczaj kilka
minut, ale nalezy go powtarza¢. W praktyce naswietlania prowadzone sa przez kilka tygodni,
zazwyczaj przez 5 dni z dwudniowa przerwa w celu regeneracji zdrowych tkanek. Dodatkowa

zaletg radioterapii jest zdecydowanie wigkszy zakres leczenia niz w przypadku zabiegow
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chirurgicznych, poniewaz dzigki doktadnie okreslonym dawkom promieniowania mozliwa jest
skuteczna eliminacja z organizmu pacjenta wszystkich komorek nowotworowych w obecnym
guzie oraz w okolicznych weztach chtonnych. O skierowaniu pacjenta na radioterapie decyduje
gtéwnie typ nowotworu i jego wrazliwo$¢ na napromieniowanie. Wszelkiego typu biataczki
czy tez chloniaki ztosliwe wykazuja najwyzszg wrazliwo$¢ na promieniowanie, z Kolei
nowotwory jelita grubego, tarczycy oraz migsaki tkanek migkkich cechuje niska wrazliwos¢
na promieniowanie. Pacjenci poddani radioterapii cierpig najczesciej z powodu odczynu
popromiennego, ktory moze pojawi¢ si¢ juz po okolo 10 godzinach od pierwszej serii
napromieniowania. Wystepuje on w postaci zaczerwienienia skory jej owrzodzenia, pojawiaja
si¢ rowniez przebarwienia, swedzenie a nawet wysiek. Oparzenia po radioterapii trudno si¢ goja
a skora nie zawsze wraca do formy sprzed leczenia. Moga pojawi¢ si¢ na niej blizny i zgrubienia
w wyniku uszkodzenia w trakcie naswietlen tkanki tacznej, naczyn oraz gruczotow potowych
i tojowych. Po radioterapii wystgpi¢ moga réwniez nudnosci, zapalenia blony §luzowej
przewodu pokarmowego, sucho$¢ w jamie ustnej oraz zmiany w odczuwaniu smaku czy

zapachu oraz problemy z apetytem. 13141

Z wielu przeprowadzonych badan onkologicznych wynika, iz stosowanie samej
chemioterapii lub skojarzonej z radioterapiag w celu leczenia nie tylko ostrej biataczki
szpikowej, ale rowniez innych nowotwordéw ztosliwych czgsto prowadzg do rozwoju wtoérnych
nowotworéw w tym wtornej biataczki szpikowej (t-AML). W 2008 roku wtorna biataczka
szpikowa (t-AML) zostata wyodrebniona przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO)
w 0gblnym podziale nowotwordéw uktadu krwionos$nego. Rozpoznaje si¢ ja z czestoscig od 10
do 36%, czeSciej u kobiet niz megzczyzn. Duzy wpltyw na jej rozwoj ma rodzaj stosowanego
chemioterapeutyku a takze jego dawka (leki alkilujace lub inhibitory topoizomerazy II) oraz
samo promieniowanie jonizujace. Do czynnikow wplywajacych takze na rozwdj wtornej
biataczki nalezg rowniez nieorganiczne zwiazki platyny czy karboplatyny uzywane w duzych
dawkach (Rysunek 1). W niektorych tez przypadkach sami pacjenci wykazuja dziedziczna
sktonno$¢ do rozwoju wtornej biataczki szpikowej. Przykladem predyspozycji genetycznej sa
osoby z zespotem Blooma czy Njmegena. Wtorna biataczka szpikowa podobnie jak pierwotna
charakteryzuje si¢ nieprawidtlowosciami w zakresie cytogenetyki, ktore wigza si¢ glownie
Z utratg catosci lub czgsci chromosomu 5 i/lub 7 a takze czestymi mutacjami gendw np.: NPM1
czy tez FLT3. Niestety wyniki leczenia osob chorych ze zdiagnozowana t-AML nie s3
zadowalajace czego dowodem byto uzyskanie w latach 80 po terapii indukujacej jedynie 10%

catkowitej remisji (CR) choroby. Probowano takze leczy¢ t-AML chemioterapig z duzymi
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dawkami leku, jednak nie wykazano zmniejszenia ryzyka nawrotu choroby, czego przyczyna
mogta by¢ wigksza opornos¢ klonu biataczkowego na stosowane leczenie. W zwigzku z tym
wielu ekspertow w kwestii leczenia zar6wno pierwotnej ostrej biataczki szpikowej jak i wtorej

ogromne nadzieje poktada w terapiach transplantacyjnych.®
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=  Pochodne alkilowe sulfonianow:
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Rysunek 1.: Chemioterapeutyki wplywajace na rozwdj wtornej biataczki szpikowej (t-AML).

Z dostepnych danych literaturowych i1 przeprowadzonych badan wynika iz najwigksza
szanse na wyleczenie maja osoby ponizej 60 roku zycia z tagodnymi zmianami
cytogenetycznymi i molekularnymi bez zmian pozaszpikowych. Uwaza sie¢, ze Sama

chemioterapia daje duzg szanse¢ na wyleczenie jedynie w przypadku biataczki promielocytowej
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w pozostalych przypadkach szansa na pelne wyleczenie jest bardzo mata i wynosi jedynie 10-
15%. W leczeniu ostrej biataczki szpikowej po osiggnigciu juz pierwszej remisji choroby
bardzo cze¢sto wykonuje si¢ allogeniczny lub autologiczny przeszczep szpiku kostnego
potaczony z intensywng chemioterapig konsolidacyjng. Ponadto wielu lekarzy stwierdza, ze
przeszczepy daja wigksze szanse na przezycie osob chorych na ostrg biataczke szpikowa niz
sama chemioterapia konsolidacyjna z zastosowaniem duzych dawek Cytarabiny lub
Daunorubicyny. Co wigcej uwaza si¢, ze transplantacja komorek krwiotworczych to
najskuteczniejsza metoda leczenia ostrej biataczki szpikowej. Jednak ze wzgledu na powiktania
do przeszczepu kwalifikowani sg jedynie Ci chorzy, ktorym leczenie to przyniesie najwigksze
korzysci i gdy prawdopodobienstwo nawrotu choroby jest duze natomiast ryzyko mozliwych
niebezpiecznych dla zdrowia i zycia powiktan jest jak najmniejsze. Przeszczep polega na
wymianie ,,chorego” badz uszkodzonego szpiku na nowy poprzez dozylne podanie wczesniej
pobranych komorek krwiotworczych. Pacjenci, ktorzy maja spokrewnionego lub
niespokrewnionego ale identycznego pod wzgledem HLA kierowani sa do przeszczepu
allogenicznego. HLA to antygeny zgodnoS$ci tkankowej, ktore sg produktem uktadu genow
HLA znajdujacych si¢ na krétszym ramieniu chromosomu 6. Antygeny HLA odpowiadaja
przede wszystkim za tak zwang tolerancj¢ immunologiczna. Ponadto odpowiedzialne sg takze
za rozpoznanie wiasnych komoérek oraz tkanek. Jesli uktad ten rozpozna ,,obce” komorki
wowczas przy udziale limfocytow dochodzi do odpowiedzi odpornosciowej skierowanej
przeciwko nim, czego wynikiem jest odrzucenie przeszczepu. Dlatego tez tak wiele zalezy
w przypadku transplantacji krwiotwdrczych komoérek macierzystych od zgodnosci pacjenta
I jego dawcy w zakresie uktadu HLA. Wyrdznia si¢ 3 klasy (I, II 1 III) antygendéw zgodnosci
tkankowej HLA, z czego w przypadku transplantacji komorek krwiotworczych najwigksze
znaczenie maja antygeny HLA klasy I czyli HLA-A, HLA-B, HLA-C oraz klasy Il; HLA-
DRB1, HLA-DQB1, HLA-DPBI. Kazdy czlowiek posiada dwa komplety antygenow HLA
klasy I 1 I (haplotyty), z czego jeden pochodzi od matki a drugi od ojca co powoduje duza
roznorodno$¢ genetyczng. Dla kazdego antygenu wystepuja liczne kombinacje, przez co tak
trudno znalez¢ odpowiedniego dawce. Zgodnos¢ antygenowa zapewnia tolerancje
immunologiczna, dzigki ktorej uktad odpornosciowy osoby chorej nie potraktuje
przeszczepionych komorek krwiotworczych jako obce ciato, ktére nalezy zwalczy¢. Ponadto
im wieksze podobienstwo pod wzgledem HLA biorcy i dawcy, tym jest wigksza szansa na
przyjecie przeszczepu oraz mniejsze ryzyko rozwinigcia si¢ choroby (przeszczep przeciw
gospodarzowi, GVHD), ktora jest najpowazniejszym powiktaniem terapii transplantacyjnej.

Gdy dawca szpiku jest cztonek rodziny np. brat lub siostra wowczas oprocz zgodnosci
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antygenowej na poziomie HLA wystepuja takze podobne inne geny, dzigki czemu ryzyko
powiktan po przeszczepie jest zdecydowanie mniejsze. Je§li w gronie najblizszych nie ma
dawcy zgodnego z pacjentem na poziomie HLA wowczas prowadzone sg poszukiwania 0soby,
ktora moglaby zosta¢ dawcag szpiku. W celu okreslenia antygendéw zgodnosci tkankowej
wykonuje si¢ badania serologiczne, w ktorych oznaczane sg antygeny A, B,C,DRB1, DQBL1 i
DPB1 lub badania DNA. Do badan wykorzystuje si¢ roéwniez Wymaz
z wewngtrznej strony policzka. Probka ta jest bardziej preferowana do tego typu badan niz
krew, glownie przez fakt, iz jest bardziej stabilna nawet po kilku dniach od jej pobrania oraz na
jej jakos¢ nie majg wpltywu przyjmowane leki. Niestety nie tak tatwo jest znalez¢ ,,blizniaka
genetycznego”, poniewaz prawdopodobienstwo znalezienia odpowiedniej osoby, od ktorej
mozna byloby pobra¢ szpik wynosi 1 do 20 000, natomiast w przypadku rzadkiego genotypu
prawdopodobienstwo jest jeszcze mniejsze. Informacje dotyczace antygenéw HLA przesytane
sg do bazy dawcow (DKMS) aby przyspieszy¢ proces poszukiwania odpowiedniego dla osoby
potrzebujacej przeszczepu szpiku lub komérek macierzystych dawcy.’ W celu przeszczepu od
dawcy pobierane mogg by¢ komorki krwiotworcze, szpik kostny z kosci biodrowej
1 komorki krwiotworcze z krwi pgpowinowej. Przeszczep allogeniczny w przeciwienstwie do
autologicznego chroni w wigkszym stopniu przed nawrotem choroby, zapewnia takze krotszy
czas regeneracji neutrofili czy tez ptytek krwi. Potwierdzeniem tego faktu sg wyniki otrzymane
z badan przeprowadzonych przez holenderska grupg badawcza, ktore wykazaty iz w przypadku
przeszczepu allogenicznego regeneracja neutrofili nastgpuje w ciggu 21 dni a ptytek krwi juz
po 19 dniach. Natomiast w przypadku przeszczepu autologicznego do regeneracji neutrofili
dochodzi po 39 dniach, natomiast ptytek dopiero po 2 miesigcach.'® Ponadto ten rodzaj
przeszczepu daje az 60% szans¢ na remisje choroby a nawet jej petne wyleczenie. Niestety ze
wzgledu na mozliwe powiklania zwigzane z czgstym wystgpowaniem toksyczno$ci narzadowe;j
czy infekcji oraz ryzykiem odrzucenia przeszczepu, $miertelnos¢ jest wyzsza. Co wigcej po
przeszczepie allogenicznym u pacjenta aktywuja si¢ liczne wirusy, ktore wczesniej byly
w stanie uspienia i w wyniku ostabienia organizmu wywotujg one rdéznego typu stany zapalne.
Osoby, ktore nie maja dawcy kierowani sg na przeszczep autologiczny, ktdry rowniez zastepuje
zniszczone lub uszkodzone komorki krwiotwoércze zdrowymi, oddanymi wczesniej przez
pacjenta po uzyskaniu remisji choroby. Pobrane komorki s zamrazane i przechowywane
czesto w znormalizowanym roztworze soli Hanka, do momentu az pacjent bedzie gotowy na
przeszczep. Szpik kostny pobierany jest podobnie jak w przypadku przeszczepu allogenicznego
na drodze wielu naktu¢ kosci biodrowej, czgsto tez pobiera si¢ komorki krazace po calym

organizmie. Przed przeszczepem konieczna jest chemioterapia w celu usunigcia resztkowych
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komorek nowotworowych oraz zniszczenia lub spowolnienia procesu ich wzrostu, podziatu czy
namnazania. Przeszczep ten daje jedynie 40% szans na wyleczenie jednak wiaze si¢ on
z mniejszg ilo$cig niebezpiecznych dla zycia pacjenta powiktan. Niestety u wiekszosSci
pacjentow po chemioterapii oraz przeszczepie dochodzi do nawrotu choroby. Spowodowane
jest to czesto krotkotrwajacym ponizej 6 miesiecy okresu remisji choroby, niekorzystnymi
czynnikami genetycznymi, starszym wiekiem, zbyt wczesnym przeszczepem allogenicznym
a takze ogdlnym ztym stanem zdrowia.>® Jak mozna zauwazyé w przypadku nowotworéw phuc
czy tarczycy rokowania co do przezycia 5 lat sa obiecujgce ale niestety w kwestii ostrej
biataczki szpikowej procent przezycia 5 lat wynosi jedynie 26%, dlatego wciaz istnieje
zapotrzebowanie na leki nowej generacji, ktore beda skuteczne a przede wszystkim bezpieczne
W leczeniu 0s6b chorych na AML i zapobiegng nawrotom choroby oraz mozliwemu rozwojowi

wtornej biataczki szpikowej (t-AML).
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2.2. Rola i budowa kinazy FLT3
2.2.1. Rola kinazy FLT3 w organizmie ludzkim

Kinaza biatkowa to nic innego jak enzym, ktéry zaangazowany jest w proces
przeniesienia grupy y-fosforanowej z ATP na reszty biatkowe zawierajace w swej strukturze
grup¢ hydroksylowa. Ludzki genom obejmuje okoto 535 biatek kinazy. Biatkowe kinazy ze
wzgledu na reszt¢ substratu podzieli¢ mozna na: Kinazy tyrozynowe w tym receptorowe
I niereceptorowe, Kkinazy serynowo-treoninowe oraz tyrozynowe enzymy podobne

do kinazy.*®

Zgodnie z powyzsza klasyfikacja kinaz biatkowych, FLT3 jest kinazg tyrozynowa
nalezaca do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych klasy I1I (RTK III), odpowiadajacych
za komunikacje miedzy komoérkami. Wiadomo takze, ze receptory to nic innego jak
wyspecjalizowane komorki badz narzady zmystlowe odbierajace sygnaty z otoczenia.
Receptory zazwyczaj maja spiralng struktur¢ i w momencie odbioru sygnatu stymulujacego
grupujg sie W dimer (czyli potaczenie dwoch receptorow). Receptorowe kinazy tyrozynowe
odpowiadajg za szereg proceséw zachodzacych w komoérce min: za proces proliferacji czyli
namnazania si¢ komorek, ich roznicowania, adhezji, ruchliwosci, metabolizmu oraz
zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozy). Ponadto kinazy tyrozynowe to dodatkowo
enzymy, ktore za pomoca ATP regulujg proces fosforylacji wybranych reszt tyrozynowych
w wybranych biatkach. Dodatkowo kinazy tyrozynowe odbieraja sygnal z otoczenia, ktory
nastepnie za posrednictwem wielu czgsteczek wewnatrzkomorkowych przekazywany jest dalej.
Odpowiadajag one rowniez za prawidlowy rozwd] komorek macierzystych i uktadu
odpornosciowego. Udalo si¢ takze wyznaczy¢ struktury dla kompleksow jakie tworza
receptorowe kinazy tyrozynowe klasy 111 (RTK 1) dzigki wykorzystaniu metod hybrydowych
w dziedzinie biologii strukturalnej. Rodzina RTK klasy Ill obejmuje az 20 podrodzin, do
ktérych oprocz kinazy FLT3 naleza takze: kinaza (STKI1), receptory ptytkopochodnego
czynnika wzrostu (PDGFR), receptory czynnika wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (VEGFR),
receptory czynnika wzrostu hepatocytow (HGFR), receptory czynnika wzrostu nerwow
(NGFR) oraz KIT.2021242842 pomimo nadzoru szeregu procesdéw w komorce przez receptorowe
kinazy tyrozynowe znane sg One rowniez z mutacji, ktore niestety wptywaja na rozwoj roznych

choréb nowotworowych w tym ostrej biataczki szpikowej.?®

Gen kodujacy kinazg FLT3 znajduje si¢ na 13 chromosomie w pozycji q12 i sktada si¢

z 24 egzondéw chociaz wczesniejsze badania sugerowaly obecnos$¢ jedynie 21 egzonow. Gen
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ten zawiera okoto 96 par zasad.?>* Jego rozmiar nie zostat doktadnie okreslony gtéwnie przez
obecno$é¢ duzego intronu wystepujacego pomiedzy 2 i 3 egzonem.>® Wynikiem ekspresji genu
FLT3 sg min. progenitorowe komorki krwiotworcze szpiku kostnego oraz limfopoetyczne
grasicy 1 weztow chtonnych. W oparciu o wyniki z licznych badan stwierdza si¢, ze w trakcie
procesu roznicowania si¢ komorek, ekspresja genu FLT3 na poczatku ulega znacznemu

oslabieniu a p6zniej praktycznie zanika,?"8:45°1
2.2.2. Budowa kinazy FLT3
Kinaza FLT3 zbudowana jest z:

— zewnatrzkomoérkowej domeny (ED), ktora z kolei sktada si¢ z pieciu immunoglobulino
pochodnych domen, z ktorych kazda posiada po 100 reszt aminokwasowych (lg-
pochodne). Trzy z nich najbardziej oddalone od blony odpowiedzialne sg za wigzanie
liganda natomiast dwa pozostate zaangazowane sa w proces dimeryzacji receptora,

— domeny transbtonowej (TM),

— domeny przysciennej (JMD) znajdujacej si¢ w blonie komorkowe;j,

— wysoce konserwatywnej wewnatrzkomorkowej domeny Kinazy tyrozynowej (TKD)
podzielonej na dwie podstruktury: TKD | i TKD Il oraz ,,koniec-C”. Zaréwno I jak i I
domena kinazy tyrozynowej okre§lane sa jako ,,ptat N 1 C”, polaczone ze soba
pojedynczym elastycznym odcinkiem polipeptydowym nazywanym domeng

interkinazy, ktéra umozliwia ruch obrotowy dwoch domen wzgledem siebie. 2047

Domena zewnatrzkomorkowa dzigki ,,N-koncowi” odpowiedzialna jest za proces
przylaczenia odpowiednich ligandow, czyli odpowiada za wychwytywanie sygnatow
molekularnych 2422234250 7 kolei domena transbtonowa odpowiedzialna jest za proces
dimeryzacji, ktory zachodzi¢ moze rowniez pod nieobecno$¢ ligandéw oraz domeny
zewnatrzkomoérkowej. Natomiast domena wewnatrzkoméorkowa wulega rdznego typu
modyfikacjom chemicznym w celu powigzania z innymi biatkami obecnymi wewnatrz
komorki. Proces ten zachodzi dzigki zawartej w domenie wewnatrzkomérkowej TKD 11 petli
aktywacyijnej, ktora umozliwia przylaczenie kolejnych substratow.?t?® Wszystkie receptory
z grupy kinaz tyrozynowych z wyjatkiem receptora insuliny i insulinopodobnych wystepuja
w stanie nieaktywnym jako monomer (inhibitor). Dimer powstajacy po zwigzaniu si¢
z ligandem, jest dopiero w pelni gotowg struktura do przekazania sygnatu, bowiem uwaza sig,
ze dopiero dimer aktywuje miedzyczasteczkowa autofosforylacje receptoréw. Utworzenie

dimeru prowadzi nastepnie do stymulacji szeregu czasteczek efektorowych, wplywajacych na
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proces fosforylacji substratow cytoplazmatycznych regulujacych proces namnazania

i réznicowania niedojrzatych komérek krwiotworczych.?H4

Domena przyscienna (JMD), petla aktywacji oraz ,,ptaty N 1 C” wewnatrzkomorkowych
domen kinazy tyrozynowej uczestnicza w stabilizacji kinazy oraz ochronie jej nieaktywnej

konformacji. Tak wiec struktury te zapewniajg autoinhibicje receptora.

»Plat N” sktada si¢ z pigcioniciowej antyroéwnolegtej struktury B okreslanej jako (B1-B5), ktéra
przylega do a-helisy nazywanej aC. Z kolei ,,plat C” zawiera siedem helis a (aD, oE, oEF, aF-
al) oraz trzy nici B (B6, 7 1 8). Petla aktywacyjna, przylaczona jest do ,,ptata C” i wystepuje
w formie dtugiego elastycznego fragmentu peptydowego zawierajacego dwie dodatkowe nici
101 B11. Ni¢ B6 taczy si¢ z nicig BJ1 w domenie przysciennej, ktora zawiera dodatkowa nié

pI2.

Petla aktywacji: taczy ni¢ B8 z helisa aEF. Jej konce ograniczone sg przez sekwencje Asp829-
Phe830-Gly83loraz Trp854-Met855-Ala856, ktore zlokalizowane sg na N i C koncowych
zawiasach petli. Reszta Asp829 peini funkcje =zasady katalitycznej 1 uczestniczy
w fosfotransferowych reakcjach. Gdy reszty tyrozynowe nie sa fosforylowane wowczas petla
aktywacji wchodzi w szczeling miedzy ,,ptatami N 1 C”, ograniczajac w ten sposob dostep do
miejsca wigzania ATP. Petla FLT3 w odroznieniu od pozostatych petli kinaz, posiada tylko
jedng niefosforylowang reszte tyrozyny (Tyr842). Zamknigta postaé petli stabilizowana jest
przez pierscien fenylowy skierowany do miejsca aktywnego oraz wigzaniem wodorowym
z fancuchem bocznym Asp811, ktory tworzy dodatkowo parg jonowa z tancuchem bocznym

Arg834.

Domena przy$cienna: tworzona jest przez trzy komponenty budulcowe: wigzacy (JM-B),
przetacznik (JM-S) oraz suwak (JM-Z).

Element wiazacy (JM-B) zawiera reszty Tyr572-Met578 i jest praktycznie catkowicie
schowany w strukturze kinazy FLT3. Rozpoczyna si¢ tyrozyna (Tyr572) i pomimo, ze sktada
si¢ jedynie z siedmiu reszt to laczy si¢ ze wszystkimi strukturami odpowiedzialnymi
za aktywacje kinazy. Odcinek ten taczy si¢ z przelacznikiem (JM-S) w wyniku wydluzenia jego
nici B opisywanej jako BJ1. Dodatkowo kompozycja wigzaca peni funkcje tzw. ,, klinu”,
bowiem stabilizuje nieaktywna konformacj¢ kinazy poprzez ograniczanie rotacji ,,ptata N”
w kierunku ,,plata C”, ktéra niezbedna jest do wytworzenia aktywnego faldu kinazy. Ponadto
wlasciwos$ci stabilizacyjnych strukturze (JM-B) nadaje bliskie sgsiedztwo z N-koncowym

zawiasem petli aktywacyjne;.
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Przetacznik (JM-S) sktada si¢ z 14 reszt (Val579-Val592) w postaci dwuniciowego skretu B
zlokalizowanego na koncu ,,ptata C”. Struktura ta okreslana jest jako przelacznik dlatego, ze
zawiera dwie wazne reszty tyrozynowe, ktorych fosforylacja wptywa na aktywacje kinazy.
Dzie¢ki przedtuzeniu nici B a doktadniej BJ1przetacznik wigze si¢ z (JM-B), pomiedzy Met578
a Val579. Z kolei ni¢ BJ1 konczy si¢ na reszcie Val581, ktdrej pigcioresztowa petla taczy si¢
z czteroresztowa nicig BJ2 posiadajaca dwie tyrozyny (Tyr589 1 Tyr591). Tyrozyny
te skierowane sg bezposrednio na ,,ptat C” . Sugeruje si¢ , ze gldwnym zadaniem przetacznika
jest zapewnienie sztywnego potaczenia si¢ z elementem wigzacym aby reszty tyrozynowe

(Tyr589 i Tyr591) wstawily si¢ pomigdzy nim a ,,ptatem C”.

Z kolei suwak (JM-Z), znajduje si¢ na C-koncu domeny przysciennej i zwigzany jest z ,,platem
N”. Zawiera w swej strukturze (Asp593-Trp603) i zapetla si¢ wokot a-helisy. Co wigcej uwaza
si¢, ze region ten podlega licznym obrotom wzgledem ,,ptata N” umozliwiajac w ten sposéb
przetacznikowi (JM-S) na prawidtowa aktywacje badz tez autoinhibicje kinazy FLT3.%
Schemat budowy kinazy FLT3 przedstawiony jest ponizej (Rysunek 2).

N-koniec

) domena zewnatrzkomorkowa (ED)

v

O CEY e oonoma
SRBABERARE BR848E

( domena przyblonowa (JMD)
TKD 1

petla aktywacji TKD 11

C-koniec

Rysunek 2. Budowa kinazy FLT3.%
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2.2.3. Ligand kinazy FLT3

Ligand FLT3 przytacza si¢ do ,N-konca” domeny zewnatrzkomérkowej i czesto
zapisywany jest w skrocie jako FL. Jest biatkiem transblonowym typu I o masie 20 kD.
Powstaje z komorek zrebowych szpiku i moze by¢ uwalniany jako rozpuszczalne biatko
homodimeryczne i ulegac ekspresji w komorkach hematopoetycznych szpiku kostnego, szpiku
fibroblastow oraz limfocytow typu T i B.22%%%1 Moze on wystgpowaé takze w postaci trzech

izoform jako:

— glikoproteiny o masie czasteczkowej 30 kD z czterema o-helisami z domeng
zakonczong grupa aminowa i cytoplazmatycznym regionem odpowiedzialnym za
wiazanie si¢ 1 aktywacja receptora,

— aktywnie biologicznej i rozpuszczalnej postaci,

— struktury powstajacej na drodze alternatywnego splicingu, ktorego wynikiem jest

przedwczesny kodon stop.

Ligand FLT3 wptywa na aktywno$¢ receptora kinazy tyrozynowej i pobudza proces
wzrostu komorek progenitowych w szpiku kostnym. Proces ten zachodzi jedynie przy
wspoétudziale z innymi krwiotwdrczymi czynnikami wzrostu i interleukinami, poniewaz sam
FL podobnie jak ligand c-KIT nie maja zdolno$ci do aktywnego namnazania prawidtowych
komorek szpikowych czy tez limfoidalnych. W przypadku komorek biataczkowych, ligand FL
aktywuje receptor FLT3 co sprzyja namnazaniu oraz przetrwaniu komorek blastycznych

w wyniku spowolnienia apoptozy.2%2430:50
2.2.4. Kinaza FLT3 typu ,,dzikiego” (FLT3-WT)

Liczne badania wskazuja takze na wystepowanie kinazy FLT3 typu ,,dzikiego”,
wystepujaca na powierzchni komorki w postaci monomeru i nieaktywnej formie. Dopiero po
zwigzaniu si¢ z ligandem dochodzi do dimerazacji, ktérej nastepstwem jest aktywacja wielu
procesow komorkowych.*®% FLT3 typu ,,dzikiego” wyrazana jest glownie przez komorki
CD34" szpiku kostnego oraz przez niewielkg cze$¢ komorek typu CD34". FLT3 typu ,,dzikiego”
o skrocie (FLT3-WT) zaangazowana jest W metabolizm fosfolipidow, transkrypcje oraz
aktywacje wielu szlakow min.: PI3K, RAS, STAT. Receptor FLT3 ,typu dzikiego” moze
aktywowa¢ zaré6wno prawidlowo jak rowniez nieprawidlowo funkcjonujgcy szlak
sygnalizacyjny, poniewaz (FLT3-WT) ulega ekspresji w kilku przypadkach nowotworow
hematologicznych. Ekspresja kinazy FLT3 typu ,,dzikiego” stanowi az 93% przypadkow ostrej

biataczki szpikowej. 343550
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2.2.5. Mechanizm aktywacji receptora kinazy FLT3

Gdy receptory kinaz tyrozynowych nie sg zwigzane z zadnym ligandem pozostajg
w stanie nieaktywnym przyjmujgc konformacje cis. Za stan ten odpowiedzialna jest gtownie
domena przyscienna (JMD), ktora zajmuje miejsce pomiedzy ,.koncem C i N” domen kinazy
tyrozynowej generujac w ten sposob utworzenie nieaktywnej struktury. Uwaza si¢ réwniez, ze
receptor FLT3 wystepuje w postaci nieaktywnej gdy ,,ptat N odwrdcony jest od domeny
kinazy na koncu karboksylowym. Natomiast w sytuacji gdy oba ,,platy” domeny obrécone s3
w tym samym kierunku wowczas istotne reszty katalityczne sg wyréwnane co prowadzi do
zmiany konformacji kinazy na aktywng.®® Mechanizm aktywacji oraz dalszej sygnalizacji
receptorowych kinaz tyrozynowach zalezny jest rowniez od procesu wigzania odpowiednich
ligandoéw z domeng zewnatrzkomorkowa (ED). Proces ten z kolei prowadzi do utworzenia tzw.
homodimeru w btonie komérkowej czyli aktywnego kompleksu receptor-ligand. Po utworzeniu
aktywnej struktury trans dochodzi do autofosforylacji receptora za posrednictwem
powstajagcego fosforanu w wyniku przeksztalcenia adenozynotrojfoforanu (ATP)
w adenozynodifosforan. Autofosforylacja prowadzi rowniez do wychylenia si¢ bocznych
tancuchow tyrozyny i aktywacji szeregu czasteczek efektorowych odpowiedzialnych za
regulowanie wielu procesow o ktorych wspomniano wezesniej (Rysunek 3).22% Do czasteczek
efektorowych nalezy migdzy innymi kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), biatko RAS oraz
cytoplazmatyczny czynnik transkrypcyjny genoéw STATS, ktore nastepnie sg aktywowane
poprzez utworzone z biatkami adaptorowymi takimi jak SHC, GAB2, SHP, SHIP czy tez GRB2
kompleksy. Aktywna dzieki powstalym kompleksom kinaza PI3K katalizuje reakcje
fosforylacji ~ 4,5-difosforanu  fosfatydyloinozytolu  (PIP2) do  3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP3). Powstaty w ten sposob fosfolipid bierze z kolei udzial w procesie
aktywacji kinazy biatkowej B (AKT), ktora to na drodze fosforylacji aktywuje kolejne biatka

odpowiedzialne za proces proliferacji, wzrostu czy przezycia komoérek.?
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Rysunek 3. Szlak sygnalizacyjny generowany w wyniku dimeryzacji zachodzacej wskutek przytaczenia sig
liganda FL do receptora FLT3.%°

Z przedstawionych powyzej informacji wynika, ze dopiero aktywowana posta¢ kinazy
FLT3 pobudza szereg szlakow sygnalizujacych wewnatrz komorki, regulujac tym samym

proces dojrzewania, przezycia, namnazania czy roéznicowania sie komorek krwiotworczych.®°

2.3. Mutacje kinazy FLT3 w rozwoju ostrej bialaczki szpikowej

Mutacje kinazy FLT3 powstaja na drodze statej aktywacji receptora FLT3 niezaleznej od
liganda w komorkach biataczkowych.®23 Stwierdzono, ze az 30% oso6b chorych na ostra
biataczke szpikowg posiada zmutowang kinaz¢ FLT3. Przyczyna tego moze by¢ nadekspresja
genu FLT3 do ktorej dochodzi juz na poziomie RNA® badz tez autokrynne lub parakrynne
wydzielanie liganda FL. Jednak gléwna przyczyna nieprawidlowosci w funkcjonowaniu
receptora FLT3 sa przede wszystkim mutacje aktywujace kinaz¢ FLT3, zlokalizowane
w obszarach domeny przybtonowej oraz wewnatrzkomoérkowej domenie Kinazy tyrozynowej
(TKD).2226.2831 \Wynikiem mutacji jest nieprawidtowa sygnalizacja wewnatrzkomoérkowa
nastgpstwem ktorej jest niekontrolowany proces namnazania komorek biataczkowych oraz
gromadzenie niedojrzatych morfologicznie i czynnoéciowo komérek krwiotwérczych, 22829

Dodatkowo nieprawidtowosci, ktore sg nastepstwem mutacji czesto tez prowadzg do zaburzen
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cyklu komoérkowego, zakazenia i dysfunkcji narzadow. Wszystkie typy mutacji FLT3
niekorzystnie wptywaja na uzyskanie catkowitej remisji (CR) choroby po zastosowanym
leczeniu, powoduja nawroty choroby oraz skracaja czas przezycia pacjenta.?! Ze wzgledu na
czesto$é wystepowania mutacji FLT3, Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) i europejska LeukemiaNet (ELN) zalecaja
wykonywanie badan genetycznych FLT3 z testami cytogenetycznymi i1 przesiewowymi
w chwili zdiagnozowania u pacjenta AML nie tylko w celach diagnostycznych ale przede
wszystkim w kwestii wyboru dla chorego jak najlepszej terapii leczenia, ktora przyniesie

oczekiwane rezultaty.?
2.3.1. Rodzaje mutacji kinazy FLT3

Mutacje genetyczne receptorowych kinaz tyrozynowych klasy Il maja ogromny
wplyw na rokowania pacjentow z ostra biataczka szpikowa. Nadeskspresja genu FLT3 jest
jednym z czynnikdéw sprzyjajacych rozwojowi ostrej biataczki szpikowej AML. Uwaza si¢
takze, ze na wystapienie mutacji wptyw ma wiek pacjenta bowiem obserwowane sg one czgsciej
u 0s6b powyzej 50 roku zycia.>>%! Rzadziej stwierdza si¢ mutacje zwiazane z autokrynna lub
parakrynng aktywacja receptora FLT3.2"%3! Jednak kwestia ta nie zostata jeszcze do konca
wyjasniona i nadal trwaja badania majace na celu okreslenie wplywu autokrynnej i parakrynnej
aktywacji kinazy FLT3. W temacie aberracji rowniez czesto wskazuje si¢ na role receptora
FLT3 ,.typu dzikiego”, ktory réwniez aktywuje szlak sygnalizacyjny w komorce. Tak wiec
moze on aktywowaé zarowno prawidlowy jak 1 nieprawidlowo funkcjonujacy szlak
sygnalizacyjny.32343°

Dodatkowo uwaza si¢, ze mutacje kinazy FLT3 prowadza do konstytutywnej
aktywacji poprzez zmian¢ konformacji 1 umozliwiajg tym samym nieograniczony dost¢p do
petli aktywacyjnej. W udowodnieniu tego stwierdzenia pomogta okreslona w 2004 roku

struktura krystaliczna kinazy FLT3.%!

Wyrdznia si¢ dwa gldéwne typy mutacji:

» wewnetrzng duplikacje tandemowa (FLT3-1TD)
= punktowa (FLT3-TKD)

PowyzZsze mutacje nalezag dodatkowo do II klasy mutacji zaangazowanych w leukemogeneze

i klasyfikowane sg jako aktywne.®’
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2.3.1.1. Wewnetrzna duplikacja tandemowa (Internal Tandem Duplication)

Nieprawidlowos$¢ ta zostata odkryta w 1991 roku*’“8 i opisana w literaturze naukowej
po raz pierwszy przez Nakao i jego zespot badawczy. Pomimo czg¢sto prawidlowego kariotypu
u oso6b chorych obserwuje si¢ wysoki poziom blastow we krwi co niestety wiaze si¢
z krotkotrwalg odpowiedzig na zastosowane leczenie, czestszymi nawrotami choroby oraz
krotkim czasem remisji choroby (CR), catkowitym czasem przezycia (OS) i czasem przezycia
wolnego od nawrotow.*>** Mutacje ta stwierdza si¢ u okoto 30% pacjentéw z ostra biataczka
szpikowa. Wewnetrzna duplikacja tandemowa (FLT3-1TD) wystgpuje w domenie przys$ciennej
(JMD) kodowanej przez 14 i 15 egzon.?"?82%% Zwiazana jest z powtarzaniem si¢ od 3 do 400
par zasad najczesciej lecz nie zawsze w poblizu 590 i 600 sekwencji aminokwasowej FLT3.3842
Wstawienie zduplikowanych fragmentow przebiega w kierunku glowa — ogon
w obrebie wymienionych wyzej egzondéw. Insercje (IS, insertion sites) charakteryzuje duza
zmiennos$¢ lokalizacji oraz wielko$é powtorzonych fragmentow.?’ Obecnosé tych samych
sekwencji powoduje wydtuzenie si¢ domeny (JMD) co ma ogromny wptyw na dostepno$¢ petli
aktywacyjnej oraz proces autoinhibicji.®! U kazdego pacjenta lokalizacja oraz dtugosé
zduplikowanych fragmentow rézni si¢. Jednak nowe transkrypty zawsze pozostaja w tzw.
ramce.®® Jak wczesniej wspomniano, domena przyscienna, dzicki strukturze wiazacej,
przetacznika oraz suwaka, oprocz funkcji stabilizacji kinazy FLT3 pelni takze funkcje ochronne
nieaktywnej konformacji kinazy poprzez zawade¢ steryczng. Tak wigc powyzszy rodzaj
nieprawidlowosci skutkuje utrata przez domeng przyScienng mechanizmu autohamujacego

i w konsekwencji dochodzi do konstytutywnej aktywacji receptora.*44°

2.3.1.2. Mutacje punktowe (FLT3-TKD, FLT3-D835)

Zostaty zidentyfikowane w 2001 roku i okreslane sg jako mutacje zmieniajace sens
genu FLT3. Najczesciej wystepuja w petli aktywacyjnej (D835).5%%* Polegaja na podstawieniu
pojedynczego aminokwasu (Asp835) w egzonie 20, ktory odpowiedzialny jest za kodowanie
sekwencji aminokwasow w czgsteczce biatka. W wyniku ich dziatania najczesciej dochodzi do
zamiany kwasu asparaginowego na tyrozyng (D835Y) na drodze mutacji GAT—TAT, rzadziej
stwierdza si¢ podstawienie przez waling (D835V) w wyniku zmiany GAT—GTT, histydyng
(D835H), ktora to z kolei jest nastepstwem zmiany aminokwasu GAT na CAT czy tez reszte
kwasu glutaminowego (D835E) lub asparagine (D835N).% Substytucije te sprawiaja, iz receptor
wykazuje dluzsza aktywno$¢ bez obecnosci swojego liganda. Nieprawidlowos¢ ta moze

wystgpi¢ takze w kodonie 680 (egzon 16), ktora polega na podstawieniu waliny w miejscu
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alaniny (A680V). Mutacje punktowe wyrazane sg nie tylko poprzez substytucje ale takze
wynikajg z delecji. Przyktadem takiej mutacji punktowej powstatej w wyniku delecji jest
nieprawidtowosé (1836).3° Jednak izoleucyna moze réwniez jak kwas asparaginowy (D835)

ulec podstawieniu najczesciej przez asparagine (I836N) oraz metioning (I836M).°

Mutacje punktowe sg mniej powszechne a ich pojawienie nie zalezy od wieku czy
plci pacjenta. U pacjentéw z ostrg bialaczkg szpikowa czesto§¢ wystepowania tej mutacji
szacuje sie na 5-10%.** W mniejszym stopniu wplywaja na rokowanie osoéb chorych
w momencie rozpoznania. Niemniej jednak sg kliniczne wazne, bowiem potwierdzono, ze
wplywaja one rozwoj opornosci lekowej, pojawiajacej w trakcie terapii leczenia ostrej biataczki
szpikowej roznego rodzaju inhibitorami FLT3. Co wigcej liczne badania i analizy wykazaty iz
aberracje punktowe pojawiaja si¢ tez wraz z nawrotem choroby biataczkowej jako tzw. mutacje
wtorne. Mutacje (FLT3-TKD) uwaza si¢ takze za nieprawidtowosci somatyczne zwigzane

z biataczka. 2940515

Oproécz ,klasycznych” typow mutacji FLT3 w literaturze naukowej pojawity si¢
doniesienia o innych przypadkach abberacji. Do nieprawidtowosci tych nalezy miedzy innymi
mutacja zewnatrzkomoérkowa typu K429E.1? W egzonie 20 stwierdzono réwniez mutacje
polegajace na wstawieniu glicyny lub seryny migdzy aminokwasami 840 i 841. Dotycza one
glownie pacjentdéw z nowo zdiagnozowang AML. Natomiast u chorych z nieprawidtowosciami
cytogenetycznymi, u ktorych doszto do nawrotu choroby odkryto takze zmiany zwigzane

z podstawieniem tyrozyny kodonem cysteiny 842 (Y842C) lub asparaginy 841.%°

2.4. Rola i znaczenie inhibitorow FLT3

Od dawna chemioterapia byla standardowa metoda leczenia chor6b nowotworowych.
Niestety niszczenie zarowno komorek nowotworowych jak i prawidlowo funkcjonujacych oraz
skutki uboczne 1 toksyczno$¢ tej terapii spowodowalo rozwoj lekow celowanych.
W odroznieniu od lekéw wykorzystywanych w chemioterapii, leki celowane musza
wykazywa¢ aktywnos$¢ terapeutyczng, skuteczno$¢ dziatania, niska toksyczno$¢ a przede
wszystkim powinny dziata¢ na komodrki rakowe przy jednoczesnym oszczedzeniu komorek
zdrowych (niezmienionych chorobowo). Leki celowane czyli inaczej inhibitory mozna
podzieli¢ na matoczasteczkowe oraz makroczasteczkowe. Maloczasteczkowe inhibitory
wykazuja zazwyczaj korzystne wiasciwosci farmakokinetyczne (PK). Niestety w przypadku
leczenia choréb nowotworowych gléwnym ograniczeniem terapii celowanych jest czgsto

pojawiajaca si¢ opornos¢ oraz brak lub tez kréotkotrwata odpowiedz organizmu pacjenta na
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zastosowane leczenie. Amerykanska FDA (Food and Drug Administration) oraz chinska
NMPA (National Medical Products Administration) zatwierdzity obecnie 89
matoczasteczkowych preparatow antynowotworowych o szerokim zakresie dziatania. Leki te
maja dziata¢ min. na kinazy, proteasomy czy tez epigenetyczne biatka regulatorowe.??

O przydatnosci klinicznej kazdego zwigzku (leku) decydujg w pierwszej kolejno$ci
wyniki z testow przedklinicznych. W zakresie badan przedklinicznych najczescie)
przeprowadza si¢ testy:

e invitro

e invivo

e cytotoksycznosci
W przypadku receptora FLT3 analiza in vitro pomaga w ocenie zdolnosci hamowania
aktywnosci kinazy FLT3 przez badany zwigzek. Dodatkowo testy te obrazujg sit¢ wigzania si¢
danego inhibitora z biatkami osocza. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter inhibitorow
zazwyczaj silnie sa wigzane przez biatka osocza. Skutkuje to niestety obnizeniem jego st¢zenia,
ktére odpowiada za dziatanie farmakologiczne.?* Z Kkolei testy in vivo przeprowadzane na
liniach komoérkowych pomagaja w okresleniu zdolno$ci autofosforylacji i wyznaczeniu
wartosci ICso (to parametr opisujacy stezenie danego leku przy ktorym obserwuje si¢
zahamowanie wzrostu badanej populacji komorek o 50%). W badaniach tych najczesciej
wykorzystuje si¢ mysie linie komdorkowe takie jak Ba/F3 (limfoidalne) lub 32D (szpikowe).
Stosuje si¢ takze linie komérkowe MV4-11 czy tez MOLM-13 lub MOLM-14, ktore to
pochodzg od ludzkiej AML i wykazuja dodatkowo ekspresje mutacji typu (FLT3-1TD).

Natomiast badania cytotoksycznos$ci pozwalaja na weryfikacje, ze testowany inhibitor dziata
toksycznie na linie komorkowe FLT3 i1 tym samym w znaczacy sposob ogranicza ich
aktywno$¢. Dodatkowo badania te dostarczajg informacji na temat selektywnos$ci danego
inhibitora wzgledem kinazy FLT3, poniewaz nizsza wartos¢ ICsp niz ta okreslona w testach
autofosforylacji wskazuje na jego aktywnos¢ rowniez wzgledem innych kinaz. Potwierdzaja to
takze czgsto obserwowane roznice migdzy Krzywa zaleznos$ci dawka-odpowiedz otrzymanag

w testach cytotoksycznosci a krzywa uzyskana z analiz autofosforylacji.®4°

Na przetomie ostatnich 20 lat opracowano juz wiele inhibitorow FLT3 (Rysunek 4).
Wiele z nich trafito do Il i 11l fazy badan klinicznych. Midostauryna oraz Gilterytynib zostaty
juz zaakceptowane przez Federalng Agencje Lekow (FDA) do leczenia pacjentow z AML

w Stanach Zjednoczonych. Gtownym zadaniem wszystkich opracowanych inhibitorow jest
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inicjowanie procesu apoptozy, zahamowanie cyklu komérkowego oraz proliferacj¢ komorek

biataczkowych.*?

| 2019 KWIZARTYNIB (QUIZATINIB), PEXIDARTINIB I

2017 GILTERYTYNIB (GILTERITINIB)

2016 MIDOSTAURYNA, BRIGATYNIB

C ]

C ]

]
C ]

2006 SUTENT

‘ 2005 SORAFENIB I

Rysunek 4: Rozwdj inhibitoréw kinazy FLT3.

Inhibitory FLT3 to przede wszystkim zwigzki heterocykliczne, ktore zawieraja w swej
strukturze komponent przypominajacy pierscien purynowy, dzieki ktoremu terapeutyki te
konkurujg z ATP o miejsce aktywne receptora FLT3.%° Ze wzgledu na budowe strukturalng
matoczgsteczkowe inhibitory FLT3 klasyfikowane sg jako pochodne:

e chinoksalin bicyklicznych lub trojcyklicznych - zwigzki te pomimo wykazanej
aktywnos$ci wzgledem kinazy FLT3 wykorzystuje si¢ gtdéwnie w testach in vitro
ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢é. Sposrod trdjcyklicznych
chinoksalin zwigzki AGL2033 1 AGL2043 duzo lepiej rozpuszczaja si¢ w
wodzie dzigki czemu moga zosta¢ wlaczone do badan klinicznych,

e indoli,

e indolokarbazoli.
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Ze wzgledu na specyficzno$¢ dziatania wszystkie inhibitory nie tylko FLT3 podzieli¢

mozna na inhibitory I oraz II generacji (Tabela 1).

Tabela 1: Inhibitory I i Il generacji

Inhibitory | generacji Inhibitory 11 generacji
Sorafenib Gilterytynib (Gilteritynib)
Sunitinib Krenolanib

Midostauryna (Midostaurin) Kwizartinib (Quizartinib)

Biorac pod uwage mechanizm oddziatywania inhibitorow z receptorem wedlug
klasyfikacji Roskoskiego mozna je podzieli¢ na VI typoéw. Najwazniejsze z tej grupy to
inhibitory I i 1l typu przedstawione ponizej (Tabela 2).22 Wszystkie inhibitory w zakresie od I-
V sa odwracalne 1 mogg ogranicza¢ aktywno$¢ w sposob kompetencyjny, niekonkurencyjny
oraz mieszany. Inhibitory typu | wspétzawodnicza o miejsce aktywne receptora
z adenozynotrojfosforanem (ATP) gdy receptor znajduje si¢ w aktywnej konformacji
okreslanej jako (DFG-in). Z kolei inhibitory typu II oddziatujg z miejscem hydrofobowym,
ktory bezposrednio przylega do miejsca wigzania si¢ ATP tylko wtedy gdy receptor jest
w nieaktywnej konformacji opisywanej jako (DFG-out).** W sktad DFG wchodza trzy reszty
aminokwasowe: D829, F830 1 G831, ktorych orientacja przestrzenna wskazuje na konformacje
kinazy FLT3. W przypadku aktywnej konformacji receptora (DFG-in) tancuch boczny reszty
aminokwasowej D829 jest skierowany do miejsca wigzania ATP a piercien aromatyczny
w tancuchu bocznym reszty F830 znajduje si¢ w szczelinie tylnej. Natomiast w nieaktywnej
formie kinazy (DFG-out), pierScien aromatyczny w tancuchu bocznym reszty aminokwasowej
F830 jest skierowany do miejsca wigzania ATP a tancuch boczny reszty D829 umieszczony
jest w tylnej szczelinie, generujac w ten sposob dodatkowa warstwe hydrofobowa, ktora
przylega do miejsca wigzania ATP. Z kolei inhibitory typu III i IV majg charakter allosteryczny
1 wykorzystuja one dalsze obszary wzgledem miejsca wigzacego ATP. Dodatkowo okresla si¢
je jako inhibitory niekompetycyjne. Inhibitory typu V to dwuwarto$ciowe czgsteczki, ktore
obejmuja dwa roézne regiony domeny kinazowej. Z kolei inhibitory typu VI sa nieodwracalne
i wigzg si¢ kowalencyjnie z miejscem aktywnym kinazy czego nastgpstwem jest calkowite

zahamowanie jej aktywnosci.!%>
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Wszystkie inhibitory o czym juz wspominano konkuruja z ATP o miejsce aktywne,
zapobiegajac tym samym autofosforylacji receptora i pozniejszej aktywacji roznych szlakow

sygnalowych zachodzacych w komorce.>*

Tabela 2: Inhibitory I i Il typu

Inhibitory I typu Inhibitory 11 typu
Sunitynib Sorafenib
Midostauryna Kwizartinib (Quizartinib)
Krenolanib Ponatinib
Gilteritynib Tandutinib
Lestaurtynib

Z dostepnych danych literaturowych wynika, Ze terapia leczenia inhibitorami I typu
0sob chorych na bialaczke szpikowa przyczynia si¢ do ograniczenia aktywnosci kinazy FLT3
zardbwno z mutacjami punktowymi (FLT3-TKD) oraz z duplikacjami tandemowymi (FLT3-
ITD) podczas gdy inhibitory II typu hamuja jedynie aberracje typu (FLT3-1TD). Dodatkowo
inhibitory | typu nie wplywaja na rozwdj opornosci poprzez nowe mutacje punktowe
w przeciwienstwie do inhibitorow II typu, ktére nie sa skuteczne wobec mechanizmoéw
rozwijajacej si¢ opornosci nabytej.*#*? Co wiecej z doniesien literaturowych wynika, ze to
rodzaj podstawienia w petli aktywacyjnej (D835) w przypadku mutacji punktowej, decyduje
o sile opornosci na terapie inhibitorami typu II. Uwaza si¢, Ze substytucja kwasu
asparaginowego histydyng (D835H), prowadzi do posredniej opornosci podczas gdy
podstawienie tyrozyng badz tez waling (D835Y/V) wiaze si¢ z wysokim stopniem opornosci
nabytej. Z kolei aberracje zwigzane z wstawieniem alaniny, glicyny, asparaginy czy kwasu
glutaminowego (D835A/G/N/E) nadal pozostaja wrazliwe na terapie leczenia inhibitorami II
typu. Zgodnie z przedstawionymi powyzej opisami, inhibitory II typu hamuja aktywnos$¢
kinazy FLT3 tylko wtedy gdy jest ona w konformacji nieaktywnej. Sugeruje sie, ze na
utrzymanie nieaktywnej formy (DFGout) wplywa wigzanie wodorowe pomigdzy grupa
hydroksylowa tancucha bocznego lub grupa amidowa tancucha gléwnego seryny838. W
tworzeniu wigzania wodorowego uczestniczy¢ roéwniez moze grupa amidowa lancucha

gtownego metioniny837. W przypadku mutacji zwigzanych z silng opornos$cig nie tworzy si¢
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wigzanie wodorowe co prowadzi do zmiany konformacji kinazy FLT3 na aktywna i tym samym

brakiem skuteczno$ci terapeutycznej inhibitorow II typu.*®

2.4.1. Inhibitory | generacji:

Inhibitory I pierwszej generacji cechuje mniejsza specyficznos¢ dziatania przez wzglad
iz dziatajg nie tylko na jeden cel terapeutyczny ale oddziatujg rowniez z innymi kinazami takimi
jak np. KIT, RAS/RAF czy VGFR. Dodatkowo ich wielokinazowe dziatanie sprawia, ze sg one
rowniez bardziej toksyczne w przeciwienstwie do inhibitorow II generacji, ktore cechuje duzo

wicksza specyficzno$é dziatania.>*

2.4.1.1. Sorafenib

o
N cl
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Sorafenib znany jest jako doustny lek pod nazwag Nexavar (BAY43-9006),
opracowany w 1995 roku przez firmy Bayer i Onyx.%® Zaakceptowany zostat w Stanach
Zjednoczonych przez FDA (Food and Drug Administration) do leczenia nowotworu
watrobowokomorkowego (HCC), ktory niestety nie nadaje si¢ do operacyjnego leczenia,
zaawansowanej postaci raka nerki (RCC), czy tez zréznicowanego, opornego na jodoterapi¢
nowotworu tarczycy (DTC).5157%885 7e wzgledu na swoja multikinazowa aktywno$é
klasyfikowany jest jako inhibitor I generacji, a jak wspomniano powyzej inhibitory nalezgce
do tej klasy wykazuja dzialanie toksyczne.>® Stosowanie Sorafenibu moze prowadzi¢ do
pojawienia si¢ u pacjenta: mdtosci, biegunki, nadcis$nienia t¢tniczego (HTN) oraz problemow
skornych najczesciej w postaci wysypki.®° Klasyfikowany jest rowniez jako inhibitor typu Il
Inhibitory tego typu zajmujg miejsce allosteryczne, bezposrednio przylegajace do kieszeni

wigzgcej adenozynotrojfosforan (ATP). Kieszen ta utworzona jest przez petle aktywacyjng, gdy
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receptor znajduje sie w nieaktywnej konformacji.®* Wykazuje on zdolno$¢ do hamowania wielu
czasteczek antyapoptycznych.®? Badania przedkliniczne wykazaly, ze Sorafenib hamuje az
1000-krotnie silniej proces fosforylacji kinazy FLT3 z mutacjami (FLT3-1TD) i (D835G) niz
w komorkach biataczkowych z mutacja typu (D835Y) lub bez stwierdzonych nieprawidtowosci
FLT3.1* Przebadano skuteczno$¢ Sorafenibu zar6wno w monotorerapii jak i leczeniu
podtrzymujacym zwigzanym ze stosowaniem Sorafenibu w potaczeniu z klasyczng
chemioterapig, badz przed lub juz po przeszczepie szpiku kostnego. Badania kliniczne | fazy
wykazaly aktywno$¢ kliniczng Sorafenibu, ktory zahamowat wzrost guza w zmutowanych

blastach.®®

Pod wzgledem chemicznym Sorafenib jest bi-arylomocznikiem o nazwie chemicznej:
N-(3-trifluorometylo-4-chlorofenylo)-N-(4-[2-metylokarbamoilopirydyn4ylo]oksyfenylo)mo-
cznik.*® Dodatkowo jest lipofilowym zwiazkiem o stabej rozpuszczalnosci ale o wysokiej
przepuszczalno$ci, ktory po podaniu doustnym szybko przedostaje si¢ z przewodu
pokarmowego do watroby, gdzie jest metabolizowany przez szlak cytochromu P450 (CYP3A4)
i glukuronylotransferazg UDP (UGT1A9). Metabolizm jakiegokolwick zwigzku opisywany
jest jako reakcje I oraz Il fazy. Do reakcji I fazy nalezg takie procesy jak: utlenianie, hydroliza
oraz redukcja, w wyniku ktérych powstaja zwigzki bardziej polarne. Za reakcje I fazy
odpowiedzialne sg enzymy cytochromu P450 (CYP3A4). Natomiast proces sprzggania ze
zwigzkami endogennymi, w wyniku ktorego powstajg nieaktywne substancje gotowe juz do
usunigcia z organizmu, nalezy do reakcji II fazy za ktére odpowiedzialna jest w gldwnej mierze
UDP-glukuronylotransferaza, metylotransferaza oraz N-acetylotransferaza.®* Przeprowadzone
badania farmakokinetyczne pozwolity na zdefiniowanie az 8 metabolitow Sorafenibu, z ktorych
glowny to metabolit 2. Powstaje on w wyniku reakcji utlenienia samego inhibitora przez
cytochrom (CYP3A4). Metabolit 2 jest nastgpnie metabolizowany do N- tlenku N-
hydroksymetylo-Sorafenibu czyli do metabolitu 1 oraz poprzez glukuronidacje do metabolitu
8. Z kolei metabolit 7 powstaje w wyniku glukuronidacji samego Sorafenibu przez
bezposrednie dzialanie szlaku glukuronylotransferazy UDP (reakcje metaboliczne Il fazy)
(Rysunek 5).%° Dodatkowo wykazano, ze pozostate metabolity takie jak: metabolit 4 czy 5

wplywaja na aktywnos$¢ szlaku VEGFR oraz $ciezki sygnalizacyjnej szlaku PDGFR.
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Rysunek 5: Szlak metaboliczny Sorafenibu.

W poczatkowym stadium badan Sorafenib klasyfikowany byt gtownie jako inhibitor
kinazy RAF czyli receptorowych efektorow kinazy tyrozynowej. Kinaza ta okreslana jest
mianem onkogenu, poniewaz w wyniku jej mutacji dochodzi do niekontrolowanego
namnazania si¢ komoérek nowotworowych. Natomiast w prawidtowo funkcjonujacej komorce
odpowiedzialna jest za regulowanie wielu procesOw np.: roznicowanie si¢ komorek,
metabolizm, funkcje neurologiczne, progresja cyklu komorkowego oraz apoptoza komorek.
Znane sg trzy formy kinazy RAF: A, B i C, ktora opisywana jest w literaturze naukowej jako
RAF-1 lub tez c-RAF-1. Niestety przeprowadzone na przetomie ostatnich 20 lat badania nie
potwierdzily jednoznacznie, ktora z izoform odpowiada za wilasciwosci onkogenne kinazy
RAF. Niektére z tych badan wykazuja, ze forma c-RAF-1 odpowiedzialna jest w gltownej
mierze za przekazywanie sygnalow onkogennych, natomiast mutacje B-RAF wplywajg na
namnazanie sie komoérek nowotworowych w organizmie.®” Sorafenib hamuje aktywno$¢ szlaku
RAF, jednak dalsze badania zaro6wno in vitro czy in vivo wykazaty jego aktywnos$¢ rowniez na
wiele innych receptoréw kinaz tyrozynowych takich jak: VEGFR 1, 21 3, PDGFR, KIT, FLT3,
FGFR1 i RET oraz kinaz serynowo-treoninowych (Rysunek 6).°1% Dziatanie Sorafenibu
polega na blokowaniu procesu autofosforylacji receptorowych kinaz tyrozynowych oraz
hamowaniu szlaku RAF. Proces zahamowania szlaku RAF przyczynia si¢ do zmniejszenia
zmiany nowotworowej (guza), a tym samym spowolnienia procesu tworzenia si¢ nowych

naczyn krwionosnych (angiogeneza). Dodatkowo wyciszenie wspomnianego szlaku zmniejsza
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inwazyjno$¢ komorek nowotworowych co ma ogromny wplyw na proces namnazania si¢

komoérek a tym samym ich apoptozy.®

SORAFENIB KIT,

FGFR,
RET,
FLT3,

kinaza VEGFR 1,
kinaza VEGFR 2,
kinaza VEGFR 3,

>

/ izofo my
@ \' C, nazywana takze jako RAF-1 lub c-RAF-1, odpowiedzialna
za przekazywanie sygnatéw onkogennych

B, (odpowiedzialna za namnazanie komérek
nowotworowych),

Rysunek 6: Aktywnos$¢ Sorafenibu.

Liczne badania wykazaly, ze przyjmowanie przez pacjentow wickszych dawek Sorafenibu
prowadzi do wystapienia powazniejszych skutkow ubocznych, ktore niestety czgsto sklanialy
lekarzy do zmniejszenia dawki a nawet tymczasowego zaprzestania przyjmowania opisywanej

substancji leczniczej.>*

Skuteczno$¢ oraz aktywno$¢ Sorafenibu jak wspomniano wcze$niej 0ceniano
W monoterapii oraz w potaczeniu z chemioterapig lub przeszczepem szpiku jako leczenie
uzupetiajace zwane rowniez terapig podtrzymujaca. Wyniki badan otrzymane z leczenia
Sorafenibem potaczonym z klasyczng chemioterapia wykazaly iz wskaznik CR choroby
(calkowita remisja) w grupie osob chorych na (FLT3-ITD) wyniost 75% a OS (catkowite
przezycie) 74%.% Istnieje takze twierdzenie, ze na skuteczno$¢ dzialania Sorafenibu
przyczyniajacego si¢ do remisji choroby u pacjentéw bedacych juz po przeszczepie wptyw ma
synergizm pomigdzy stosowanym inhibitorem w procesie leczenia a mechanizmami
alloimmunologicznymi zwigzanymi z przebyta transplantacja.®®®® Zgodnie z powyzszym
twierdzeniem polaczenie Sorafenibu z przeszczepem wzmacnia efektywno$¢ leczenia osob
chorych na ostrag biataczke szpikowa. Udowodniono réwniez skuteczne dziatanie Sorafenibu
w przypadkow pacjentow z AML i stwierdzong dodatkowo wewnetrzng duplikacja tandemowa

(FLT3-1TD), ktorzy sa po allogenicznej transplantacji komoérek krwiotworczych. Jak wiadomo
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pacjenci chorzy na AML z mutacja tandemowa nawet po przeszczepie narazeni sa na nawroty
choroby oraz pojawiajaca si¢ oporno$¢ organizmu na stosowane leczenie. W wielu osrodkach
badawczych pojawiajaca si¢ opornos¢ czy tez nawrdt choroby stwierdzane sg na podstawie
wzrostu liczby blastow we krwi obwodowej czy tez w szpiku kostnym.®268 Otrzymane wyniki
wykazaly, ze stosowanie Sorafenibu u pacjentow bedacych juz po przeszczepie opdznia
pojawienie si¢ opornos$ci na stosowane leczenie w odrdznieniu od pacjentow, ktérzy to
z roznych powoddw nie sg jeszcze po transplantacji. U nich oporno$¢ na leczenie pojawia si¢
cze$ciej i w krotszym okresie czasu od rozpoczgcia terapii leczenia Sorafenibem. Wiele
instytucji badajacych dziatanie kliniczne inhibitorow FLT3 np. Pratz i wspotpracownicy
ujawnili, iz powodem ograniczonej skutecznosci dziatania Sorafenibu jak rowniez innych
inhibitoréw moze by¢ sam ligand kinazy FLT3.5%"° Do najczestszych powiktan pojawiajacych
si¢ w wyniku stosowania Sorafenibu naleza problemy skorne o réznym stopniu nasilenia.
Najczesciej wystepujacy to II stopien. Co wigcej problemy skéorne moga by¢ réwniez
nastepstwem rozwoju choroby GVHD (potransplantacyjnej), w ktorej to limfocyty T osoby
chorej odbierajg komorki dawcy jako obce 1 zaczynajg atakowac skore, btony Sluzowe jamy
ustnej badz narzadow wewngtrznych. Czgsto tez dochodzi do toksycznos$ci hematologicznej,
ktorej nastepstwem jest matoptytkowosc¢, niedokrwisto$¢ czy neutropenia. Rzadziej stwierdza
si¢ przypadki, w ktorych Sorafenib powodowalby zawal serca, podwyzszenie enzymow

watrobowych, perforacje przewodu pokarmowego czy krwawienie wewnatrzczaszkowe.
62,68,69,70

Sorafenib  odkryty w  wyniku  przeszukiwania  biblioteki = zwigzkow
matoczasteczkowych jest duzo bardziej efektywny w terapiach skojarzonych niz w same;j
monoterapii.>! Stosowanie go nie zagwarantuje w 100% braku nawrotu choroby ale przyczynia
si¢ w duzej mierze do remisji choroby i wydhluzenia jej czasu. Badania farmakodynamiczne
wykonane dla Sorafenibu wykazaty takze, ze w jego metabolizmie nie uczestniczy biatko UGT
1A1, odpowiedzialne za reakcje glukuronidacji bilirubiny, powstajacej na drodze rozktadu
krwinek czerwonych. Wspomniane biatko przeksztalca toksyczng postac bilirubiny w forme
zwigzana (nietoksyczng), gotowa do usunigcia z organizmu. Pomimo tego, ze UDP 1Al nie
bierze udziatu w metabolizmie Sorafenibu to jego przyjmowanie hamuje aktywnos$¢ opisanego
powyzej biatka, w wyniku czego dochodzi do hiperbilirubinemii. Podwyzszony poziom
bilirubiny w surowicy krwi w trakcie terapii Sorafenibem w niektdrych przypadkach zmusit do
zaprzestania jego przyjmowania.®® W przypadku rzadziej wystepujacej mutacji punktowej

(FLT3-TKD) dziatanie terapeutyczne Sorafenibu nie zostalo do konca okreslone. Przyczyna
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tego moze by¢ niewyjasniona patofizjologia samej mutacji punktowej, dlatego tez konieczne
jest przeprowadzenie szeregu dodatkowych badan.”* Stwierdzono takze, ze mutacje punktowe
moga pojawic si¢ rowniez w trakcie terapii leczenia Sorafenibem pacjentow chorych na ostra
biataczke szpikowa ze zdiagnozowang wcze$niej mutacja wewnatrztandemowa (FLT3-1TD).5!
Ograniczong skuteczno$¢ dzialania Sorafenibu w monoterapii thumaczy si¢ czgsto pojawiajaca
opornosciag w wyniku powstania nowych mutacji, ktore nie zostaly rozpoznane przed
rozpoczeciem leczenia.'™’? Ograniczona skuteczno$¢ dzialania Sorafenibu sprawia, ze nadal
konieczne jest przeprowadzenie licznych badan, ktére pozwolityby scharakteryzowac
wszystkie czynniki wptywajace na rozwoj ostrej biataczki szpikowej i opracowanie nowego

typu inhibitora skutecznego w terapii leczenia 0s6b chorych na AML.

2.4.1.2. Sunitynib (Sunitinib)

Sunitynib (jablczan sunitinibu, Sutent®, firmy Pfizer), rowniez znany jako
(SU11248), jest drobnoczasteczkowym inhibitorem kilku kinaz tyrozynowych (RTK),
odpowiedzialnych za wzrost i rozprzestrzenianie si¢ komorek nowotworowych oraz proces
angiogenezy (czyli powstawania nowych naczyn krwiono$nych). Oprocz aktywnosci
wzgledem kinazy FLT3 hamuje on takze aktywnosc¢: receptorow plytkowego czynnika wzrostu,
czynnikow wzrostu Srodblonka naczyniowego, receptoréw glejopochodnego czynnika
neurotroficznego oraz kinaz KIT.”374 26 stycznia 2006 roku zatwierdzony zostat do leczenia
nieoperacyjnego lub juz z obecnymi przerzutami na inne organy nowotworu zofadka i jelit
(GIST) oraz w 2007 roku w Europie do leczenia raka nerkowokomorkowego (RCC)
i w przypadku stwierdzonych guzéw neuroendokrynnych trzustki.”*™ Jest doustnie
podawanym preparatem w formie twardych kapsutek. Przed rozpoczeciem stosowania
powyzszego leku, lekarz musi przeprowadzi¢ doktadny wywiad aby wykluczy¢ wszystkie
przeciwskazania bedace ograniczeniem w mozliwosci wykorzystania Sutentu w leczeniu.

Z dostgpnych informacji wynika, ze pokarm nie wptywa na biodostepnos$¢ samego Sunitynibu
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oraz jego metabolitu w przeciwienstwie do opisywanego wczesniej Sorafenibu, dla ktorego
biodostepno$é¢ maleje az o 29% wraz ze spozyciem positku o duzej zawartosci thuszczu.”®

Sutent jest pochodng indolu i nalezy do zwigzkow z rodziny piroli i amidu kwasu
karboksylowego o nazwie chemicznej N-[2-(dietylamino)etyl]-5-[(Z)-(5-fluoro-20kso-1H-
indol-3-ylideno)metyl]-2,4-dimetyl-1H-pirolo-3-karboksyamid.  Podobnie ja  Sorafenib
metabolizowany jest przez cytochrom P450 (CYP 3A4). Gtéwnym jego metabolitem jest dietyl
sunitynibu (SU12662), ktory ulega dalszym reakcjom metabolicznym i wykazuje podobne
wlasciwosci do samego Sunitynibu.® Nastgpnie aktywny metabolit czyli (SU12662)
przeksztalcany jest do nieaktywnego metabolitu, ktorym jest z kolei (SU14335) i reakcja ta
trwa zdecydowanie dtuzej niz reakcja metaboliczna zwigzana z przemiang inhibitora w aktywna
posta¢ metaboliczng. Etap ten wplywa na czas pottrwania metabolicznie aktywnej formy
(SU12662).7

Sunitinib nalezy do inhibitoréw 1 generacji typu I, ktore wigza si¢ bezposrednio
z miejscem wigzania adenozynotrojfosforanu (ATP) z receptorem, wystepujacym w aktywne;j
konformacji. Jako, ze nalezy do inhibitorow I generacji wykazuje mniejsza specyficznosé
dzialania i wigksza toksyczno$¢. Do najczesciej obserwowanych dzialan niepozadanych
wynikajacych ze stosowania Sunitinibu nalezy ogolne ostabienie pacjenta, problemy
zotadkowe, dermatologiczne, trudnosci z oddychaniem, brak apetytu, anemia, bdle stawow,
glowy, wysypka lub tez drgtwienie dloni i stop, nadci$nienie jak réwniez niedoczynno$é
tarczycy, leukopenia, neutropenia i matoptytkowos§¢. Natomiast do najpowazniejszych
powiktan jakie mogg si¢ pojawi¢ nalezy: krwawienia wewnetrzne niewydolnos¢ serca i nerek,
zatorowo$¢ plucna (zakrzep w naczyniu krwiono$nym zasilajgcym ptuca) oraz perforacja
przewodu pokarmowego.’

Sutent jako pierwszy z opracowanych inhibitoréw FLT3 trafit do badan klinicznych.”’
Wykazuje on taka samag skuteczno$¢ dziatania zaréwno wobec duplikacji tandemowej oraz
mutacji punktowej. Wczesne badania kliniczne z 2005 roku wykazaty rowniez, ze juz mata
dawka Sutentu skutecznie hamuje proces fosforylacji w przypadku ostrej biataczki szpikowej
z dodatkowymi mutacjami FLT3. Co wigcej badania in vitro pokazaty spotggowane dziatanie
Sutentu na proliferacj¢ 1 apoptoz¢ komodrek ostrej biataczki szpikowej w potaczeniu z
chemioterapeutykami takimi jak Daunorubicyna czy tez Arabinozyd cytozyny (Ara-C).
Synergistyczne dziatanie Sunitynibu w polaczeniu z chemioterapig przyczynito si¢ do
rozpoczecia badan klinicznych I 1 II fazy u os6b powyzej 60 roku zycia chorych na AML
I z rozpoznanymi mutacjami FLT3. W badaniach tych Sunitynib podawany byt przez 2 lata z

mozliwoscig eskalacji dawki jesli nie stwierdzi si¢ u pacjenta powazniejszych skutkow
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ubocznych. Badania kliniczne 1 i II fazy mialy pomoc w okresleniu bezpiecznej
I tolerowanej przez starszych pacjentow dawki opisywanego inhibitora w terapii potaczonej ze
standardows chemioterapig. Dodatkowo badania te wykazaty, ze jesli doszlo do nawrotu
choroby to nie zaobserwowano juz mutacji FLT3, ktére zdiagnozowano tuz przed

rozpoczeciem terapii leczenia.”’

Niestety zdecydowanie wigcej jest dostgpnych danych literaturowych dotyczacych
zastosowania Sunitynibu w leczeniu nowotworu zotadka i jelit (GIST), raka

nerkowokomoérkowego (RCC) oraz guzéw neuroendokrynnych trzustki niz wynikoéw z terapii

78,79,80,81,82

leczenia ostrej biataczki szpikowe;.

2.4.1.3. Midostauryna

Midostauryna w skrocie (Mido) jest lekiem sprzedawanym pod nazwg Rydapt &
Tauritmo firmy Novartis. Lek ten poczatkowo opracowany byt jako inhibitor kinazy biatkowe;j
C (PKC) i zalecany w kuracji guzow litych.8384 W kwietniu 2017 roku Amerykanska Agencja
ds. Zywnosci i Lekow (FDA) zatwierdzita Midostauryne do leczenia dorostych pacjentow
Z nowo rozpoznang ostra biataczka szpikowg AML i dodatkowo ekspresja FLT3. Obecnie
Midostauryna jest pierwszym lekiem celowanym w leczeniu ostrej biataczki szpikowej
ze stwierdzonymi mutacjami FLT3. Polacznie Rydaptu z chemioterapig jest obecnie
standardowa metoda leczenia osob chorych na AML.% Klasyfikowana jest jako inhibitor |
generacji i jak wszystkie inhibitory z tej grupy, Mido jest mato specyficznym inhibitorem, ktory
hamuje nie tylko aktywno$¢ kinazy FLT3 ale dziata rowniez na receptor czynnika wzrostu

srodbtonka naczyniowego (VEGFR) i receptory ptytkowego czynnika wzrostu o i B czyli
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(PDGFR-a, PDGFR-B). Dziata takze na szereg innych kinaz np.: na kinazg tyrozynows §le-
dziony (Syk), kinazg tyrozynowa protoonkogenu KIT, kinaz¢ zalezng od cykliny, protoon-
kogenng kinaze tyrozynowo-biatkowa (Src) oraz kinaze tyrozynowo-biatkowa (Fgr).%
Natomiast jako inhibitor typu I wigze si¢ ona z domeng ,,gatekeeper” receptora w poblizu petli
aktywacyjnej badz tez w kieszeni wigzacej adenozyno-5’-trifosforan (ATP), gdy receptor
znajduje si¢ w aktywnej konformacji. Taki mechanizm oddziatywania Mido z receptorem
decyduje o jego aktywnosci klinicznej. Przeprowadzone badania dowiodly, ze Midostauryna
wykazuje antyproliferacyjne wlasciwosci zarowno dla komoérek prawidtowo funkcjonujacych
jak i nowotworowych. Badania dowiodty, ze Rydept ma zdolno$¢ do aktywnego ograniczania
sygnalizacji receptora FLT3 i proliferacji komoérek oraz indukuje proces apoptozy
w komorkach biataczkowych z mutacjami (FLT3-1TD i FLT3-TKD). Dodatkowo stwierdzono,
ze Midostauryna moze ogranicza¢ pojawiajacg si¢ opornos¢ wielolekowsg zalezng
od glikoproteiny P. Co wiecej badania in vitro wykazaty, nie tylko skuteczno$¢ dziatania Mido
w przypadku ekspresji (FLT3-ITD) ale réwniez zdolnos$¢ jej do aktywnego hamowania cyklu
komorkowego fazy GI1, ktory czesto jest zmieniany (transdukowany) w wyniku

wewnatrztandemowej duplikacji.®®

Midostauryna inaczej (N-benzoilostaurosporyna) jest doustnie przyjmowanym
preparatem w postaci miekkich kapsutek. Nalezy do pochodnych indolokarbazoli
i podobnie jak wczesniej opisane inhibitory FLT3, metabolizowana jest w watrobie, gtéwnie
przy udziale enzyméw cytochromu P450 (CYP 3A4).848 Badania farmakokinetyczne
pozwolity na zdefiniowanie 2 gtéwnych i aktywnych produktow przemiany materii. Metabolit
CGP62221 powstaje w wyniku demetylacji. Natomiast CGP52421 tworzy si¢ na drodze reakcji
hydroksylacji Midostauryny i ma on zdolno$¢ do odktadania si¢ w wyniku powtarzajacych
cykli leczenia. Dodatkowo dzigki badaniom farmakokinetycznym zaobserwowano, ze Mido
w odroznieniu od innych bardziej selektywnych inhibitoréw FLT3 silniej wigze si¢ z biatkami
osocza, przez co konieczne jest stosowanie wiekszych dawek tego leku. Ponadto zdolnos¢ ta
zdecydowanie wydhuza proces usuwania leku i jego metabolitow z 0socza.?*8 Przeprowadzone
badania wykazaty takze, Ze przyjmowane farmaceutyki przed rozpoczeciem terapii
Midostauryng majg ogromny wplyw na poziom jej stezenia w o0soczu i tym samym na
skuteczno$¢ jej dzialania oraz bezpieczenstwo stosowania. Wykazano, ze przyjmowanie
silnych induktoréow cytochromu P450 powoduje az 10-krotny spadek stezenia leku oraz jego
metabolitdow w 0soCzu co prowadzi do ostabienia i skrocenia dziatania terapeutycznego. Z kolei

zazywanie silnych inhibitorow powoduje az 10-krotny wzrost stezenia Midostauryny w osoczu.
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Z tego tez powodu zalecane jest aby w trakcie terapii leczenia Midostauryng nie stosowaé
silnych lekow, ktore wplywaja na prace enzymoéw cytochromu. Jesli niemozliwe jest
przerwanie zazywania inhibitorow lub aktywatorow cytochromu P450 w trakcie terapii
leczenia Mido, wowczas pacjent musi przebywa¢ pod baczng obserwacja lekarza w celu
szybkiego rozpoznania i zwalczenia skutkéw ubocznych zwigzanych z przyjmowaniem

Rydaptu.8>8°

Skutecznos$¢ dziatania Midostauryny w leczeniu ostrej biataczki szpikowej sprawdzono
w monoterapiach ale rowniez w potaczeniu jej ze standardowa chemioterapia, w potgczeniu
z lekami hipermetylujacymi oraz w terapiach podtrzymujacych czyli u pacjentow, ktdrzy sa po
transplantacji. Monoterapi¢ Rydaptem stosowano u pacjentow ze zdiagnozowang oporng lub
nawrotowa bialaczka szpikowa i towarzyszaca mutacja FLT3, ktérzy nie kwalifikowali si¢ do
chemioterapii. Przeprowadzone badania wykazatly, ze monoterapia Rydaptem prowadzi do
aktywnego ograniczenia autofosforylacji receptora FLT3. Ponadto wykazano iz przyjmowanie
go w 2 dawkach na dobe jest dobrze tolerowane i réwnie skuteczne jak w przypadku
przyjmowania 3 dawek. Glownym skutkiem ubocznym pojawiajacym si¢ w trakcie terapii to
nudnos$ci i wymioty. Rzadko kiedy byly one przyczyna zaprzestania kuracji. Niestety badania
udowodnity takze, ze monoterapia Mido prowadzi jedynie do czgsciowych odpowiedzi
organizmu pacjenta na terapie, ktore trwajg zaledwie od 3 do 6 miesiecy. Odpowiedz organizmu
definiowano jako zmniejszenie ilosci blastow we krwi obwodowej lub szpiku kostnym o co
najmniej 50%. Niestety w badaniach tych nie stwierdzono istotnej aktywnosci klinicznej
Rydaptu. Niepowodzenie monoterapii thumaczy si¢ czesto obserwowanym w trakcie leczenia
spadkiem stgzenia przyjmowanego leku, w wyniku czego u pacjentow obserwuje si¢ krotki czas
odpowiedzi. Przyczyng sg takze powstajace nowe lekooporne mutacje FLT3 zlokalizowane
w obrebie domeny kinazy tyrozynowej. Z kolei badania skutecznosci dziatania Midostauryny
w polaczeniu z chemioterapig indukujaca oraz terapig konsolidacyjng duzymi dawkami Ara-C
pokazaly, Zze ta metoda leczenia prowadzi do remisji choroby oraz wydtuza czas przezycia
i mozna ja stosowaé u 0sob powyzej 60 roku zycia.23®® Przy stosowaniu wigkszej dawki
Midosturyny pojawita si¢ toksyczno$¢ ze strony przewodu pokarmowego. Natomiast objawow
tych nie stwierdzono przy nizszej dawce leku. Czesto w trakcie leczenia pojawia si¢
toksyczno$¢ hematologiczna czyli matoptytkowos¢, neutropenia, niedokrwistos$¢. Pojawiajg sie
takze stany goraczkowe, hipokalikemia oraz podwyzszenie enzymow watrobowych a u 0sob
starszych rowniez toksyczno$¢ kardiologiczna. 3 1 4 stopien powyzszych skutkéw ubocznych

czesto jest powodem do zaprzestania leczenia, dlatego tez lekarze coraz czesciej zalecaja
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podawanie Mido sekwencyjnie a nie lacznie z chemioterapig.®*84887 Rydapt mozna réwniez
bezpiecznie stosowaé w potaczeniu z Azacytydyng. Skutecznos¢ terapeutyczna Midostauryny
badana byla takze w terapii podtrzymujacej u o0sOb po przeszczepie. Niestety
w wielu przypadkach ze wzgledu na toksyczno$¢ nalezato przerwac leczenie. Terapia ta dopiero
jest skuteczna 1 wydtuza czas przezycia wolny od choroby jesli rozpocznie si¢ przyjmowanie
Mido po uptywie setnej doby od przeszczepu. Co wigcej potaczenie Mido ze standardowym
postepowaniem leczniczym (SOC — standard of care) ukazato zmniejszenie ryzyka nawrotu
choroby oraz hamowanie procesu autofosforylacji receptora FLT3.8° Obecnie trwaja liczne
badania majace na celu ocen¢ skuteczno$ci dzialania Midostauryny w terapiach

podtrzymujacych.
Do grupy inhibitoréw I generacji nalezy roéwniez Lestaurtynib oraz Tandutynib.

2.4.1.4. Lestaurtynib (Lestaurtinib)

Lestaurtynib (CEP-701) opracowany zostat przez firme Cephalon (West Chester, PA)
1 w 2006 roku FDA nadata mu status tzw. “leku sierocego” do leczenia pacjentow z ostra
biataczka szpikowa. Status ten oznacza, ze koszty jakie ponosi producent w zwigzku
z opracowaniem a nastgpnie produkcja danego preparatu s3 znacznie wyzsze niz
przewidywalne zyski zwigzane ze sprzedaza danego produktu leczniczego. Jest
wielokinazowym inhibitorem, ktory wptywa na aktywno$¢ nie tylko kinazy FLT3 ale dziata
takze na kinazy receptora tropomiozyny (Trka A, B i C) oraz kinazy JAK2. Inhibitor ten jest
polsyntetycznym zwigzkiem, strukturalnie zblizonym do staurosporyny i jest alkaloidowa

pochodna indolokarbazolu.®® Jest doustnym preparatem, ktéry ogranicza aktywnosé Kinazy
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FLT3 indukujac tym samym proces apoptozy komoérek nowotworowych ze stwierdzonymi
mutacjami FLT3.89% Kompetencyjnie hamuje on wigzanie ATP (adenozynotrojfosforan).

CEP-701 szybko wchtania si¢ z przewodu pokarmowego i silnie wigze si¢ z biatkami
glownie z kwaséna glikoproteing (AGP).8% Podobnie jak inne opisane juz inhibitory FLT3
metabolizowany jest w watrobie przez enzymy cytochromu P450 (CYP3A4).

Pozytywne wyniki z badan in vivo oraz in vitro sprawily, ze Lestaurtynib szybko
zakwalifikowat si¢ do badan klinicznych. Przeprowadzone badania in vivo wykazaty, ze
inhibitor ten ma zdolno$¢ silnego wigzania si¢ z biatkami osocza. Z kolei analiza in vitro
wykazata dzialanie ograniczajace aktywnos$¢ ekspresji kinazy FLT3. Najlepsze wyniki
otrzymano w przypadku zastosowania tego inhibitora tgcznie z chemioterapeutykiem badz tuz
po chemioterapii.®® W badaniach I fazy u pacjentéw chorych na ostra bialaczke szpikowa
z ekspresja FLT3, stwierdzono zmniejszenie liczby blastéw oraz poprawe prawidiowej
hematopoezy. Przeprowadzone testy biologiczne ex vivo wykazaly znaczne ograniczenie
autofosforylacji FLT3 o 10-15%. Niestety w trakcie badan I fazy uzyskane odpowiedzi na
terapie Lestaurtinibem byly zbyt krotkie bowiem trwaty one jedynie od 2 tygodni do trzech
miesiecy.®® Badanie 1 fazy wykazaly takze ograniczong skuteczno$¢ kliniczng CEP-701
wynikajaca migdzy innymi z lekoopornosci. Pomimo tego produkt ten zakwalifikowano do
badan klinicznych II fazy. Badania Il fazy wykonane u chorych z nawrotowa ostra biataczke
szpikowa wykazaly iz podawanie inhibitora CEP-701 w skojarzeniu z chemioterapia
indukcyjng przyczynito si¢ do wzrostu liczby pacjentéw u ktorych stwierdzono drugg catkowita
remisje choroby w przeciwienstwie do os6b poddawanych samej chemioterapii. W badaniu tym
podawanie Lestaurtynibu rozpoczynano po uptywie 2 dni od zakonczenia chemioterapii
i kontynuowano przez kolejne 113 dni. Lek ten byt dobrze tolerowany przez pacjentow
anajczesciej obserwowanymi skutkami ubocznymi wynikajacymi ze stosowania CEP-701 byty
problemy zotadkowo-jelitowe.?® W trakcie prowadzonych badan nie stwierdzono
powazniejszego o duzym stopniu nasilenia skutku ubocznego, ktory wigzatby sie
z konieczno$cig zaprzestania terapii leczenia CEP-701. Zdolno$¢ silnego wigzania si¢
opisywanego inhibitora do biatka wykazata, ze dawka 80 mg jest idealna, poniewaz pozwala
ona na utrzymanie statego stezenia leku i tym samym pozwala na uzyskanie odpowiedzi
klinicznej. Co wiecej dawka ta umozliwia zahamowanie aktywnosci FLT3 na oczekiwanym
poziomie (10-15%). Natomiast nizsze dawki niestety nie gwarantuja uzyskania odpowiedzi na
zastosowane leczenie. Glowna przyczyna braku odpowiedzi jest stwierdzona
w trakcie terapii lekooporno$é.®8 Lecznicze dziatanie Lestaurtynibu podobnie jak w przypadku

innych inhibitoréw okreslano na podstawie zmniejszenia ilosci blastow w krwi obwodowej czy
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osiggnigcia prawidlowej homeostazy. Badania kliniczne II fazy przeprowadzono réwniez
u starszych pacjentow w wieku powyzej 60 lat z nieleczong wcze$niej AML. Chorym
podawano Lestaurtynib dostepny w postaci jasno-zottego roztworu umieszczonego w fiolkach
z oranzowego szkta, ktory z fiolki dodawano do soku owocowego. Chorzy poczatkowo
otrzymywali nizsze dawki leku z mozliwoscia jej zwigkszenia przez 56 dni. Lek ten byt dobrze
tolerowany a efekty uboczne byly tagodniejsze od tych, ktére pojawiajg w wyniku standardowe;j
chemioterapii. Najcz¢sciej pojawiajagcymi sie skutkami ubocznymi byty gléwnie problemy
zotadkowo-jelitowe. Jak wspomniano wczesniej, rowniez w leczeniu oséb starszych
Lestaurtynib wykazal ograniczong skuteczno$¢ kliniczng a odpowiedz na leczenie byta
krotkotrwata.%?

W terapii ostrej biataczki szpikowej ze stwierdzonymi dodatkowo mutacjami FLT3,
CEP-701 pomimo dobrej tolerancji, zdolnosci ograniczenia autofosforylacji kinazy FLT3 oraz
skutkow ubocznych o malym stopniu nasilenia, przyczynit si¢ jedynie do uzyskania przez
pacjentow krotkich odpowiedzi na zastosowane leczenie. Powodem tego moze by¢ pojawiajaca
si¢ w trakcie leczenia lekooporno$¢ badz tez skomplikowana farmakokinetyka produktu
leczniczego. W ocenie petnej skutecznosci klinicznej CEP-701 pomoglyby wyniki badania
klinicznego Il fazy, w ktorych Lestaurtynib stosowano w leczeniu poindukcyjnym.
Dotychczas jednak nie opublikowano rezultatow z tego badania, dlatego tez FDA nadata mu
status leku sierocego i nie zaakceptowata jako typowego leku do leczenia 0s6b chorych na ostrg

biataczke szpikowa.®

2.4.1.5. Tandutynib (Tandutinib)
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Tandutynib okreslany dawniej jako MLN518 oraz CT53518, jest obiecujacym
matoczasteczkowym inhibitorem receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK) w tym kinazy
FLT3 o dziataniu przeciw biataczkowym.** Wykazuje rowniez aktywno$é wzgledem kinaz

KIT oraz PDGFRP.®? Co wigcej wykazuje on duzo wieksza selektywnosé niz inne inhibitory
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| generacji dzicki braku aktywnosci wzgledem wigkszej liczby kinaz.®® Pod wzgledem
sposobu oddziatywania z receptorem klasyfikowany jest jako inhibitor Il typu. Obiecujace
dane przedkliniczne, ktore wykazaty aktywnos$¢ Tandutynibu w przypadku roéznego typu
nowotworu sprawily, ze podjeto decyzje testowania go w terapii leczenia przerzutowego raka
nerkowokomoérkowego.*®

Tandutinib o nazwie chemicznej 4-[6-metoksy-7-(3-piperydyn-1-ylo-propoksy)-
chinazolin-4-ylo]-N-(4-propan-2-yloksyfenylo)piperazyno-1-karboksyamid nalezy do grupy
chinazolin, fenylomocznikéw, piperydyn oraz amin.%*%® Jest rowniez arylopiperazyna,
w ktorej wodor przytaczony do atomu azotu w pozycji 1 jest zastgpiony grupa 6-metoksy-7-[3-
(piperydyn-1-ylo)propoksy]chinazolin-4-ylows, z kolei wodor przy azocie w pozycji 4
podstawiony jest grupa (p-izopropoksyfenylo)aminokarbonylowa.?®® Jest biodostepnym
preparatem po podaniu doustnym w formie kapsutek, w ktorych Tandutynib jest w postaci soli
siarczanowej. Przeprowadzone badania przedkliniczne wykazaty, ze spozywany pokarm
obniza biodostepnos$¢ opisywanej substancji leczniczej. W zwigzku z tym rekomenduje si¢
pacjentom aby 2h przez przyjeciem leku oraz 2h po jego spozyciu zrezygnowaé
z przyjmowania positkow 1 napojow. Co wiecej] MLNS518 jest substancja metabolizowana przy
udziale UDP-glukorynotransferazy i usuwana z organizmu z z6icig. Testy farmakokinetyczne
ukazaty, ze po przyjeciu dawki leku bardzo szybko dochodzi do spadku stgzenia Tandutynibu
W 0soczu co wigze si¢ z jego dystrybucjg, po tym jednak dochodzi do powolnej eliminacji.
Z Kolei testy farmakodynamiczne wykazaty hamujacy wptyw MLNS518 na fosforylacje FLT3
w blastach biataczkowych.%*

Korzystne wyniki uzyskane z badan przedklinicznych dla Tandutynibu czyli:
aktywnos¢, korzystny profil farmakologiczny, dobra biodostgpnosé¢, dtugi okres pottrwania
w osoczu 1 przede wszystkim skuteczno$¢ dziatania na mysim modelu, przyczynity si¢
do przeprowadzenia badan klinicznych.%® 1 faza badan Kklinicznych dotyczyta monoterapii
leczenia Tandutynibem oso6b chorych na ostrg biataczke szpikowg ze zdiagnozowang
dodatkowo mutacjg FLT3. W badaniu tym zaobserwowano, ze niskie dawki opisywanego
inhibitora nie zapewniaja osiggniecia odpowiedniego st¢zenia leku w osoczu a tym samym
odpowiedzi na zastosowane leczenie. Z kolei dawki posrednie przyczyniaja si¢ do rozwinigcia
w trakcie terapii posocznicy. Dopiero wyzsze dawki tego leku przyjmowanego dwa razy na
dobe przyczyniaja si¢ do zmniejszenia liczby blastow we krwi obwodowej jak 1 w szpiku.
Czesto jednak przy dawkach tych pacjenci zglaszaja ogdlne zmeczenie czy tez ostabienie
migéni 0 3 1 4 stopieniu nasilenia co wigze si¢ czesto z konieczno$cig zmniejszenia

przyjmowanej dawki preparatu a nawet zakonczeniem kuracji. Przy dawkach tych pojawi¢ si¢
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moga rowniez nudnosci, obrzgki, migotania lub zapalenie watroby bez rozwoju problemow
neurologicznych. Podsumowujgc badania kliniczne 1 fazy wykazaly ograniczong skutecznosc¢
dziatania Tandutynibu w monoterapii leczenia pacjentéw z ostra biataczkg szpikowa 1 ekspresja
FLT3. Gléwnym powodem ograniczonej skutecznosci dziatania byta pojawiajgca si¢ pomimo
dziatania przeciwbialaczkowego, toksyczno$é, ktora niestety zmuszala do zaprzestania
leczenia. Nastepstwem tego byla progresja oraz nawroét choroby. W trakcie badan I fazy nie
stwierdzono remisji choroby nawet w cz¢sciowym stopniu ale przez wzglad na ztozonos¢ ostrej
biataczki szpikowej wykorzystano MLN518 do badan II fazy aby potwierdzi¢ jego dziatanie
terapeutyczne.®*” Badania II fazy wykazaly, ze potaczenie Tandutynibu ze standardowa
terapia indukcyjng w leczeniu AML wzmacnia dziatanie antyproliferacyjne oraz
proapoptyczne.®” Dodatkowo nie zaobserwowano aby MLN518 podawany z Cytarabing lub
Daunorubicyna powodowat mielosupresje, kardiotoksycznos$¢ czy zapalenie blony Sluzowe;.
Udowodniono rowniez, ze terapie Tandutynibu z Cytarabing lub Daunorubicyng maja charakter
synergistyczny i prowadza do ograniczenia proliferacji komorek biataczkowych z ekspresja
(FLT3-ITD) i ich apoptozy. U osdb starszych, chorych na ostrg biataczke szpikowa, agresywna
chemioterapia jest ograniczona gidwnie z powodu chorob wspotistniejagcych a takze nizsza
tolerancje na standardowg chemioterapi¢. W badaniu tym zaobserwowano, ze dla osob tych
skojarzona terapia Cytarabiny i Daunorubicyny z Tandutynibem umozliwia zmniejszenie
dawki cytostatyku, bez utraty aktywnosci przeciwnowotworowej. Co wigcej mozliwosé
zmniejszenia dawki ogranicza pojawienie si¢ skutkow ubocznych zwigzanych z terapig
o duzym stopniu nasilenia, ktore niestety zmuszajg do przerwania leczenia. Podsumowujac
polaczenie Tandutynibu z Cytarabing i/lub Daunorubicyng jest skuteczniejsze niz sama
chemioterapia w przypadku ostrej biataczki szpikowej z mutacjg (FLT3-1TD).%* Dodatkowo
aplikacja Tandutynibu w polaczeniu ze standardowymi chemioterapeutykami poprawia
odpowiedZz kliniczng poprzez akumulacje¢ leku wewnatrz komorki nowotworowej
i ograniczenie jego ,,wyptywu” z komoérki poprzez transportery.®

Pomimo pozytywnych wynikéw z badan in vivo oraz in vitro dla CT53518,
wskazujacych na aktywno$¢ ograniczajaca proliferacje, dobrg biodostgpnos$¢ oraz dziatanie
proapoptyczne, monoterapia nie dostarczyla w petni satysfakcjonujacych rezultatow. Gtowna
tego przyczyng byta pojawiajaca si¢ toksyczno$¢ stosowanej terapii. Duzo lepsze rezultaty
uzyskuje si¢ w leczeniu skojarzonym MLNS518 z cytostatykami. Terapia ta umozliwia
zmniejszenia dawki cytostatyku bez zmniejszenia jego wtasciwosci leczniczych, co jest bardzo
korzystne dla 0sob starszych, ktorzy czesto z powodu chordb wspotistniejacych nie kwalifikuja

si¢ do standardowej chemioterapii.
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Podsumowanie:

Jak mozemy zauwazy¢ z opisu inhibitoréw I generacji wszystkie z nich wykazuja
ograniczong skuteczno$¢ w monoterapii leczenia osob z ostra biataczka szpikowa i dodatkowa
ekspresjg FLT3. Czesto powodem braku aktywnos$ci klinicznej sg pojawiajace si¢ w trakcie
terapii nowe mutacje tzw. wtorne oraz opornos¢. Jednak najwiekszym ograniczeniem sg skutki
niepozadane i stopien ich nasilenia. Pojawianie si¢ ich wigze si¢ czgsto z koniecznoscig
zmniejszenia dawki przyjmowanego leku a nawet wstrzymania leczenia. Staty si¢ one gldowna
przyczyng wstrzymania prowadzenia dalszych badan klinicznych dla wielu inhibitorow
z wyjatkiem Midostauryny. Dla niej nie wstrzymano dalszych analiz klinicznych gtownie przez
uzyskane wyniki z badan III fazy, ktore to wykazaty iz chemioterapia w potaczeniu z Mido
poprawia wskaznik OS (catkowite przezycie) dla pacjentdow z ostra biataczka szpikowsa

i mutacjg FLT3.%2
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2.4.2. Inhibitory 11 generacji:

Ze wzgledu na przejSciowe dzialanie przeciwbiataczkowe gtownie w monoterapii
inhibitorow I generacji oraz ich toksyczno$¢ wynikajaca z aktywnos$ci dziatania wobec wielu
kinaz, rozpoczeto opracowywanie nowych lekow. W ten sposob powstaly inhibitory Il
generacji, ktore sg bardziej specyficzne. Tym samym wykazuja one duzo lepsza aktywno$¢
wobec kinazy FLT3 i dzigki wysokiej selektywnosci sg mniej toksyczne. Pozwala to stosowaé
wyzsze dawki lekéw natomiast niepozadane dolegliwosci zwigzane z leczeniem mozna
w prosty sposéb ztagodzi¢ poprzez zmniejszenie dawki leku przy jednoczesnym zachowaniu

wysokiej skutecznosci dziatania. 64452

2.4.2.1. Gilterytynib (Gilteritinib)

27

Gilterytynib  (Xospata), =znany wczesniej jako ASP2215, to podwdjny
matoczasteczkowy inhibitor kinaz FLT3 oraz AXL. Ma on ogromne znaczenie w patogenezie
ostrej biataczki szpikowej i opracowany zostat przez japonskg firme Astellas Pharma Inc.%51%
Klasyfikowany jest jako inhibitor | typu, ktory zalecany jest w terapii leczenia dorostych
pacjentow z ostrg biataczkg szpikows, u ktorych doszto do nawrotu choroby badz nie uzyskano
poprawy stanu zdrowia po wczesniejszym leczeniu.'®* Ten selektywny inhibitor FLT3
w porownaniu ze standardowa chemioterapia znacznie lepiej poprawia przezywalnosé
pacjentow z nawracajgcg badz oporng na leczenie ostrg biataczka szpikowa I zdiagnozowanymi
mutacjami FLT3. Japonia, 21 wrzesnia 2018 roku zatwierdzita w swoim kraju Gilteritinib jako
lek do leczenia opornej badz nawrotowej ostrej biataczki szpikowej. Podobnie 28 listopada
2018 roku Amerykanska Agencja ds. Zywnoéci i Lekow (FDA) zatwierdzita go do stosowania
w leczeniu onkologicznym w Stanach Zjednoczonych. Natomiast w Europie ma on nadany

przez Europejska Agencje Lekow (EMA) status leku sierocego.
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Gilterytynib to zwigzek oparty na strukturze karboksyamidu pirazyny, 0 nazwie
chemicznej 6-etylo-3-{3-metoksy-4-[4-(4-metylopiperazyn-1-ylo)piperydyn-1-ylo]anilino}-5-
[(oksan-4-ylo)amino]pirazyno-2-karboksyamid.>>1%1% Dostepny jest w formie jasnozolte;
tabletki powlekanej i metabolizowany w watrobie przez enzymy cytochromu P450 (CYP3A4).
Gloéwnymi metabolitami Gilterytynibu jest: M17, powstaty w wyniku reakcji N-dealkilacji oraz
oksydacji, M16 i M10, ktore sa produktami reakcji dealkilacji. Jednak farmakologiczne
dziatanie tych metabolitow na receptory FLT3 czy AXL sg nieznane. Silnie wigze si¢
z albuming. Nalezy pamigta¢ aby jednocze$nie nie przyjmowac ¢go z lekami, ktore sg silnymi
induktorami cytochromu (CYP3A4) lub glikoproteiny P, poniewaz moga one zmniejszy¢
stezenie Gilterytynibu w osoczu. Na stezenie jego wplyw ma takze pokarm o wysokiej
zawartosci thuszczu. 10

Badania przedkliniczne wykazaly wysoka selektywnos$¢ Gilterytynibu wzgledem
wspomnianych juz wezesniej kinaz, czyli FLT3 oraz AXL bez stwierdzonej aktywnosci wobec
pozostatych kinaz tyrozynowych. Stwierdzono, ze wykazuje on silne dziatanie hamujace
wzgledem mutacji wewnatrz tandemowej (FLT3-1TD) oraz mutacji punktowych (FLT3-TKD),
ktére to przyczyniaja sic do rozwoju opornosci na stosowane leki.>® Zaobserwowano rowniez
jego wlasciwosci ograniczajace wzgledem mutacji typu (FLT3-F691 lecz nie tak silne jak
w przypadku wyzej wspomnianych nieprawidtowosci. Whasciwosci hamujace Gilterytynibu
wynikaja ze sposobu jego wigzania si¢ z kinazg FLT3, poniewaz inhibitor ten wiaze si¢ w petli
aktywacyjnej daleko od miejsca D835, hamujac w ten sposob aktywnos$¢ kinazy FLT3
z aberacjami. Badania na modelach zwierzecych oraz komorkowych wskazaty, ze Xospata
ogranicza fosforylacje FLT3, wplywa na zmniejszenie si¢ guza i charakteryzuje si¢ wzglednie
niska toksycznoscig. Co wigcej inhibitor ten uposledza szlak sygnalizacyjny w glab komorki
ograniczajac w ten sposob proces namnazania si¢ komoérek biataczkowych. Pozytywne wyniki
uzyskane z badan przedklinicznych wskazujacych na silng skuteczno$¢ hamujaca wzgledem
komorek biataczkowych z mutacjami FLT3 przyczynity si¢ do wykorzystania Xospaty
w badaniach klinicznych.1® Zadaniem badan klinicznych | fazy byto dostarczenie informacji
okreslajacych profil farmakodynamiczny oraz farmakokinetyczny, wskazania odpowiedniej
I bezpiecznej dla pacjenta dawki a takze toksycznos$ci wynikajgcej ze stosowania Gilterytynibu.
Stwierdzono, ze niska dawka powoduje zahamowanie autofosforylacji FLT3 a nalezy pamietac,
ze hamowanie trwajace jedynie kilka godzin jest niewystarczajace do zniszczenia komodrek
biataczkowych z mutacjami FLT3. Przy wyzszych dawkach czgsto stwierdza si¢ u pacjentow

podwyzszenie aktywno$ci enzymoéw watrobowych 0 3 stopniu nasilenia, co wigze sie¢
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z koniecznos$cig zmniejszenia dawki. Skutkami ubocznymi pojawiajgcymi w trakcie terapii jest
takze czgsto: goraczka, cytopenia, zapalenie ptuc, posocznica, zmgczenie, podwyzszony
poziom enzymdéw we krwi, zespdt rdéznicowania jak rowniez zaburzenia rytmu serca

(wydhuZenie odstepu QT na elektrokardiogramie).>>0%:102

Zbadano skutecznos$¢ dziatania Gilberytynibu zaréwno w monoterapii jak i terapiach
skojarzonych. Badania dotyczace monoterapii wykazaly, ze stosowanie tego preparatu
przyczynia si¢ do uzyskania przez pacjenta odpowiedzi klinicznej o dluzszym czasie trwania
niz w przypadku standardowej chemioterapii.'®® Dodatkowo wykazano, ze inhibitor ten
prowadzi do trwatego zahamowania autofosforylacji FLT3 oraz zapewnia uzyskanie remisji
choroby. Badano rowniez aktywno$¢ Gilberytynibu w potaczeniu z innymi inhibitorami np.
Midostauryng, aktywna wobec nowo rozpoznanej ostrej bialaczki szpikowej z mutacjami
FLT3.49) Badanie kliniczne ADMIRAL Ill fazy bylo kluczowe i wiazalo si¢ z oceng
skutecznosci Gilberytynibu w poréwnaniu z chemioterapig ratunkowa. Zakwalifikowani do
tego badania pacjenci przydzieleni byli do schematu leczenia opartego na chemioterapii
o wysokiej badz niskiej intensywnosci. Leczenie pacjentow w grupie intensywnej
chemioterapii sktadato si¢ z 1 lub 2 cykli podczas gdy leczenie pacjentéw przyjmujacych
Gilterytynib i chemioterapi¢ o niskiej intensywnos$ci trwato do momentu spetnienia kryterium
warunkujgcego przerwanie terapii. Badanie to wykazato, ze potaczenie Xospaty z ldarubicyng
lub Daunorubicyna prowadzi do wydtuzenia (o okoto 4 miesiace) czasu catkowitego przezycia
wolnego od choroby w poréwnaniu z samg chemioterapia. Wstepne dane z powyzszego badania
wykazaly, ze Gilterytynib zmniejsza ryzyko $mierci 0 36% i prowadzi do uzyskania wyzszego
wskaznika odpowiedzi klinicznej.102104105106 % ospata podawana byta réwniez pacjentom po
transplantacji jako leczenie podtrzymujace. U pacjentow tych stwierdzono dtuzsze przezycie
w porownaniu do tych, ktorzy nie zakwalifikowali si¢ do przeszczepu oraz tych, ktorzy nie
przyjmowali Gilterytynibu jako leku podtrzymujacego po przeszczepie.> Sprawdzano rowniez
jego aktywno$¢ dziatania u pacjentdow chorych na ostrg biataczke szpikowg ale
z nawrotem choroby zlokalizowanym poza szpikiem kostnym (EMR), ktorzy byli juz po
przeszczepie komorek macierzystych. Badanie to wykazato, Ze terapia Gilterytynibem
przyczynia si¢ do zmniejszenia guzow poza szpikowych co potwierdza tomografia
komputerowa. W trakcie tej terapii nie zaobserwowano nieprawidtowej pracy watroby czy tez
wydhuzenia odstepu QT. Skutkami ubocznymi, ktére zmuszaty do przerwania leczenia
Gilterytynibem byla powtarzajaca si¢ posocznica oraz sepsa. Pomimo tego najwickszym

ograniczeniem w ocenie skuteczno$ci dzialania Xospaty byla rozwijajaca si¢
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w trakcie leczenia choroba (GVHD), czyli przeszczep przeciwko gospodarzowi. Dlatego tez
konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, ktore pomoga oceni¢ skutecznos¢ dzialania
Xospaty w leczeniu pacjentow z ostrg biataczkg szpikowg z aberacjami FLT3 oraz nawrotem

choroby zlokalizowanym poza szpikiem kostnym.1%

2.4.2.2. Krenolanib

28 NH,

Krenolanib (Crenolanib, CP-868596, Besylan Krenolanibu), zostal opracowany przez
firm¢ AROG Pharmaceuticals, LLC, poczatkowo jako silny i1 selektywny inhibitor receptora
PDGF. Aktywny jest tez wobec Kinazy FLT3 i jej mutacjom.%%1% podobnie jak Gilterytynib
charakteryzuje si¢ silnym dziataniem hamujacym wzglegdem mutacji wewnatrztandemowej
(FLT3-ITD) oraz mutacji punktowych (FLT3-TKD). Stwierdzono takze, ze jest aktywny
wobec kinazy FLT3 typu dzikiego (FLT3-WT) i jego stosowanie prowadzi do mitofagii czyli
procesu samooczyszczania sie komorki z mitochondrium, ktore sa uszkodzone.' Inhibitor ten
wykazuje silne dziatanie antyproliferacyjne oraz indukuje apoptoz¢ komoérek nowotworowych.
Ponadto ma szerokie spektrum dzialania i wyzszg specyficzno$é.!! Jest matoczasteczkowym
inhibitorem typu I, ktory wiaze si¢ z receptorem bedacym w aktywnej konformacji i w miejscu
wigzania si¢ Z ATP. Co wigcej charakteryzuje si¢ on duzo wyzsza czutoscig dzialania niz
inhibitor Dazatynib.%810°

Krenolanib to zwigzek o nazwie chemicznej: 1-[2-[5-[(3-metyloksetan-3-ylo)-
metoksy]benzimidazol-1-ylo]chinolin-8-ylo]piperydyn-4-amina. Nalezy on réwniez do
benzimidazoli, chinoli, oksetanu, aminopiperydyny, aromatycznego eteru oraz
trzeciorzedowego zwiazku aminowego.') Jest biodostepny po podaniu doustnym
I metabolizowany przy udziale cytochromu P450. Ze wzgledu na krotki czas pottrwania,
trwajacy jedynie 8h konieczne jest czeste przyjmowanie go w ciagu doby. 1%

Skuteczno$¢ dziatania Krenolanibu testowano w II fazie badan klinicznych

zwigzanych z nawracajaca lub tez oporng na leczenie ostrg biataczky szpikowag z mutacjami
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FLT3. W badaniu tym pacjenci przyjmowali dawke 100 mg doustnie co 8h. Wykazano iz dawka
ta jest idealnie dobrana w celu utrzymania odpowiedniego st¢zenia inhibitora warunkujacego
aktywnos$¢ hamujaca procesu autofosforylacji receptora FLT3 niezaleznie od typu mutacji.'%
Niestety monoterapia Krenolanibem pomimo jego duzej aktywno$ci dziatania i uzyskania przez
pacjentow w trakcie leczenia wysokiego wskaznika odpowiedzi klinicznej prowadzi do
rozwoju lekoopornos$ci i p6zniejszego nawrotu choroby. Udowodniono jednak, ze na rozwoj
opornosci zwigzanej z terapig Krenolanibem wplywa gtownie mechanizm genetyczny badz
epigenetyczny czy tez mutacje wspoOlistniejgce a W mniejszym stopniu pojawiajace si¢ mutacje
wtorne.1*? Nadal trwaja badania zwigzane z ocena skutecznoéci, bezpieczenstwem stosowania

oraz tolerancjg Krenolanibu.

W badaniu (NCT02283177) prowadzonym w latach 2015-2019, sprawdzano dziatanie
Krenolanibu w terapii skojarzonej z intensywna chemioterapig u dorostych pacjentow z nowo
rozpoznang AML i stwierdzong mutacjg FLT3. W badaniu tym uczestniczyto 44 pacjentow
w wieku od 19 do 75 lat. Zgtoszono w nim uzyskanie wysokiego wskaznika remisji choroby
na poziomie 89% juz po 1 lub 2 cyklach chemioterapii potaczonej z Krenolanibem.
U pacjentéw powyzej 60 roku zycia mediana przezycia wolnego od zdarzen wynosita srednio
8 miesiecy a mediana catkowitego przezycia okoto 20 miesi¢cy. Niestety u niektorych
pacjentéw doszto do nawrotu choroby ale nie stwierdzono juz mutacji FLT3. Nawrot choroby
w tym sposobie leczenia tlumaczony byt jako rezultat rozwijajacych si¢ nowych szlakow
opornosci czy tez nowych mutacji.’® Dane te pokazuja, ze terapia Krenolanibem
w konsolidacji z chemioterapia wplywa na poprawe ogdélnego wyniku leczenia pacjentow
Z NOWO rozpoznang ostra biataczka szpikowa i mutacjami FLT3. Dlatego tez rozpoczeto w 2018
roku kolejne, randomizowane badanie Kliniczne 11l fazy (NCT03258931), dotyczace
standardowej chemioterapii potaczonej z Krenolanibem lub Mido u nowo zdiagnozowanych

pacjentéw z AML i aberracjami FLT3.113

Badano takze skuteczno$¢ dziatania Krenolanibu w leczeniu osob u ktorych doszto do
nawrotu choroby w trakcie leczenia innymi inhibitorami np. Gilterytynibem. Po leczeniu
Gilterytynibem dochodzi do progresji choroby i pacjenci Ci czgsto maja nabyte mutacje typu
FLT3-F691 lub zmutowane klony RAS, ktore z kolei wptywaja na oporno$¢ stosowanej
dotychczas terapii 1 nawrotu choroby. Do badan tych zakwalifikowano 7 pacjentéw
1 zaobserwowano u nich, ze terapia Krenolanibem skojarzona z intensywna chemioterapia
pozwala na eliminacje mutacji FLT3 zlokalizowanych w obrgbie domeny kinazy tyrozynowej

czy roznego typu mutacji punktowych.!'® Z kolei badanie (NCT02400255) dotyczyto
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sprawdzenia skutecznosci dziatania Krenolanibu w terapiach podtrzymujacych u chorych na
AML z mutacjami FLT3, ktorzy uzyskali remisje choroby po allogenicznym przeszczepie
komorek macierzystych. Badanie to pomoglo w okresleniu optymalnej i bezpiecznej dawki
inhibitora. W trakcie tej terapii najcze¢Sciej obserwowanymi skutkami ubocznymi byty:
nudno$ci, wymioty oraz biegunka o $rednim stopniu nasilenia. Zglaszano réwniez efekty
niepozadane o 3 stopniu nasilenia, ktére okreslono jako powiktanie potransplantacyjne, czyli
(przeszczep przeciw gospodarzowi, GVHD). Nie zaobserwowano skutkow o wyzszym stopniu
nasilenia, ktory wigzalby si¢ z konieczno$cig ograniczenia czy zakonczenia powyzszej

terapii.!®®

Przeprowadzono réwniez badanie nad bezpieczenstwem i skuteczno$cig dzialania
Krenolanibu w potaczeniu go z chemioterapig Fludarabing lub Cytarabing w przypadku
pedriatycznych pacjentow chorych na nawracajgca badz oporng na leczenie AML z mutacjami
FLT3. Realizowane byly w ramach badania klinicznego 11 fazy (NCT03324243). W badaniu
tym odnotowano jeden przypadek, w ktérym nalezato zmniejszy¢ dawke przyjmowanego leku
ale nie stwierdzono pojawiajacej si¢ kardiotoksycznosci czy wysigku osierdziowego. Co wigcej
u 4 z 5 pacjentow uzyskano odpowiedz kliniczng. Wykazano rowniez terapeutyczne
wlasciwosci Krenolanibu w potaczeniu z chemioterapig ratunkowg, poniewaz terapia ta
pozwolita na uzyskanie remisji choroby nie tylko w przypadku r6znych wariantow abberacji
FLT3 ale rowniez wspolwystepujacych innych mutacji. Niestety badanie to zostato

wycofane. 116

2.4.2.3. Kwizartynib (Quizartinib)

Q™ TR

29

Kwizartynib (Ambit) dawniej znany jako AC220 to silnie selektywny inhibitor FLT3,
ktory jest rowniez aktywny lecz w mniejszym stopniu wobec: kinazy RET, c-KIT, receptora

czynnika stymulujacego tworzenie kolonii-1 oraz receptora plytkopochodnego czynnika
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wzrostu. Indukuje proces apoptozy komorek nowotworowych i ogranicza ich niekontrolowane
namnazanie si¢. Jako inhibitor | typu, wigze si¢ on z receptorem w miejscu hydrofobowym
przylegajacym do miejsca wigzania ATP, ktére z kolei dostepne jest gdy receptor FLT3
znajduje si¢ w nieaktywnej konformacji zapobiegajac aktywacji receptora. W zwigzku z tym
AC220 wykazuje aktywnos¢ wzgledem duplikacji tandemowej (FLT3-1TD) o0 1Cso wnoszacym
odpowiednio 1.1 nM. Natomiast w przypadku mutacji punktowych (FLT3-TKD), ktore
prowadzg do aktywnej konformacji receptora, nie stwierdzono jego aktywnosci.
W czerwcu 2019 roku Ministerstwo Zdrowia, Pracy i Opieki Spotecznej Japonii zaakceptowato
Kwizartynib znany tez jako Vanflyta, do leczenia osob dorostych, chorych na nawracajaca lub

oporng na leczenie ostra bialaczka szpikowa ze stwierdzong mutacja (FLT3-1TD).*8117

AC220 to zwiagzek o nazwie chemicznej: N-(5-tert-Butylo-1,2-oksazol-3-ilo)-N'-(4-
{7-[2-(morfolin-4-ylo)etoksy]imidazo[2,1-b][1,3]benzotiazol-2-ilo}fenylo)mocznik. Zawiera
on w swojej strukturze morfoling i nalezy do grupy benzoimidazotriazoli, fenylomocznika
i izoksazoli. Jest szybko wchtaniany i biodostgpny po podaniu doustnym w postaci roztworu
oraz metabolizowany w watrobie przy udziale cytochromu P450. Przyjmowanie go z lekami
cytochromu P450 moze prowadzi¢ do wystgpienia interakcji. Przy dawkowaniu Kwizartynibu
z silnym inhibitorem cytochromu P450 nalezy pamig¢ta¢ 0 zmniejszeniu dawki inhibitora FLT3
bowiem dochodzi do dwukrotnego wzrostu jego st¢zenia. Natomiast w przypadku stosowania
AC220 ze stabym inhibitorem cytochromu nie ma potrzeby zmniejszania jego dawki.
Przeprowadzone badania farmakokinetyczne pozwolity na zdefiniowanie az 41 metabolitow,
z ktorych glowny 1 aktywny to metabolit (AC886). Wykonane testy wykazaty, iz sam metabolit
(AC886) jest selektywny i dziata jako inhibitor mutacji (FLT3-ITD) oraz mutacji typu
,»dzikiego” (FLT3-Wt). Dodatkowo naukowcy przypuszczaja, ze metabolit ten wzmacnia

dziatanie farmakologiczne Kwizatynibu.*":118

Uzyskane wyniki z badan przedklinicznych potwierdzajace aktywno$¢ AC220 wobec
komorek nowotworowych AML 1 mutacji typu FLT3-1TD przyczynily si¢ do wykorzystania
go w badaniach klinicznych. Wieloosrodkowe badanie kliniczne I fazy zwigzane byto z oceng
réznych dawek Kwizartynibu przyjmowanego przez pacjentow z nawrotowa lub oporng na
leczenie ostra biataczka szpikowa. W badaniu tym uczestniczylo 76 pacjentow u ktorych nie
wymagano stwierdzenia obecnosci mutacji FLT3. Badanie to pozwolito okres§li¢ maksymalng
tolerowang dawke leku (MTD). Wykazano takze, ze juz niskie dawki zapewniajg uzyskanie
odpowiedzi klinicznej na zastosowane leczenie. Sposréd 76 osobowej grupy: u 23 0sob

stwierdzono odpowiedz kliniczng, u 9 pacjentow ustapity objawy choroby (CR) a u 14
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zaobserwowano czesciowa remisj¢ (PR). Odpowiedz kliniczna utrzymywata si¢ Srednio przez
14 tygodni. Dodatkowo w badaniu tym stwierdzono duzo wyzsze odpowiedzi kliniczne u 0sob
ze zdiagnozowang mutacjg (FLT3-ITD) w poréwnaniu z pacjentami chorymi na AML bez
mutacji FLT3.1"1® We wstepnych badaniach klinicznych fazy 2 oceniano skuteczno$é
dziatania AC220 u chorych na AML w wieku ponizej 60 roku zycia jak rowniez osob starszych,
ktorzy nie kwalifikujg si¢ do transplantacji. W kolejnej czesci badan klinicznych 2 fazy,
w ktorej uczestniczylo 76 pacjentdw z nawracajaca lub oporng na leczenie ostrg biataczke
szpikowg z dodatkowo zdiagnozowang mutacjg (FLT3-1TD), stwierdzono u chorych cz¢$ciowa
remisj¢ choroby oraz czas przezycia (OS) wynoszacy okoto 25 tygodni. Odpowiedz kliniczng
stwierdzono u 47% chorych juz po pierwszym cyklu stosowania AC220.

Miedzynarodowe badanie kliniczne 3 fazy (QUANTUM-R) dotyczylo oceny
skutecznosci klinicznej Kwizartynibu w poréwnaniu z chemioterapia indukcyjng oraz
konsolidacyjng. W badaniu tym uczestniczylto 367 pacjentow i wykazato ono, ze przyjmowanie
AC220 w poréwnaniu z chemioterapig wydtuza zar6wno czas catkowitego przezycia (OS) oraz
czas w ktorym pacjent pozostaje wolny od powiktan (EFS). Co wigcej udowodniono, ze terapia
Kwizartynibem zmniejsza ryzyko $mierci 0 24% i zapewnia uzyskanie przez pacjentow
czesciowe] remisji choroby, ktora utrzymuje si¢ srednio przez 12 tygodni czyli trwa az o 7
tygodni dtuzej niz w przypadku chemioterapii. Zwieksza rowniez szanse na transplantacje.'!’

Wykonano réwniez szereg badan oceniajacych dziatanie Kwizartynibu
w monoterapii, w leczeniu skojarzonym z intensywng chemioterapia oraz leczeniu
podtrzymujacym po przeszczepie. Niestety w trakcie leczenia w wyniku pierwotnych lub tez
nabytych mutacji punktowych oraz r6znego rodzaju niezaleznych mechanizméw rozwija si¢
oporno$¢ na AC220.

Pomimo wykazania w badaniu (NCT00989261) duzo lepszej czutosci oraz
skuteczno$ci klinicznej Kwizartynibu niz konwencjonalnej chemioterapii, inhibitor ten nie
zostal zatwierdzony przez FDA oraz Europejska Agencje Lekéw (EMA) do leczenia osob
dorostych z nawracajaca lub oporng na lenienie ostrg biataczke szpikowa z aberracjg FLT3-
ITD. Glownym tego powodem byly czesto pojawiajace si¢ w zaawansowanym stadium
problemy kardiologiczne oraz cigzka supresja szpiku kostnego w wyniku ktorej dochodzi do
zmniejszenia produkcji komoérek zapewniajacych odpornos¢ organizmu. Stwierdzono takze, ze

ryzyko zwigzane z terapia jest duzo wyzsze niz korzysci wynikajace z leczenia. 4% 117
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2.4.2.4. KW- 2449

KW-2449 zostal wybrany z biblioteki zwigzkéw chemicznych Kyowa Hakko Kirin.
Silnie hamuje aktywno$¢ komorek biataczkowych z mutacjami kinazy FLT3 o wartosci ICso na
poziomie 6 nM. Oprocz aktywnosci wobec kinazy FLT3 wykazuje on réwniez dziatanie
ograniczajace wobec kinazy Aurora, ABL i jej mutacji typu (ABLT315Il). Silng aktywno$¢
KW-2449 wobec komorek biataczkowych oraz mutacji FLT3 potwierdzono juz w badaniach
in vitro oraz in vivo. Badania in vivo przeprowadzone na myszach SCID wykazaly, ze
podawanie KW-2449 w dawce 2.5 lub 5 mg/kg masy ciata prowadzi do zahamowania wzrostu
guza. Natomiast wigksze dawki przyczyniajg si¢ zardwno do regresji nowotworu i guza. Z kolei
badanie kliniczne 1 fazy z udziatem 37 pacjentow, z ktorych 11 mialo stwierdzone mutacje
FLT3 potwierdzity, ze leczenie KW-2449 prowadzi do zmniejszenia liczby komorek
biataczkowych zaréwno w krwi obwodowej jak i w szpiku kostnym. Zwigzek ten byt szybko
metabolizowany a hamowanie autofosforylacji FLT3 czy STAT5 obserwowano jedynie przez
8h. W badaniach tych nie udato si¢ ustali¢ maksymalnej tolerowanej dawki leku (MTD) i ze
wzgledu na toksyczno$é zoladkowo-jelitowa badanie to zostato przerwane.*®119120 7Zwiazku

tego nie zakwalifikowano do dalszych badan klinicznych.

Podsumowanie

Pomimo wysokiej selektywnosci, aktywnosci wobec kinazy FLT3 i jej mutacjom oraz
mniejszej toksycznosci, inhibitory II generacji wykazuja podobnie jak inhibitory I generacji
ograniczong skuteczno$¢ a to dlatego, ze ich dziatanie ukierunkowane na FLT3 sprawia, ze nie
hamuja one takze rownoleglych szlakow sygnalowych w komorce wplywajacych na rozwoj

ostrej biataczki szpikowej.**
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2.4.3 Inhibitory nowszej generacji

Naukowcy opracowali réwniez inhibitory nowszej generacji. Do grupy tej nalezy
Ponatynib oraz FLX925.25

2.4.3.1. Ponatynib (Ponatinib)
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Ponatynib (AP24534) to lek opracowany przez firm¢ ARIAD Pharmaceuticals,
dostgpny pod nazwa handlowa Iclusig. Klasyfikowany jest jako tzw. pan-inhibitor kinazy
tyrozynowej BCR-ABL. Zaakceptowany przez FDA w grudniu 2012 roku i przez EMA w 2013
roku do leczenia min. ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) z chromosomem Filadelfia oraz
przewleklej biataczki szpikowej z przelomem blastycznym.*+121122123 ponatynib wykazuje
aktywnos$¢ rowniez wobec kinaz: ¢c-KIT, FGFR, VEGFR, PDGFR i SRC. Przeprowadzone
badania przedkliniczne potwierdzily takze jego wysoka cytotoksyczno$¢ wobec komorek
biataczkowych z mutacja FLT-ITD prowadzac do apoptozy komoérek nowotworowych a nawet
regresji choroby. Inhibitor ten wykazuje duzo mniejsza skutecznos¢ dziatania w przypadku

mutacji punktowych.

(AP24534) to zwigzek o nazwie chemicznej: 3-(2-imidazo[1,2-b]pirydazyn-3-
yloetynylo)-4-metylo-N-[4-[(4-metylo-1-piperazynylo)metylo]-3-(trifluorometylo)fenylo]-
benzamid, biodostgpny po podaniu doustnym. Lek ten dostgpny jest w postaci tabletek
powlekanych a terapie leczenia przerywa sig¢ jesli pacjent w ciggu 3 miesig¢cy nie zareaguje na
leczenie albo tez stwierdzi si¢ u niego progresje choroby badz skutki uboczne o wysokim
stopniu nasilenia. Metabolizowany jest jak wiekszo$¢ inhibitorow w watrobie przy udziale
cytochromu P450. W trakcie leczenia Ponatynibem nalezy pamigtaé, ze jednoczesne
przyjmowanie go z silnymi inhibitorami CYP3A prowadzi do wzrostu jego st¢zenia. Natomiast

przyjmowanie go z induktorami cytochromu obniza jego stezenie.'?®
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Dzicki wykazanej przez Iclusig aktywnosci w badaniach przedklinicznych
zakwalifikowano go do dalszych badan klinicznych. W badaniu I fazy oceniano skuteczno$¢
jego dziatania a takze bezpieczenstwo stosowania u pacjentdw z ostrg biataczka szpikowa
i stwierdzong mutacja (FLT3-ITD). W badaniu tym Ponatynib wykazat akceptowalny profil
bezpieczenstwa. Ponadto analizy te potwierdzity, ze przyjmowanie go zapewnia uzyskanie
czesciowej jak rowniez catkowitej remisji choroby z niepelnym odzyskaniem prawidtowej
morfologii krwi. Do najczgéciej obserwowanych zdarzen niepozadanych zwigzanych
z leczeniem i dawkg leku nalezy zapalenie trzustki oraz wybroczyny. Zmniejszenie dawki lub
kilkudniowe odstawienie leku tagodzi ich stopien nasilenia. W momencie stwierdzenia
U pacjentdw mielosupresji, niedrozno$ci naczyn, krwotoku €zy zaburzenia czynno$ci watroby
konieczne jest przerwanie leczenia.'?'?®> W badaniu klinicznym (NCT02428543) oceniano
jego skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania w potaczeniu z Cytarabing u pacjentéw z
mutacja (FLT3-ITD). Z kolei badanie (NCT02829840) dotyczylo oceny aktywnos$ci
Ponatynibu u pacjentow z AML i stwierdzong mutacja (FLT3-ITD), ktorzy nie kwalifikujg si¢
do chemioterapii.®¥ Z badan tych wynika rowniez, ze Ponatynib skutecznie dziata wobec
mutacji typu (F691) pojawiajacej si¢ w trakcie leczenia Kwizartynibem. Jednak wobec mutacji

typu (D835) nie wykazuje on zadnej skutecznosci terapeutyczne;j.>?
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2.5. Opornos¢ wielolekowa

Pomimo znacznego postepu w rozwoju nowszych generacji inhibitorow FLT3,
wykazujacych duzo wigksza specyficzno$¢ 1 site dzialania, to nadal w trakcie leczenia
najwicksze ograniczenie stanowi pojawiajgca si¢ opornos¢ wielolekowa. Ogranicza
skutecznos$¢ dziatania lekéw 1 w duzej mierze przyczynia si¢ do nawrotu choroby. Na jej rozwoj
duzy wplyw maja nieprawidtowosci kinazy FLT3.

Wyréznia si¢ dwa typy opornosci:

1. pierwotna
2. wtdrna (nabyta)

Rezystancja pierwotna powstaje na skutek réznej sity dziatania wzgledem odpowiednich
mutacji FLT3, roznym sygnalom i mechanizmom aktywujacym. Z kolei oporno$¢ wtorna
pojawia si¢ w wyniku nabytych w trakcie leczenia nowych mutacji, ktoére wezesniej nie zostaty
zdiagnozowane u pacjenta. Opornos¢ nabyta obejmuje mutacje punktowe w resztach petli
aktywujacej (np. D835, D839, 1836, i Y842) oraz miejscu (F691). Wtorne mutacje ostabiajg
powinowactwo inhibitorow FLT3 wzgledem kinazy FLT3.

Oporno$¢ na leki powstaje rowniez na skutek mechanizmoéw ,,on-target” lub ,,off-target”.
Wykazano takze, ze na pojawiajacag si¢ opornos¢ wielolekowa ogromny wplyw ma biatko
transportowe (ABC), ktorego kaseta wigze si¢ z ATP 1 energia powstajaca w wyniku hydrolizy
ATP wykorzystywana jest do przetransportowania przez btong do wnetrza komorki réznego
rodzaju substratow. Transportery (ABC) moga znacznie zmniejszy¢ stezenie
wewnatrzkomorkowe lekéw przeciwnowotworowych poprzez zwigkszenie ich ,,wyplywu”
i tym samym ostabiajac ich cytotoksyczne dziatanie.*®>**® Ponadto wykazano rowniez, ze
mikro$rodowisko szpiku kostnego wplywa na rozwdj opornosci wobec inhibitoréw FLT3 na
drodze tzw. zewngtrznych mechanizmoéw opornosci. W wyniku przebytej chemioterapii szpik
kostny zwigksza wydzielanie ligandu FLT3 co prowadzi do zwigkszonej sygnalizacji nawet
w obecnos$ci inhibitorow FLT3. Aktywacja szlakow sygnatowych takich jak MAPK czy
STATS przez mikrosrodowisko szpiku kostnego powoduje zahamowanie apoptozy komoérek
biataczkowych z nowymi mutacjami FLT3 wykazujacymi silng rezystancje wobec inhibitorow
FLT3. Jest to przyktad pierwotnej opornosci. Na ograniczong i tymczasowa skutecznosé
inhibitoréw FLT3 wplywa réwniez cytochrom P450, ktory podobnie jak transportery (ABC)
wplywa na stezenie leku w 0soczu. Nieodpowiednie stezenie inhibitora w 0soczu jest wynikiem
zbyt szybkiego metabolizmu w watrobie przez enzymy CYP3A4 a niski poziom leku nie

zapewni silnego hamowania mutacji.2641:4452
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Obecnie gtéwnym sposobem przezwycigzenia opornosci jest leczenie skojarzone. Ma
ono na celu poprawi¢ wskaznik odpowiedzi u pacjentow, wydtuzy¢ czas remisji jak réwniez
ograniczy¢ do minimum toksyczno$¢ chemioterapii. W przypadku ostrej biataczki szpikowej
polega ono na przyjmowaniu w okreslonych schematach zatwierdzonych inhibitorow FLT3

z Cytarabing, Daunorubicyna, $srodkami hipermetylujacymi i innymi chemioterapeutykami.?®
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2.6. Zastosowanie technologii reaktoréw mikrofalowych i przeptywowych (FLOW) w

syntezie chemicznej

W przemysle chemicznym jak i farmaceutycznym, synteza zwigzkéw organicznych
oraz substancji czynnych (API — active pharmaceutical ingradient) prowadzona jest najczesciej
w sposob klasyczny czyli przy wykorzystaniu kolb okraglodennych z zewnetrznym zrédiem
ciepta. W literaturze taki sposob prowadzenia reakcji okreslany jest takze jako ,,wsadowy”.
Metoda ta w wielu przypadkach pozwala na otrzymanie oczekiwanego produktu z dobag
wydajnoscig. Niestety konwencjonalny sposdb prowadzenia transformacji chemicznej
zwigzany z tworzeniem biblioteki zwigzkow czy optymalizacjg reakcji syntezy pochtania
bardzo duzo czasu. Ponadto trudno jest kontrolowa¢ w sposob ciagly parametry reakcji takie
jak: cies$nienie czy temperatura. Dodatkowym ograniczeniem jest rowniez utrudniony sposob
kontroli procesow egzotermicznych. Czesto tez prace syntetyczne wymagajg uzycia duzej ilosci
rozpuszczalnikow a takze pracy z reagentami, przy ktorych nalezy zachowaé szczegdlng

ostroznosc.

W celu udoskonalenia procesow syntetycznych od wielu lat opracowywano szereg
innowacyjnych systemow, z ktorych w ostatnim czasie duze zainteresowanie nie tylko
w $§rodowisku akademickim ale przede wszystkim w przemys$le farmaceutycznym oraz
chemicznym wzbudza technologia reaktorow mikrofalowych (MW) 1 przeplywowych
(okreslanych rowniez jako ,,system FLOW?). Zaré6wno mikrofale jak i aparatura FLOW
znacznie przyspieszaja szybkos¢ reakcji, pozwalajg na szybka optymalizacje wielu procesow
chemicznych czgsto trudnych i pochtaniajacych sporo czasu. Dodatkowymi korzys$ciami
wynikajacym ze stosowania wskazanych technologii jest réwniez: duzo lepsza czysto$é

otrzymanych zwigzkow oraz wydajno$é procesow chemicznych.'?*
2.6.1. Reaktor mikrofalowy

Energia mikrofalowa odkryta zostata juz w czasach II wojny §wiatowej i znalazta wicle
zastosowan nie tylko w kuchenkach mikrofalowych w celu podgrzania Zywnosci ale takze:
w przemysle wulkanizacyjnym, do suszenia produktow, analizy wilgoci 1 tluszczu w
produktach spozywczych czy tez usuwania siarki i innych zanieczyszczen. Natomiast pierwsze
doniesienia zwigzane z wykorzystaniem reaktoré6w mikrofalowych w syntezie organicznej

pojawity sie dopiero w 1986 roku.!?4125

W technologii mikrofal stosuje si¢ energie elektromagnetyczng o dilugosci fali

w zakresie od 1centymetra do 1 metra. Zakres ten z kolei odpowiada wartoSciom czestotliwos$ci
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od 300 do 300 000 megahercoéw (MHz). W reaktorach mikrofalowych uzywanych do syntez
chemicznych stosuje si¢ najczesciej czestotliwosé o wartosci 2450 (MHz). Z kolei pole

magnetyczne i elektryczne to komponenty energii mikrofalowej (Rysunek 7).
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Rysunek 7: Komponenty energii mikrofalowej.'?>

Uwaza si¢, ze na ogrzewanie substancji wptywa przede wszystkim pole elektryczne natomiast
oddzialywania pola magnetycznego zazwyczaj nie obserwuje si¢ w pracach syntetycznych.
Dodatkowo reaktory mikrofalowe nie zmieniajg struktury czasteczki, poniewaz energia
elektromagnetyczna zaangazowana jest jedynie w rotacje czasteczek a energia fotondéw

mikrofalowych jest zbyt mata w poréwnaniu z energia potrzebna do rozerwania wigzan, 124125

W syntezie organicznej reaktory mikrofalowe wykorzystywane sa gtdéwnie jako Zrodio
energii. Do transformacji chemicznych najczesciej uzywane sg jednomodowe wneki
mikrofalowe. Reakcje prowadzi si¢ w specjalnych naczyniach mikrofalowych o okreslonej
objetosci, ktore sg catkowicie przepuszczalne dla promieniowania mikrofalowego i wykonane
ze szkta borokrzemianowego badz z politetrafluoroetylenu, ktore nadaja odporno$¢ na dziatanie
silnych zasad oraz kwasdéw. Mikrofale przeznaczone do prowadzenia reakcji chemicznych
wyposazone sg w systemy umozliwiajgce monitorowanie temperatury, mocy oraz cisnienia
w trakcie prowadzonych reakcji. Zabezpieczenia te chronig przed pgknieciem lub eksplozja
naczynia mikrofalowego jesli dojdzie do nadmiernego wzrostu ktérego z parametrow.
Dodatkowo po reakcji dochodzi do automatycznego i szybkiego ochtadzania mieszaniny

reakcyjnej.t?*
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Udowodniono, ze wdrozenie technologii mikrofal w prace syntetyczne wnosi wiele

korzysci, poniewaz tego typu reaktory:

skracaja czas prowadzonych reakcji — dzigki mozliwosci stosowania w reaktorach
mikrofalowych wyzszych temperatur, mieszanina podgrzewana jest w ciagu kilku
minut a nie godzin czy nawet dni. Na wzrost szybkosci wptywa rowniez ilos¢
wprowadzonej do uktadu energii mikrofalowej, ktora zdecydowanie przewyzsza
warto$¢ energii potrzebnej do osiggnig¢cia energii aktywacji. Ponadto mikrofale
przenoszg energi¢ Szybciej niz czasteczki ulegna relaksacji, fakt ten takze ma wptyw
na wzrost szybko$ci prowadzonej syntezy. Dane z przeprowadzonych dotychczas
badan wykazaly, ze wdrozenie reaktoréw mikrofalowych w synteze chemiczng
przyspiesza szybko$¢ prowadzonych reakcji nawet 1000 razy w pordwnaniu
z klasycznym sposobem ogrzewania,

zapewniaja lepsza wydajnos¢ i czystos¢ procesu — podczas syntez wspomaganych
chemia mikrofali powstaje mniej produktoéw ubocznych co wiaze si¢ z duzo lepsza
wydajnoscia,

powtarzalno$¢ reakcji — dzigki mozliwosci ciagtego kontrolowania warto$ci
kluczowych parametrow reakcji, syntezy mozna tatwo powtorzyc¢,

umozliwiajg prowadzenie reakcji w mniejszych objetosciach lub nawet bez uzycia
rozpuszczalnika co jest niemozliwe w przypadku syntez wykonywanych w sposob
konwencjonalny,

gwarantuja rownomierne ogrzewanie oraz mniejsze straty energii — W reaktorach
mikrofalowych w wyniku promieniowania mikrofalowego dochodzi do wydajnego
procesu przenoszenia ciepta i tym samym bezposredniego i réwnomiernego
ogrzewania substancji bez generowanych strat energii. W mikrofali substancje
ogrzewane sg w wyniku oddziatywania z polem elektrycznym lub na drodze
przewodnosci jonowej. Przewodzenie jonowe wystepuje gdy w mieszaninie
reakcyjnej wystepuja formy jonowe lub tez wolne jony. W wyniku dziatania pola
elektrycznego generowany jest ruch jondéw w wyniku czego dochodzi do wzrostu
temperatury i tym samym wydajnego procesu przenoszenia energii. Z kolei w trakcie
ogrzewania mieszaniny reakcyjnej za pomocg plyty grzewczej lub tazni olejowej
jako zewngtrznego Zrddta energii, dochodzi do rozproszonego sposobu ogrzewania,
w wyniku czego jako pierwsza ogrzewa si¢ taznia a nast¢pnie dopiero rozpuszczalnik

I reagenty. Jest to nieefektywny i powolny proces przenoszenia energii do uktadu.
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Nastepstwem tego sa w poczatkowym etapie roznice temperatur pomiedzy §ciankami
naczynia a mieszaning reakcyjna i musi uptynaé odpowiednio dtugi czas aby uzyskaé
rownowage termiczng. Taki sposob ogrzewania mieszaniny reakcyjnej wigze si¢

réwniez z duzymi stratami energii (Rysunek 8).125:125.126

Ogrzewanie konwencjonalne 7

" . U K Ogrzewanie z zastosowaniem technologii
zastosowaniem lazni olejowej

mikrofal

rozklad

temperatury rozklad
temperatury

H I ‘f.fu“:fU’“\fvlf'

ogrzewanie rozproszone ogrzewanie réwnomierne
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\/\‘ erb\

(n

Rysunek 8: Roznice w sposobie ogrzewania mieszaniny reakcyjnej realizowanej metoda klasyczna i za pomoca
reaktoréw mikrofalowych,*?’

Z doniesien literaturowych wynika, ze chemia mikrofalowa umozliwia przeprowadzenie
szeregu typowych reakcji chemicznych zwiekszajac ich wydajno$¢ i diametralnie skracajac

czas ich prowadzenia.'?*'% Do reakcji tych nalezy min.:

deacetylowanie @
. nukleofilowa
utlenianie substytucja

¢__—__——__‘_‘_— /
kondensaeja \b reakeja
Knoevenagela / Mannicha
/ \ reakcja
reakcja
Sonogashira

Stille
Schemat 1: Typy reakcji, jakie mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem reaktorow mikrofalowych.

nukleofilowa

addycja
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2.6.2. Technologia przeplywowa (systemy FLOW)

Technologia przeptywowa to innowacyjny sposob prowadzenia syntezy chemicznej,
polegajacy na przebiegu reakcji w ciagglym przeplywie strumienia. Okreslana jest rowniez jako
chemia przeptywowa lub ttokowa.'?8 Jest przyjazna $rodowisku i na przetomie ostatnich 7 lat
cieszy si¢ ogromnym zainteresowaniem nie tylko w kregu akademickim ale rowniez
w przemysle chemicznym oraz farmaceutycznym do produkcji substancji czynnych.
Dotychczas instalacje systeméw przeptywowych wykorzystywane byty gtdéwnie w przemysle
paliwowym do rafinacji ropy naftowej oraz chemii masowej. Opisane w literaturze systemy
przeptywowe wedhug Kobayashiego 1 jego wspotpracownikéw mozna podzieli¢ na 4 typy.
Systemy typu I zapewniaja przeptyw wszystkich reagentéw przez reaktor a nastgpnie zbieranie
oczekiwanego produktu reakcji. W typie II jeden z reagentdw umieszczony jest w reaktorze,
przez ktory przeptywa drugi reagent a wyplywajaca z reaktora mieszanina zawiera jedynie
pozadany produkt. Stosowanie tego rodzaju systemow przeptywowych nie wymaga uzywania
katalizatorow oraz izolacji produktu wlasciwego. Z kolei w typie III uzywa si¢ katalizatora,
ktory przeptywa wspoélnie z reagentami przez reaktor ale po reakcji konieczny jest podzial
chromatograficzny w celu uzyskania czystego produktu. Natomiast w przypadku IV typu
katalizator naniesiony jest na stalym nosniku w reaktorze, przez ktory przeptywaja reagenty.
Ten rodzaj systemoéw przeptywowych jest najczesciej stosowany przede wszystkim przez
mozliwo$¢ ponownego wykorzystania katalizatora. Dodatkowg zaleta prowadzenia reakcji
w ciaglym przeptywie strumienia jest mozliwo$¢ jej konsolidacji z innymi systemami np.:
reaktorami mikrofalowymi, zrodtem ogrzewania indukcyjnego, strumieniem elektrycznym lub

strumieniem fotonéw w celu wykonania przemian fotochemicznych i elektrochemicznych.!%
Kazdy z systemow przeptywowych sklada si¢ z ponizszych komponentow:

e zaworéw trojdzielnych pozwalajacych na przetaczenie pomiedzy dozowanymi
reagentami a rozpuszczalnikiem,

* pompy,

e reaktora,

e miksera, zapewniajacego taczenie si¢ ze sobg reagentéw bezposrednio przed reaktorem.

Maja one postac tacznika w ksztatcie litery T badz Y,
e regulatora cisnienia wstecznego,

e zaworu trojdzielnego umozliwiajacego zbieranie oczekiwanego produktu reakcji oraz

produktow ubocznych okreslanych jako odpady,
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e ekranu sterujacego, dzigki ktéremu mozna dobiera¢ parametry reakcji,

e czujnika temperatury reaktora.!3
Pompy zapewniajg precyzyjny przeptyw substancji i najczeSciej Stosuje si¢ pompy

strzykawkowe, ttokowe lub perystaltyczne.

Reaktor przeptywowy to najwazniejszy element budulcowy, odpowiednik kolby reakcyjnej
powszechnie uzywanej w klasycznych reakcjach wsadowych. Wyrdznia si¢ 3 gtowne rodzaje
reaktorow: mikroreaktory (ptytkowe), rurkowe (zwojowe) i tubowe (ze zlozem,
wykorzystywane w reakcjach w ktorych niezbedne jest uzycie katalizatoréw). Reaktory
ptytkowe jak sama nazwa wskazuje zbudowane sg z ptytki wykonanej z materiatu chemicznie
odpornego o objetosci kilku mililitrow. Wewnatrz kazdego mikroreaktora znajduja si¢ kanaliki
przez ktore przeplywajg reagenty. Reaktory te pomimo duzo lepszego transferu masy oraz
ciepta, wynikajace z malej przestrzeni, czgsto niestety przeciekaja lub zarastaja. Reaktory
zwojowe maja posta¢ rurki wykonanej rowniez z obojetnego chemicznie materiatu najczesciej
z politetrafluoroetylenu (PTFE) lub perfluoroalkoksyalkanu (PFA). W zaleznosci od rodzaju
prowadzonych reakcji reaktory te umieszczone s3 w plaszczu grzejnym lub chtodzacym
umozliwiajgc tym samym prowadzenie reakcji zarowno w niskich (-70 °C) jak i wysokich
temperaturach (150, 250 °C). Reaktory umozliwiajgce prace w wysokiej temperaturze czesto
wykonane sg ze stali nierdzewnej lub kwasoodpornych stopow. Co wigcej w zaleznosci od
rodzaju sprzetu przeptywowego i charakteru prowadzonej reakcji mozna potaczy¢ ze soba kilka
reaktorow. Trzeci rodzaj reaktora ma najczgsciej szklang obudowe 1 zgodnie z wczesniej
przedstawiong klasyfikacja aparatury przeptywowej nalezy do IV typu, ktéory umozliwia
ponowne uzycie zastosowanego katalizatora.?®

Regulator ci$nienia sluzy do kontrolowania zadanego ci$nienia, co umozliwia prowadzenie
reakcji w temperaturach powyzej temperatury wrzenia zastosowanego w reakcji
rozpuszczalnika. Dodatkowo regulator ci$nienia zapewnia ciagly przeplyw reagentow

niwelujgc w aparaturze tworzenie si¢ pecherzykow gazu.

Proces chemiczny realizowany przy wykorzystaniu systemu przeptywowego FLOW
polega na poczatkowym pompowaniu przez pompy odpowiednich substratow do elementu
mieszajgcego. Nastepnie reagenty przechodza do reaktora z kontrolowang temperatura,

w ktorym zachodzi wtasciwa transformacja chemiczna (Schemat 2).128
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Reagent A
Reaktor
FIR |
5 pompa
) '." lI,- Y
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S ( )
Reagent B .
Produkt Zlewki

Schemat 2: Sposéb prowadzenia reakcji przy udziale aparatury FLOW.0

Technologia FLOW umozliwia przeprowadzenie wielu reakcji. Systemy przeptywowe
obecnie s3 powszechnie stosowane w produkcji artemizyniny (lek przeciwko malarii) oraz
tamoksifenu (preparat ten wykorzystywany jest w terapii raka piersi). Chemie przeptywowa
wykorzystano takze w procesie wytworzenia Lombustyny ((1-(2-chloroetylo)-3-cykloheksylo-
1-nitrozo-mocznik)), stosowanej w leczeniu chtoniaka Hodgkina i guzéw mozgu. Ponadto
uklady te znalazly zastosowanie w syntezie polimeréw, nanomateriatldéw, zwigzkow

nieorganicznych oraz metaloorganicznych, 12813

Z przeprowadzonych badan wynika, ze aparatura cigglego przeptywu zapewnia:

- lepszy transfer ciepta oraz masy,

- mozliwos¢ kontrolowania temperatury
reakcji jak 1 innych parametrow,

- duzo lepsze mieszanie sig¢ reagentow,

- mozliwos¢ pracy w wyzszych )
cis$nieniach,
- poprawe selektywnos$ci oraz wydajnosci
prowadzonych procesow,
- powtarzalno$¢ i automatyzacje, )

- prowadzenie wieloetapowych reakejiw ™\
r6znych warunkach,

- wigksze bezpieczenstwo przy pracy z
niebezpiecznymi odczynnikami,
- wykonanie optymalizacji i dobor
odpowiednich warunkow.

Rysunek 9: Zalety wynikajace z prowadzeniem reakcji chemicznych przy zastosowaniu technologii
przeptywowe;j.12% 131
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Niestety pomimo wielu zalet i mozliwo$ci wszechstronnego zastosowania, systemy
FLOW wykazuja réwniez pewne ograniczenia. Zwigzane s3 one gldwnie z blokowaniem
reaktorow w wyniku krystalizacji pétproduktu lub tez produktu gtownego reakcji. Stosujac
technologie przeplywowa nalezy wybiera¢ rozpuszczalniki, ktére dobrze rozpuszczg niezbedne
do przeprowadzenia danej reakcji substraty. Oczywiscie mozliwa jest praca na zawiesinach ale
nie eliminuje to ryzyka blokowania si¢ kanalikoéw reaktora lub okolic regulatora ci$nienia
wstecznego. Niektore tez reakcje pomimo wysokich temperatur wymagaja duzo czasu aby
uzyska¢ dobrg konwersje substratu w produkt. Jesli czas rezystancji (Tres) W reaktorach
przeptywowych jest dluzszy niz 1h, woéwczas technologia FLOW nie jest odpowiednia do
przeprowadzenia takiego procesu. Jest to niestety jedno z kluczowych utrudnien

w wykorzystaniu chemii przeptywowej w reakcjach chemicznych.2%1%0
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3. Badania wlasne
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Wstep

Opracowanie nowych substancji chemicznych o potencjalnych wiasciwosciach
terapeutycznych jest dtugotrwatym, pracochtonnym oraz kosztownym procesem. W rozwoju
potencjalnych substancji leczniczych kluczowa rol¢ odgrywaja parametry fizykochemiczne
oraz ich metabolizm bowiem decydujg one o dalszych losach badanej substancji chemiczne;j.
Rozwoj zwigzkéw o niskiej biodostepnosci, stabej rozpuszczalno$ci czy wysokim klirensie
czesto konczy si¢ niepowodzeniem na kolejnych etapach. Ponadto czasteczki o stabych
parametrach fizykochemicznych czgsto sa nieskuteczne w kolejnej fazie badan. Dlatego tak
wazne jest aby opracowane zwigzki wykazywaty korzystny profil farmakokinetyczny. Zadanie
to jednak nie jest proste do zrealizowania. Pomimo opracowania juz i dostgpnosci kilku
inhibitorow FLT3 nadal wystepuje ogromne zapotrzebowanie na inhibitory nowej generacji,
ktore bedg wykazywaé wysoka skutecznos$¢ dziatania, korzystny profil farmakokinetyczny ale
przede wszystkim beda bezpieczne w terapiach leczenia ostrej biataczki szpikowej. Dostgpne
inhibitory czgsto wykazuja ograniczong skutecznos$¢ terapeutyczng a nawet toksycznosé. Nie
zapewniaja tez osobom chorym dtugoterminowej remisji choroby. W zwigzku z tym podjetam
préby zwigzane z opracowaniem innowacyjnego matoczasteczkowego inhibitora kinazy FLT3

o wysokiej aktywnos$ci 1 mozliwosci wykorzystania go w przysztosci w terapii leczenia AML.
132,133

Jak wiadomo substancje lecznicze to nic innego jak ligandy, ktore wigza¢ si¢ moga
z: receptorem, biatkiem lub tez enzymem. Okreslane sg one jako cele biologiczne. Leki moga
by¢ agonistami lub antagonistami. Agonista laczy si¢ z celem biologicznym wywotujac reakcje
w komorce natomiast antagonisci (inhibitory) tacza si¢ z receptorem hamujac jego aktywnosc.
Struktura ligandu musi by¢ komplementarna do miejsca aktywnego celu biologicznego. Ligand
w wyniku interakcji z tancuchami bocznymi aminokwasé6w W miejscu aktywnym receptora
wigze si¢ z nim. Ligand taczy si¢ z receptorem za pomocg wigzan wodorowych, oddzialywan
elektrostatycznych czy sity van der Waalsa.** W projektowaniu i poszukiwaniu nowej
czasteczki aktywnej pierwszym etapem jest modelowanie komputerowe. Pozwala ono na
wyselekcjonowanie potencjalnych kandydatéw do dalszych badan w celu okreslenia ich
aktywnosci oraz parametréw fizykochemicznych. Proces modelowania przedstawiany jest
najczesciej w postaci lejka filtracyjnego. W zwigzku z powyzszym przed przystgpieniem do
wlasciwej syntezy chemicznej wykorzystalam metody bioinformatyczne in silico, gtownie
program KNIME, dzigki ktéremu stworzylam wirtualng biblioteke zwiazkow zawierajaca

okoto 700 struktur. Z kolei sprawdzenie bazy PDB (ang. Protein Data Bank) pozwolito mi na
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pozyskanie wiedzy o opracowanych 5-ciu strukturach krystalograficznych receptora FLT3
z inhibitorami typu 1 i 1.5 oraz kowalencyjnym inhibitorem.

Tabela 3: Struktury krystalograficzne kinazy FLT3.135-139

Struktury krystalograficzne
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Powyzsze dane pozwolity z kolei na wykonanie dokowania molekularnego. Jest to
metoda okreslajaca sposob dopasowania si¢ ligandu do receptora. Poprzez zastosowanie
odpowiednich funkcji oceniajgcych jak roéwniez filtréw strukturalnych np. log P, log D, wybrani
zostali kandydaci do dalszych badan. Funkcje oceniajace pozwalajg oceni¢ powinowactowo
ligandu do receptora. W celu doktadniejszego okreslenia struktury zwigzkow skorzystatam
takze z analizy zaleznosci struktura-aktywnos¢ (SAR, ang. Structure-Activity Relationship).
Jak wiadomo technika ta pozwala na identyfikacje grupy funkcyjnej, ktéra biologicznie
oddziatuje z organizmem. Wiedza ta z kolei pomaga w wyborze szeregu modyfikacji zwigzku
biologicznie aktywnego poprzez wprowadzenie nowych grup chemicznych, ktorych celem jest
poprawa wilasciwosci wybranych czasteczek w tym jak najwieksze powinowactwo do miejsca
aktywnego receptora badz biatka oraz aktywno$¢ biologiczna na poziomie submikromolarne;
lub subnanomolowej. Wyro6znia si¢ takze ilosciowe korelacje migdzy strukturg a aktywnos$cig
zwigzku, okreslane jako tzw. analizy (QSAR, ang. Quantitative Structure-Activity
Relationship). Metoda ta z kolei pomaga w wyznaczeniu parametrow fizykochemicznych

czasteczki. 133140

3.1. Wybor kandydatéw do dalszych badan

Po przestudiowaniu uzyskanych wynikéw z dokowania oraz wizualnej analizie kieszeni
wigzacej do syntezy oraz dalszej optymalizacji wybrane zostaly zwigzki o wartos$ci docking-
score - 4 i podobnym sposobie odziatywania do wybranych zwigzkow referencyjnych.
Optymalizacja ma na celu poprawe wlasciwosci fizyko- jak i farmakokinetycznych czasteczek,

ktore to jak wspomniatam wczesniej decyduja o dalszych losach potencjalnych lekow.

86



Syntezowane przeze mnie czasteczki to przede wszystkim pirymidynowe jak
I pirolopirymidynowe pochodne poniewaz jak wynika z informacji dostepnych w literaturze,
pirymidyna jest jednym z wazniejszych elementéw strukturalnych wielu lekow (Rysunek
10)_122
4 5
INT Y 5 INT N
DEENO

2 N/ 6 2 N E

7

1 1

pirymidyna 7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna

Rysunek 10: Struktura pirymidyny oraz pirolopirymidyny.

Wszelkie wprowadzone modyfikacje dotyczyly grup funkcyjnych, ktére wplywaja na

rozpuszczalnos$¢ zwigzku oraz jego wigzanie z biatkiem.

Nowe pochodne pirymidyny powstaty w wyniku wprowadzenia nowych grup funkcyjnych przy

2, 4 oraz 5 atomie wegla zgodnie z przedstawionym ponizej wzorem ogolnym:

2
R
=
NT N
1
i A
NH N

Rysunek 11: Wzdér ogolny (1) nowo opracowanych pochodnych pirydyny z modyfikacjami R, R?i RS,
W powyzszym wzorze:
e podstawnik R* oznacza uktad C1-Cs alkilowy lub alkenowy;
e podstawnik R?to cykloalkil podstawiony pojedyncza grupa hydroksylowa (-OH);
e R® to halogenek, alkinyl lub szesciocztonowy, niearomatyczny uktad z pigcioma

atomami wegla i jednym atomem tlenu (dihydropiran), tiofen potaczony z 1-

metanosulfonylopiperydyna:
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Tabela 4: Podstawniki wystepujace w strukturze pochodnych pirymidynowych

Podstawniki
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Pochodne pirolopirymidyny takze powstalty w wyniku modyfikacji przy 2, 4 oraz 5 atomie

zgodnie z ponizszym wzorem ogolnym:

R
NT N
Rl Jl\/
SNH N N\
RZ

Rysunek 12: Wzér ogélny (11) nowo opracowanych pochodnych pirolopirymidynowych z modyfikacjami R?, R?
i RS,
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Gdzie:

R! oznacza taficuch alkilowy, alkenylowy oraz alkinylowy, cykloalkil lub halogenek

glownie -Cl;

R? to cykloalkil podstawiony pojedyncza grupa hydroksylowa (-OH) lub (CHs)s-

Si(CHas)2-;

R3to alkinyl, halogenek, tiofen polaczony z 1-metanosulfonylopiperydyna, benzen oraz

heteroaromatyczne uktady polaczone z szesScio lub siedmioczionowymi uktadami

heterocyklicznymi, dibenzofuran:

Tabela 5: Podstawniki wystgpujace w strukturze pochodnych pirolopirymidynowych

Podstawniki
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Wprowadzenie modyfikacji pozwolito mi na syntez¢ biblioteki zwigzkow sktadajacej si¢ ze
110 struktur. Wszystkie molekuty z biblioteki podobnie jak opracowane dotychczas leki
przeciwko ostrej biataczce szpikowej (AML) naleza do rodziny zwiazkow heterocyklicznych
zawierajacych w strukturze komponent strukturalny zblizony do pierscienia purynowego.*
Natomiast czasteczki zawierajagce nienasycone wigzania oraz sze$ciocztonowe uktady
aromatyczne lub heterocykliczne zakwalifikowa¢ mozna do grupy nieklasycznych uktadoéw

strukturalnych.

3.2. Aktywnos$¢ biologiczna nowo opracowanych czgsteczek, ich wlasciwosci fizyko-

chemiczne oraz analiza ADMET

Dla nowo otrzymanych zwiazkéw dzigki wspolpracy z Dzialem Biologii firmy
CelonPharma S.A. zostata okreslona efektywno$¢ (aktywno$¢) ich dziatania z wykorzystaniem
testu ADPGlo wzgledem kinazy FLT3 oraz zwigzkow referencyjnych, ktorymi byt: UNC2025
I MRX-2843 (Rysunek 13).

[ [
AN AN

UNC2025 MRX-2843

32 33

Rysunek 13: Struktura chemiczna zwiazkoéw: UNC2025 i MRX-2843.
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Wykonane testy biochemiczne oraz komorkowe in vitro pozwolity na wyznaczenie dla kazdej
opracowanej struktury parametru ICso, ktory to dostarcza informacji na temat aktywnosci
1 selektywnosci badanego zwigzku. Wyznaczona zostala rowniez stabilno$¢ chemiczna oraz
stabilno$¢ na mikrosomach mysich oraz ludzkich. Okreslone zostaty takze parametry
fizykochemiczne, ktore to jak wiadomo sg jednym z kluczowych czynnikéw decydujacych
o mozliwo$ci wykorzystania nowo opracowanej czasteczki do dalszych badan. Do elementow
farmakokinetycznych nalezy migdzy innymi: wspotczynnik podzialu (log P) oraz
rozpuszczalnos¢ (log D). Warto§¢ wspodlczynnika podziatu zalezy przede wszystkim
od wielkosci czasteczki jak réwniez jej budowy poniewaz wartos¢ (log P) zalezy od ilosci
i rodzaju grup funkcyjnych, fragmentéw alkilowych czy wigzan nienasyconych. Zbadana
zostala takze rozpuszczalno$¢ zwigzkow w roztworach o pH 4.5 1 7.4 [uM]. Przeprowadzone
byly rdwniez analizy pozwalajace na okreslenie przepuszczalnosci nowych czasteczek przez
blony biologiczne. Przepuszczalno$¢ to jeden z kluczowych parametrow, ktory definiuje
biodostgpnos¢ badanego zwigzku. Pochodne o jak najlepszej selektywnosci wobec kinazy
FLT3 byly nastgpnie testowane na modelach komodrkowych takich jak: KASUMI-1, NOMO-1
oraz MOLM-13. Sa to ludzkie linie komorkowe ostrej bialaczki szpikowej. Badania in vivo
dostarczyly informacji nt. dostgpnosci (AUC), maksymalnego stg¢zenia (Cmax) oraz czasu po

ktorym stezenie substancji w osoczu jest najwyzsze (tmax).

Warto$ci parametru ICso dla poszczego6lnych pochodnych przedstawiaja ponizsze tabele.

NH
MR,
P "
VTN

Rysunek 14: Nowe pochodne pirymidyny o wzorze ogdlnym (III), podstawionej C1-C4 alkilem w

miejscu R i roznymi acetylenami jako podstawniki R2.
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Tabela 6: Zestawienie wynikow aktywnosci dla pochodnych pirymidynowych z podstawnikami acetylenowymi

w miejscu R®
1Cs0 1Cs0
Struktura M log Struktura M log
ik [g/mol] FIt3 b - [g/mol] FIt3 b
ZW13ZKu mo ZW13ZKu mo
3 g [nM] a g [NM]
HNK“ NH
\\ 0.

‘\_\ N 343.27 20.67 331 h 42454 22,62 | 3.96
NH4</:\§—Br
=

40 44
‘\_\NH ;‘ N\ HN. N NH
{Nj— =\ 39954 | 1919 | 25 Ti\ 36057 | 78.38 | 3.77
K S
Ny /S'\
41 45
WNHI//\N\
Y
NH X
TWH{/”% 43538 18.7 | 265 o 47761 | 2.634 | 3.36
L O
42 46

*\_\ NH 390.53 17.96 3.3 [Nj 464.62 15.72 | 0.99
NH4<> \ — o} I
o

43 47
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Tabela 7: Zestawienie wynikow aktywnosci dla pochodnych pirydynowych z podstawnikami

acetylenowymi w miejscu R®

1Cs0 1Cs0
Struktura M log Struktura M log
e i FIt3 o o o FIt3 o
zwigzku g/mo zwigzku g/mo
[nM] [nM]
ZNH " 463.61 2562 | 281
M 306.40 1938 | 221 | . j _
‘\_\NH%:\§_/< <7\ - | \\5
48 54
NH " = N
S /”\§ — oy fj/@\ 4 17 2.27
=< 35446 | 7554 | 267 | ~ 00-56 B8 2
55
49
N s 37051 | 2418 | 4.04 )j/ O 0783 | 22 282
) \g =<7 )&
NH{N* = NN
50 56
Q N7 // "
cl ‘
L % 51.47 4115 58 |~ 331.45 7424 | 2.04
NH</§%‘>NH
57
51
O\NH ) N
% PSRN
NS 346.46 19.25 2.41 'S 490.64 6.326 | 3.27
NN W NN
52 58
HO/"'O\N O\ /w
" N
A - 388.54 40.76 3.98 NS 366.46 2284 | 22
NN P /\/\N”)\N/
59
53
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Rysunek 15: Nowe pochodne pirydyny o wzorze ogolnym (IV) podstawionej C1-C4 alkilem w miejscu

R? oraz r6znymi estrami lub kwasami boronowymi jako podstawniki R3.

Tabela 8: Otrzymane wyniki dla pochodnych pirymidynowych

1Cso I1Cso
Struktura M log Struktura M log
[g/mol] FIt3 p K [g/mol] FIt3 p
zwiazku mo zwiazku mo
e} g [nM] 3 g [nM]
/D HO
HD//”O\N :/Séo 2
N7 S NH
Py 47966 | 9341 | 227 jﬂ j}@o 346.46 | 398.1 | 2.32
60
61

Wykonane byly takze analizy dla pochodnych pirymidynowych zawierajacych w swojej

strukturze wigzanie nienasycone w miejscu R*.

Rysunek 16: Pochodne pirydynowe o wzorze ogdlnym (I) z nienasyconym wigzaniem w miejscu R
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Tabela 9: Wyniki dla pochodnych z podstawnikiem alkenowym w miejscu R*

1Cs0 1Cso
Struktura M log Struktura M log
ok [g/mol] FIt3 b ok [g/mol] FIt3 b
zwiazku g/mo zwigzku g/mo
* [nM] * [nM]
Q\AH ‘\_\NH4</N \ /0
ﬁ_\ N . 340.43 864.6 | 1.424 = N 451.57 1195 | 2423
4 5-C) O
62 63

Tabela 10: Zestawione dla poréwnania wyniki aktywnosci dla pochodnych z nasyconym oraz nienasyconym

uktadem w miejscu R*

Struktura 1Cs0 Struktura 1Cs0
zwigzku FIt3 [nM] zwigzku FIt3 [nM]
o
ug
HNYN ‘ NH \\
Na o
X . 22.84 i 2.634
L ETJ
59 58
:\_\ ) NH . ‘\—\NH{;‘W
864.6 N= N 1195
0 5
62 63
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Rysunek 17: Nowe pochodne pirolopirymidyny o wzorze ogolnym (V) z wigzaniem alkilowym w

miejscu R oraz réznymi podstawnikami acetylenowymi w R®,

Tabela 11: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z podstawnikami

acetylenowymi w miejscu R®

1Cs0 1Cs0
Struktura M log Struktura M log
o fg/mol] FIt3 o o T FIt3 5
ZWI13aZKu mo ZWI13ZKu mo
q g [M] a g [M]
X i
o
jﬂw IN_ "
4<N7 | N7
éN 495.66 39.37 | 449 /\ANHJ\N/ N 413.52 19.96 46
64 65
NH;
. RN Z
‘\_\NH <}v N 7 NH{/7\
= 1 W N\
é 341.45 31.73 | 2.23 352.47 33.91 | 3.88
66 67
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N~nH
4

/) M
NN N7 N N\
| \ |
e T 37848 | 2324 | 3.05
44663 | 2865 | 544 : : :
68 69
A VAR
_/
N//\S/éoo
N
/) Vi
)N‘\\ \ /\/\NH/NQ/\ \
APy 4596 | 274 | 329 ; @ 501.63 | 300 | 3.83
70 7
O
Vi
NH4</:>j/\ Q
N’ A
/\/\NH F
506.62 | 38.65 | 4.86 b 46962 | 4513 | 3.14

72

73
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Tabela 12: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z podstawnikami

acetylenowymi w miejscu R®

1Cso 1Cso
Struktura M log Struktura M log
- [g/mol] Fit3 b - [g/mol] FIt3 b
zwigzku g/mo zwigzku g/mo
[hM] [nM]
oxll
I
A
ik n
/\ANJN‘\: J 411.54 5.977 2.81 /\ANHN‘ P 466.59 9.05 3.59

s .

74 75
o
/) ik
N‘ N\ )N‘\\ \
SN ) 406.5 2023 | 473 AN T 414.55 28.32 | 3.94
76 77
/ o
g vy

A\
SN NN N
b 3846 | 1325 | 438 b 42552 | 1645 | 235

78 79
o
AN N/\\N
// ‘\_\NH4</ \\/\
N7 N\
/\ANHJ\N/ /
b 488.64 358 | 3.08 é 42458 | 6227 | 2.89
80 81
e
Vi jj </>\j/
s ,
et b 41256 | 7586 | 46 [ 35547 | 3214 | 2.66
82 83
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A
/ ) .
/ ‘\_\NH4</ \ 7 O//\\O
NN N\ — \ /\/
TN 39048 | 15.74 | 2.83 4 45559 | 21.02 | 414
84 85
RSN 7 SN 7N
{/}E/L NH</N7\ : Q
é 355.47 | 5.662 | 2.64 é 43861 | 2104 | 32
86 87
/ )
NT N oH
PN J‘\/ D ‘\_\NH4</ \ 7
NH N = |
3124 | 5034 | 278 é 43754 | 8182 | 296
88 89
0/
TWH{/“ N7 i jﬂN%/) \//
Néﬂ 44856 | 4655 | 4.43 é 38851 | 1256 | 4.75
90 91
o\ 1N
‘ e
aavi -0
é 45461 | 1.828 | 2.94 é 37847 | 9859 | 381
92 93
i
N A e .
j_\N“{/ e ;{ j_\NHK/ \_A
N © v=( 1
é 554.73 | 32.49 | 4.44 é 41656 | 8514 | 5.64
94 95
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OH
jjw{? \_ A
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é 34244 | 1251 | 2.33
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NT N
P
>
/\/\NH N N
OH

Rysunek 18: Nowe pochodne pirolopirymidyny o wzorze ogolnym (VI) otrzymane na drodze reakcji

Suzuki w miejscu R,

Tabela 13: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z odpowiednimi podstawnikami w

miejscu R3, otrzymane w reakcji Suzuki

1Cs0 1Cs0
Struktura M Struktura M log
[g/mol] FIt3 | logP [g/mol] FIt3 b
zwigzku g/mo zwigzku g/mo
[nM] [nM]
[
S
. OE% v S es
M b 453.6 4347 | 359 TN 476.66 026 | 4.48
97 32
\;\N;D
O
g P8
~>\:/ d 454.56 238.9 6.75 I b 503.68 1.606 2.89
98 99
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Tabela 14: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z odpowiednimi podstawnikami w

miejscu R3, otrzymane w reakcji Suzuki

1Cs0 1Cs0
Struktura M log Struktura M log
. fa/mol] FIt3 o . - FIt3 R
zwigzku g/mo zwiazku g/mo
[nM] [nM]
> 7
NN N7
/\/\NHJ\N/ : /\ANHJ\N/ N\
38147 | 986.2 | 1.98 39648 | 16.77 | 2.87
100 101
N;Q
N/
PSS Qf
e €:> 36449 | 1525 | 4.27 T gi) 46361 | 31.82 | 443
102 103
[o} Nf(NN
N/
NN N N
/\/\NHJ\N/ N PNy J
33042 | 45.87 | 2.19 €:> 44959 | 15.81 | 3.99
104 105
O
g
Y/
PN T
o~ J\/ N\ /\/\NHJ\N/ N
w €i> 45156 | 6.658 | 2.92 €i> 39554 | 2442 | 3.15
106 107
N A
7 N Ny
j‘\t D e
P e NS
€i> 40952 | 1722 | 3.14 €i> 41154 | 065 | 223
108 109
PN )N‘\; S J\\ N
NN P N N
éi) 355.48 | 2.906 | 2.33 380.53 64.48 | 4.14

110

111

101



Tabela 15: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z wigzaniem C1-C4 alkilowym w

miejscu R* i odpowiednimi podstawnikami estréw lub kwaséw boronowych w miejscu R®

1Cso 1Cs0
Struktura M log Struktura M log
igzki [g/mol] Fits P igzk [g/mol] Fits P
zwigzku g/mo zwigzku g/mo
[nM] [nM]
{
L :
=, _
W/
PNPNP J NN J\/ N
Wi b 464.61 | 3.223 | 2.99 W 356.46 | 1.408 | 2.65
112 113
\
< N
025 gy
NN N T w={ |
b 451.62 0.29 84.03 é 398,51 1.22 201
114 115
7
N NTS
POW P h MOZ?
b 382,51 7.20 3.66 b 383.54 0.46 3.01
116 117
O
476.66 | 111.8 | 4.82
118
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Rysunek 19: Nowe pochodne pirolopirymidynowe o wzorze ogdlnym (VII) z réznymi podstawnikami w

miejscu RY i RS,

Tabela 16: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z réznymi podstawnikami w miejscu R*

iR3
1Cso 1Cso
Struktura M log Struktura M log
ok [q/mol] FIt3 b - [g/mol] FIt3 b
ZWI1aZKu mo ZWI13ZKu mo
! g (M a g [NM]
e

437.59 0.52 2.46

S
‘ /fléf
4 N
VAN Dh
N Ay

120

535.77 81.3 3.11

358.46 31.73 2.04

iéz

505.57 0925 | 4.14

121 122
O /N\N/\/‘)"
AN é\/\wj‘\( J
4947 056 | 3.69 ei} 39649 | 155 | 171
123 124
3

125

463.59 4.05 1.69

126

420.52 1.67 1.79

103



Ho,

\A\Wé N (:)\
W= |

é 412.53 363.2 0.88 é 385.5 3989 2.01
127 128
e O
N ‘N/ ; N\\\/\NHJ‘\N: S
474.64 0.943 3.76 b 473.61 3.177 3.98
129 130

Tabela 17: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z réznymi podstawnikami w miejscu R*

iR®
1Cso I1Cso
Struktura M Struktura M log
[g/mol] FIt3 | logP [g/mol] FIt3 b
zwigzku g/mo zwigzku g/mo
[nM] [nM]
N\JN/
N7 N\
x JN‘\: N \\\/\NHJ\N/ W
S b 472.63 6.369 3.84 363.25 106.3 2.59
131 132
)
ﬁgz4\ 7 - o0
. 481.51 206.1 2.96 PN b 454.56 80.6 5.47
133 134
CN/ N\J/
si/\MlF J \W\’l( %}
526.7 191 1.42 474.64 7.32 3.71
135 136
Y {
Q ¢
9
e b 44959 | 0.396 | 84.03 AT 514.63 | 0.5402 | 69.45

137

104




= O
NPy
42249 | 563 | 118.09 \wﬂ?\b 460.62 | 1.703 | 69.45
139 140
9
@35 IS
RReS 43557 | 2195 | 84.03 S b 35046 | 205 | 3.76

oH

141 142
N
)
DS,
AL b 488.68 | 0.442 | 3.886
33
R3
N| AN \
1
o A
SNH N N\
2
R

Rysunek 20: Nowe pochodne pirolopirymidynowe o wzorze ogblnym (VIII) z r6znymi podstawnikami w

miejscu RY, R? i R3.

Tabela 18: Wyniki aktywnosci dla pochodnych pirolopirymidynowych z réznymi podstawnikami w miejscu R,

R2iR?
1Cso 1Cso
Struktura M Struktura M log
_— [g/mol] FIt3 | logP _— [g/mol] FIt3 b
ZW13ZKu mo ZW13ZKu g mo
* Y * [(nM]
NI N N
/\/\NHJ\‘/N/IN> /\/\NHJ\N/ N
288.39 1111 3.19 288.39 111.1 3.19
143 144
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cl N Br
NT N N
N 44487 | 60000 | 5.44 367.29 | 407 | 34
o
:OH
38 145
= N
0

O/P\o 519.64 2.85 4.295

146

Whnioski:

Wartosci ICso dla wszystkich syntezowanych przeze mnie czasteczek sa na poziomie nanomoli
[nM]. Poziom ten $wiadczy o bardzo dobrej aktywnosci i selektywnos$ci badanych czasteczek
oraz ich potencjale jako kandydatéw na ,nowe” leki. Analiza otrzymanych danych
Z powyzszyCh badan pozwolita mi na wybdr zwigzkow wiodacych. Wybratam czasteczki

0 numerach 69 i 129. Obecnie znajduja si¢ one w zaawansowanej fazie badan przedklinicznych.

3.3. Zwiazki wiodace

Przy wyborze zwiazkdw wiodacych z biblioteki zawierajacej 110 struktur pomocna byta
ponowna wizualna analiza kieszeni wigzacej kinazy FLT3 dzigki ktorej szukalam zwigzkow
0 duzym podobienstwie strukturalnym do zwigzkéw referencyjnych. Podobienstwo
strukturalne wigze si¢ takze z podobnym sposobem odzialywania. Struktura zwigzku o numerze
129 jest wrecz identyczna do struktury zwiazku referencyjnego UNC2025. Jedyng réznica
miedzy ich strukturami jest wigzanie nienasycone w miejscu R dla wybranego zwiazku
wiodacego. Parametr ICso dla wybranych zwigzkéw jest zblizony do wartosci ICso zwigzkow
referencyjnych. Ponadto wybor byt takze podyktowany badaniem in vitro, ktore wykazato duzo
lepsza efektywno$¢ dziatania dla zwigzkow, ktore posiadaja w swej strukturze uktad C1-C4
z jednym wigzaniem nienasyconym. Molekuly te wykazuja rowniez duzo lepsza

rozpuszczalno$¢ oraz biodostgpnosé co pokazaly badania farmakokinetyczne wykonane na
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dwoch nosnikach: buforu octanowego i Solutolu. Bufory te reprezentuja roztwory o pH 4.5
I 7.4 [uM]. Dodatkowo zwiazki te trafity na badania toksykologiczne na zwierzgtach gtéwnie
(MTD — maksymalna tolerowalna dawka) pozwalajgce na wyznaczenie dla nich maksymalnej
tolerowalnej dawki po podaniu per os - czyli z pokarmem i iv - czyli dozylnie (Schemat 3).
Przeprowadzone zostaly takze testy oceniajace stabilno§¢ wybranych zwigzkow w oparciu

o ktore zwigzek 129 wykazuje lepsza stabilno$¢ w porownaniu ze zwigzkiem 69.

Dawka 50 mg/kg/dz (1 mysz)

toksyczna / nietoksyczna
J/ X
Dawka 25 mg/kg/dz (kolejna — 1 mysz) Dawka 100 mg/kg/dz (kolejna - 1 mysz)
toksyczna ‘nfmhyano toksyczna nietoksyczng
v nietoksyczna e A 2 P erd » toksyczna v )
Dawka 12,5 mg/kg/dz (kolejna - 1 mysz) Potwierdzenie B ot\{wer Zenie +— Dawka 200 mg/kg/dz (kolejna — 1 mysz)
tej dawkina 3 niiszej dawkina 3
toksyczno myszach - MTD myszach - MTD nietoksyczna
v
v
nietoksyczna toksyczne 2
Dawka 5 mg/kg/dz (kolejna ~ 1 mysz) > jw. - Dawka 500 mg/kg/dz (kolejna — 1 mysz)
jw.
toksyczna nietoksyczna
v
v
nietoksyczna toksyczno :
Dawka 2,5 mg/kg/dz (kolejna — 1 mysz) — - jw. jw. e Dawka 1000 mg/kg/dz (kolejna = 1 mysz)
toksyczna nietoksyczna
¥ toksyczna M )
Dawka 1,25 mg/kg/dz (kolejna — 1 mysz) jw, Dawka 2000 mg/kg/dz (kolejna = 1 mysz)
nietoksyczna nietoksyczna
v v
Potwierdzenie Potwierdzenie
dawki 1,25 mg/kg/dz dawki 2000 mg/kg/dz
na 3 myszach - MTD na 3 myszach - MTD

Schemat 3: Sposéb wykonania badan MTD.
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Tabela 19: Wyniki z badan aktywnosci, stabilno$ci, rozpuszczalno$ci oraz przepuszczalno$ci przez blony dla

zwigzkow referencyjnych oraz wiodacych

Rozp. Stabilnos$¢
IC Rozp. . Stabilnos¢ Stabilnos¢
%0 wpH | chemiczna ] . Przep.
log P 0 metabolicza | metabolicza
Struktura zwiazku | FIt3 wpH 7.4 [% u ludzi u myszy IAM
P 4.5 [UM] degradacja
[nM] [UM] po 24h w
pH 7.4]
s
Zwiazek
referencyjny | . 1o b 0.250 | 4.48 | 500 | 439 0 17 45.6
32 o
Zwiazek e
referencyjny N*b 0.442 | 448 | 500 | 256 0 11.3 435
Zwiazek N
wiodacy M*b 2.324 | 3.05 | 35.7 1 1.68 16,3 62.3 8.08
69 o
Zwiazek ~
. S
wiodacy . 0.943 | 376 | 500 | 323.1 0 20.1 48.3 5.88
NNNJ\N/N\
129 O
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Z Kolei ponizsza tabela przedstawia wyniki testow dla jednego z wybranych zwigzkoéw

wiodacych oraz jednego referenta, przeprowadzonych na modelach komorkowych takich jak:
KASUMI-1, NOMO-1 oraz MOLM-13.

Tabela 20: Wyniki badan na modelach komorkowych

KASUMI-1 NOMO-1 MOLM-13
D
L
Zwiqzek A
= AT 0.107 9.061 0.0128
referencyjny b
/oy
Vi
: . T
Zwiqzek wiodgcy — Ty 2.543 13.1 0.135

o“‘OA
2

Analizujac powyzsze dane wyraznie wida¢ 1z zwiazek wiodacy jest najbardziej aktywny wobec
linii komoérkowej MOLM-13 podczas gdy zwiazek referencyjny wykazuje aktywnosé nie tylko
wobec linii komérkowej MOLM-13 ale rowniez wzgledem linii KASUMI-1.
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4, Czes¢ doswiadczalna
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4.1. Synteza nowo opracowanych czasteczek

Zwiazki syntezowalam z wykorzystaniem gtownie metod klasycznych. W niektorych
przypadkach w celu przy$pieszenia prac syntetycznych korzystatam z technologii
mikrofalowej. Do reakcji uzywatam substratow komercyjnie dostepnych. Reakcje, ktore
wymagaty bezwodnych warunkow przeprowadzalam w atmosferze argonu. Postep reakcji
kontrolowatam przy uzyciu cienkowarstwowej chromatografii wykonywanej na ptytkach
pokrytych zelem krzemionkowym (zel Kiesel F254) 1 wizualizowatam za pomocg lampy UV
(lampa ultrafioletowa (A =254 nm)). Do kontroli postepu reakcji stosowatam takze spektrometr
masowy (LC-MS) oraz UPLC. Widma masowe z elektrorozpylaniem (ES-MS) monitorowane
byly za pomoca kompaktowego spektrometru masowego (Advion) lub kwadrupolowego
spektrometru masowego (LC-MS) 6130 Agilent w trybie ESI lub APCI. Dane widmowe

rejestrowane byty jako warto$ci m/z.

Produkty reakcji gléwnie oczyszczatam za pomoca chromatografii kolumnowe;j
z wykorzystaniem odpowiednio dobranego zloza. W tym celu korzystatam z zelu
krzemionkowego firmy Merck 60 (230-400 mesh ASTM) jak rowniez z systemu typu FLASH.

Oprocz technik chromatograficznych wykorzystatam réwniez filtracj¢ oraz krystalizacje.

Struktura oraz czysto$¢ zwigzkdéw potwierdzana byla za pomoca magnetycznego
rezonansu jadrowego (*H, ¥C NMR) oraz chromatografii cieczowej ze spektrometrem
masowym (LC-MS). Wszystkie zwigzki posiadaja odpowiednig czystos¢ HPLC powyzej 95%.
Widma protonowe *H NMR wykonywane byty na spektrometrze Varian Inova 300 NMR lub
spektrometrze Bruker DRX 500 NMR z *H obserwowanym, odpowiednio, przy 300 MHz, 500
MHz lub 600 MHz. Widma C NMR wykonywano na spektrometrze Varian Inova 300 NMR
lub 500 NMR z ¥C obserwowanym przy odpowiednio 75 MHz lub 125 MHz. Przesuniecia
chemiczne (5) dla widm 'H i C NMR wyrazone zostaly w (ppm). W analizach wzorcem

wewnetrznym byt tetrametylosilan TMS (6 0,00 ppm).

Skroty obecne na widmach NMR-owych opisujg multipletowos$¢ sygnatow:
s (singlet),

d (dublet),

t (triplet),

m (multiplet),
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dd (dublet dubletow),
dt (dublet tripletu),
g (kwartet)

Jednostkg statej sprzgzenia (J) byty herce [Hz]. Jako rozpuszczalnik stosowany byt:
chloroform-d lub dimetylosulfotlenek-de.

Syntez¢ nowych pochodnych realizowatam w oparciu o opracowang przez Uniwersytet

Potnocnej Karoliny o§mio-etapowa $ciezke syntezy dla zwigzku UNC2025 (Schemat 4).

NH,
@ | Vo
o _ )il
O\ =1 O\ N &y
Br OH NH NH Si TBAF

Cl N
N7 — =N\ o
o 0 B = o
J\ ) vPeNELIPADTC S B Pd(PPhy, PP, Cul N THF, 65 °C
cl N )\\ Et;N, toluen, 60 °C )\\
P = B
Cl N ’;OH

potprodukt 34 potprodukt 35 potprodukt 36

N‘% NS N7
CIJ\N/ N J\ =
cl N N N
_ TBSCI, imidazol NBS BunH,
DMF, rt DMF, rt IPA, 95°C

N ./
Si N/ N/
A N S
potprodukt 37 potprodukt 38 potprodukt 39
N NT
N, N

N\\

Pd(PPhy),, K,CO,, 100 °C NN N 4N HCl w dioksanie

MeOH/DCM, rt /\/\NHJ\N/ N

\ =z
><S|\ OH

UNC2025

Schemat 4: Sciezka syntezy inhibitora UNC2025.

Zgodnie z Schematem 4, pochodne pirymidyny otrzymywatam na drodze

aromatycznego podstawienia nukleofilowego w pozycji 4 zwigzku 5-bromo-2,4-
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dichloropirymidyny natomiast dalsza reakcja sprzggania Suzuka lub Sonogashiry w pozycji 5
oraz aromatyczne podstawienie nukleofilowe w pozycji 2 pozwolita mi na otrzymanie nowych
zwigzkoéw. Z kolei pochodne pirolopirymidyny uzyskiwatam na drodze 5 etapowej syntezy tj.
aromatycznego aminowania, krzyzowego sprz¢gania Sonogashiry, cyklizacji, wprowadzenia
grupy zabezpieczajacej oraz bromowania. Kolejne aminowanie, reakcje krzyzowego
sprz¢gania Suzuka lub Sonogashiry oraz odbezpieczenie grup zabezpieczajacych umozliwity
mi uzyskanie szeregu strukturalnych modyfikacji. W trakcie prowadzenia prac syntetycznych
sprzeganie Suzuki oraz Sonogashira nalezaly do najwazniejszych reakcji, poniewaz dzigki nim

uzyskatam nowe struktury potencjalnych inhibitorow FLT3.

Krzyzowe sprzeganie Suzuka

Znana jest takze jako reakcja krzyzowego sprzegania Suzuki-Miyaura, w wyniku
ktorego tworzy sie wigzanie wegiel-wegiel (C-C). Sprzeganie zachodzi pomiedzy halogenkiem
arylowym (elektrofil) a organoboranami (nukleofil) w obecnosci katalizatora, ligandu oraz
wodnej zasady. W reakcji tej mozna wykorzysta¢ nie tylko pochodne arylowe ale réwniez:
alkany, alkeny oraz alkiny. Dodatkowo mozna zastosowac nie tylko kwasy boroorganiczne
ale rOwniez estry czy nawet trifluoroborany potasu. Reakcja Suzuki rozpoczyna si¢ (Schemat
5) od utworzenia kompleksu katalizator-ligand do ktorego w wyniku addycji oksydacyjne;j
wprowadzany jest organiczny elektrofil. Nastepnie dochodzi do transmetalacji, podczas ktorej
do kompleksu wprowadzany zostaje organoborowy nukleofil. Z kolei w wyniku reduktywnej
eliminacji produkt reakcji zostaje oddzielony od kompleksu katalizator-ligand. W trakcie tej
reakcji katalizator zmienia swoj stopien utlenienia po to aby przytaczy¢ elektrofil a nastgpnie
ulega redukcji. Do tego typu przemiany chemicznej wykorzystuje si¢ najczesciej katalizator
palladowy, ktory jest utleniany z Pd(0) do Pd(II) a p6zniej ulega redukcji i z powrotem wraca
do Pd(O). Ponadto niezbedna jest obecno$¢ zasady aby przeksztalci¢c kwas boronowy
w bardziej reaktywne organoborany, ktore z kolei ulegaja sprzeganiu z elektrofilem. Pod
wzgledem mechanizmu, sprzgganie Suzuki, wykazuje duze podobienstwo do procesu Stille'a
oraz sprzggania Negishiego. W sprzeganiu Stille'a 1 Negishiego wykorzystuje si¢ przede
wszystkim cynoorganiczne reagenty. Procesy te roznig si¢ od reakcji Suzuka brakiem

koniecznosci aktywacji przez zasade zwigzku boroorganicznego. 41142
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Schemat 5: Mechanizm reakcji Suzuka.'*?
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rozpuszczalnik

Schemat 6: Przyktad krzyzowego sprzegania Suzuki-Miyaura. (4

Sprzeganie Suzuki ma wiele zalet w porownaniu z innymi reakcjami sprzggania bowiem
wykorzystywane zwigzki organoboranowe sa mniej toksyczne i odporne na ciepto, tlen czy
wode. Z kolei tworzace si¢ w trakcie reakcji produkty uboczne tatwo mozna oddzieli¢ od
oczekiwanego produktu na drodze ekstrakcji lub chromatografii. Dzigki tym wiasciwoSciom
krzyzowe sprzgganie Suzuki ma szerokie zastosowanie nie tylko w procesach chemicznych ale

rowniez w przemysle farmaceutycznym (Schemat 6). 142
Sprzeganie Sonogashiry

Reakcja Sonogashiry opracowana zostata w 1975 roku przez Sonogashire i Hagihara.
Stosowana byta do produkcji lekow, produktéw naturalnych, w chemii polimeréw oraz
nanochemii. Podobnie jak reakcja Suzuki stosowana jest do tworzenia wigzania C-C pomigdzy

arylowymi lub winylowymi halogenami a terminalnymi alkinami w obecnosci katalizatora
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palladowego, miedzi (I) jako tzw. ko-katalozatora oraz zasady aminowej. Sonogashira i
Hagihara udowodnili iz zastosowanie jodku miedzi (I) w ilo$ciach katalitycznych nie tylko
przyspiesza reakcje ale dodatkowo umozliwia przeprowadzenie procesu alkinylowania juz w
temperaturze pokojowej.!*314) 7 reguly sprzeganie Sonogashiry wymaga bezwodnych
warunkow. Jednak dotychczas opracowano wiele procedur, w ktorych spetnienie powyzszego
wymogu nie jest konieczne. Przyktadowa reakcja Sonogashiry zostata przedstawiona ponizej
(Schemat 7).14°

X
. — . _ (PhpLPcl A Rl
— R Cul, R,N

Schemat 7: Przyktad sprzegania Sonogashiry.'%

Reakcja ta przebiega na drodze dwoch cykli katalitycznych: palladowego
I miedziowego. W cyklu palladowym powstaje wigzanie wegiel-wegiel poprzez uformowanie
w pierwszej kolejno$ci aktywnej postaci kompleksu palladowego zapisywanego jako
(Pd(0)L2). Kolejny etap to utleniajaca addycja, ktora uwazana jest za najwazniejsza bowiem
decyduje o szybkosci przebiegu calego procesu Sonogashiry. Nastepnie dochodzi do
transmetalacji, w wyniku ktorej generowany jest produkt posredni, ktory w dalszej kolejnosci
ulega izomeryzacji cis/tras a finalnie redukcyjnej eliminacji, ktorej nastgpstwem jest finalny
produkt. Z kolei cykl miedziowy zaangazowany jest w aktywacje reagenta acetylenowego,

ktory z kolei bierze udziat w transmetalacji cyklu palladowego (Schemat 8).146
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Schemat 8: Mechanizm reakcji Sonogashiry.146
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4.2. Opis syntezy pochodnych pirymidynowych oraz pirolopirymidynowych
4.2.1. Opis syntezy pochodnych pirymidynowych

Synteza pétproduktu 34, 4-((5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino)cykloheksan-1-ol

Do roztworu 2,4-dichloro-5-bromopirymidyny (0.258 g, 1.11 mmol) i N,N-
diizopropyloetyloaminy (0.185 g, 1.43 mmol) w bezwodnym alkoholu izopropylowym (1 mL)
powoli dodano w temperaturze 0 °C roztwor trans-4-aminocykloheksanol (0.140 g, 1.18 mmol)
rozpuszczony w bezwodnym alkoholu izopropylowym (1 mL). Mieszaning reakcyjna przez
3 godziny mieszatam w temperaturze 0 °C a nastgpnie pozwolitam jej na osiagnigcie
temperatury pokojowej, w ktorej mieszanie kontynuowane byto przez noc. Postgp reakcji
kontrolowatam przy uzyciu TLC na zelu krzemionkowym w ukladzie (octan etylu/heptan 1:1
v/v). Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostatos$¢ rozpuscitam w octanie etylu (50 mL), przemytam woda (3 x 20 mL) i solankg (50
mL). Wysuszytam nad bezwodnym siarczanem sodu (Na:SOas) i zatezylam. Otrzymany
bladozotty olej oczyszczalam przy uzyciu systemu chromatograficznego typu FLASH (eluent:
heptan /octan etylu). Oczekiwany produkt eluowat przy 30% octanu etylu. Uzyskatam czysty
polprodukt 34 w postaci biatego osadu (210 mg, 61.7%).

MS-APCI: m/z 307.6 [M+H]

'H NMR (600 MHz, CDCls3): 6 8.11 —8.06 (m, 1H), 5.32 — 5.25 (m, 1H), 4.04 — 3.93 (m, 1H),
3.71-3.61 (m, 1H), 2.15 - 2.07 (m, 2H), 2.04 — 1.98 (m, 2H), 1.64 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 1.52 —
1.43 (m, 2H), 1.37 — 1.26 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz,CDCls): 8 159.50 (s), 158.83 (s), 156.46 (s), 103.03 (s), 69.68 (s), 49.36
(s), 33.74 (s), 30.49 (s).

Ze wzgledu na nakladanie sic sygnalow od cykloheksanolu na widmie *C nie wszystkie

sygnatly sg widoczne.
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4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol, (40)

Ogolna procedura (1) reakcji N-aminowania

HO/I,O\
NH
Br
NT N
A
SNTSNNH N

Do kolbki odwazytam 4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4ylo)amino]cykloheksan-1-ol
(9.99 g, 32.6 mmol) nastepnic dodatam n-butyloaming (23 mL, 231 mmol), N,N-
diizopropyloetyloaming (8.9 g, 66.8 mmol) oraz 60 mL izopropanolu. Po dodaniu wszystkich
reagentow mieszanie kontynuowalam przez 24h w temperaturze 95 °C Postep reakcji
kontrolowatam przy uzyciu TLC na zelu krzemionkowym w ukltadzie (chlorek
metylenu/metanol 95:5 v/v). Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowatam pod
zmniejszonym ci$nieniem. Wykonatam ekstrakcj¢ z chlorkiem metylenu. Otrzymang warstwe
organiczng przemylam nasyconym roztworem NaCl (200 mL) a nastgpnie suszylam nad
NaSOs4. Po oddzieleniu $rodka suszacego i odparowaniu nadmiaru rozpuszczalnika pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymany surowy produkt oczyszczany byt za pomoca systemu
FLASH (eluent: chlorek metylenu /metanol). Oczekiwany produkt eluowal przy 2% metanolu.

Uzyskatam czysty zwigzek w postaci jasnego osadu (6.17 g, 55.2%).

MS-APCI: m/z 344.5 [M+H]"

IH NMR (400 MHz, CDClz): & 7.82 (s, 1H), 4.89 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.96 — 3.80 (m, 1H),
3.65 (tt, J = 10.5, 4.2 Hz,1H), 3.30 (td, J = 7.1, 5.9 Hz, 2H), 2.11 (ddd, J = 7.8, 2.8, 1.4 Hz, 2H),
2.03 - 1.97 (m, 2H), 1.58 — 1.50 (m, 2H), 1.47 — 1.34 (m, 4H), 1.32 — 1.20 (m, 2H), 0.92 (t, J =
7.3 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCI3): § 161.27 (s), 157.70 (s) , 155.88 (s), 69.86 (s), 48.93 (s), 41.50
(s), 34.04 (s), 31.94 (s), 30.71 (s), 20.22 (s), 13.95 (5).

Z uwagi na nakladanie si¢ sygnaléow od cykloheksanolu na widmie *C nie wszystkie sygnaty

sg widoczne.

Stosowanie powyzszej metody umozliwia otrzymanie szeregu innych produktow N-

aminowania, dlatego tez okreslitam ja jako procedurg (1).
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Kolejne reakcje 4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-olu (40)
z alkinami katalizowane palladem na przyktad Pd(PPhs)s przy uzyciu Cul, trietyloaminy jako
zasady oraz DMF jako rozpuszczalnika umozliwiajg otrzymanie pochodnych o wzorze
og6élnym (I1l) przedstawionym na ponizszym schemacie. Metode tg okreslitam jako ogodlng
procedure (2).

Z kolei reakcje 4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-ylo]Jamino}cykloheksan-1-olu (40)
z roznymi kwasami badz estrami boronowymi w obecnosci katalizatora palladowego 1 zasady
jak weglan cezu oraz dioksan jako rozpuszczalnik pozwalajg na otrzymanie pochodnych o

wzorze ogolnym (IV ) (Schemat 9). Metode¢ tg nazwatam jako ogdlng procedure (3).

B Q
NH
R
Ho,"' 3 N Jl\ =
//R NH N
NH / waor ogdlny (1T

Br

ng o ",
J\/

wzor ogdlny (IV)

Schemat 9: Metody przygotowania zwigzkéw o wzorach ogdlnych (111§ 1V).

Ogolna procedura (2) pozwalajgca na otrzymanie zwigzkow o wzorze ogdlnym (III)

dotyczy krzyzowego sprzegania Sonogashiry.

Do roztworu 4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-ylo]Jamino}cykloheksan-1-olu (1 eq)
w DMF dodawatam odpowiedni acetylen (3 eq), trietyloaming (5 eq),
bis(trifenylofosfino)pallad (0.1 eq) i jodek miedzi (0.1 eq). Mieszaning reakcyjng mieszalam
w temperaturze 90 °C przez 12 godzin. Postep reakcji monitorowalam za pomocg analizy TLC.

Nastepnie mieszaning reakcyjng rozcienczytam poprzez dodanie wody i wykonatam ekstrakcje
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z dichlorometanem. Otrzymang warstw¢ organiczng przemywatam nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu oraz solankg. Nastepnie suszylam ja nad siarczanem (VI) sodu,
przesaczytam i odparowalam nadmiar rozpuszczalnikow pod zmniejszonym ci$nieniem.
Surowe produkty oczyszczatam metodg chromatografii kolumnowej, uzyskujac pozadane
zwiazki o wzorze (III).

Ogolna procedura (3) pozwalajgca na otrzymanie zwigzkéw o wzorze ogdlnym (IV)
dotyczy reakcji Suzuki.
Do roztworu 4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-olu (1 eq)
w mieszaninie dioksan/woda (4:1, v/v) dodawatam odpowiedni kwas badzZ ester boronowy (3
eq), tetrakis(trifenylofosfino)pallad (0.1 eq) i weglan cezu (3 eq). Mieszaning reakcyjng
mieszatam w temperaturze 100 °C przez 12 godzin. Postep reakcji monitorowatam za pomoca
analizy TLC. Nastgpnie mieszaning reakcyjng rozcienczytam poprzez dodanie wody
i wykonatam ekstrakcje z dichlorometanem. Otrzymang warstwe organiczng przemywatam
nasyconym roztworem wodorowgglanu sodu oraz solanka. Nastepnie suszylam ja nad
siarczanem (VI) sodu, przesagczylam i odparowatam nadmiar rozpuszczalnikéw pod
zmniejszonym ci$nieniem. Surowe produkty oczyszczalam metoda chromatografii

kolumnowej, uzyskujac pozadane zwigzki o wzorze (IV).

1-{3-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]amino}pirymidyn-5-ylo]prop-
2-yn-1-ylo}piperydyn-4-on, (41)

HO,,
L.
N
Z )
1y~ LA
N N/

Tytutlowy zwigzek syntezowatam zgodnie z procedurg (2) w postaci jasnego osadu (33.5 mg,

14.3%).
MS-APCI: m/z 401.0 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDsOD): § 7.76 (d, ] = 4.5 Hz, 1H), 4.02 — 3.90 (m, 1H), 3.68 (s, 1H),
3.62 — 3.54 (M, 1H), 3.52 (s, 1H), 3.35 — 3.27 (m, 2H), 2.94 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.66 (dd, J =
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9.7,5.7 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.12 — 1.88 (m, 4H), 1.82 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 1.65 —
1.48 (m, 2H), 1.49 — 1.28 (m, 6H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30OD): § 206.54 (s), 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (s), 86.40
(s), 72.03 (), 70.89 (s), 52.18 (s), 50.86 (5), 50.54 (s), 41.53 (5), 39.59 (s), 32.73 (s), 32.33 (5),
30.87 (s), 30.22 (s), 29.82 (5), 20.23 (s), 14.02 ().

4-{3-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]Jamino}pirymidyn-5-ylo]prop-
2-yn-1-ylo}-1'6-tiomorfolina -1,1-dion, (42)

L
NH

P N
oy~ Uk
/\/\NHJ\ @

N

Powyzszy zwigzek powstal w oparciu o procedure (2) w postaci zottego osadu (267 mg, 75%).

MS-APCI: m/z 436.7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD3OD): & 7.78 (s, 1H), 4.11 — 3.82 (m, 1H), 3.73 (s, 2H), 3.67 — 3.50
(m, 1H), 3.40 — 3.25 (M, 6H), 3.24 — 3.03 (m, 8H), 2.17 — 1.84 (m, 4H), 1.69 — 1.50 (m, 2H),
1.49 — 1.29 (m, 6H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D): § 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (), 86.40 (s), 72.03
(s), 70.89 (), 52.81 (s), 52.41 (s), 52.18 (5), 47.31 (), 47.09 (s), 41.53 (s), 39.69 (5), 32.73 (),
32.33 (s), 30.87 (), 30.22 (S), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 ().

(1r,4r)-4-{]2-(butyloamino)-5-[3-(metoksymetoksy)-3-metylobut-1-yn-1-ylo]pirymidyn-4-
yloJamino}cykloheksan-1-ol, (43)

HO,, ro
[ l o
NH

NT N
A
NN
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Powyzszy zwigzek zsyntezowalam zgodnie z opisang powyzej procedurg (2) w postaci zoltej
substancji oleistej (170 mg, 26%).
MS-APCI: m/z 391.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 7.93 (d, J = 26.3 Hz, 1H), 5.74 (s, 1H), 5.08 — 4.85 (m, 2H),
4.08 - 3.86 (m, 1H), 3.78 — 3.64 (m, 1H), 3.50 — 3.45 (m, 3H), 3.45 - 3.35 (m, 2H), 2.22 - 1.99
(m, 4H), 1.66 — 1.56 (m, 8H), 1.54 — 1.39 (m, 4H), 1.32 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3
Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 100.87 (s), 92.33 (s), 91.17
(s), 70.83 (d, J = 14.6 Hz), 67.35 (s), 55.45 (S), 52.18 (S), 41.53 (), 32.73 (s), 32.33 (5), 31.07
(s), 30.52 (s), 30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (5).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[2-(3,5-dimetoksyfenylo)etynylo]pirymidyn-4-ylo]Jamino}-
cykloheksan-1-ol, (44)

B O\

NH

N7 N

A
/\/\NH N

Tytutlowy zwigzek powstal w oparciu o procedure (2) w postaci jasnozottego osadu ( 450 mg,
57.3%)

MS-APCI: m/z 425.6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 7.98 (s, 1H), 6.68 — 6.54 (m, 2H), 6.51 — 6.36 (m, 1H), 5.27 —
5.09 (m, 1H), 4.09 — 3.85 (m, 1H), 3.81 (d, J = 4.4 Hz, 6H), 3.75 — 3.62 (m, 1H), 3.40 (td, J =
7.1, 6.0 Hz, 2H), 2.24 — 1.96 (m, 4H), 1.68 — 1.53 (m, 2H), 1.53 — 1.37 (m, 4H), 1.36 — 1.22 (m,
2H), 1.00 — 0.84 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): & 168.98 (s), 160.80 (s), 159.44 — 159.23 (m), 153.02 (s), 124.68
(s), 106.12 — 105.72 (m), 102.85 (s), 100.87 (s), 91.46 (s), 88.30 (s), 70.89 (s), 56.23 (s), 55.83
(s), 52.18 (s), 41.53 (s), 32.73 (s), 32.33 (5), 30.87 (5), 30.22 (5), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (5).
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(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[2-(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-ylolJamino}cyklo-
heksan-1-ol, (45)

HO/,I O\
\
NH Si/

NT N
NN Jl\/
NH N

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci intensywnie
z6ttego osadu (420 mg, 12.8%).

MS-APCI: m/z 361.5 [M+H]

IH NMR (600 MHz, CDCls): § 7.92 (s,1H), 5.12 (d, J = 5.7 Hz,2H), 3.88 (d, J = 6.8 Hz, 1H),
3.67 (tt, J = 10.4, 4.2 Hz, 1H), 3.34 (td, J = 7.1, 5.9 Hz, 2H), 2.13 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 2.00 (dt,
J=7.9, 45 Hz, 2H), 1.56 — 1.51 (m, 2H), 1.47 — 1.34 (m, 4H), 1.25 (dt, J = 9.9, 8.9 Hz, 2H),
0.92 (dd, J = 8.6, 6.1 Hz,3H), 0.22 — 0.21 (m, 9H).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 5 161.88 (s), 160.79 (s), 158.04 (s), 158.01 (s), 101.50 (s),
99.38 (s), 69.93 (s), 48.65 (s), 41.31 (s), 33.99 (s), 32.02 (5), 30.66 (s), 20.28 (s), 13.98 (s), 0.30
(s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-{2-[4-(morfolino-4-karbonylo)fenylo]etynylo}pirymidyn-4-
ylo]Jamino}cykloheksan-1-ol, (46)

O

HO,,“ ||
L -
NH bo

NT N
A
N

Tytutowy zwiazek syntezowalam zgodnie z procedurg (2) w postaci zottego osadu (88.4 mg,

25.4%).
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MS-APCI: m/z 478.6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCla): & 7.52 — 7.46 (m, 2H), 7.42 — 7.36 (m, 2H), 5.22 (s, 1H), 4.06 —
3.89 (m, 1H), 3.70 (s, 9H), 3.42 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 2.83 (s, 1H), 2.11 (dd, J = 39.4, 11.2 Hz,
4H), 1.60 (dt, J = 14.8, 7.3 Hz, 2H), 1.41 (dd, J = 14.8, 7.3 Hz, 4H), 1.26 (d, J = 3.0 Hz, 2H),
0.96 (dd, J = 8.1, 6.4 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): § 170.36 (s), 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 135.68 (s), 132.82
~132.61 (m), 128.85 — 128.63 (m), 122.94 (s), 100.87 (s), 92.39 (s), 86.55 (s), 70.89 (5), 67.41
— 67.01 (m), 52.18 (s), 44.59 (s), 44.20 (S), 41.53 (s), 32.73 (5), 32.33 (5), 30.87 (3), 30.22 (S),
29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

4-{[2-(butyloamino)-5-[3-(4-metanosulfonylopiperazyn-1-ylo)prop-1-yn-1ylo]pirymidyn-
4-ylo]amino}cykloheksan-1-ol, (47)

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci bragzowego osadu
(10 mg, 2%).

MS-APCI: m/z 465.6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 7.82 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 5.72 (s, 1H), 4.53 (d, ] = 4.5 Hz,
1H), 3.83 (ddd, J = 11.3, 8.0, 3.7 Hz, 1H), 3.59 (s, 2H), 3.49 — 3.35 (m, 1H), 3.25 — 3.17 (m,
2H), 3.18 — 3.04 (m, 4H), 2.87 (s, 3H), 2.67 — 2.54 (m, 4H), 1.86 (s, 4H), 1.47 (d, J = 7.0 Hz,
2H), 1.40 — 1.24 (m, 6H), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (s), 86.40 (s), 72.03
(s), 70.89 (s), 53.30 (s), 52.90 (s), 52.18 (s), 45.16 (s), 44.85 (s), 41.53 (s), 39.61 (s), 32.73 (3),
32.33 (s), 30.87 (5), 30.22 (s), 29.82 (5), 20.23 (s), 14.02 (s).
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1-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]lamino}pirymidyn-5-ylo]etan-1-
on, (48)

HO,,
I

AN

~

N
|
/\/\NHJ\N

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci biatego osadu
(89.1 mg, 35%).

MS-APCI: m/z 307.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD30D) § 8.51 (s, 1H), 4.06 (s, 1H), 3.66 (s, 1H), 3.42 (t, ] = 7.2 Hz,
2H), 2.43 (s, 3H), 2.16 (s, 2H), 2.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 1.72 — 1.54 (m, 2H), 1.53 — 1.30 (m,
6H), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD) § 198.37 (s), 163.42 (s), 163.30 (s), 162.16 (s), 143.81 (s), 105.58
(s), 70.29 (s), 42.02 (s), 34.61 (s), 32.79 (s), 31.35 (5), 25.72 (s), 21.20 (s), 14.23 (s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[2-(1H-pirazol-4-ilo)etynylo]pirymidyn-4-yloJamino}cyklo
-heksan-1-ol, (49)

Tytutowy zwiagzek otrzymalam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci zoltego osadu
(53.3 mg, 15 %).
MS-APCI: m/z 355.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 13.10 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 6.91
(s, 1H), 5.85 (d, J = 43.7 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.43 (dd,
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J=14.4,10.3 Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 13.4, 6.7 Hz, 2H), 1.89 (s, 4H), 1.62 — 1.17 (m, 8H), 0.92
(t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de): 5 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 134.53 (s), 133.46 (3),
100.87 (s), 99.78 (s), 91.30 (s), 74.52 (s), 70.89 (s), 52.18 (s), 41.53 (s), 32.73 (s), 32.33 (5),
30.87 (s), 30.22 (), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 ().

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[2-(tiofen-2-ylo)etynylo]pirymidyn-4-ylo]Jamino}cyklohe-
ksan-1-ol, (50)

N

HO,,
L.
NN AN S
A \
NS W /
Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci brazowego osadu
(90 mg, 24%).

MS-APCI: m/z 371.6 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.00 (s, 1H), 7.28 (dd, J = 5.2, 1.2 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 3.6,
1.2 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 5.2, 3.6 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 1H), 3.68 (s, 1H),
3.39 (dd, J = 13.0, 7.0 Hz, 2H), 2.15 (d, J = 12.4 Hz, 2H), 2.03 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 1.58 (m,
2H), 1.39 (m, 6H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): 5 168.98 (), 160.80 (s), 153.02 (s), 135.08 (s), 134.24 (s), 129.07
(s), 122.84 (s), 100.87 (s), 82.84 (s), 71.13 (s), 70.89 (s), 52.18 (5), 41.53 (s), 32.73 (), 32.33
(s), 30.87 (), 30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 ().
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N-{4-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]amino}pirymidyn-5-ylo]-2-
metylobut-3-yn-2-ylo}-3, 5-dichlorobenzamid, (51)

Powyzszy zwiazek otrzymatam w oparciu o procedurg (2) w postaci zottego osadu (150 mg,

29%).
MS-APCI: m/z 519.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCla): § 7.86 (s, 2H), 7.85 (s, 1H), 7.45 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 5.11 (d, J
= 7.2 Hz, 1H), 5.07 (s, 1H), 4.07 — 3.94 (m, 1H), 3.71 — 3.59 (m, 1H), 3.39 (g, J = 13.0, 7.0 Hz,
2H), 2.18 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 2.00 (d, J = 10.4 Hz, 2H), 1.51 (d, J = 51.5 Hz, 6H), 1.38 (s,
6H), 1.21 (g, J = 21.5, 11.7 Hz, 2H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): § 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 135.08 (s), 134.24 (s), 129.07
(s), 122.84 (s), 100.87 (), 82.84 (s), 71.13 (s), 70.89 (s), 52.18 (s), 41.53 (s), 32.73 (s), 32.33
(s), 30.87 (), 30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (5), 14.02 (5).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-(3-hydroksy-3-metylobut-1-yn-1-ylo)pirymidyn-4-ylo]-
amino}cykloheksan-1-ol, (52)

HO/, O\
NH

NT N
A
/\/\NH N

Tytutowy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci kremowego osadu
(120 mg, 35 %).

MS-APCI: m/z 347.5 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CDCls): & 7.95 (s, 1H), 5.04 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.97 (s, 1H), 3.90 (m,
1H), 3.68 (m, 1H), 3.36 (dd, J = 13.0, 7.0 Hz, 2H), 2.13 (d, J = 12.4 Hz, 2H), 2.02 (d, J = 10.1
Hz, 2H), 1.60 (s, 6H), 1.57 — 1.22 (m, 8H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 5 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 100.87 (s), 92.92 (s), 73.83
(s), 70.89 (s), 64.57 (s), 52.18 (5), 41.53 (s), 32.73 (5) ,32.32 (s), 30.87 (5), 30.22 (5) , 29.82 (),
20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[(3R)-3-hydroksyokt-1-yn-1-ylo]pirymidyn-4-yloJamino}-
cykloheksan-1-ol, (53)

Powyzszy zwigzek otrzymatam w oparciu o procedure (2) w postaci pomaranczowego osadu
(96.9 mg, 28.5%).

MS-APCI: m/z 389.6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 7.96 (s, 1H), 5.10 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 4.58 (t, J = 6.5 Hz, 1H),
3.91 (s, 1H), 3.67 (t, J = 10.4 Hz, 1H), 3.36 (dd, J = 13.1, 6.8 Hz, 2H), 2.12 (d, J = 11.5 Hz,
2H), 2.02 (d, J = 12.1 Hz, 2H), 1.86 — 1.67 (m, J = 13.1, 6.5 Hz, 2H), 1.61 — 1.24 (m, J = 30.3,
27.0,18.9, 8.4 Hz, 15H), 0.98 — 0.84 (m, 6H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 169.15 (s), 160.39 (s), 153.03 (s), 100.15 (s), 93.19 (s), 74.48
(s), 70.89 (s), 61.67 (s), 52.18 (s), 41.53 (5), 37.76 (), 32.73 (s), 32.33 (s), 31.51 (s), 30.87 (5),
30.22 (s), 29.82 (s), 25.34 (5), 22.94 (s), 20.23 (s), 14.13 (s), 13.81 ().

128



N-{3-[2-(butyloamino)-4-{[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]amino}pirymidyn-5-ylo]-
prop-2-yn-1-ylo}tiofeno-3-sulfonamid, (54)

HO,,
. .
Q
NH
—0
NN = NH’%\/
/Q [¢]
//)NH =

N

Tytutowy zwigzek otrzymatam postgpujac zgodnie z procedurg (2) w postaci pomaranczowego
osadu (100 mg, 21.5 %).
MS-APCI: m/z 464.7 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CD30OD): & 8.15 (dd, J = 3.1, 1.3 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.62 — 7.59 (m,
1H), 7.43 (dd, J = 5.2, 1.3 Hz, 1H), 4.05 (s, 2H), 3.98 (dd, J = 9.2, 5.6 Hz, 1H), 3.68 — 3.55 (m,
1H), 3.38 — 3.29 (m, 2H), 2.04 (dd, J = 9.0, 5.0 Hz, 4H), 1.67 — 1.54 (m, 2H), 1.50 — 1.37 (m,
6H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDzOD): § 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 141.55 (s), 122.48 (s),
116.05 (s), 99.41 (s), 95.22 (s), 70.89 (s), 61.77 (s), 52.18 (s), 41.53 (s), 32.73 (s), 32.33 (5),
30.87 (s), 29.99 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[3-(4-metylopiperazyn-1-ylo)prop-1-yn-1-ylo]pirymidyn-4-
ylo]amino}cykloheksan- 1-ol, (55)

.
NH

_— N
oy~ Tk
/\/\NHJ\N/

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci pomaranczowego
osadu (90 mg, 22.5%).

MS-APCI: m/z 401.6 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CDCls): & 7.91 (s, 1H), 5.09 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.99 (s, 1H), 3.92 (dd,
J=16.6,9.2 Hz, 1H), 3.68 (td, J = 10.3, 5.1 Hz, 1H), 3.53 (s, 2H), 3.36 (dd, J = 13.0, 7.1 Hz,
2H), 2.66 (s, 4H), 2.53 (s, 4H), 2.32 (s, 3H), 2.12 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 2.02 (d, J = 14.0 Hz,
2H), 1.57 (dt, J = 14.8, 7.2 Hz, 2H), 1.48 — 1.35 (m, 4H), 1.25 (t, J = 14.3 Hz, 2H), 0.94 (t, J =
7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (s), 86.40 (s), 72.03
(s), 70.89 (s), 54.46 (s), 54.06 (s), 52.92 (s), 52.52 (s), 52.18 (s), 45.96 (S), 41.53 (s), 39.69 (S),
32.73 (s), 32.33 (), 30.87 (), 30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[3-(morfolin-4-ylo)prop-1-yn-1-ylo]pirymidyn-4-ylo]-
amino}cykloheksan-1- ol, (56)

RO
NH
/\/\NHJ\N/

Tytutowy zwiazek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci brazowego osadu
(80 mg, 21 %).
MS-APCI: m/z 388.6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCla): § 7.92 (s, 1H), 5.06 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.99 (s, 1H), 3.99 — 3.84
(m, 1H), 3.80 — 3.73 (m, 4H), 3.73 — 3.62 (m, J = 10.3, 6.1 Hz, 1H), 3.53 (s, 2H), 3.37 (dd, J =
13.0, 7.1 Hz, 2H), 2.65 — 2.56 (m, 4H), 2.13 (d, J = 10.4 Hz, 2H), 2.03 (d, J = 13.0 Hz, 2H),
1.62— 1.27 (m, 8H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (s), 86.40 (s), 72.03
(s), 70.89 (s), 68.04 (s), 67.82 (s), 52.18 (5), 51.99 (s), 51.60 (s), 41.53 (s), 39.69 (s), 32.73 (),
32.33 (), 30.87 (5), 30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[3-(metyloamino)prop-1-yn-1-ylo]pirymidyn-4-ylo]-
amino}cykloheksan-1-ol, (57)

HO,/I.
NH
%
N| AN
/\/\NHJ\N/

Powyzszy produkt otrzymatam w reakcji wykonanej zgodnie z procedura (2) w postaci pomaranczowe;j

substancji oleistej (70 mg, 21 %).
MS-APCI: m/z 332.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCI3): & 7.91 (s, 1H), 5.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.99 (s, 1H), 3.92 (dtd,
1=10.9, 7.3, 3.8 Hz, 1H), 3.72 — 3.59 (m, 3H), 3.36 (kw, 2H), 2.52 (s, 3H), 2.13 (d, J = 11.6
Hz, 2H), 2.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 1.62 — 1.51 (m, J = 12.0, 7.3 Hz, 2H), 1.48 —1.33 (m, J =
18.5, 10.1, 3.0 Hz, 6H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 169.23 (s), 159.97 (s), 153.08 (s), 99.41 (s), 83.63 (s), 71.17
(s), 70.89 (s), 52.18 (s), 41.53 (s), 36.45 (s), 35.60 (s), 32.73 (s), 32.33 (s), 30.87 (s), 30.22 (8),
29.82 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-{2-[4-(4-metylopiperazyno-1-karbonylo)fenylo]etynylo}-
pirymidyn-4-ylolJamino}cykloheksan-1-ol, (58)

NT N
A
PN

Tytutowy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci pomaranczowego osadu
(70 mg, 14%)

MS-APCI: m/z 491.7 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, C3Ds0): & 8.00 (d, J = 20.1 Hz, 1H), 7.61 — 7.52 (m, 2H), 7.51 — 7.42
(m, 2H), 4.06 (s, 1H), 3.63 (d, J = 7.2 Hz,4H), 2.89 (d, J = 13.8 Hz, 6H), 2.42 (s, 4H), 2.30 (s,
3H), 2.03 (s, 2H), 1.73 — 1.59 (m, 2H), 1.44 (dt, J = 26.0, 12.9 Hz, 7H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, C3Ds0): 6 170.36 (s), 168.98 (s), 160.80 (s), 153.02 (s), 135.68 (s), 132.82
(s), 132.61 (s), 128.85 (), 128.63 (), 122.94 (s), 100.87 (s), 92.39 (s), 86.55 (s), 70.89 (5),
52.56 (s), 52.34 (s), 52.18 (s), 45.96 (s), 44.50 (s), 44.19 (s), 41.53 (s), 32.73 (S), 32.33 (9),
30.22 (s), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (5s).

(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-[2-(pirymidyn-5-ylo)etynylo]pirymidyn-4-ylo]Jamino}-
cykloheksan-1-ol, (59)

HO,,
.. O
NH N |N
N7
NN Jl\/
NH N

Powyzszy zwiazek uzyskatam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci biatego osadu (3.7
mg, 1.2%)

MS-APCI: m/z 367.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 9.11 (s, 1H), 8.78 (s, 2H), 8.05 (s, 1H), 5.04 (s, 1H), 3.97 (s,
1H), 3.69 (td, J = 10.3, 5.2 Hz, 1H), 3.41 (dd, J = 13.0, 7.0 Hz, 2H), 2.24 — 1.97 (m, 4H), 1.60
(dd, J = 8.5, 6.0 Hz, 4H), 1.41 (dd, J = 14.6, 7.6 Hz, 5H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): & 168.98 (s), 163.85 (s), 160.80 (s), 155.96 — 155.75 (m), 153.02
(s), 113.94 (s), 100.87 (s), 99.12 (s), 86.30 (s), 70.89 (s), 52.18 (s), 41.53 (s), 32.73 (s) , 32.33
(s), 30.87 (s), 30.22 (), 29.82 (s), 20.23 (s), 14.02 (S).

132



(1r,4r)-4-{[2-(butyloamino)-5-{5-metanosulfonylo-4H,5H,6H,7H-tieno[3,2-c]pirydyn-2-
ylo}-pirymidyn-4-yl Jamino}cykloheksan-1-ol, (60)

Powyzszy produkt otrzymatam w wyniku reakcji Suzuki, zgodnie z procedura (3) w postaci
bezowego osadu (257.2 mg, 61.4%).

MS-APCI: m/z 480.7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCl3): & 7.76 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 4.98 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 4.38 (t, ] =
1.5 Hz, 2H), 4.02 — 3.87 (m, 1H), 3.67 — 3.59 (m, 3H), 3.50 — 3.46 (m, 1H), 3.43 — 3.32 (m,
2H), 2.97 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.93 — 2.84 (m, 3H), 2.12 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 2.00 (d, J = 10.6
Hz, 2H), 1.72 (d, J = 10.9 Hz, 2H), 1.59 (ddd, J = 12.0, 8.8, 6.5 Hz, 2H), 1.49 — 1.33 (m, 4H),
0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & 161.82 (s), 159.29 — 158.42 (m), 155.48 (s), 136.13 (s), 132.60
(s), 131.32 (s), 123.12 (s), 69.82 (S), 48.59 (s), 45.35 (S), 43.42 (5), 41.19 (s), 36.60 (S), 33.94
(s), 31.97 (s), 30.61 (s), 29.63 (s), 25.26 (5), 20.13 (s), 13.82 (5).

4-{[2-(butyloamino)-5-(3,6-dihydro-2H-piran-4-ylo)pirymidyn-4-yloJamino}cyklo-
heksan-1-ol, (61)

HO/, O\
NH (0]

NT N
A
NS N
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Powyzszy produkt otrzymatam stosujgc procedure (3) w postaci jasnorézowego osadu (70.3
mg, 23.1%).

MS-APCI: m/z 347.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD3OD): § 7.48 (s, 1H), 5.80 (tt, J = 2.8, 1.6 Hz, 1H), 4.27 (q, J = 2.7
Hz, 2H), 4.01 (dd, J = 9.4, 5.5 Hz, 1H), 3.93 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.61 (dt, J = 10.3, 5.5 Hz, 1H),
2.31(dt, J = 7.2, 2.7 Hz, 2H), 2.02 (ddd, J = 22.3, 10.5, 7.7 Hz, 4H), 1.70 — 1.57 (m, 2H), 1.43
(ddd, J = 17.3, 9.1, 5.2 Hz, 6H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD): § 160.39 (s), 158.82 (s), 151.17 (s), 129.65 (s), 125.32 (s),
109.34 (s), 68.69 (s), 64.51 (s), 63.53 (S), 40.11 (s), 33.15 (s), 31.20 (s), 29.50 (s), 28.18 (s),
19.29 (s), 12.35 ().

4-({2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-[5,5'-bipirymidyn]-4-ylo}amino)cykloheksan-1-ol, (62)

HO,, :

N
NH /l
N
NT N X
A
NTSNH N

Powyzszy zwigzek otrzymatam w wyniku reakcji Suzuki zgodnie z procedurg (3) poprzedzonej
N-aminowaniem potproduktu 34 wykonanego zgodnie z procedura (1) w postaci biatego osadu
(22.1 mg, 22.2%).

MS-APCI: m/z 341.5 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, CDCls): § 9.19 (s, 1H), 8.74 (s, 2H), 7.66 (s, 1H), 5.91 — 5.81 (m, 1H),
5.22 —5.07 (m, 2H), 4.00 (dd, J = 15.2, 7.9 Hz, 1H), 3.64 — 3.54 (m, 1H), 3.54 — 3.46 (m, 2H),
2.83 (s, 3H), 2.48 — 2.34 (m, 2H), 2.10 (t, J = 12.9 Hz, 2H), 2.01 (d, J = 10.9 Hz, 2H), 1.48 —
1.40 (m, 2H), 1.24 (tt, J = 18.2, 9.2 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § 166.77 (s), 158.05 (s), 155.84 (s), 155.39 (s), 147.84 (s),
147.62 (s), 134.10 (s), 130.00 (s), 121.99 (s), 117.05 (s), 70.89 (s), 52.18 (5), 40.12 (s), 33.83
(s), 32.73 (), 32.33 (s), 30.22 (s), 29.82 (5).
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4-({2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[4-(morfolino-4-karbonylo)fenylo]pirymidyn-4-ylo}-
amino)cykloheksan-1-ol, (63)

HO, :

i
NHJ\N/

Tytutowy zwigzek otrzymalam rowniez na drodze reakcji Suzuki przeprowadzonej z

NS

wykorzystaniem procedury (3) poprzedzonej reakcja N-aminowania poétproduktu 34

wykonanej wedtug procedury (1) w postaci bialego osadu (53.5 mg, 40%).
MS-APCI: m/z 452.6 [M+H]

IH NMR (500 MHz, CDCl3): § 7.75 (s, 1H), 7.55 (d, = 8.1 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
5.93 (ddt, J = 17.1, 10.2, 6.8 Hz, 1H), 5.28 — 5.11 (m, 2H), 4.76 (s, 1H), 4.05 (ddg, J = 15.1,
7.8, 3.8 Hz, 1H), 3.71 (ddd, J = 14.7, 10.5, 4.2 Hz, 2H), 3.57 (dd, J = 13.0, 6.6 Hz, 3H), 2.47
(0, J = 6.9 Hz, 2H), 2.24 (s, 1H), 2.15 (t, J = 15.4 Hz, 2H), 2.07 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 1.51 (qd,
J=13.1, 3.4 Hz, 2H), 1.35 (dd, J = 16.5, 6.1 Hz, 4H), 1.24 (td, J = 13.1, 3.0 Hz, 3H), 0.99 —
0.91 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § 170.36 (s), 166.60 (s), 158.31 (s), 155.85 (s), 135.18 (5),
134.47 (s), 134.10 (s), 126.91 (s), 126.69 (s), 125.81 (s), 125.60 (s), 118.20 (s), 117.05 (s),
70.89 (s), 67.41 (s), 67.01 (s), 52.18 (s), 44.59 (s), 44.20 (m), 40.12 (s), 33.83 (s), 32.73 (),
32.33 (s), 30.22 (s), 29.82 (S).
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4.2.2. Opis syntezy otrzymywania pochodnych pirolopirymidynowych
Synteza poélproduktu 35; trans-4-((2-chloro-5-((trimetylosililo)etynylo)pirymidyn-4-ylo)-
amino)cykloheksanol

Do zargonowanej mieszaniny potproduktu 34 (4.10 g, 13.40 mmol) w bezwodnym
toluenie (35 mL) dodatam w temperaturze pokojowej trimetylosililoacetylen (1.32 g, 13 mmol),
jodek miedzi (1) (0.057 g, 0.294 mmol), Pd(PPh3)>Cl> (0.193 g, 0.27 mmol) oraz trietyloaming
(49.80 g, 489 mmol). Po odgazowaniu mieszaniny reakcyjnej rozpoczgtam jej ogrzewanie w
temperaturze 60 °C, ktore kontynuowatam przez Sh. Postep reakcji monitorowatam metoda
TLC na zelu krzemionkowym w uktadzie (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji
wykonatam ekstrakcje za pomocg octanu etylu (400 mL). Warstwe organiczng przemylam
woda destylowang (2 x 300 mL) i solankg (2 x 100 mL) po czym suszytam jg nad bezwodnym
siarczanem sodu (Na:SOs). Po czynnosci tej usungtam nadmiar rozpuszczalnika pod
zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt reakcji oczys$citam przy uzyciu chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (eluent: heptan/octan etylu 1:1 v/v) uzyskujac

oczekiwany zwigzek w postaci jasnozottego osadu (1.636 g, 38.7%).

MS-APCI: m/z 324.9 [M+H]"

IH NMR (600 MHz, CDCls ): & 8.06 (s, 1H), 5.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.04 — 3.93 (m, 1H),
3.71 - 3.64 (m, 1H), 2.19 — 2.09 (m, 2H), 2.05 — 1.97 (m, 2H), 1.64 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 1.53 —
1.44 (m, 2H), 1.32 — 1.26 (m, 2H), 0.26 — 0.24 (m, 9H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3 ): § 162.11 (s), 159.62 (s), 158.12 (s), 106.32 (s), 101.06 (s),
95.96 (s), 69.61 (s), 48.82 (s), 33.61 (), 31.94 (), 30.44 (s), 22.75 (s), 14.17 (), -0.12 (S).
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Synteza poélproduktu 36; trans-4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cyklohe-
ksan-1-ol

Po 15 minutowym argonowaniu roztworu potproduktu trans-4-((2-chloro-5-
((trimetylosililo)etynylo)pirymidyn-4-ylo)-amino)cykloheksanolu (2.25 g, 6.95 mmol) w
bezwodnym tetrahydrofuranie (300 mL) w temperaturze pokojowej dodatam 1.0 M roztwoér
fluorku tetrabutyloamoniowego w tetrahydrofuranie (17.4 mL). Otrzymana mieszaning
reakcyjng ogrzewatam przez noc w temperaturze 65 °C. Postgp reakcji monitorowalam metoda
TLC na zelu krzemionkowym (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji
rozcienczono woda (300 mL) 1 ekstrahowano octanem etylu (3 x 300 mL). Potaczone warstwy
organiczne suszytam nad bezwodnym siarczanem magnezu (Na2SOa) i nastgpnie odparowatam
pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczatam za pomocg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym (metanol/octan etylu, 0-1%) uzyskujac oczekiwany
potprodukt 36 w postaci biatego osadu (1.34 g, 76.6%).

MS-APCI: m/z 252.8 [M+H]

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): ¢ 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, CDCla): § 153.1(s), 151.5 (s), 150.8 (s), 126.6 (s), 117.9 (s), 100.2 (s),
69.5 (5), 52.5 (s), 34.3 (5), 31.0 (S).
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Wytwarzanie pétproduktu 37; 7-(trans-4-((tert-butylodimetylosililo)oksy)cyklohekylo)-2-
chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna

37

Do roztworu zwiazku 36 (3.572 g, 14.20 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie
(240 mL) dodatam imidazol (2.41 g, 35.3 mmol) i chlorek tert-butylodimetylosililu (3.21 g,
21.30 mmol) w temperaturze 0 °C. Otrzymang mieszaning¢ mieszalam przez 1 godzing w
temperaturze 0 °C, a nastgpnie pozwolitam jej na uzyskanie temperatury pokojowej, w ktorej
mieszanie kontynuowatam przez noc. Postgp reakcji monitorowatam za pomoca TLC na zelu
krzemionkowym w uktadzie (octan etylu/heptan 1:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji dodatam
wody (200 mL) i ekstrahowatam dichlorometanem (3 x 600 mL). Potaczone warstwy
organiczne suszytam nad bezwodnym siarczanem sodu (Na2SQO4) 1 nastepnie usungtam nadmiar
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczalam za pomoca
chromatografii kolumnowej na Zelu krzemionkowym (eluent: octan etylu/heptan, 0-15%)

uzyskujac potprodukt 37 (3.64g, 70%) w postaci biatego osadu.
MS-APCI: m/z 367.0 [M+H]

LH NMR (500 MHz, DMSO-D6) 5 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 (101 MHz, DMSO-D6-D6) 5 151.9 (s), 151.2 (d, J = 7.2 Hz), 150.7 (s), 128.6 (s),
117.7 (s), 100.0 (), 69.9 (5), 52.2 (), 34.4 (s), 30.1 (5), 25.8 (), 17.8 (s), -4.7 (S).

W kolejnych doswiadczeniach do reakcji zabezpieczania grupy hydroksylowej zamiast

dimetyloformamidu stosowatam dichlorometan.
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Wytwarzanie polproduktu 38; 5-bromo-7-{4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklohe-
ksylo}-2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyna

Br

O

Do roztworu 7-(trans-4-((tert-butylodimetylosililo)oksy)cyklohekylo)-2-chloro-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyny (12.3 g, 33.5 mmol) w bezwodnym dimetyloformamidzie (65 mL) w
temperaturze pokojowej dodatam N-bromosukcynoimid (6.02 g, 33.5 mmol) w kilku porcjach.
Otrzymang mieszaning mieszatam przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Postep reakcji
monitorowatam przy uzyciu TLC na Zelu krzemionkowym w uktadzie (octan etylu/heptan 1:1
v/v). Po zakonczeniu reakcji dodatam wody (1300 mL) i wykonatam ekstrakcje z
dichlorometanem (3 x 400 mL). Potaczone warstwy organiczne wysuszytam nad bezwodnym
siarczanem sodu (NaSOs) i nastepnie zatgzytam pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
produkt oczyscitam za pomoca chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (eluent:
octan etylu/heptan, 5-50%) uzyskujac 5-bromo-7-{4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklohe-
ksylo}-2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyne W postaci biatego osadu (11.2 g, 75.8%).
MS-APCI: m/z 445.9 [M+H]-

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 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): & 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 (S), 26.3 (S), 26.3 (3), 18.3 (3), -4.1(S).
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Synteza polproduktu 39

Br

Nl\ \

NN J\/ N
NH N

~UA°

><S'\

39

Reakcja syntezy oczekiwanego poiproduktu opiera si¢ na ponizszej metodzie ogodlnej
okreslonej jako ogodlna procedura (4). W sposobie tym do roztworu potproduktu 38 (leq)
w bezwodnym izopropanolu w temperaturze pokojowej dodaje si¢ n-butyloaming (5eq) i N,N-
diizopropyloetyloaming (1.5 eq). Otrzymang mieszaning miesza si¢ przez noc w temperaturze
95 °C.

Do roztworu 5-bromo-7-{4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo}-2-chloro-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny (6.02 g, 12.4 mmol) w izopropanolu (15 mL) dodatam n-
butyloaming (8.81 g, 65.5 mmol) 1 N,N-diizopropyloetyloaming (2.45 g, 19 mmol). Otrzymang
mieszaning mieszalam przez noc w temperaturze 95 °C. Postep reakcji monitorowatam metoda
TLC na zelu krzemionkowym (heptan/octan etylu 9:1 v/v). Po zakonczeniu reakcji,
rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczatam
za pomocg systemu FLASH w uktadzie (heptan/octan etylu). Produkt eluowat przy 3% octanu
etylu. Uzyskatam pozadany potprodukt 39 w postaci biatego osadu (2.81 g, 47.1%).

MS-APCI: m/z 482.6 [M+H]

IH NMR (600 MHz, CDCls ): 5 8.38 (s, 1H), 6.82 (s, 1H), 5.02 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.45 (tt, J
=12.1, 3.8 Hz, 1H), 3.66 (it, J = 10.6, 4.2 Hz, 1H), 3.43 (td, J = 7.1, 5.8 Hz, 2H), 2.04 — 1.96
(m, 4H), 1.80 — 1.71 (m, 2H), 1.63 — 1.57 (m, 2H), 1.57 — 1.50 (m, 2H), 1.46 — 1.38 (m, 2H),
0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.91 — 0.88 (m, 9H), 0.09 — 0.06 (m, 6H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3): § 159.71 (s), 151.93 (s), 149.99 (s), 120.81 (s), 113.25 — 112.07
(m), 88.14 (s), 70.56 (s), 52.48 (), 41.56 (s), 34.94 (s), 31.89 (s), 30.88 (5), 25.94 (5), 20.24 (3),
13.97 (s), -4.55 (5).
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Reakcja krzyzowego sprzegania Sonogashiry 5-bromo-N-butylo-7-{4-[(tert-butylodimetylo-

sililo)oksy]cykloheksylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-aminy zgodnie z opisang wczesniej

procedura (2) i w kolejnym kroku odbezpieczanie grypy zabezpieczajacej umozliwia

otrzymanie oczekiwanych zwigzkéw o wzorze ogdolnym (V) (Schemat 10). Wzor ten dotyczy

struktur o numerach (64-96)

Z kolei reakcja Suzuki potproduktu 39 zgodnie z opisang juz procedura (3) i w nastgpnym kroku

odbezpieczanie grupy zabezpieczajacej pozwala na otrzymanie oczekiwanych zwigzkow o

wzorze ogolnym (VI) (Schemat 10). Wzor ten opisuje zwigzki o numerach (97-118).

N\

z

~

><\

NT N \
A
/\/\NH N N
wzor ogolny (V) :OH

N7
A
NH N

wzor ogélny (VI) ?DH

Schemat 10: Metody otrzymania zwigzkow o wzorach ogdlnych (V i VI).
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tert-butylo 4-{2-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3- d]pi-
rymidyn-5-ylo]etynylo}piperydyno-1-karboksylan, (64)

X

o
0
N

Tytutowy zwigzek otrzymatam zgodnie z procedurg (2) w postaci czerwonego osadu (30.1 mg,
77.5%).

MS-APCI: m/z 496.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CD3OD): & 8.40 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 4.57 — 4.43 (m, 1H), 3.87 — 3.76
(m, 2H), 3.76 — 3.66 (m, 1H), 3.46 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.33 - 3.24 (m, 2H), 2.97 — 2.87 (m, 1H),
2.19 - 2.09 (m, 2H), 2.08 — 1.99 (M, 3H), 1.99 — 1.87 (m, 3H), 1.74 — 1.63 (m, 4H), 1.57 — 1.44
(m, 13H), 1.04 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D): & 161.26 (s), 157.74 (s), 155.02 (s), 152.85 (s), 133.36 (s),
129.43 (s), 115.59 (s), 80.96 (s), 79.43 (s), 70.89 (s), 67.17 (s), 55.91 (s), 43.66 (s), 43.35 (S),
41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.30 (s), 27.65 (S), 27.26 (s), 23.19 (),
20.23 (s), 14.02 (5).
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4-{2-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]etynylo}benzonitryl, (65)

Tytutowy zwigzek wytworzono zgodnie z powyzsza ogodlng procedura (2) w postaci
pomaranczowego osadu (56.4 mg, 22 %).

MS-APCI: m/z 414.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.53 (s, 1H), 7.53 (q, J = 8.4 Hz, 4H), 7.13 (s, 1H), 5.10 (s,
1H), 4.45 (t, J = 11.9 Hz, 1H), 3.70 (s, 1H), 3.41 (dd, J = 12.9, 6.7 Hz, 2H), 2.08 (t, J = 11.9
Hz, 4H), 1.78 (dd, J = 23.5, 11.3 Hz, 2H), 1.66 — 1.52 (m, 4H), 1.40 (dt, J = 14.7, 7.3 Hz, 2H),
0.91 (t, J=7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): § 159.53 (s), 152.38 (s), 149.94 (s), 131.75 (s), 128.63 (s), 126.85
(s), 119.64 (s), 118.53 (s), 111.68 (s), 110.84 (), 95.38 (s), 89.78 (S), 86.93 (s), 69.65 (s), 52.57
(s), 41.44 (s), 34.40 (s), 31.71 (s), 30.48 (5), 20.10 (s), 13.79 (s).

(1r,4r)-4-[5-(3-aminoprop-1-yn-1-ylo)-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1 -ol, (66)
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Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z ogdlna procedura (2) w postaci bialego
osadu (30.9 mg, 100 %).

MS-APCI: m/z 342.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.33 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 4.57 (s, 1H), 4.23
(d, J= 4.8 Hz, 1H), 3.43 (s, 3H), 1.79 (dd, J = 23.5, 11.4 Hz, 6H), 1.42 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 1.32
~1.10 (m, 7H), 0.81 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 134.75 (s), 134.54 (s),
132.87 (s), 132.66 (s), 129.38 (s), 126.43 (s), 122.72 (s), 119.78 (s), 115.59 (s), 109.73 (s),
82.82 (s), 77.29 (), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (S), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (5), 28.68 (),
28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(2-cyklopropyloetynylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol, (67)

Tytulowy zwigzek uzyskalam zgodnie z ogdlng procedura (2) w postaci delikatnie zottej
substancji statej (77 mg, 87.1 %).

MS-APCI: m/z 353.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 8.51 (s, 1H), 6.98 (s, 1H), 5.11 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.54 — 4.39
(m, 1H), 3.82 — 3.67 (m, 1H), 3.46 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.18 — 2.01 (m, 4H), 1.87 — 1.70
(m, 2H), 1.68 — 1.50 (m, 5H), 1.45 (dd, J = 15.6, 7.6 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.91 —
0.78 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz,CDCl3): 6 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 133.36 (s), 122.64 (s), 115.59
(S), 79.43 (s), 70.89 (s), 56.19 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S),
28.29 (s), 20.23 (s), 16.18 (s), 15.78 (), 14.02 (S), -1.47 (S).
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(1r,4r)-4-{5-[2-(adamantan-2-ylo)etynylo]-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo}cykloheksan-1- ol, (68)

Vi
/\/\NH’/Z /\ \

N

¢

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci biatego osadu
(70.1 mg, 30.2%).

MS-APCI: m/z 447.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.49 (s, 1H), 6.97 (s, 1H), 4.95 (t,J = 5.7 Hz, 1H), 4.54 — 4.39
(m, 1H), 3.81 —3.65 (m, 1H), 3.45 (dd, J =12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.18 — 1.95 (m, 12H), 1.86 — 1.69
(m, 7H), 1.66 — 1.58 (m, 4H), 1.58 — 1.50 (m, 2H), 1.49 — 1.37 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 133.36 (s), 127.25 (s), 115.59
(s), 79.43 (s), 73.94 (s), 70.89 (s), 55.91 (5), 41.53 (s), 37.49 (5), 37.09 (s), 35.90 (s), 32.58 (5),
32.20 (s), 32.20 — 32.10 (m), 30.87 (s), 29.75 — 29.54 (m), 28.68 — 28.29 (m), 20.23 (s), 14.02
(s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(1H-pirazol-4-ilo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan- 1-ol, (69)

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac wedlug procedury (2) w postaci zottego osadu (26.9 mg,
11.4%).
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MS-APCI: m/z 379.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CD30OD): § 8.36 (s, 1H), 7.69 (s, 2H), 7.24 (s, 1H), 4.39 (dt, ] = 10.0, 5.7
Hz, 1H), 3.66 — 3.50 (m, 1H), 3.34 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.11 — 1.78 (m, 6H), 1.62 — 1.31 (m,
7H), 0.97 — 0.84 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD): & 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 134.53 (s), 134.14 (s),
131.32 (s), 116.55 (s), 115.59 (s), 99.55 (s), 81.50 (s), 77.80 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s),
32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (), 28.68 (5), 28.29 (s), 20.23 (S), 14.02 (5).

4-{3-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]prop-2-yn-1- ylo}-1As-tiomorfolino-1,1-dion, (70)

[N,

N\J —~o0
N
/\/\NHJN‘\N> ;

Tytutowy zwiazek uzyskatam wykorzystujac do tego celu procedure (2) w postaci brazowego

osadu (349.6 mg, 90%).

MS-APCI: m/z 461.0 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCla): & 8.51 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 5.12 (s, 1H), 4.58 — 4.40 (m, 1H),
3.75 (s, 1H), 3.68 (s, 1H), 3.50 — 3.40 (m, 2H), 3.15 (d, J = 2.7 Hz, 5H), 3.09 (s, 2H), 2.21 —
1.99 (m, 4H), 1.81 (dd, J = 23.4, 11.5 Hz, 4H), 1.62 (dd, J = 14.6, 7.4 Hz, 5H), 1.44 (dd, J =
15.0, 7.7 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s), 108.32
(s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.69 (s), 55.91 (5), 52.81 (s), 52.41 (s), 47.31 (), 47.09 (s), 41.53 (),
39.69 (s), 32.58 (S), 32.19 (), 30.87 (S), 28.68 (s), 28.29 (S), 20.23 (s), 14.02 (3).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{2-[4-(morfolino-4-karbonylo)fenylo]etynylo}-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-yl Jcykloheksan-1-ol, (71)

:

N
=

N©
OH

Powyzszy zwigzek Opracowany zostal przy zastosowaniu procedury (2) w postaci zottego
osadu (118 mg, 37.9%)

MS-APCI: m/z 502.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.61 (s, 1H), 7.55 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.39 (d, ] = 8.5 Hz, 2H),
7.16 (s, 1H), 5.02 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.51 (t, J = 12.0 Hz, 1H), 3.71 (br m, 9H), 3.47 (q, J =
12.8,7.0 Hz, 2H), 2.13 (t, J = 12.0 Hz, 4H), 1.84 (q, 2H), 1.70 — 1.56 (m, J = 11.1 Hz, 4H), 1.52
—1.39 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 170.36 (s), 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 135.68 (s), 132.82
(s), 132.61 (s), 129.38 (s), 128.85 (s), 128.63 (s), 126.43 (S), 122.94 (s), 115.59 (s), 82.82 (s),
77.29 (s), 70.89 (s), 67.41 (s), 67.01 (s), 55.91 (s), 44.59 (s) , 44.20 (s), 41.53 (s), 32.58 (s),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (), 28.29 (s), 20.23 (), 14.02 (5).

N-{3-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]prop-2-yn-1- ylo}-4-cyjanobenzeno-1-sulfonamid, (72)

Tytutlowy zwigzek uzyskatam postepujgc zgodnie z procedurg (2) w postaci zottego osadu (60
mg, 20.8%).
MS-APCI: m/z 507.9 [M+H]

147



IH NMR (300 MHz, CD3OD): & 8.15 (s, 1H), 8.07 — 8.01 (m, 2H), 7.81 — 7.75 (m, 2H), 7.04
(s, 1H), 4.52 — 4.36 (m, 1H), 4.10 (s, 2H), 3.78 —3.61 (m, 1H), 3.42 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.65 (s,
1H), 2.16 — 1.85 (m, 6H), 1.70 — 1.58 (m, 2H), 1.52 — 1.38 (m, 4H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
3C NMR (75 MHz, CD3OD): & 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 148.41 (s), 133.79 (s),
133.58 (), 132.04 (s), 129.82 (s), 129.43 (s), 119.78 (s), 118.58 (s), 115.59 (s), 105.41 (s),
79.81 (s), 78.43 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.83 (s), 28.68 (s),
28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (9).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(4,4-dimetoksypiperydyn-1-ylo)prop-1-yn-1-ylo]-7H-
pirolo[2,3- d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (73)

/\/\NHJ\N/ N

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam postgpujac zgodnie z procedura (2) w postaci zoltego osadu
(51.54 mg, 20.9%)

MS-APCI: m/z 470.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz,CDClzs): 8 8.52 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 5.07 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.54 — 4.41
(m, 1H), 3.81 - 3.71 (m, 1H), 3.70 (s, 2H), 3.52 — 3.40 (m, 2H), 2.96 (t, J = 6.2 Hz, 4H), 2.54
(t, J =6.2 Hz, 4H), 2.21 — 2.02 (m, 4H), 1.90 - 1.71 (m, 2H), 1.70 — 1.52 (m, 4H), 1.52 — 1.37
(m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s), 108.32
(s), 103.31 (s), 78.43 (s), 76.98 (s), 70.89 (s), 64.69 (s), 55.91 (S), 49.56 (s), 49.35 (s), 48.90 (5),
48.51 (s), 41.53 (s), 39.69 (s), 34.73 (s), 34.51 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (5),
28.29 (s), 20.23 (), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(morfolin-4-ylo)prop-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn- 7-ylo]cykloheksan-1-ol, (74)

o

S
ik
/\/\NJN‘\j )

H N N

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci brgzowego osadu

(399 mg, 61.2%).

MS-APCI: m/z 412.7 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 8.52 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 4.52 — 4.40 (m, 1H),
3.81 — 3.75 (m, 5H), 3.55 (s, 2H), 3.48 — 3.41 (m, 2H), 2.69 — 2.61 (m, 4H), 2.11 (t, J = 15.6
Hz, 5H), 1.81 (dd, J = 18.8, 6.8 Hz, 4H), 1.69 — 1.36 (m, 8H), 0.96 (d, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s), 108.32
(s), 78.43 (s), 70.89 (s), 68.04 (s), 67.82 (s), 64.69 (S), 55.91 (s), 51.99 (s), 51.60 (s), 41.53 (8),
39.69 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (), 28.68 (s), 28.29 (5), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(4-metanosulfonylofenylo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (75)

Tytutowy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci w postaci zottego
osadu (80 mg, 27.5%).

MS-APCI: m/z 467.7 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.60 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.67 (d, ] = 8.4 Hz, 2H),
7.22 (s, 1H), 5.28 (s, 1H), 4.51 (t, J = 11.9 Hz, 1H), 3.77 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 3.48 (dd, J = 12.9,
6.9 Hz, 2H), 3.07 (s, 3H), 2.14 (t, J = 12.1 Hz, 4H), 1.93 — 1.76 (m, J = 25.3, 12.8 Hz, 2H), 1.70
—1.54 (m, 4H), 1.52 — 1.39 (m, J = 14.1, 7.2 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 5 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (5), 150.30 (s), 130.46 (s), 130.24
(s), 129.38 (s), 128.55 (s), 127.63 (s), 127.23 (s), 126.43 (s), 115.59 (s), 82.82 (s), 77.29 (s),
70.89 (s), 55.91 (s), 43.05 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (5), 28.68 (5), 28.29 (s),
20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(4-fluorofenylo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol, (76)

Powyzszy zwiazek opracowany zostat przy zastosowaniu procedury (2) w postaci brazowego
osadu (56 mg, 9.57%)

MS-APCI: m/z 407.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 8 7.94 (s, 1H), 7.15 — 7.04 (m, 2H), 6.98 (s, 1H), 6.91 — 6.76 (m,
3H), 5.27 (s, 1H), 4.47 (ddd, J = 15.6, 8.0, 3.8 Hz, 1H), 3.82 — 3.64 (m, 1H), 3.42 (td, J = 7.0,
5.8 Hz, 2H), 2.18 — 2.01 (m, 4H), 1.73 (dt, J = 15.3, 6.5 Hz, 2H), 1.67 — 1.50 (m, 4H), 1.50 —
1.36 (m, 2H), 0.95 (t, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.36 (s), 161.15 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 133.02 (), 132.36
(s), 129.38 (s), 126.43 (s), 116.16 (s), 115.53 (s), 115.44 (s), 82.82 (s), 77.29 (s), 70.89 (s),
55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 20.23 (S), 14.02 (5).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(metoksymetoksy)-3-metylobut-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7 -ylo]cykloheksan-1-ol, (77)

o

., )
yN\_
NH4<N7 \

N

O

HO

Powyzszy zwigzek otrzymatam postgpujac zgodnie z procedurg (2) w postaci zottej substancji

oleistej (200 mg, 73.7%).

MS-APCI: m/z 415.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.27 (s, 1H), 6.98 (s, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.57 — 4.44 (m, 1H),
3.89 -3.64 (m, 2H), 3.51 (dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 3H), 2.28 — 2.04 (m, 6H), 1.99 — 1.75 (m, 4H),
1.75—1.38 (m, 9H), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 4H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 134.52 (s), 115.59 (s), 114.23
(s), 92.33 (s), 80.28 (s), 72.95 (s), 70.89 (s), 70.53 (s), 55.91 (S), 55.45 (s), 41.53 (s), 32.58 (5),
32.19 (s), 31.07 (s), 30.52 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (5), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(trimetylosililo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol, (78)

Tytutowy zwigzek uzyskalam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci zoltego osadu
(41.8 mg, 17.7%).

MS-APCI: m/z 385.7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCla): 5 8.53 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 5.12 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 4.46 (tt, J
=11.9, 3.8 Hz, 1H), 3.81 — 3.66 (m, 1H), 3.45 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.11 (dd, J = 26.6, 11.1
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Hz, 4H), 1.77 (dt, J = 16.1, 6.5 Hz, 2H), 1.61 (tdd, J = 23.7, 13.4, 10.1 Hz, 4H), 1.49 — 1.36 (m,
2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.25 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 130.69 (s), 115.59 (s), 100.18
(s), 90.18 (s), 72.55 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (3),
28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (s), 0.34 (s), -0.06 (5).

3-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]-1-(morfolin-4-ylo)prop -2-yn-1-on, (79)

N‘ N N
PP .

OH

Powyzszy zwigzek opracowany zostala przy zastosowaniu procedury (2) w postaci
pomaranczowego osadu (12.4 mg, 5.12%).

MS-APCI: m/z 426.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDsOD): & 8.53 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 4.57 — 4.43 (m, 1H), 3.93 - 3.84
(m, 2H), 3.79-3.73 (m, 2H), 3.70 — 3.63 (m, 5H), 3.42 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.17 — 1.88 (m, 6H),
1.68 — 1.59 (m, 2H), 1.54 — 1.38 (m, 4H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30OD): 6 159.24 (s), 153.58 (s), 152.05 (s), 149.08 (s), 130.13 (s), 91.97
(s), 85.96 (s), 82.13 (s), 68.24 (s), 65.99 (s), 65.49 (S), 52.78 (S), 41.29 (s), 40.32 (s), 33.30 (8),
30.79 (s), 29.40 (s), 19.26 (s), 12.31 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(4-metanosulfonylopiperazyn-1-ylo)prop-1-yn-1-ylo]-7H-
pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (80)
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Tytulowy zwigzek otrzymatam stosujgc procedure (2) w postaci bezowego osadu (109 mg,
39.2%).

MS-APCI: m/z 489.9 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDClg): 6 7.27 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 4.48 (ddd, ] = 15.6, 7.9, 3.7 Hz, 1H),
3.83 —3.69 (m, 1H), 3.60 (s, 2H), 3.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.37 — 3.27 (m, 4H), 2.79 (s, 3H),
2.78 —2.72 (m, 4H), 2.12 (dd, J = 23.3, 8.8 Hz, 4H), 1.80 (dt, J = 15.7, 6.5 Hz, 2H), 1.61 (dt, J
=22.6, 9.3 Hz, 4H), 1.45 (dq, J = 14.3, 7.2 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s), 108.32
(s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.69 (s), 55.91 (s), 53.30 (s), 52.90 (S), 45.16 (S), 44.85 (s), 41.53 (8),
39.61 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (S), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(4-metylopiperazyn-1-ylo)prop-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo-
[2,3-d] pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (81)

[

N
i
o b

H N

OH

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci pomaranczowego
osadu (93 mg, 20.7%).

MS-APCI: m/z 425.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CD3OD): § 7.39 (d, J = 19.3 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 3.81 —
3.62 (m, 3H), 3.54 — 3.42 (m, 3H), 2.86 (s, 8H), 2.56 (s, 3H), 2.06 (dt, J =19.1, 13.0 Hz, 6H),
1.67 (d, J=6.9 Hz, 2H), 1.60 — 1.43 (m, 4H), 1.03 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s),
108.32 (s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.69 (S), 55.91 (s), 54.46 (s), 54.06 (S), 52.92 (s), 52.52 (5),
45.96 (s), 41.53 (s), 39.69 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (),
14.02 (s).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[(3S)-3-hydroksyokt-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-7-yl Jcykloheksan-1-ol, (82)

oH

Powyzszy zwigzek otrzymalam w oparciu o procedure (2) w postaci zottego osadu (43.8 mg,

17%).

MS-APCI: m/z 413.6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 8.53 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 5.03 (t, ] = 5.7 Hz, 1H), 4.62 (t,] =
6.6 Hz, 1H), 4.46 (t, J = 11.9 Hz, 1H), 3.74 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H),
2.19 — 2.02 (m, 4H), 1.86 — 1.75 (m, 4H), 1.66 — 1.51 (m, 6H), 1.44 (dd, J = 15.1, 7.5 Hz, 2H),
1.35 (dd, J = 7.3, 3.6 Hz, 4H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.91 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 133.36 (s), 127.63 (s), 115.59
(s), 79.43 (s), 78.50 (s), 70.89 (s), 62.01 (s), 55.91 (S), 41.53 (s), 37.76 (s), 32.58 (S), 32.19 (8),
31.51 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 25.34 (s), 22.94 (S), 20.23 (s), 14.13 (s), 13.81 (5).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-(metyloamino)prop-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-7-yl] cykloheksan-1-ol, (83)

A
7
AT

Tytutlowy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci zottego osadu (28.3
mg, 12.8%).
MS-APCI: m/z 356.5 [M+H]
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IH NMR (300 MHz, CD30D): & 8.40 (s, 1H), 7.27 (s, 1H), 4.46 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 3.67 (t,
J=11.0 Hz, 1H), 3.60 (s, 2H), 3.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.48 (s, 3H), 2.09 (d, J = 12.0 Hz, 2H),
2.03 — 1.86 (m, 4H), 1.63 (dt, J = 14.4, 7.1 Hz, 2H), 1.56 — 1.37 (m, 4H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s),
109.73 (s), 78.43 (s), 74.21 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 36.45 (s), 35.99 (5), 32.58 (s),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 ().

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(pirymidyn-5-ylo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1- ol, (84)

Powyzszy zwigzek otrzymatam przy zastosowaniu procedury (2) w postaci biatego osadu (4.7
mg, 1%).

MS-APCI: m/z 391.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 9.06 (s, 1H), 8.78 (s, 2H), 8.55 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 5.11 (s,
1H), 4.56 — 4.35 (m, 1H), 3.70 (dd, J = 9.6, 5.4 Hz, 1H), 3.51 — 3.30 (m, 2H), 2.16 — 2.01 (m,
4H), 1.77 (dd, J = 13.9, 11.0 Hz, 2H), 1.56 (ddd, J = 20.5, 10.2, 3.0 Hz, 4H), 1.40 (dd, J = 15.0,
7.4 Hz, 2H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 163.85 (s), 161.26 (s), 157.74 (s), 155.96 (s), 155.75 (s), 152.85
(s), 129.38 (s), 121.10 (S), 115.59 (s), 113.94 (s), 77.29 (S), 72.69 (s), 70.89 (S), 55.91 (S), 41.53
(s), 32.58 — 32.19 (m), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (S).
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tert-butylo-N-{4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]but-3-yn -2-ylo}karbaminian, (85)

N\\

oH

Powyzszy zwiagzek otrzymatam w wyniku zastosowania procedury (2) w postaci
pomaranczowego osadu (250 mg, 88%).

MS-APCI: m/z 456.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCl3s): 6 8.51 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 5.00 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.85 — 4.69
(m, 2H), 4.46 (tt, J = 11.9, 3.9 Hz, 1H), 3.81 — 3.66 (m, J = 4.2 Hz, 1H), 3.45 (id, J = 7.0, 5.9
Hz, 2H), 2.20 — 2.01 (m, 4H), 1.91 — 1.66 (m, 4H), 1.66 — 1.54 (m, 4H), 1.49 (d, J = 6.7 Hz,
3H), 1.47 (s, 9H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 155.84 (s), 152.85 (s), 133.36 (s), 117.90
(s), 115.59 (s), 80.65 (s), 79.43 (s), 70.89 (s), 69.69 (s), 55.91 (S), 44.43 (s), 41.53 (S), 32.58 (5),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (5), 28.30 (s), 22.47 (S), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[5-(3-aminobut-1-yn-1-ylo)-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol, (86)

/N

N‘ X\
/\/\NHJ\N/ N

OH

Wykorzystanie procedury (2) umozliwito otrzymanie powyzszego zwiazku w postaci
kremowego osadu (39.1 mg, 31.2%).

MS-APCI: m/z 356.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.48 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.80 — 4.65 (m,
1H), 4.49 — 4.32 (m, 1H), 3.89 (q, J = 6.7 Hz, 1H), 3.57 (s, 1H), 3.35 (dd, J = 13.0, 6.9 Hz, 2H),
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2.40 —2.16 (m, 2H), 1.96 (dd, J = 23.8, 11.8 Hz, 6H), 1.67 — 1.53 (m, 2H), 1.48 — 1.34 (m, 7H),
0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 133.36 (5), 115.59 (s),
114.18 (s), 79.48 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.51 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (),
28.29 (s), 24.35 (s), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[3-metylo-3-(piperazyn-1-ylo)but-1-yn-1-ylo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (87)

// \\/NH

N‘ N N
/\/\NHJ\N/ N

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam wykorzystujac procedurg (2) w postaci jasnozottego osadu (50
mg, 35.1%).

MS-APCI: m/z 439.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.53 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 4.98 (t, ] = 5.7 Hz, 1H), 4.47 (t,J =
12.0 Hz, 1H), 3.74 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 3.05 — 2.91 (m, 4H),
2.80—2.66 (m, 4H), 2.09 (dd, J =23.7, 12.9 Hz, 4H), 1.83 — 1.69 (m, 2H), 1.67 — 1.50 (m, 4H),
1.49 (s, 6H), 1.47 — 1.37 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 134.52 (s), 115.59 (s), 97.33
(s), 80.28 (s), 70.84 (s), 65.37 (s), 55.91 (s), 48.14 (s), 47.74 (S), 45.56 (S) , 45.25 (s), 41.53 (8),
32.58 (s), 32.19 (s), 31.55 (), 31.16 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (S), 20.23 (s), 14.02 (S).

157



(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-etynylo-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol,
(88)

Powyzszy zwigzek otrzymatam postgpujac zgodnie z procedurg (2) w postaci bialego osadu
(3.1 mg, 35.9%).

MS-APCI: m/z 313.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.55 (d, J=3.1 Hz, 1H), 7.11 (s, 1H), 5.11 (s, 1H), 4.56 — 4.40
(m, 1H), 3.74 (dt, J = 15.1, 5.4 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 3.14 (s, 1H), 2.20 —
2.03 (m, 4H), 1.91 -1.73 (m, 3H), 1.70 — 1.52 (m, 4H), 1.44 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.97 (t,
J=7.3Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 161.79 (s), 157.05 (s), 152.67 (s), 135.32 (s), 131.56 (s), 115.59
(s), 85.25 (s), 74.26 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (S), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S),
28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

4-[2-(butyloamino)-5-[3-hydroksy-3-(5-metylo-1,2-oksazol-4-ilo)but-1-yn-1-ilo]-7H-
pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-ylo] cykloheksan-1-ol, (89)

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam wykorzystujgc procedure (2) w postaci pomaranczowego osadu
(42 mg, 23.1%).

MS-APCI: m/z 438.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.52 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.16 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 5.36 (s,
1H), 4.55 - 4.38 (m, 1H), 3.83 — 3.64 (m, 1H), 3.44 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.44 (d,J = 0.8
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Hz, 3H), 2.19 — 2.00 (m, 5H), 1.96 (s, 3H), 1.87 — 1.70 (m, 2H), 1.69 — 1.55 (m, 4H), 1.44 (dd,
J=15.1, 7.5 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 167.27 (s), 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 147.30 (s), 134.52
(s), 132.85 (s), 131.84 (s), 115.59 (s), 92.57 (s), 80.28 (s), 70.89 (s), 61.20 (S), 55.91 (s), 41.53
(s), 32.58 (s), 32.19 (s), 31.70 (s), 30.87 (5), 28.68 (5), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (s), 13.23 (5).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(3,5-dimetoksyfenylo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-7-ylo]cykloheksan-1- ol, (90)

Tytutlowy zwigzek uzyskatam stosujgc procedure (2) w postaci jasnozottego osadu (45.2 mg,
42.3%).

MS-APCI: m/z 449.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz,CDCl3): 8 8.62 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.69 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.46 (t, ] =
2.3 Hz, 1H), 5.17 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.58 — 4.44 (m, 1H), 3.82 (s, 6H), 3.79 — 3.71 (m, 1H),
3.48 (dd, J=12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.24 — 2.06 (m, 4H), 1.93 — 1.76 (m, 2H), 1.71 — 1.56 (m, 4H),
1.53-1.39 (m, 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): § 161.26 (s), 159.44 (s), 159.23 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 129.38
(s), 127.48 (s), 124.68 (s), 115.59 (s), 106.12 (s), 105.72 (s), 102.85 (s), 88.39 (s), 77.29 (S),
70.89 (s), 56.23 (s), 55.70 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (S),
20.23 (s), 14.02 (s).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(2-fenyloetynylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cyklo-
heksan-1-ol, (91)

NN N\
/\/\NHJ\N/ N

OH

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedura (2) w postaci zottego osadu
(80.3 mg, 39.8%).

MS-APCI: m/z 389.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDClzg): 6 8.62 (s, 1H), 7.56 — 7.50 (m, 2H), 7.40 — 7.30 (m, 3H), 7.15
(s, 1H), 5.17 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.59 — 4.43 (m, 1H), 3.84 — 3.71 (m, 1H), 3.48 (dd, J = 12.8,
7.0 Hz, 2H), 2.23 — 2.06 (m, 4H), 1.93 — 1.77 (m, 2H), 1.71 — 1.54 (m, 4H), 1.53 — 1.40 (m,
2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDClz): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 131.64 (s),131.24 (s), 129.38
(s), 128.79 (s), 128.42 (s), 126.43 (s), 122.56 (s), 115.59 (s), 82.82 (s), 77.29 (s), 70.89 (s),
55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 20.23 (S), 14.02 (5).

2-amino-N-{3-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-5-ylo]prop-2- yn-1-ylo}-4-metylopentanamid, (92)

Hiﬁo
NH

i

NT S
N
NN S TN

Powyzszy zwigzek otrzymatam w oparciu o procedure (2) w postaci kremowego osadu (90 mg,
85.1%).

MS-APCI: m/z 455.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.41 (s, 1H), 8.29 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 7.43 (s, 1H), 6.90 (t,
J=5.7Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.43 — 4.26 (m, 1H), 4.11 (d,
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J=5.3 Hz, 2H), 3.98 (dd, J = 14.6, 8.8 Hz, 1H), 3.51 (dt, J = 15.3, 8.0 Hz, 1H), 3.34 — 3.23 (m,
2H), 1.89 (dd, J = 23.6, 11.0 Hz, 6H), 1.69 — 1.47 (m, 3H), 1.47 — 1.22 (m, 15H), 0.95 — 0.81
(m, 9H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 174.37 (s), 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s),
115.59 (s), 111.20 (s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.51 (s), 55.91 (S), 49.97 (s), 43.07 (S), 41.53 (5),
32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 25.20 (), 23.34 (S), 22.94 (s), 20.23 (5),
14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(furan-2-ylo)etynylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1- ol, (93)

OH

Tytutowy zwiazek uzyskatam w oparciu o procedure (2) w postaci zottego osadu (41.8 mg,
17.7%).

MS-APCI: m/z 379.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.52 (s, 1H), 7.35 (dd, J = 1.9, 0.7 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.55
(dd, J=3.4,0.7 Hz, 1H), 6.35 (dd, J = 3.4, 1.9 Hz, 1H), 5.04 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.43 (ddd, J =
15.7, 8.0, 3.7 Hz, 1H), 3.76 — 3.61 (m, 1H), 3.39 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.05 (dd, J = 14.3,
11.1 Hz, 5H), 1.74 (dt, J = 15.9, 6.5 Hz, 3H), 1.63 — 1.48 (m, 3H), 1.37 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz,
2H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 159.56 (s), 152.21 (s), 150.25 (s), 143.28 (s), 137.50 (s), 126.52
(s), 114.65 (s), 111.74 (s), 110.91 (s), 95.26 (s), 85.93 (s), 80.65 (), 69.64 (s), 52.48 (s), 41.43
(s), 34.41 (s), 31.73 (s), 30.46 (s), 20.10 (s), 13.79 (5).
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tert-butylo-N-[1-({3-[2-(butyloamino)-7-(4-hydroksycykloheksylo)-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-5-ylo]prop-2-yn-1-ylo}karbamoilo)-3-metylobutyl], (94)

Tytutowy zwigzek uzyskatam w oparciu o procedure (2) w postaci pomaranczowego osadu
(129 mg, 37.3%).

MS-APCI: m/z 555.9 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-de): 5 8.41 (s, 1H), 8.29 (t, ] = 5.2 Hz, 1H), 7.43 (s, 1H), 6.90 (t,
J=5.7Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.43 — 4.26 (m, 1H), 4.11 (d,
J=5.3 Hz, 2H), 3.98 (dd, J = 14.6, 8.8 Hz, 1H), 3.51 (dt, J = 15.3, 8.0 Hz, 1H), 3.34 - 3.23 (m,
2H), 1.89 (dd, J = 23.6, 11.0 Hz, 6H), 1.69 — 1.47 (m, 3H), 1.47 — 1.22 (m, 15H), 0.95 — 0.81
(m, 9H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 174.53 (s), 161.26 (s), 158.31 (s), 157.74 (s), 152.85 (s),
132.04 (s), 115.59 (s), 111.20 (s), 80.65 (s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.51 (s), 55.91 (s), 51.68 (S),
41.53 (s), 40.44 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.30 (s), 25.39 (s), 23.34 (S),
22.94 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(4-fenylobut-1-yn-1-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]-
cykloheksan-1 -ol, (95)

N7 N
—
SN N N

Powyzszy zwiazek otrzymalam postepujac zgodnie z procedurg (2) w postaci jasnozottego

osadu (85 mg, 51.5%).
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MS-APCI: m/z 417.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 8.41 (s, 1H), 7.37 — 7.22 (m, 5H), 6.97 (s, 1H), 5.25 (s, 1H),
453 — 4.39 (m, 1H), 3.83 — 3.68 (m, 1H), 3.46 (dd, J = 12.8, 7.0 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 2.75 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.23 — 2.01 (m, 4H), 1.89 — 1.72 (m, 2H), 1.70 — 1.55 (m, 4H),
1.51—1.39 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 140.90 (s), 132.04 (s), 129.07
(s), 128.59 (s), 126.54 (s), 120.86 (s), 115.59 (s), 78.43 (s), 72.23 (S), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53
(s), 34.38 (s), 32.58 (5), 32.19 (s), 30.87 (5), 28.68 (S), 28.29 (5), 20.23 (s), 19.95 (5), 14.02 ().

4-[2-(butyloamino)-5-(3-hydroksyprop-1-yn-1-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]-
cykloheksan-1-ol, (96)

OH

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam w oparciu o procedurg (2) w postaci jasnozottego osadu (11
mg, 29.2%).

MS-APCI: m/z 343.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CD30OD): § 8.45 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 4.56 — 4.47 (m, 1H), 4.46 (s, 2H),
3.79 — 3.65 (m, 1H), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.13 (d, J = 12.4 Hz, 2H), 2.07 — 1.93 (m, 4H),
1.73-1.61 (m, 2H), 1.57 — 1.41 (m, 4H), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CD30D): 8 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 122.34 (s),
115.59 (s), 78.43 (s), 73.48 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 50.29 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (5),
30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (3).

Zwigzki 0 numerach (97-118) to pochodne pirolopirymidynowe o przedstawianym juz

wczesniej wzorze ogdlnym (VI) zsyntezowane w reakcji Suzuki.
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2-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]-N-cyklopropylotiofeno-3-karboksyamid, (97)

N7 o
ALy
NN N N

oH

Tytutlowy zwiazek otrzymatam postgpujac zgodnie z procedurg (3) w postaci jasnoczerwonego
osadu (20 mg, 4%).

MS-APCI: m/z 454.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.85 (s, 1H), 8.25 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 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 = 4.5 Hz,
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-de): & 168.76 (s), 158.99 (s), 156.29 (s), 154.83 (s), 142.11 (s),
131.49 (s), 130.84 (s), 130.29 (5), 123.42 (s), 113.97 (s), 111.93 (s), 70.89 (s), 55.91 (), 41.53
(s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 25.58 (s), 20.23 (s), 14.02 (), 9.02 (5),
8.71 ().

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl Jcykloheksan-1-ol, (32)

N7 N
/\/\NHJ\N/ N

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (3) w postaci biatego osadu (104 mg,
9.71%).

MS-APCI: m/z 477.8 [M+H]

'H NMR (600 MHz, CDClz ): 6 8.76 (s, 1H), 7.54 — 7.45 (m, 2H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.01 (s, 1H), 5.08 —4.97 (m, 1H), 4.51 (tt, J = 12.0, 3.8 Hz, 1H), 3.74 (tt, J = 11.0, 4.2 Hz, 1H),
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3.51 (s, 2H), 3.45 (dt, J = 14.4, 7.2 Hz, 2H), 2.39 (dd, J = 38.3, 33.0 Hz, 8H), 2.30 — 2.22 (m,
3H), 2.17 — 2.05 (m, 4H), 1.85 (it, J = 13.0, 6.6 Hz, 2H), 1.65 — 1.58 (m, 2H), 1.57 — 1.52 (m,
2H), 1.43 (dq, J = 14.6, 7.4 Hz, 2H), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls ): & 159.20 (s), 153.28 (s), 150.33 (s), 136.22 (s), 133.37 (s),
129.92 (s), 126.36 (s), 118.62 (s), 115.85 (s), 110.20 (s), 69.82 (s), 62.83 (s), 55.17 (s), 53.11
(), 52.17 (s), 46.07 (s), 41.59 (s), 34.71 (s), 31.98 (s), 30.72 (S), 20.27 (S), 14.00 (3).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{8-oksatricyklo[7.4.0.02,”|trideka-1(9),2,4,6,10,12-heksaen-
6- ylo}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (98)

“oH

Tytutowy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (3) w postaci brazowej
substancji oleistej (23 mg, 0k.10.0 %).

MS-APCI: m/z 455.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CD30OD): 6 8.44 (d, ] = 9.1 Hz, 1H), 8.16 — 8.11 (m, 1H), 7.73 (dd, J =
24.0, 8.3 Hz, 1H), 7.62 — 7.41 (m, 5H), 6.37 (d, J = 27.5 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 12.6 Hz, 1H),
3.70 (dd, J = 14.1, 6.7 Hz, 2H), 3.53 — 3.43 (m, 3H), 3.02 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 2.07 (d, J = 8.8
Hz, 4H), 1.88 (s, 2H), 1.70 (dd, J = 14.3, 5.3 Hz, 4H), 1.58 — 1.45 (m, 5H), 1.09 — 1.00 (m, 3H).
13C NMR (75 MHz, CD30OD): & 157.35 (s), 154.48 (s), 149.99 (s), 149.77 (s), 129.55 (s),
128.84 (s), 128.58 (s), 125.75 (s), 123.15 (s), 122.58 (s), 122.18 (s), 120.29 (s), 116.97 (s),
113.70 (s), 111.77 (s), 110.77 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (8),
28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (S).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{5-metanosulfonylo-4H,5H,6H,7H-tieno[3,2-c]pirydyn-2-
ylo}-7H-pirolo[2 ,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (99)

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (3) w postaci pomaranczowego osadu (126
mg, 25.1%).

MS-APCI: m/z 504.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 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, J = 5.7 Hz, 2H), 3.48 (dd, J =
12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.98 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.87 (s, 3H), 2.13 (dd, J = 14.1, 11.4 Hz, 4H), 1.85
(dt,J=12.9, 6.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.35 (m, 6H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 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
(s), 37.93 (s), 35.51 (s), 34.29 (), 28.78 (s), 23.94 (S), 17.34 (3).

5-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]-2,3-dihydropirydyn-2-on, (100)

NN N\
/\/\NHJ\N N

\
7
=~ o

oH

Powyzszy zwiazek otrzymatam stosujac procedure (3) w postaci kremowego osadu (3.7 mg,
1.6%).
MS-APCI: m/z 382.5 [M+H]
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IH NMR (300 MHz, CDsOD): § 8.47 (s, 1H), 7.71 (ddd, J = 9.3, 6.7, 2.1 Hz, 1H), 7.59 (ddd,
J=6.9,2.1,0.8 Hz, 1H), 6.70 — 6.63 (m, 1H), 6.50 (td, J = 6.8, 1.3 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 3.46
~3.36 (M, 2H), 2.77 (dd, J = 23.0, 10.7 Hz, 1H), 2.45 — 2.16 (m, 1H), 2.12 — 1.93 (m, 4H), 1.79
—1.56 (M, 4H), 1.53 — 1.34 (m, 4H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDsOD): & 170.08 (s), 158.40 (s), 155.35 (s), 155.08 (s), 153.84 (s),
126.62 (s), 125.40 (s), 116.17 (s), 114.82 (s), 112.17 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58
(s), 32.19 (s), 30.87 (s), 30.52 (s), 28.68 (5), 28.29 (s), 20.23 (S), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(2-metoksypirymidyn-5-ylo)-7H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan-1-ol, (101)

OH

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (3) w postaci kremowego osadu
(7 mg, 2.83%).

MS-APCI: m/z 397.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 8.71 (s, 2H), 8.67 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 5.10 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 4.55 (ddd, J = 12.0, 8.2, 3.8 Hz, 1H), 4.06 (s, 3H), 3.78 (ddd, J = 11.0, 7.6, 4.1 Hz, 1H),
3.53 -3.44 (m, 2H), 2.14 (d, J = 12.2 Hz, 4H), 1.90 (dd, J = 12.3, 3.3 Hz, 2H), 1.62 (ddd, J =
16.0, 10.0, 5.5 Hz, 4H), 1.49 — 1.41 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz,3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): § 163.67 (s), 157.35 (s), 153.70 (s), 149.70 (s), 149.06 (s), 148.85
(s), 125.38 (s), 119.98 (s), 113.86 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 54.17 (S), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19
(s), 30.87 (s), 28.68 (), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (5).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-fenylo-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol,

(102)
s
O

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujgc procedurg (3) w postaci biatego osadu (50 mg, 20.8%).
MS-APCI: m/z 365.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDClg): & 8.77 (s, 1H), 7.61 — 7.53 (m, 2H), 7.42 (t, J = 7.6 Hz, 2H),
7.28 (t,J=7.4 Hz, 1H), 7.06 (s, 1H), 5.16 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 4.55 (t, J = 12.0 Hz, 1H), 3.78 (t,
J=10.9 Hz, 1H), 3.49 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.15 (t, J = 10.5 Hz, 4H), 1.90 (dd, J = 16.0,
13.4, 3.7 Hz, 2H), 1.71 — 1.55 (m, 4H), 1.53 — 1.40 (m, J = 14.6, 7.2 Hz, 2H), 0.98 (t, J = 7.3
Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 157.35 (s), 153.70 (s), 149.70 (s), 137.15 (s), 128.78 (s)— 128.56
(s), 127.49 (s), 127.09 (s), 126.43 (s), 125.39 (s), 119.92 (s), 113.86 (S), 70.89 (s), 55.91 (5),
43.46 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 22.40 (s), 11.70 (3).

(1r,4r)-4-{5-[2-(azepan-1-ylo)pirymidyn-5-ylo]-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-7-yl} cykloheksan-1-ol, (103)

9

L
lf
NN N\

/\/\NHJ\N/ Nb

oH

Tytutlowy zwigzek otrzymatam wykorzystujac do tego celu procedure (3) w postaci bezowego
osadu (180 mg, 58.9%).

MS-APCI: m/z 464.9 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 8.63 (s, 1H), 8.51 (s, 2H), 6.91 (s, 1H), 5.19 (s, 1H), 4.53 (ddd,
J=156, 8.0, 3.7 Hz, 1H), 3.82 — 3.73 (m, 4H), 3.48 (dd, J = 12.9, 6.9 Hz, 2H), 2.14 (dd, J =
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13.7, 10.8 Hz, 4H), 1.96 — 1.77 (m, 6H), 1.68 — 1.55 (m, 8H), 1.45 (dd, J = 15.0, 7.4 Hz, 2H),
0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 0.87 (dd, J = 14.8, 7.6 Hz, 4H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 160.35 (s), 158.56 (s), 155.44 (s), 153.08 (s), 148.79 (s), 117.51
(s), 115.63 (s), 110.67 (s), 110.00 (s), 69.75 (s), 52.34 (s), 47.14 (s), 41.42 (s), 37.04 (s), 34.53
(s), 31.80 (s), 30.44 (s), 29.62 (s), 27.88 (s), 27.27 (), 20.11 (s), 13.81 (s).

1-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]etan-1-on, (104)

N

Q
N7 N
A

NN N

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (3) w postaci bezowego osadu
(138 mg, 45.8%).

MS-APCI: m/z 331.5 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, CDClz3): 6 9.06 (s, 1H), 7.50 (s, 1H), 5.29 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 4.52 (tt, J
=12.0, 3.7 Hz, 1H), 3.87 - 3.71 (m, 1H), 3.46 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.16 (dd,
J=12.0,8.3 Hz, 4H), 1.88 (ddd, J = 15.7, 13.3, 3.7 Hz, 2H), 1.70 — 1.54 (m, 4H), 1.44 (dg, J =
14.0, 7.1 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz,CDCl3): & 193.46 (s), 158.07 (s), 152.64 (s), 150.96 (s), 127.81 (s), 119.48
(s), 115.68 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (S), 30.87 (s), 29.05 (s), 28.68 (S),
28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(piperydyn-1-ylo)pirymidyn-5-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]pi-
rymidyn-7-yl]cykloheksan-1-ol, (105)
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W otrzymaniu powyzszego zwigzku zastosowatam procedure (3), dzigki niej otrzymalam
oczekiwany zwigzek w postaci bezowego osadu (152 mg, 63%).

MS-APCI: m/z 450.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.64 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.98 (t, J
=5.8 Hz, 1H), 4.59 — 4.46 (m, 1H), 3.89 — 3.73 (m, 5H), 3.53 — 3.43 (m, 2H), 2.22 — 2.07 (m,
4H), 1.99 — 1.82 (m, 2H), 1.76 — 1.60 (m, 10H), 1.52 — 1.38 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, CDCl3): § 161.41 (s), 157.35 (s), 153.70 (s), 150.51 (s), 150.29 (s), 149.70
(s), 125.83 (s), 119.98 (s), 113.86 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 46.67 (s), 46.27 (s), 41.53 (s), 32.58
(s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 25.08 (S), 24.76 (s), 23.31 (S), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(morfolin-4-ylo)pirymidyn-5-ylo]-7H-pirolo[2,3-d] piry-
midyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (106)

—y
N/
/\/\NHJ\N/ Nb

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujgc procedurg (3) w postaci biatego osadu (250 mg, 89%).
MS-APCI: m/z 452.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 8.64 (s, 1H), 8.54 (s, 2H), 6.93 (s, 1H), 5.01 (t, J = 5.8 Hz,
1H), 4.61 — 4.46 (m, 1H), 3.88 — 3.73 (m, 9H), 3.48 (dd, J = 12.9, 7.0 Hz, 2H), 2.24 — 2.07 (m,
4H), 2.00 - 1.81 (m, 2H), 1.67 — 1.55 (m, 4H), 1.52 — 1.39 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (75 MHz, CDClz): 6 161.41 (s), 157.35 (s), 153.70 (s), 150.51(s), 150.29 (s), 149.70
(s), 125.83 (s), 119.98 (s), 113.86 (s), 70.89 (s), 66.81 (s), 66.60 (S), 55.91 (S), 47.04 (s), 46.64
(s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (S), 20.23 (s), 14.02 (5).
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(1r,4r)-4-(5-{8-azabicyklo[3.2.1]okt-2-en-3-ylo}-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d] piry-
midyn-7 -ylo)cykloheksan-1-ol, (107)

=
O

H

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (3) w postaci bezowego osadu
(62.7 mg, 77.8%).

MS-APCI: m/z 396.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDClzs): 6 8.70 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 6.40 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.91 (t,J =
5.7 Hz, 1H), 4.53 — 4.39 (m, 1H), 3.89 — 3.80 (m, 2H), 3.80 — 3.68 (m, 1H), 3.45 (dd, J = 12.9,
7.0 Hz, 2H), 2.83 (dd, J = 16.8, 4.7 Hz, 1H), 2.20 — 1.91 (m, 10H), 1.87 — 1.71 (m, 2H), 1.68 —
1.49 (m, 4H), 1.44 (dd, J = 15.2, 7.5 Hz, 2H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 158.05 (s), 154.67 (s), 153.53 (s), 128.27 (s), 120.89 (s), 115.19
(s), 112.09 (s), 110.19 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 53.13 (s), 41.53 (), 32.58 (s), 32.19 (s), 31.39
(s), 30.87 (s), 30.28 (s), 29.30 (s), 28.68 (s), 28.29 (m), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(dimetyloamino)pirymidyn-5-ylo]-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-7-ylo]cykloheksan-1- ol, (108)

N\

N

/g N
NN N\
/\/\NHJ\,( Nb

oH

Powyzszy osad uzyskatam stosujgc procedure (3) w postaci bezowego osadu (12.5 mg, 2.8%).
MS-APCI: m/z 410.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.64 (s, 1H), 8.53 (s, 2H), 6.91 (s, 1H), 5.03 (t, ] = 5.6 Hz,
1H), 4.53 (ddd, J = 15.8, 8.0, 3.9 Hz, 1H), 3.78 (tt, J = 10.9, 4.1 Hz, 1H), 3.51 — 3.43 (m, 2H),
3.24 (d, J=3.3 Hz, 5H), 2.14 (ddd, J = 14.1, 9.3, 3.3 Hz, 4H), 2.00 — 1.83 (m, 2H), 1.69 — 1.54
(m, 4H), 1.54 — 1.36 (m, 3H), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
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13C NMR (75 MHz, CDCl3): & 165.59 (s), 157.35 (5), 153.70 (s), 149.70 (s), 149.45 — 149.05
(m), 123.28 (s), 119.98 (d, J = 12.0 Hz), 113.86 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 38.00 (),
37.60 (s), 32.58 (s), 32.19 (), 30.87 (S), 28.68 (s), 28.29 (S), 20.23 (s), 14.02 (s).

1-{4-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]-1,2,3,6 -tetrahydropirydyn-1-ylo}etan-1-on, (109)

oH

Powyzszy zwigzek otrzymalam stosujac procedure (3) w postaci jasnozottego osadu (34.2 mg,
7.1%).

MS-APCI: m/z 412.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDClz): 6 8.70 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 6.04 (d, J
=15.1 Hz, 1H), 4.99 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.55 — 4.40 (m, 1H), 4.27 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 4.17 (d,
J=3.1Hz, 1H), 3.82 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 3.67 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 3.51 — 3.41 (m, 2H), 2.52 (d,
J=15.3 Hz, 2H), 2.14 (t, J = 9.1 Hz, 4H), 1.90 — 1.38 (m, 13H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 172.23 (s), 158.05 (s), 154.67 (s), 153.53 (), 135.36 (s), 122.97
(s), 117.31 (s), 115.19 (s), 110.66 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 45.26 (S), 43.90 (), 41.53 (s), 32.58
(s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (5), 28.29 (s), 26.90 (S), 22.29 (S), 20.23 (s), 14.02 (5).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(2,5-dihydro-1H-pirol-3-ilo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo]cykloheksan -1-ol, (110)

H
N

l\g
NN TN

OH

Powyzszy zwigzek uzyskatam stosujac procedure (3) w postaci kremowego osadu (30.3 mg,
20.4%).
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MS-APCI: m/z 356.5 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.73 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 6.77 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.17 (s,
1H), 4.35 (ddd, J = 16.0, 11.0, 5.3 Hz, 1H), 3.87 (d, J = 1.0 Hz, 2H), 3.76 (d, J = 1.4 Hz, 2H),
3.61—3.43 (M, 1H), 3.44 —3.21 (m, 4H), 1.90 (dd, J = 23.5, 11.9 Hz, 5H), 1.61 — 1.47 (m, 2H),
1.36 (dt, J = 14.3, 7.2 Hz, 5H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de): § 158.05 (s), 154.67 (s), 153.53 (s), 130.33 (), 123.45 (s),
120.27 (s), 115.19 (s), 103.59 (s), 70.89 (s), 55.91 (), 55.26 (s), 54.22 (s), 41.53 (s), 32.58 (),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-(5-{bicyklo[2.2.1]hept-2-en-2-ylo}-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-
7-yl )cykloheksan-1-ol, (111)

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedura (3) w postaci jasnozottego
osadu (80.5 mg, 81.8%).

MS-APCI: m/z 381.7 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 8.62 (s, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.15 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.15 (s,
1H), 4.47 (tt, J = 12.0, 3.9 Hz, 1H), 3.85 - 3.68 (m, 1H), 3.46 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 3.12 (s,
1H), 3.00 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 2.20 — 2.02 (m, 4H), 1.94 — 1.70 (m, 4H), 1.66 — 1.49 (m, 6H),
1.49 - 1.37 (m, 2H), 1.17 (ddd, J = 23.6, 12.3, 4.0 Hz, 2H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 134.34 (s), 133.53 (s), 130.75
(s), 116.27 (s), 104.76 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 45.49 (d, J = 1.5 Hz), 43.43 (s), 41.53 (s), 32.58
(s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 27.57 (), 26.19 (s), 20.23 (), 14.02 (5).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[2-(4-metylopiperazyn-1-ylo)pirymidyn-5-ylo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7- ylo]cykloheksan-1-ol, (112)

N7
A Le
NN N/ N

oH

Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (3) w postaci biatego osadu (81 mg, 56.1%).
MS-APCI: m/z 465.6 [M+H]

IH NMR (300 MHz, CD3OD): § 8.63 (s, 2H), 8.63 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 4.57 (dd, J = 15.3, 8.7
Hz, 1H), 3.95 — 3.85 (m, 4H), 3.80 — 3.68 (m, 1H), 3.47 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.61 — 2.50 (m,
4H), 2.39 (s, 1H), 2.15 (d, J = 12.5 Hz, 2H), 2.08 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 1.69 (dt, J = 14.9, 7.4 Hz,
2H), 1.61 — 1.43 (m, 4H), 1.04 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, CD3OD): & 161.41 (s), 157.35 (s), 153.70 (s), 150.51 (s), 150.29 (s),
149.70 (s), 125.83 (s), 119.98 (s), 113.86 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 52.71 (s), 52.31 (s), 47.01 (5),
46.61 (s), 45.96 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (M), 20.23 (s),
14.02 (s).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(2,5-dihydrofuran-3-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]-
cykloheksan-1-ol, (113)

Powyzszy zwigzek otrzymatam wykorzystujac procedure (3) w postaci jasnozoltego osadu
(82.5 mg, 72.6%).

MS-APCI: m/z 357.5 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.77 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 6.82 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.32 —
6.22 (M, 1H), 4.79 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 4.70 (d, J = 3.2 Hz, 2H), 4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.41
—4.28 (M, 1H), 3.58 — 3.44 (m, 1H), 3.36 — 3.24 (m, 2H), 2.01 — 1.76 (m, 6H), 1.61 — 1.48 (m,
2H), 1.35 (dg, J = 14.1, 7.2 Hz, 4H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz,DMSO-ds): & 158.05 (5), 154.67 (s), 153.53 (s), 139.09 (s), 131.37 (5),
124.51 (s), 115.19 (s), 97.76 (s), 72.81 (s), 70.89 (s), 70.26 (s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (5),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 20.23 (s), 14.02 ().

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[1-(1-metylopiperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (114)

\
NT N \
/\/\NHJ\N/ Nb

Powyzszy zwigzek uzyskalam w oparciu o procedure (3) w postaci biatego osadu (57.3 mg,
57.2%).

MS-APCI: m/z 452.6 [M+H]

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 8.75 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 6.72
(t, J = 5.6 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.40 — 4.32 (m, 1H), 4.15 — 4.07 (m, 1H), 3.57 —
3.48 (m, 1H), 3.32 (d, J = 10.9 Hz, 2H), 2.89 (d, J = 9.7 Hz, 2H), 2.24 (s, 3H), 2.10 (s, 2H),
1.99 (dd, J = 30.0, 7.6 Hz, 6H), 1.88 (t, J = 10.2 Hz, 4H), 1.60 — 1.49 (m, 2H), 1.41 - 1.30 (m,
4H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 159.0 (s), 152.0 (s), 150.0 (s), 135.5 (s), 124.0 (s), 117.7
(s), 114.6 (s), 109.0 (s), 106.3 (s), 68.1 (s), 58.1 (s), 54.1 (s), 51.7 (s), 45.7 (), 40.6 (s), 34.5
(s), 32.0 (s), 31.3 (s), 30.1 (5), 19.7 (s), 13.8 (8).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-[1-(2-hydroksyetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-7-yl Jcykloheksan-1-ol, (115)

Tytutlowy zwigzek otrzymatam w oparciu o procedurg (3) w postaci zottego osadu (25 mg,
62.5%).

MS-APCI: m/z 399.5 [M+H]

'H NMR (500 MHz, CD30OD): $ 8.64 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 4.55
(ddd, J = 16.0, 10.6, 5.1 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.98 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.81 — 3.68
(m, 1H), 3.49 (t, J=7.1 Hz, 2H), 2.14 (t, J = 17.6 Hz, 2H), 2.09 — 1.97 (m, 4H), 1.74 — 1.65 (m,
2H), 1.61 — 1.45 (m, 4H), 1.05 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDsOD): & 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40 (s),
115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 70.89 (s), 57.88 (s), 55.91 (s), 50.96 (s), 41.53 (), 32.58 (S),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 20.23 (5), 14.02 (S).

3-[2-(butyloamino)-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-5-
ylo]cykloheks-2-en-1-on, (116)

Tytulowy zwigzek otrzymatam stosujac procedurg (3) w postaci kremowego osadu (95 mg,
92.1%).
MS-APCI: m/z 383.5 [M+H]
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IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.75 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 6.99 (¢, J = 5.7 Hz, 1H), 6.30 (s,
1H), 4.68 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.49 — 4.33 (m, 1H), 3.52 (ddd, J = 11.6, 7.0, 4.1 Hz, 1H), 3.31
(dd, J = 13.5, 6.2 Hz, 2H), 2.76 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.35 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.07 — 1.81 (m, 8H),
1.61 - 1.47 (m, 2H), 1.36 (dt, J = 14.1, 7.0 Hz, 4H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 199.46 (s), 158.05 (s), 154.67 (s), 153.53 (s), 149.53 (s),
126.14 (s), 123.85 (s), 115.19 (), 112.00 (s), 70.89 (s), 55.91 (), 41.53 (5), 36.94 (5), 32.58 (5),
32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 27.51 (s), 23.27 (5), 20.23 (), 14.02 (S).

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-(1-metylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyn-4-ylo)-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7 -ylo]cykloheksan-1-ol, (117)

d
NT N N
/\/\NHJ\?/g7

OH

Powyzszy zwigzek otrzymatam w oparciu o procedure (3) w postaci zéttego osadu (45.4 mg,
41.8%).

MS-APCI: m/z 384.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.46 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 5.86 (s, 1H), 4.30 (tt, J = 12.0, 3.9
Hz, 1H), 3.54 (ddd, J = 15.0, 10.8, 4.1 Hz, 1H), 3.30 — 3.23 (m, 4H), 2.83 (t, J = 5.9 Hz, 2H),
2.53 (s, 2H), 2.45 (s, 3H), 1.92 (dd, J = 22.2, 11.6 Hz, 4H), 1.76 — 1.56 (m, 2H), 1.52 — 1.22 (m,
7H), 0.81 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8 158.00 (s), 152.70 (), 149.17 (s), 128.35 (s), 118.83 (5), 115.38
(s), 114.58 (s), 108.77 (s), 68.68 (s), 52.83 (s), 51.62 (S), 50.66 (5s), 48.41 (s), 43.49 (s), 40.64
(s), 33.53 (s), 31.07 (), 29.82 (s), 29.00 (s), 25.54 (S), 21.98 (s), 19.46 (s), 13.33 (5), 13.11 (8).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-{4-[(4-metylofenylo)metylo]piperazyn-1-ylo}-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-yl Jcykloheksan-1-ol, (118)

A
-

NN
Ay
NN N T

OH

Powyzszy zwiazek otrzymatam zgodnie z procedurg (3) w postaci bragzowego osadu (30 mg,
16%).

MS-APCI: m/z 477.8 [M+H]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8.55 (s, 1H), 7.22 — 7.07 (m, 4H), 5.71 (s, 1H), 4.46 (s,
1H), 3.77 (s, 1H), 3.67 — 3.61 (m, 4H), 3.56 — 3.52 (M, 2H), 3.40 (s, 1H), 3.34 (s, 1H), 2.85 —
2.81 (m, 2H), 2.68 — 2.64 (m, 2H), 2.35 — 2.23 (m, 5H), 2.20 — 2.09 (m, 2H), 1.75 — 1.69 (m,
4H), 1.64 (s, 1H), 1.57 — 1.53 (m, 2H), 1.41 — 1.37 (m, 1H), 1.01 — 0.93 (m, 4H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 8 163.60 (s), 160.37 (s), 158.43 (s), 135.28 (s), 134.34 (s),
131.50 (s), 130.02 (s), 129.65 (s), 129.65 (s), 129.31 (s), 107.77 (s), 105.16 (s), 70.89 (s), 63.10
(s), 55.91 (s), 51.13 (s), 50.73 (s), 49.66 (s), 49.26 (s), 41.53 (S), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (8),
28.68 (s), 28.29 (s), 21.31 (), 20.23 (s), 14.02 (3).

Kolejne zwigzki to pochodne pirolopirymidynowe z réznymi podstawnikami w migjscu R* i
RS,

(1r,4r)-4-{2-[(2-cyklopropyloetylo)amino]-5-{1-[2-(dimetyloamino)etylo]-1H-pirazol-4-
ilo}-7H-pirolo[2,3 -d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (119)
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Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedurg (4) i (3) w postaci bezowego osadu (19 mg,
96.6%).

MS-APCI: m/z 438.6 [M+H]

IH NMR (500 MHz, CDCls): & 8.65 (d, J =22.6 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 7.78 (d, J
= 11.3 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 5.60 (s, 1H), 4.59 (ddd, J = 17.4, 10.0, 4.7 Hz, 3H), 3.85 (qd, J =
10.8, 5.3 Hz, 1H), 3.67 — 3.57 (m, 2H), 3.20 (s, 2H), 2.52 (s, 7H), 2.24 (d, J = 11.6 Hz, 2H),
2.17 (d, J = 12.6 Hz, 2H), 1.98 — 1.89 (m, 3H), 1.69 — 1.61 (m, 5H), 0.88 — 0.81 (m, 1H), 0.55
(dd, J=16.4,11.1 Hz, 2H), 0.21 - 0.13 (m, 2H).

13C NMR (151 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 (s), 70.89 (s), 58.43 (s), 55.91 (s), 48.61 (S), 45.66 (s), 45.35 (S),
42.07 (s), 33.12 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 9.82 (s), 8.18 (5S), 7.79 (5).

(1r,4r)-4-(5-{1-[2-(morfolin-4-ylo)etylo]-1H-pirazol-4-ilo}-2-{[4-(trimetylosililo)but-3-yn -
1-yloJamino}-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol, (120)
@

N
N\N/\/
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Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci kremowego osadu (70
mg, 51.5%).

MS-APCI: m/z 536.8 [M+H]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 8.75 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 6.83
(t, J=6.0 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.42 — 4.33 (m, 1H), 4.23 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.59
—3.49 (m, 5H), 3.45 (dd, J = 13.4, 6.9 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.52 (d, J = 2.3 Hz,
2H), 2.44 — 2.39 (m, 4H), 1.97 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 1.90 (d, J = 14.7 Hz, 4H), 1.36 (dt, = 16.3,
11.9 Hz, 2H), 0.09 (s, 9H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 135.71 (s), 125.40 (s),
115.80 (s), 114.77 (s), 108.19 (s), 100.48 (s), 89.24 (s), 70.89 (s), 68.04 (s), 67.82 (S), 55.91 (8),
53.38 (s), 53.14 (s), 52.74 (s), 48.79 (s), 38.20 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (8),
22.40 (s), 0.34 (s), -0.06 ().
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(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino]-5-(tiofen-3-ylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
ylo}cykloheksan-1- ol, (121)

N7 N N\
HO\/\J‘\/

NH N N

oH

Tytutlowy zwigzek otrzymatam zgodnie z procedurg (4) i (3) w postaci kremowego osadu (105
mg, 73.7%).

MS-APCI: m/z 359.5 [M+H]

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.88 (s, 1H), 7.71 (dd, J =2.7, 1.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.55 (m,
2H), 7.50 (dd, J = 5.0, 1.2 Hz, 1H), 6.65 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.67 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 4.48 — 4.33
(m, 1H), 3.62 — 3.47 (m, 3H), 3.41 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 1.93 (dd, J = 24.2, 9.1 Hz, 6H), 1.37 (dt,
J=17.0, 8.0 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 159.70 (s), 155.16 (s), 152.69 (s), 148.71 (s), 135.22 (s),
131.27 (s), 127.18 (s), 122.73 (s), 116.27 (s), 108.27 (s), 70.89 (s), 60.68 (s), 55.91 (s), 41.93
(s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (5).

(1r,4r)-4-{5-[1-(1-metylopiperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-2-[(4,4,4-trifluorobutylo)-
amino]-7H- pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (122)

N

F
WNH N
F
F b

OH

\_//

N /Z/O
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2

Powyzszy zwigzek uzyskatam w oparciu o procedure (4) i (3) w postaci biatego osadu (52.5
mg, 35%).

MS-APCI: m/z 506.7 [M+H]

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds ): 5 8.83 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.58 (s, 1H), 7.30
(d, J=8.1Hz, 2H), 6.97 (t,J =5.7 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.43 (td, J = 11.6, 5.7 Hz,
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1H), 3.57 — 3.49 (m, 1H), 3.45 (s, 2H), 3.40 (dd, J = 13.0, 6.6 Hz, 2H), 2.45 — 2.21 (m, 10H),
2.15 (s, 3H), 1.93 (dt, J = 28.7, 10.2 Hz, 6H), 1.85 — 1.78 (m, 2H), 1.41 — 1.32 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s), 132.39 (s),
126.01 (s), 114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 70.89 (s), 56.25 (s), 55.91 (5), 52.79 (S), 52.48 (5),
45.96 (s), 41.83 (s), 33.48 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (S), 28.29 (S), 26.77 (S), 26.56 (),
25.16 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(2-cyklopropyloetylo)amino]-5-{5-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]tiofen-
2-ylo}-7H-pirolo[2, 3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (123)

N
‘ \
AANHJ\N/ N
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Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci delikatnie rozowego
osadu (51.6 mg, 71.9% ).

MS-APCI: m/z 495.7 [M+H]

'H NMR (400 MHz, CD30OD): 5 8.63 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 7.05 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.89 (d, J
= 3.6 Hz, 1H), 4.77 (s, 5H), 4.52 — 4.41 (m, 1H), 3.71 (s, 2H), 3.49 (dd, J = 7.7, 6.7 Hz, 2H),
2.52 (s, TH), 2.27 (s, 3H), 2.09 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 1.96 (ddd, J = 25.1, 11.4, 4.2 Hz, 4H), 1.53
(dd, J =14.3, 7.0 Hz, 3H), 0.80 — 0.68 (m, 1H), 0.49 — 0.43 (m, 2H), 0.11 - 0.05 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CD3OD): & 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), 70.89 (s), 59.19 (s), 55.91 (s), 54.46
(s), 54.06 (s), 53.37 (s), 53.05 (s), 45.96 (s), 42.07 (S), 33.12 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (S),
28.29 (s), 9.82 (s), 8.18 (5), 7.79 (5).
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(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-[1-(2-hydroksyetylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo-[
2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (124)

OH
N\N/\/

N‘ N N
%\/\NH)\N/ N

Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci zottego osadu (20.3 mg,
55.4%).

MS-APCI: m/z 397.5 [M+H]

'H NMR (500 MHz, CD30D): 5 8.59 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.26 (d, J
= 6.2 Hz, 1H), 5.91 (ddt, J = 17.1, 10.2, 6.9 Hz, 1H), 5.18 — 5.02 (m, 2H), 4.50 (ddd, J = 16.1,
10.7, 5.7 Hz, 1H), 4.27 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 3.92 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 3.74 — 3.64 (m, 1H), 3.53
—3.45 (m, 2H), 2.41 (t, J = 10.4 Hz, 2H), 2.11 (d, J = 11.1 Hz, 2H), 2.07 — 1.94 (m, 4H), 1.60
—1.43 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, CD30OD): § 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), 70.89 (s), 57.88 (s), 55.91 (s), 50.96
(s), 40.12 (s), 33.83 (), 32.58 (), 32.19 (s), 28.68 (S), 28.29 (5).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-yn-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, (125)

Q
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Powyzszy zwiazek otrzymatam wykorzystujac do tego celu procedure (4) i (3) w postaci
kremowego osadu (36.4 mg, 70.3%).

MS-APCI: m/z 464.7 [M+H]"
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 8.76 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 6.87
(t, J =5.9 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.42 — 4.33 (m, 1H), 4.23 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.54
(dd, J = 14.8, 10.2 Hz, 5H), 3.45 (dd, J = 13.4, 7.0 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.74 (t,J
= 6.6 Hz, 2H), 2.48 — 2.44 (m, 2H), 2.42 (d, J = 4.1 Hz, 4H), 2.01 — 1.83 (m, 6H), 1.36 (ddd, J
=18.1, 13.1, 6.2 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 158.5 (s), 151.9 (s), 149.8 (s), 135.8 (s), 126.4 (s), 118.1
(s), 114.6 (s), 109.4 (s), 106.3 (s), 82.8 (s), 71.8 (s), 68.0 (s), 66.2 (S), 57.7 (S), 53.1 (s), 51.8
(s), 48.7 (s), 40.4 (s), 34.5 (s), 30.1 (s), 18.7 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-5-[1-(oksolan-3-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-7H-pirolo-
[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (126)
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Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci kremowego osadu (25.4
mg, 92.1%).

MS-APCI: m/z 421.8 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): § 8.79 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.43 (s, 1H), 6.87
(t, J=5.9 Hz, 1H), 5.05— 4.98 (m, 1H), 4.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.42 — 4.32 (m, 1H), 4.00 (qd,
J=7.6,3.7Hz, 2H), 3.93 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H), 3.84 (td, J = 8.2, 5.6 Hz, 1H), 3.58 — 3.48
(m, 1H), 3.45 (dd, J = 13.3, 7.0 Hz, 2H), 2.79 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.48 — 2.43 (m, 2H), 2.36 (ddt,
J=15.2,12.0, 6.4 Hz, 2H), 1.96 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 1.89 (t, J = 9.3 Hz, 4H), 1.36 (dt, J = 17.2,
11.9 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): & 158.4 (s), 151.9 (s), 150.0 (s), 136.1 (s), 124.8 (s), 118.3
(s), 115.0 (s), 109.4 (s), 106.1 (s), 82.8 (s), 72.2 (s), 71.8 (s), 68.0 (s), 66.8 (s), 60.9 (s), 51.7
(s), 40.4 (s), 34.5 (s), 32.1(s), 30.1(s), 18.6 (S).
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(1r,4r)-4-{2-[(2-hydroksyetylo)amino]-5-[3-(4-metylopiperazyn-1-ylo)prop-1-yn-1-ylo]-
7H-pirolo[2 ,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (127)

A @/ s
nv—( |

HO

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedurg (4) i (3) w postaci bezowego osadu (172

mg, 65.3%).
MS-APCI: m/z 413.7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.35 (s, 1H), 6.67 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.59 (s, 2H), 4.35 —
4.19 (m, 1H), 3.43 (s, 5H), 3.29 (dd, J = 11.9, 5.9 Hz, 5H), 2.42 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, 10H), 1.80
(dd, J = 24.8, 11.6 Hz, 5H), 1.21 (dd, J = 20.1, 15.8 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 161.26 (s), 157.74 (s), 152.85 (s), 132.04 (s), 115.59 (s),
108.32 (s), 78.43 (s), 70.89 (s), 64.69 (S), 60.68 (S), 55.91 (s), 54.46 (s), 54.06 (S), 52.92 (5),
52.52 (s), 45.96 (5), 41.93 (s), 39.69 (s), 32.58 (5), 32.19 (s), 28.68 (S), 28.29 (s).

(1r,4r)-4-[5-(3-aminobut-1-yn-1-ylo)-2-{[(2S)-1-hydroksypentan-2-ylo]Jamino}-7H-pi-
rolo[2, 3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (128)

HO
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Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedurg (4) i (2) w postaci jasno-zottego osadu (17.4
mg, 15.1%).

MS-APCI: m/z 386.5 [M+H]"
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IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 8.59 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 5.32 — 5.25 (m, 1H), 4.53 — 4.40 (m,
1H), 4.40 — 4.27 (m, 1H), 4.09 — 3.96 (m, 1H), 3.84 — 3.59 (m, 3H), 2.19 — 1.96 (M, 4H), 1.89
—1.65 (m, 2H), 1.65 — 1.43 (m, 9H), 1.39 (d, J = 6.5 Hz, 4H), 0.95 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 159.93 (s), 158.31 (s), 153.22 (s), 133.36 (s), 115.73 (s), 114.18
(s), 79.48 (s), 70.89 (s), 64.76 (S), 55.91 (s), 54.21 (S), 41.50 (s), 32.97 (S), 32.58 (s), 32.19 (3),
28.68 (s), 28.29 (s), 24.35 (s), 19.07 (s), 14.23 (S).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7H-
pirolo[ 2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (129)

NT N N\
A
NN\ N2

Tytutlowy zwigzek uzyskalam postepujac zgodnie z procedurg (4) i (3) w postaci delikatnie zottego
osadu (8.4 g, 70.1%).

MS-APCI: m/z 475.6 [M+H]

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 8.80 (s, 1H), 7.58 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.53 (s, 1H), 7.27
(d, 2H J = 8.1 Hz), 6.78 (t, 1H J = 5.7 Hz), 5.86 (ddt, 1H J = 17.0, 10.2, 6.7 Hz), 5.07 (ddd, 1H
J=17.2,3.3,1.5Hz), 5.01 — 4.97 (m, 1H), 4.64 (d, 1H J = 3.7 Hz), 4.43 — 4.36 (m, 1H), 3.59 —
3.48 (m, 1H), 3.41 (s, 2H), 3.37 (dd, 2H J = 13.4, 6.8 Hz), 2.42 — 2.20 (m, 10H), 2.11 (s, 3H),
1.98 - 1.83 (m, 6H), 1.39 — 1.27 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): & 159.29 (s), 151.91 (s), 150.63 (s), 137.22 (s), 136.32 (s),
133.60 (s), 129.87 (s), 126.17 (s), 120.47 (s), 116.45 (S), 114.66 (s), 109.56 (s), 68.59 (s), 62.41
(s), 55.29 (s), 53.11 (s), 46.27 (s), 41.23 (S), 35.10 (S), 34.10 (s), 30.60 (3).
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3-[(5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn- 2-ylo)amino]propanonitryl, (130)

[
N

N\\

NS J‘\
\\/\NH N/

OH

Powyzszy zwiazek otrzymatam stosujgc procedure (4) i (3) w postaci biatego osadu (32.1 mg,
45.3%).

MS-APCI: m/z 474.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 8.87 (s, 1H), 7.68 — 7.59 (m, 3H), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.19 (t, J =5.9 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.53 — 4.39 (m, 1H), 3.58 (dd, J = 12.4, 6.3
Hz, 3H), 3.45 (s, 2H), 2.82 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.37 (s, 8H), 2.16 (s, 3H), 2.05 — 1.82 (m, 6H),
1.48 — 1.28 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): § 158.1 (s), 152.4 (s), 150.2 (s), 135.8 (s), 132.9 (s), 129.3
(s), 125.7 (s), 120.3 (s), 119.7 (s), 114.1 (s), 109.5 (s), 68.0 (s), 61.8 (5), 54.6 (s), 52.4 (s), 52.0
(s), 45.6 (s), 37.4 (s), 34.5 (s), 30.1 (s), 17.4 (5).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7H-
pirolo[ 2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (131)

N
N

N\\

\\\ANHJ\N/

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci kremowego osadu (25.4
mg, 58.4%).

MS-APCI: m/z 473.6 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, CD3OD): & 8.73 (s, 1H), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.39 (dd, J = 8.0, 2.7
Hz, 3H), 4.62 — 4.47 (m, 1H), 3.77 — 3.67 (m, 1H), 3.67 — 3.54 (m, 4H), 2.79 — 2.49 (m, 6H),
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2.40 (s, 3H), 2.17 — 1.92 (m, 7H), 1.63 — 1.42 (m, 2H), 1.38 — 1.21 (m, 2H), 0.90 (t, J = 6.4 Hz,
2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 158.4 (s), 156.9 (s), 152.7 (), 149.8 (s), 135.4 (s), 133.2
(s), 129.4 (s), 125.6 (), 120.2 (s), 114.0 (s), 113.8 (), 108.4 (s), 68.0 (s), 61.6 (5), 54.3 (), 52.0
(s), 51.9 (), 46.5 (5), 45.1 (), 34.5 (s), 30.0 (5), 25.0 (S).

(1r,4r)-4-{5-bromo-2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cyklo-
heksan-1- ol, (132)

Powyzszy zwiazek uzyskatam w postaci jasno-bezowego osadu (23.7 mg, 92.1%).

MS-APCI: m/z 364.5 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & 8.38 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.10 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 4.65 (d,
J =45 Hz, 1H), 4.46 — 4.30 (m, 1H), 3.46 (dt, J = 13.4, 5.6 Hz, 3H), 2.79 (t, J = 2.6 Hz, 1H),
2.44 (td, J = 7.1, 2.5 Hz, 2H), 1.98 — 1.78 (m, 6H), 1.42 — 1.22 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de): 8 159.21 (s), 153.30 (s), 151.11 (s), 125.75 (s), 119.73 (3),
88.34 (s), 82.35 (s), 70.89 (s), 55.91 (s), 37.85 (S), 32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (s),
18.95 (s).
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2,2,2-trifluoro-N-[4-(2-{[(2S)-1-hydroksypentan-2-yloJamino}-7-[(1r,4r)-4-hydroksy-
cykloheksylo]-7H-pirolo [2,3-d]pirymidyn-5-ylo)but-3-yn-2-ylo]acetamid, (133)

HO M
‘\_? . // NHF F

7 N\
NH‘<N7 \

O

HO

Powyzszy zwigzek uzyskatam postepujac zgodnie z procedurg (4) i (2) w postaci jasno-zottego
osadu (24.4 mg, 17%).

MS-APCI: m/z 482.7 [M+H]"

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 8.50 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.69 — 6.55 (m, 1H), 5.24 —5.01 (m,
1H), 4.51 — 4.34 (m, 1H), 4.17 — 4.00 (m, 1H), 3.90 — 3.59 (m, 3H), 2.21 — 1.99 (m, 4H), 1.89
—1.68 (m, 2H), 1.65 — 1.36 (m, 10H), 0.96 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCla): § 159.93 (s), 158.31 (s), 157.61 (s), 153.22 (s), 133.36 (5), 117.90
(s), 115.73 (s), 79.43 (), 70.89 (s), 69.69 (s), 64.76 (), 55.91 (5), 54.21 (5), 42.61 (5), 32.97 (5),
32.58 (5), 32.19 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 22.47 (S), 19.07 (5), 14.23 (S).

(1r,4r)-4-{2-[(but-3-en-1-ylo)amino]-5-(4-fenoksyfenylo)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-
yl}cykloheksan-1-ol, (134)

O

NN N\
A
N N

oH

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedurg (4) i (3) w postaci jasno-
zielonego osadu (48.7 mg, 66.2%).

MS-APCI: m/z 455.6 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.66 (s, 1H), 7.52 — 7.45 (m, 2H), 7.41 - 7.31 (m, 2H), 7.16 —
7.03 (m, 6H), 5.88 (ddt, J =17.0, 10.1, 6.8 Hz, 2H), 5.24 —5.08 (m, 2H), 4.61 — 4.48 (m, 1H),
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3.86 —3.71 (m, 1H), 3.58 (dd, J = 12.7, 6.8 Hz, 2H), 2.44 (g, J = 6.8 Hz, 2H), 2.17 (dt, J = 14.0,
11.9 Hz, 4H), 1.99 — 1.82 (m, 2H), 1.60 (dt, J = 24.1, 6.6 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de): § 159.3 (s), 157.4 (s), 155.2 (), 153.1 (s), 150.6 (s), 137.2
(s), 130.6 (5), 130.5 (s), 127.9 (s), 123.9 (s), 120.4 (5), 119.7 (), 119.0 (s), 116.5 (s), 114.1 (S),
109.5 (s), 68.6 (s), 52.6 (s), 41.2 (s), 35.1(s), 34.1 (s), 30.6 (s).

(1r,4r)-4-{2-[(2-metanosulfonyloetylo)amino]-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]-
fenylo}-7H-pirolo[2,3-d] pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (135)

N
L

Tytutlowy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci biatego osadu (39.4 mg,
58%).

MS-APCI: m/z 527.7 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8.86 (s, 1H), 7.64 — 7.59 (m, 3H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
6.99 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.44 (dd, J = 13.4, 8.9 Hz, 1H), 3.75 (dd, J =
13.3, 6.4 Hz, 2H), 3.54 (dd, J = 12.3, 8.2 Hz, 1H), 3.43 (s, 2H), 3.42 — 3.38 (m, 4H), 3.02 (s,
3H), 2.41 — 2.25 (m, 6H), 2.13 (s, 3H), 1.94 (dd, J = 21.0, 11.0 Hz, 6H), 1.42 — 1.33 (m, 2H).
13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 157.35 (s), 153.70 (s), 149.70 (s), 140.12 (s), 135.91 (s),
128.19 (), 127.98 (s), 126.43 (s), 123.09 (s), 122.88 (s), 119.92 (s), 113.86 (5), 70.89 (s), 63.10
(s), 55.91 (S), 54.46 (s), 54.06 (s), 52.92 (5), 52.52 (), 52.36 (S), 45.96 (s), 39.75 (S), 32.58 (5),
32.19 (s), 28.68 (s), 28.29 (s).
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(1r,4r)-4-(5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-2-[(2-metyloprop-2-en-1-ylo)-
amino]-7H- pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol, (136)

Tytutowy zwigzek otrzymatam stosujac procedure (4) i (3) w postaci biatego osadu (73.5mg,
55.4%).

MS-APCI: m/z 475.6 [M+H]

'H NMR (500 MHz, CD30D): 6 8.60 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.28 (t, ] = 3.9 Hz, 3H),
4.84 (s, 1H), 4.41 (dt, J = 15.7, 7.9 Hz, 1H), 3.92 (s, 2H), 3.64 — 3.53 (m, 1H), 3.49 (s, 2H),
3.38 (d, J =7.3 Hz, 1H), 2.55 (d, J = 38.0 Hz, 7H), 2.32 (s, 3H), 2.01 (d, J = 11.5 Hz, 2H), 1.94
(dd, J=8.2,2.7 Hz, 4H), 1.71 (s, 3H), 1.47 — 1.36 (m, 2H), 1.27 — 1.15 (m, 2H), 0.80 (t, J = 6.9
Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CD3OD): & 160.1(s), 154.5 (s), 150.6 (s), 144.7 (s), 135.9 (s), 135.1 (s),
131.2 (s), 127.4 (s), 121.4 (5), 116.8 (s), 111.3 (s), 110.3 (), 70.4 (5s), 63.2 (S), 55.4 (5), 53.6 (8),
52.7 (s), 48.1 (s), 45.2 (s), 35.4 (s), 31.4 (s), 20.6 (S), 7.6 ().

(1r,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, (137)

=z

Tytutlowy zwigzek otrzymatam post¢pujac zgodnie z procedurg (4) i (3) w postaci kremowego
osadu (703 mg, 23.1%).
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MS-APCI: m/z 450.6 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 8.77 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 6.74
(t, J = 5.8 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J = 17.0, 10.2, 6.8 Hz, 1H), 5.13 — 4.98 (m, 2H), 4.66 (d, J = 4.5
Hz, 1H), 4.37 (dt, J = 15.6, 8.6 Hz, 1H), 4.16 — 4.06 (m, 1H), 3.53 (td, J = 10.8, 6.3 Hz, 1H),
3.38 (dd, J = 13.4, 6.8 Hz, 2H), 2.87 (d, J = 10.8 Hz, 2H), 2.34 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 2H), 2.22
(s, 3H), 2.07 (dd, J = 16.3, 8.2 Hz, 2H), 2.04 — 1.93 (m, 6H), 1.89 (t, J = 10.2 Hz, 4H), 1.36 (td,
J=16.8, 11.9 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 158.40 (s), 155.35 (s), 153.84 (s), 139.33 (s), 134.10 (s),
132.39 (s), 117.05 (s), 114.77 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 70.89 (s), 56.25 (s), 55.91 (S), 52.79
(s), 52.48 (s), 45.96 (s), 33.83 (s), 32.58 (5), 32.19 (5), 28.68 (S), 28.29 (s), 26.77 (S), 26.56 (5).

(1r,4r)-4-{5-[4-(4-metylocykloheksylo)fenylo]-2-[(4,4,4-trifluorobutylo)amino]-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7 -ylo}cykloheksan-1-ol, (138)

Powyzszy zwigzek otrzymatam zgodnie z procedurg (4) i (3) w postaci biatego osadu (60.8 mg,
75.7%).

MS-APCI: m/z 517.7 [M+H]

IH NMR (400 MHz, CD3OD): § 8.64 (s, 1H), 7.47 (d, J = 8.9 Hz,1H), 7.23 (s, 1H), 6.99 (d, J
= 8.9 Hz, 2H), 4.50 (s,1H), 3.66 (s,1H), 3.53 — 3.45 (m,,2H), 3.22 — 3.18 (m,4H), 2.65 — 2.57
(m,4H), 2.33 (s,3H), 2.25 (dd, J = 15.9, 11.2 Hz,2H), 2.08 (d, J = 9.2 Hz,2H), 2.03 — 1.95
(m,4H), 1.91 (¢, J = 6.2 Hz,2H), 1.50 (s,2H).

13C NMR (101 MHz, CD30D ): § 158.74 (s), 153.02 (s), 149.76 (s), 149.39 (s), 129.02 (s),
126.99 (s), 126.17 (s), 118.75 (s), 116.46 (s), 115.90 (s), 110.34 (s), 69.07 (s), 54.67 (s), 52.73
(s), 44.76 (s), 40.22 (s), 34.08 (s), 31.07 (s), 30.79 (5), 30.12 (s), 22.32 (S), 21.77 (5s).
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kwas 3-(4-{2-[(but-3-yn-1-ylo)amino]-7-[(1r,4r)-4-hydroksycykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyna-5-ylo}-1H-pirazol-1-ilo)propanowy, (139)

HO

N\N/\/go

//
\\\AN J\/%

H N

OH

Powyzszy zwigzek otrzymalam przy zastosowaniu procedury (4) i (3) w postaci zottego osadu
(3.6 mg, 31.8%).

MS-APCI: m/z 423.5 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 12.34 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.40
(s, 1H), 6.87 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.41 — 4.36 (m, 1H), 4.33 (t, J = 6.8
Hz, 2H), 3.53 (ddd, J = 9.8, 8.0, 1.9 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 13.4, 6.9 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 6.8
Hz, 2H), 2.79 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 2.47 — 2.44 (m, 2H), 2.02 — 1.83 (m, 6H), 1.36 (ddd, J = 15.4,
11.4, 5.0 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 174.45 (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), 82.35 (s), 70.89 (), 55.91 (s), 48.25 (5), 37.85 (5),
32.58 (s), 32.19 (s), 31.53 (s), 28.68 (s), 28.29 (s), 18.95 (5).

(1r,4r)-4-(5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-2-[(prop-2-en-1-ylo)amino]-7H-
pirolo[ 2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-ol, (140)

N~

~
N

N7 N\
\/\NHJ\N/ N

OH

Powyzszy zwiazek otrzymatam zgodnie z procedura (4) i (3) w postaci kremowego osadu (39.7
mg, 72.9% ).
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MS-APCI: m/z 461.8 [M+H]"

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6): & 8.83 (s, 1H), 7.66 — 7.56 (m, 3H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
6.97 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.94 (ddd, J = 22.4, 10.5, 5.3 Hz, 1H), 5.25 — 5.00 (m, 2H), 4.67 (d, J
= 4.4 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 13.5, 9.5 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.59 — 3.49 (m, 1H),
3.46 (s, 2H), 2.38 (dd, J = 10.5, 3.9 Hz, 8H), 2.19 (s, 3H), 1.93 (dt, J = 24.1, 7.5 Hz, 6H), 1.36
(dt, J = 13.2, 7.3 Hz, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 157.72 (s), 153.60 (s), 148.94 (s), 140.12 (s), 135.96 (s),
128.19 (s), 127.98 (s), 126.43 (s), 123.09 (s), 122.88 (s), 119.92 (s), 114.80 (s), 114.09 (s),
70.89 (s), 63.10 (), 55.91 (S), 54.46 (s), 54.06 (s), 52.92 (s), 52.52 (s), 45.96 (s), 39.55 (5),
32.58 (s), 32.19 (s), 28.68 (S), 28.29 (s).

(1r,4r)-4-{5-[1-(1-metylopiperydyn-4-ylo)-1H-pirazol-4-ilo]-2-[(prop-2-en-1-ylo)amino]-
7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (141)

\N
NT N
Ny J‘\N/ N\

H

OH

Tytutlowy zwigzek otrzymatam wykorzystujac do tego celu procedure (4) i (3) w postaci biatego
osadu (74.3 mg, 68%).

MS-APCI: m/z 436.7 [M+H]

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 8.77 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.78 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.39 (s,
1H), 6.91 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.94 (ddt, J = 17.1, 10.5, 5.4 Hz, 1H), 5.24 — 5.00 (m, 2H), 4.68
(d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.43 — 4.31 (m, 1H), 4.17 — 4.05 (m, 1H), 3.96 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.52 (td,
3=10.7, 6.7 Hz, 1H), 2.89 (d, J = 10.7 Hz, 2H), 2.24 (s, 3H), 2.15 — 2.05 (m, 2H), 2.05 — 1.91
(m, 6H), 1.91 - 1.80 (m, 4H), 1.42 — 1.30 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 8 158.83 (s), 155.20 (s), 152.99 (s), 139.33 (s), 136.02 (s),
132.39 (s), 115.08 (s), 114.76 (s), 113.50 (s), 108.19 (s), 70.89 (s), 56.25 (s), 55.91 (s), 52.79
(s), 52.48 (s), 45.96 (s), 39.55 (s), 32.58 (s), 32.19 (5s), 28.68 (S), 28.29 (s), 26.77 (S), 26.56 (S).
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(1r,4r)-4-{2-[(3-fenylopropylo)amino]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-
ol, (142)

Powyzszy zwigzek otrzymatam postepujac zgodnie z procedura (4) w postaci bezowego osadu
(525 mg, 99% ).

MS-APCI: m/z 351.5 [M+H]

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 8.46 (s; 1H), 7.30 — 7.26 (m; 2H), 7.24 — 7.21 (m; 2H),
7.17 (ddt, J = 6.0, 4.7, 2.3 Hz; 1H), 7.14 (d, J = 3.7 Hz; 1H), 6.77 (t, J = 5.7 Hz; 1H), 6.28 (d, J
= 3.6 Hz; 1H), 4.68 (d, J = 4.5 Hz; 1H), 4.36 (tt, J = 11.7, 4.2 Hz; 1H), 3.59 — 3.47 (m; 1H),
2.65 (dd, J =18.1, 10.2 Hz; 2H), 2.01 — 1.69 (m; 10H), 1.40 — 1.29 (m; 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 8 159.41 (s), 152.40 (s), 150.80 (s), 142.65 (s), 128.81 (s),
128.76 (s), 126.15 (s), 123.10 (s), 111.49 (s), 99.61 (S), 68.57 (S), 52.39 (S), 41.34 (s), 35.08 (s),
33.39 (s), 31.54 (s), 30.66 (S).

4-{2-[(2-cyklopropyloetylo)amino]-5-{4-[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]fenylo}-7H-
pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-ol, (33)

[
o

AL
NHJ\N/ N

OH

Tytulowy zwigzek otrzymatam z wykorzystaniem w pierwszej kolejnosci procedury (4) a
nastepnie (3) w postaci delikatnie zottego osadu (1.74 g, 53%).

MS-APCI: m/z 489.7 [M+H]

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 8 8.77 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.52 (s1H), 7.25 (d,
J=8.2 Hz, 2H), 6.79 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.41 — 4.31 (m, 1H), 3.58 —
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3.44 (m, 1H), 3.39 (s, 2H), 3.34 (dd, J = 14.6, 5.9 Hz, 2H), 2.30 (ddd, J = 81.6, 34.6, 3.2 Hz,
6H), 2.09 (d, J = 11.2 Hz, 3H), 1.92 (t, J = 12.9 Hz, 4H), 1.84 (d, J = 10.2 Hz, 2H), 1.43 (dd, J
=14.6, 7.1 Hz, 2H), 1.36 — 1.27 (m, 2H), 0.75 — 0.67 (m, 1H), 0.41 — 0.32 (m, 2H), 0.05 —-0.00
(m, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): & 155.12 (s), 149.58 (s), 140.21 (s), 135.75 (s), 128.16 (s),
127.95 (s), 126.91 (s), 123.15 (s), 122.75 (s), 119.87 (s), 113.49 (s), 69.52 (s), 63.66 (s), 55.01
(s), 54.58 (s), 54.37 (), 53.04 (s), 52.82 (s), 46.05 (S), 42.07 (s), 33.12 (s), 32.48 (), 32.27 (5),
27.33 (s), 26.94 (s), 9.82 (s), 8.18 (s), 7.79 (8).

Kolejne pochodne pirolopirymidynowe posiadaja w swojej strukturze rézne podstawniki w

miejscu R, R%i R,

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol, (143)

Powyzszy zwigzek otrzymalam w postaci zottej substancji oleistej (627 mg, 61.4%).
MS-APCI: m/z 289.5 [M+H]

'H NMR (400 MHz,CDCl3): 6 8.45 (s, 1H), 6.83 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.28 (d, ] = 3.7 Hz, 1H),
5.04 (d, J=5.1 Hz, 1H), 4.47 (tt, J = 12.0, 3.9 Hz, 1H), 3.74 (tt, J = 11.1, 4.3 Hz, 1H), 3.44 (td,
J=7.0,5.9 Hz, 2H), 2.09 (dddd, J = 13.2, 8.5, 4.0, 2.2 Hz, 4H), 1.89 — 1.77 (m, 2H), 1.65 —
1.50 (m, 4H), 1.47 — 1.36 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 159.06 (s), 152.60 (s), 150.34 (s), 121.95 (s), 111.84 (s), 99.77
(s), 69.95 (s), 52.11 (s), 41.62 (s) , 34.68 (s), 31.97 (S), 30.64 (S), 20.27 (S), 13.99 (s).
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(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-5-jodo-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol,
(144)

Powyzszy zwigzek otrzymalam w postaci zottego osadu (75 mg, 95%).

MS-APCI: m/z 415.5 [M+H]

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.23 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 5.18 (s, 1H), 4.48 (tt, J = 11.9, 3.8
Hz, 1H), 3.74 (tt, J = 11.0, 4.2 Hz, 1H), 3.46 (td, J = 7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.21 - 2.02 (m, 4H), 1.92
—1.73 (m, 2H), 1.60 (tdd, J = 14.7, 10.4, 5.4 Hz, 4H), 1.51 — 1.37 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz,
3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 166.46 (s), 158.93 (s), 157.72 (s), 114.49 (s), 110.86 (s), 70.89
(s), 55.91 (s), 41.53 (s), 32.58 (s), 32.19 (s), 30.87 (s), 28.68 (S), 28.29 (s), 25.68 (S), 20.23 (8),
14.02 (s).

(1r,4r)-4-[5-bromo-2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol,
(145)

Powyzszy zwiazek otrzymatam w bezposredniej reakcji N-aminowania (1r,4r)-4-{5-bromo-2-
chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-olu, w postaci biatego osadu (1.3 g,
41.1%).

MS-APCI: m/z 368.5 [M+H]

196



IH NMR (600 MHz, CDCls): & 8.39 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 5.06 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 4.48
(tt, J = 12.1, 3.9 Hz, 1H), 3.73 (tt, J = 10.9, 4.3 Hz, 1H), 3.45 (td, J = 7.1, 5.8 Hz, 2H), 2.13
(ddd, J = 8.1, 4.3, 2.2 Hz, 2H), 2.06 (ddd, J = 11.8, 4.6, 2.6 Hz, 2H), 1.79 (ddd, J = 25.4,
13.1, 3.4 Hz, 2H), 1.62 (dg, J = 12.7, 7.5 Hz, 2H), 1.58 — 1.50 (m, 2H), 1.47 — 1.40 (m, 2H),
0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCl3): & 160.38 (s), 159.27 (s), 152.65 (s), 151.46 (s), 150.49 (S),
149.44 (s), 120.76 (s), 111.52 (s), 89.32 (s), 87.48 (), 69.99 (5), 52.58 (5), 41.41 (5), 34.55
(s), 31.85 (5), 30.53 (s), 19.86 (s), 14.92 (s), 12.56 (5).

dietylo{2-[2-(butyloamino)-5-{5-[(pirolidyn-1-ylo)metylo]tiofen-2-ylo}-7H-pirolo[2,3-d]-
pirymidyn-7-ylo]etylo} fosfonian, (146)

Powyzszy produkt otrzymatam w postaci rézowego osadu (41.3 mg, 40.8%).

MS-APCI: m/z 520.7 [M+H]

'H NMR (500 MHz, CD30OD): & 8.74 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.17 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.02 (d, J
= 3.5 Hz, 1H), 4.43 (dt, J = 14.3, 7.3 Hz, 2H), 4.11 (p, J = 7.1 Hz, 4H), 3.95 (s, 2H), 3.56 — 3.45
(m, 2H), 2.72 (d, J = 18.0 Hz, 4H), 2.53 (dt, J = 18.1, 7.3 Hz, 2H), 1.91 (s, 4H), 1.74 — 1.66 (m,
2H), 1.51 (dq, J = 14.9, 7.4 Hz, 2H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.04 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CD3OD): & 161.99 (s), 157.21 (s), 156.21 (s), 154.94 (s), 137.28 (s),
134.86 (s), 130.48 (s), 125.56 (s), 119.81 (s), 113.37 (s), 62.93 (s), 62.03 (s), 58.36 (S), 55.50
(s), 55.11 (s), 41.53 (s), 40.80 (s), 30.87 (s), 25.36 (S), 25.14 (S), 25.04 (s), 15.16 (s), 16.70 (S),
16.00 (s), 20.02 (s), 15.16 (s), 14.02 (s).
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5. Optymalizacja Sciezki syntezy

Obecnie coraz czgsciej przed rozpoczeciem optymalizacji reakcji sktadajacej sig z kilku

etapow wykorzystuje si¢ w pierwszej kolejnosci modelowanie komputerowe (DFT i DOE).

Metody te umozliwiajg obliczenie energii aktywacji i dobér jak najlepszych warunkow

doswiadczalnych. Dzigki temu reakcje prowadzone sg juz w okreslonych warunkach co

diametralnie skraca czas procesu optymalizacyjnego. W swojej pracy nie miatam mozliwosci

skorzystania z takiego modelu obliczeniowego dlatego tez niektdre etapy optymalizacji

wymagaly ode mnie wigcej czasu i pracy zwigzanej z doborem jak najlepszych warunkow

reakcji.

5.1. Technologia przeptywowa

Przy zastosowaniu systemu przeptywowego zaplanowatam optymalizacj¢ ponizszej $ciezki

syntezy, ktora to pozwali na otrzymanie zwigzku referencyjnego UNC2025 (Schemat 11).
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Schemat 11: Optymalizowana $ciezka syntezy przy zastosowaniu technologii przeptywowe;.

Optymalizowane etapy poréwnywatam do reakcji otrzymywania danego zwigzku

metodami klasycznym. W trakcie prac optymalizacyjnych gtéwnym parametrem okreslajacym

oczekiwany przebieg reakcji byt stopien konwersji substratu w produkt okre$lany za pomoca

techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC.

Tabela 21: Warunki chromatograficzne

Parametry
Kolumna Kinetex 5u EVO C18 100A 250 x 4.6 mm
Fazy mobilne Faza A: woda
Faza B:ACN
Przeptyw 0.6 mL/min
Czas analizy 10 minut
Gradient

Czas [minuty]

Faza mobilna A [%0]

Faza mobilna B [%0]

0

1 98 2

5 10 90
8.5 10 90
9.5 98 2
10

5.1.1. Reakcja nukleofilowej substytucji aromatycznej

Otrzymywanie trans-4-((5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino)cykloheksan-1-olu przy

aplikacji technologii przeptywowe;:
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Schemat 12: Reakcja nukleofilowej substytucji aromatycznej w systemie FLOW.

W celu zoptymalizowania przedstawionego powyzej etapu, reakcje prowadzone byly z
zastosowaniem roéznych rozpuszczalnikow, temperatur, stezenia substratow jak rowniez iloscCi
ekwiwalentow: 5-bromo-2,4-dichloropirymidyny do trans-4-aminocykloheksanolu, zapi-
sanego w tabeli jako (Ratio). Do reakcji tej stosowany byt gtownie reaktor typu mikrochip

(LTF-V) o objetosci 1.7 mL i rozmiarze kanalikow 1 milimetra.

» Reakcje prowadzone w izopropanolu (IPA)
» Stezenie 0.5 M

Tabela 22: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej oraz uzyskane wyniki przy Ratio 1:1

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: 45.86% dla substratu
3 28 0.5 1:1
54.14% dla produktu
e analiza HPLC: 24.04% dla substratu
1 5 28 0.5 1:1
75.96% dla produktu
e analiza HPLC: 22.28% dla substratu
8 28 0.5 1:1
77.72% dla produktu
e analiza HPLC: 45.86% dla substratu
3 50 0.5 1:1
54.14% dla produktu
2 e analiza HPLC: 9.49% dla substratu
5 50 0.5 1:1
90.51% dla produktu
8 50 0.5 1:1 e analiza HPLC: 9.49% dla substratu
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90.51% dla produktu
analiza HPLC: 7.69% dla substratu
3 80 0.5 1:1
92.31% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 80 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
8 80 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: 7.69% dla substratu
3 100 0.5 1:1
92.31 % dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
8 100 0.5 1:1
100% dla produktu

Whnioski: w oparciu o uzyskane wyniki zauwazy¢ mozna, ze syntezy prowadzone w wyzszych

temperaturach czyli w 80 i 100 °C zapewniaja calkowite przereagowanie substratu w

oczekiwany produkt juz po 5 minutach trwania reakcji.

Tabela 23: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej oraz uzyskane wyniki przy Ratio 1:2

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
analiza HPLC: brak substratu
3 28 0.5 1:2
5 100% dla produktu
analiza HPLC: 4.21% dla substratu
5 28 0.5 1:2
95.79% dla produktu
analiza HPLC: 6.12% dla substratu
3 50 0.5 1:2
6 93.88% dla produktu
analiza HPLC: 6.40% dla substratu
5 50 0.5 1:2
93.60% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:2
. 100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 80 0.5 1:2
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 100 0.5 1:2
8 100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:2

100% dla produktu
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Whnioski: z powyzszych analiz wynika, ze Ratio 1:2, zapewnia osiggnigcie 100% konwersji w

reakcjach prowadzonych juz w temperaturze 28 °C.

Tabela 24: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej oraz uzyskane wyniki przy Ratio 1:1.5

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: 10.85% dla substratu
3 28 0.5 1:15
9 89.15% dla produktu
e analiza HPLC: 11.36% dla substratu
5 28 0.5 1:1.5
88.64% dla produktu
e analiza HPLC: 9.76% dla substratu
3 50 0.5 1:15
10 90.24% dla produktu
e analiza HPLC: 7.12% dla substratu
5 50 0.5 1:15
92.88% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:15
1 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 80 0.5 1:15
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 100 0.5 1:15
1 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:1.5
100% dla produktu
Whnioski: na podstawie otrzymanych danych zaobserwowa¢ mozna, ze wyzsza temperatura
wplywa na wzrost przemiany chemicznej substratu w produkt.
» Stezenie 1 M
Tabela 25: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki przy Ratio 1:1
L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: 14.89% dla substratu
3 28 1 11
85.11% dla produktu
e analiza HPLC: 7.04% dla substratu
13 5 28 1 11
92.44% dla produktu
e analiza HPLC: 7.53% dla substratu
8 28 1 11
92.47% dla produktu
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analiza HPLC: 9.70% dla substratu

3 50 1 1:1
90.30% dla produktu
analiza HPLC: 5.78% dla substratu
14 5 50 1 1:1
94.22% dla produktu
analiza HPLC: 6.49% dla substratu
8 50 1 1:1
93.51% dla produktu
analiza HPLC: 5.23% dla substratu
3 80 1 1:1
94.77% dla produktu
analiza HPLC: 4.93% dla substratu
15 5 80 1 1:1
95.07% dla produktu
analiza HPLC: 5.60% dla substratu
8 80 1 1:1
94.40% dla produktu
analiza HPLC: 5.10% dla substratu
3 100 1 1:1
94.90 % dla produktu
analiza HPLC: 5.10% dla substratu
16 5 100 1 1:1
94.90% dla produktu
analiza HPLC: 5.82% dla substratu
8 100 1 1:1
94.18% dla produktu
Tabela 26:Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki przy Ratio 1:2
L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Steienie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
analiza HPLC: 4.17% dla substratu
3 28 1 1:2
17 95.83% dla produktu
analiza HPLC: 3.80% dla substratu
5 28 1 1:2
96.20% dla produktu
analiza HPLC: 4.31% dla substratu
3 50 1 1:2
18 95.69% dla produktu
analiza HPLC: 4.10% dla substratu
5 50 1 1:2
95.90% dla produktu
analiza HPLC: 2.16% dla substratu
3 80 1 1:2
19 97.84% dla produktu
analiza HPLC: 2.16% dla substratu
5 80 1 1:2
97.84% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
20 3 100 1 1:2

100% dla produktu
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Whnioski: jak mozna zauwazy¢ z przedstawionych danych, wyzsze st¢zenie reagentow

umozliwia osiggni¢cie konwersji substratu w produkt na poziomie 90% i nieco powyze;j.

Dopiero przy reakcjach prowadzonych w temperaturze 100 °C i Ratio 1:2 obserwuje si¢ 100%

konwersje.

» Reakcje prowadzone w etanolu (EtOH)

» Stezenie 0.5 M

Tabela 27: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki przy Ratio 1:1

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Steienie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
analiza HPLC: 27.47% dla substratu
3 28 0.5 1:1
72.53% dla produktu
analiza HPLC: 19.80% dla substratu
1 5 28 0.5 1:1
80.20% dla produktu
analiza HPLC: 22.36% dla substratu
8 28 0.5 1:1
77.64% dla produktu
analiza HPLC: 19.97% dla substratu
3 50 0.5 1:1
80.03% dla produktu
analiza HPLC: 2.38% dla substratu
2 5 50 0.5 1:1
97.62% dla produktu
analiza HPLC: 2.80% dla substratu
8 50 0.5 1:1
97.20% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 5 80 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
8 80 0.5 1:1
100% dla produktu
analiza HPLC: 0.99% dla substratu
3 100 0.5 1:1
99.01 % dla produktu
analiza HPLC: 0.17% dla substratu
4 5 100 0.5 1:1
99.83% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
8 100 0.5 1:1
100% dla produktu
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Whioski: z powyzszych danych wynika iz wyzsze temperatury reakcji gwarantujg osiggnigcie

catkowitej konwersji.

Tabela 28: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki przy Ratio 1:2

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) | Stezenie (M) | Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: brak substratu
3 28 0.5 1:2
. 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 28 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 50 0.5 1:2
6 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 50 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:2
. 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu oraz
5 80 0.5 1:2 -
produktu reakcji
e analiza HPLC: brak substratu
3 100 0.5 1:2
o 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:2
100% dla produktu

Whnioski: pozyskane dane z powyzszych analiz potwierdzajg teze, ze wyzsza temperatura
reakcji umozliwia osiggnigcie catkowitej konwersji zarowno przy Ratio 1:1 jak rowniez 1:2.
Dodatkowo wykorzystanie etanolu jako rozpuszczalnika zapewnilo duzo lepsza

rozpuszczalnos¢ aminobenzalkoholu.

Wykonatam takze reakcje z wykorzystaniem etanolu (EtOH) jako rozpuszczalnika dla ktérych

czas rezystancji (Rt) wynosit odpowiednio 1 i 2 minuty.
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Tabela 29: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki przy Ratio 1:2

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: brak substratu
1 28 0.5 1:2
. 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
2 28 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
1 50 0.5 1:2
) 100% dla produktu
e analiza HPLC: 2.73% dla substratu
2 50 0.5 1:2
97.27% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
1 80 0.5 1:2
3 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
2 80 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
1 100 0.5 1:2
. 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
2 100 0.5 1:2
100% dla produktu

Whnioski: jak mozna zauwazy¢ juz po minucie trwania reakcji uzyskujemy peilng konwersje

przy kazdej zastosowanej temperaturze.

» Powyzsza reakcja przeprowadzona zostata rowniez na wicksza skalg.

Tabela 30: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki

L.p. Rt [minuty]

Temperatura (°C)

Stezenie (M)

Ratio

Konwersja [wg HPLC]

28

0.5

1:2

analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu

W reakcji tej uzyskano catkowitag konwersje substratu w produkt juz po 3 minutach trwania

reakcji w temperaturze pokojowej z 90% wydajnoscia obliczong zgodnie z ponizszym wzorem:
mR, = VR,/(VRa+ VRb) X vp X C X MR,
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Gdzie: mR, — to masa reagenta A (mg)
VR, — stosunek objgtosciowy reagenta A
VRy — stosunek objetosciowy reagenta B
vp — objeto$¢ mieszaniny poreakcyjnej (mL)
C — stezenie reagenta A (M)
MR, — masa molowa reagenta A (g/mol)

Nastepnie z zaleznosci:

MRA MP
mRA X gdzie x- to masa teoretyczna produktu,
MP — masa molowa produ}ﬂp reakcji
W [%] = — x 100
x
» Reakcje prowadzone w dimetyloformamidzie (DMF)
» Stezenie 0.5 M
Tabela 31: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki
L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Steienie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
e analiza HPLC: brak substratu
3 28 0.5 1:2
. 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 28 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 50 0.5 1:2
) 100% dla produktu
e analiza HPLC: 16.73% substratu
5 50 0.5 1:2
83.27% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:2
3 100% dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 80 0.5 1:2
100% dla produktu
e analiza HPLC: 7.69% dla substratu
3 100 0.5 1:2
A 92.31 % dla produktu
e analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:2
100% dla produktu
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Whioski: z przedstawionych powyzej danych wynika, ze zastosowanie dimetyloformamidu

jako rozpuszczalnika takze umozliwia uzyskanie petnej konwersji substratu w produkt juz po 3

minutach trwania reakcji w temperaturze 28 °C.

» Reakcje prowadzone w dimetylosulfotlenku (DMSO)

» Stezenie 0.5 M

Tabela 32: Warunki reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej i otrzymane wyniki

L.p. Rt [minuty] Temperatura (°C) Stezenie (M) Ratio Konwersja [wg HPLC]
analiza HPLC: brak substratu
3 28 0.5 1:2
. 100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 28 0.5 1:2
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 50 0.5 1:2
) 100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 50 0.5 1:2
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 80 0.5 1:2
3 100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 80 0.5 1:2
100% dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
3 100 0.5 1:2
A 100 % dla produktu
analiza HPLC: brak substratu
5 100 0.5 1:2
100% dla produktu

Whnioski: z analizy wynikow umieszczonych w powyzszej tabeli, wynika, ze wykorzystanie

dimetylosulfotlenku rowniez prowadzi do otrzymania 100% konwersji substratu w produkt juz

po 3 minutach trwania reakcji we wszystkich zastosowanych zakresach temperatur.

Podsumowanie:

W oparciu o uzyskane wyniki z powyzszych doswiadczen zauwazy¢ mozna, ze aplikacja

technologii przeptywowej do prowadzenia reakcji nukleofilowej substytucji aromatycznej

idealnie si¢ sprawdza. Reakcja przebiega nie tylko w krétszym czasie ale takze z bardzo dobrg
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wydajnosécig oraz konwersja procesu. Najlepszym rozpuszczalnikiem okazal si¢ etanol,
poniewaz nie tylko zapewnit on duzo lepsza rozpuszczalnos¢ aminobenzalkoholu
w porownaniu z innymi rozpuszczalnikami ale takze umozliwit otrzymanie 100% konwersji

juz po 1 minucie trwania reakcji w temperaturze 28 °C.

5.1.2. Reakcja N-aminowania

Reagent A

HO,,
Produkt

NH Ho,,

) Y
Cl N Br
SO
R>e a‘l;t’:)r J\ P
/\/\NHZ /\/\NH N

pompa

Reagent B

Schemat 13: Reakcja N-aminowania.

W celu zoptymalizowania powyzszego etapu, reakcje prowadzitam z zastosowaniem
roznych rozpuszczalnikow oraz temperatur. W niektorych tez przypadkach uzywatam uktadow
sprzgzonych sktadajacych si¢ z dwoch reaktoréw oraz podigczonej zewnetrznej pompy. Stopien

konwersji substratu w produkt okreslany byt za pomocg HPLC o ktéorym juz wspomniatam.

» Reakcje prowadzone w tetrahydrofuranie (THF):

Tabela 33: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 5
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Uwagi: w tetrahydrofuranie uzyskuje si¢ calkowite rozpuszczenie trans-4-[(5-bromo-2-

chloropirymidyn-4-ylo)amino]cykloheksan-1-olu.

Tabela 34: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]
e Pojedynczy reaktor typu Heater (150),
e FLOW =0.333 ml/min, R; = 15 min.,
1 THF 100
e analiza HPLC: 92.19% dla substratu
7.81% dla produktu
e Pojedynczy reaktor typu Heater (150),
e FLOW =0.166, Ri= 30 min.,
2 THF 100
e analiza HPLC: 85.34% dla substratu
14.66% dla produktu
e Pojedynczy reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.1, Ri=48 min.,
3 THF 100
e analiza HPLC: 77.35% dla substratu
22.65% dla produktu

Tabela 35: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
4 THF 100 e FLOW =0.333, R;= 15 min,,
e analiza HPLC: 79.56% dla substratu
20.44% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
5 THF 100 e FLOW =0.166, R;= 30 min.,
e analiza HPLC: 70.38% dla substratu
29.62% dla produktu

Whnioski: z przedstawionych danych wynika, ze podlaczenie do systemu przeptywowego
(FLOW) zewngtrznej pompy prawie 3x krotnie poprawia stopien konwersji substratu w produkt

w reakcji o czasie rezystancji (Rt = 15 minut) w temperaturze 100 °C.
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Tabela 36: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

e FLOW=1, Ri=5min.,

e analiza HPLC: 90.70% dla substratu
9.30% dla produktu

6 THF 120

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewngetrzna
7 THF 120 e FLOW =0.166, Ri= 30 min.,
e analiza HPLC: 35.97% dla substratu
64.03% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
8 THF 140 e FLOW =0.333, Ri=15 min,,
e analiza HPLC: 31.58% dla substratu
68.42% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
9 THF 140 e FLOW =0.166, R¢= 30 min.,
e analiza HPLC: 7.02% dla substratu
92.98% dla produktu

Whioski: z analizy otrzymanych wynikow zauwazy¢ mozna iz prowadzenie reakcji w
wyzszych temperaturach tj. 120 i 140 °C oraz podiaczonej pompie zewngtrznej zapewnia
uzyskanie duzo lepszej konwersji substratu w produkt w przeciwienstwie do procesu, ktory

przebiega w temperaturze 100 °C.

» Reakcje prowadzone w izopropanolu (IPA):

Tabela 37: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 7
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Uwagi: w izopropanolu ,, Reagent A” stabo si¢ rozpuszcza dlatego tez w celu uzyskania

klarownego roztworu fiolke oznaczong jako ,,Reagent A nalezy wstawi¢ na 5 minut do tazni

ultradzwigkowej 1 podgrzac.

Tabela 38: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda

Rozpuszczalnik

Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

10

IPA

140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW = 0.333, Rt= 15 min.,
analiza HPLC: 19.75% dla substratu
80..25% dla produktu

11

IPA

140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

oraz pompa zewnetrzna

FLOW = 0.166, R¢= 30 min.,

analiza HPLC: 5.33% dla substratu
94.67% dla produktu

» Reakcje prowadzone w etanolu (EtOH):

Tabela 39: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 7
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Tabela 40:Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

12 EtOH 140 .

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW = 0.333, Rt= 15 min.,
analiza HPLC: 24.39% dla substratu
75..61% dla produktu

13 EtOH 140 .

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

oraz pompa zewngetrzna

FLOW = 0.166, R¢= 30 min.,

analiza HPLC: 5.24% dla substratu
94.66% dla produktu

» Reakcje prowadzone w dimetyloformamidzie (DMF):

Tabela 41: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 7

Tabela 42:Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

14 DMF 140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewnetrzna
FLOW =1, Ri=5 min.,
analiza HPLC: 14.69% dla substratu
46.08% dla produktu
39.24% dla produktu ubocznego

15 DMF 140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
FLOW = 0.5, Ri= 10 min.,
analiza HPLC: brak substratu
50.26% dla produktu
49.74% dla produktu ubocznego
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16

DMF 140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW = 0.333, Rt= 15 min.,
analiza HPLC: brak substratu
46.64% dla produktu
53.36% dla produktu ubocznego

17

DMF 140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW =0.166, R;= 30 min.,
analiza HPLC: brak substratu
46.63% dla produktu
53.37% dla produktu ubocznego

Whnioski: prowadzenie syntezy z wykorzystaniem dimetyloformamidu (DMF) wiaze si¢ z

generowaniem oprocz oczekiwanego produktu dodatkowo produktu ubocznego.

» Reakcje prowadzone w dimetylosulfotlenku (DMSO):

Tabela 43: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 7

Tabela 44:Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda

Rozpuszczalnik Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

18

19

DMSO 140 .

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewnetrzna
FLOW =1, Ri=5 min.,
analiza HPLC: 18.48% dla substratu
81.52% dla produktu

DMSO 140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna

FLOW =0.714, R¢= 7 min.,

analiza HPLC: 11.43% dla substratu

214



20

21

88.57% dla produktu

DMSO

140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW =0.5, Ri= 10 min.,
analiza HPLC: 5.52% dla substratu
94.48% dla produktu

DMSO

140

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW =0.333, R¢= 15 min.,
analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu

22

23

DMSO

150

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW =1, Ri=5 min.,
analiza HPLC: 7.49% dla substratu
92.51% dla produktu

DMSO

150

Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
FLOW = 0.5, R¢=10 min.,
analiza HPLC: 1.49% dla substratu
98.51% dla produktu

Whioski: uzyskane dane z syntez prowadzonych w DMSO obrazuja, Ze zastosowanie wyzszej

temperatury umozliwia uzyskanie satysfakcjonujacej konwersji substratu w produkt (powyzej

90%) w krdotszym czasie trwania reakcji.

» Reakcje prowadzone w 1,4-dioksanie:

Tabela 45: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B n-butyloamina 7

215



Tabela 46: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
24 Dioksan 140 e FLOW =0.333, R¢= 15 min.,
e analiza HPLC: 17.41% dla substratu
82.59% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
25 Dioksan 140 e FLOW =0.166, R;= 30 min.,
e analiza HPLC: 5.45% dla substratu
94.55% dla produktu

» Reakcje prowadzone w acetonitrylu (ACN):

Tabela 47: Warunki reakcji aminowania i otrzymane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
26 ACN 140 e FLOW =0.333, Rt= 15 min,,
e analiza HPLC: 30.27% dla substratu
69.73% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
27 ACN 140 e FLOW =0.166, R¢= 30 min.,
e analiza HPLC: 27.71% dla substratu
72.29% dla produktu

Podjetam takze proby przeprowadzenia reakcji w toluenie jednak ze wzgledu na brak uzyskania
nie tylko klarownego roztworu ale rowniez zawiesiny dla trans-4-{[5-bromo-2-
(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-olu zrezygnowatam z realizacji tego

planu.
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Podsumowanie:

Z otrzymanych danych wyraznie widaé, ze w przypadku reakcji N-aminowania na stopien
konwersji i czas jej prowadzenia wptyw ma rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika jak rowniez
temperatura reakcji. Petng konwersje substratu w produkt obserwuje si¢ juz po 15 minutach
trwania reakcji w przypadku syntez prowadzonych w dimetylosulfotlenku i w temperaturze 140
°C.

5.1.3. Reakcja krzyzowego sprzegania Sonogashiry

Reakcja prowadzona metodq ,,wsadowq ”:

HO, —Si

‘ e
Si

O\NH O\NH A
. Pd(PPh,), PPh,, Cul, ELN, N\
j‘\\\ THF (suchy), 60 °C J“\\
SN N/ SN N/

Do kolbki odwazytam trans-4-{[5-bromo-2-(butyloamino)pirymidyn-4-yloJamino}-

HO

cykloheksan-1-ol (3.58 g, 10.4 mmol) po czym dodatam 50 mL tetrahydrofuranu (THF).
Nastepnie do mieszaniny dodawatam kolejne reagenty (proces ten prowadzony byt
w temperaturze pokojowej i w atmosferze argonu (Ar)): trimetylosililoacetylen (3.1 mL, 20.9
mmol), jodek miedzi (1) (100 mg, 0.417 mmol), dichlorek bis(trifenylofosfino)palladu(ll)
(395.5mg, 0.521 mmol) oraz 7.5 mL trietyloaminy. Po kilkuminutowym mieszaniu otrzymanej
mieszaniny w atmosferze gazu oboj¢tnego mieszanie prowadzitam w temperaturze 60 °C przez
24h. Postep reakcji kontrolowatam przy uzyciu TLC na zelu krzemionkowym w uktadzie
(heptan/octan etylu 11 v/v). Na ptytce TLC widoczny byt substrat reakcji. Pomimo tego reakcje
postanowitam zakonczy¢. Mieszanine reakcyjng przesaczylam przez lejek typu Schott
z celitem, ktory przemytam kilkukrotnie chlorkiem metylenu. Nadmiar rozpuszczalnika
odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem a otrzymany surowy potprodukt oczyszczatam
za pomocg systemu FLASH (eluent: heptan /octan etylu). Oczekiwany produkt eluowat przy
40% octanu etylu. Uzyskatam czysty zwigzek w postaci intensywnie zoltego osadu (624 mg,
16.6%).

MS-APCI: m/z 361.3 [M+H]
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IH NMR(400 MHz, CDCl3) § 7.93 (d,J = 8.9 Hz, 1H), 5.11 (t,J = 17.8 Hz, 2H), 3.91 (qd,J =
11.0, 5.6 Hz, 1H), 3.69 (tt,J = 10.4, 4.2 Hz, 1H), 3.36 (td,J = 7.1, 6.0 Hz, 2H), 2.15 (d,J = 10.7
Hz, 2H), 2.07 — 1.96 (m, 2H), 1.60 — 1.53 (m, 2H), 1.50 — 1.35 (M, 4H), 1.33 — 1.22 (m, 2H),
0.94 (t,J = 7.3 Hz, 3H), 0.25 — 0.23 (M, 9H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 8 161.03 (s), 158.67 (s), 99.54 (s), 69.86 (s), 41.21 (s), 33.93
(s), 31.95 (s), 30.62 (s), 22.76 (s), 20.20 (s), 13.93 (s), 0.24 (3).

W reakcji krzyzowego sprzegania Sonogashiry ogromne znaczenie ma kolejnosé
dodawanych do mieszaniny reagentow, poniewaz w reakcji prowadzonej rdéwniez w
tetrahydrofuranie (THF), gdzie jako pierwsza po substracie dodatam trietyloaming (TEA)
nastepnie jodek miedzi i katalizator palladowy a na samym koncu trimetylosililoacetylen nie

udato mi si¢ otrzymac oczekiwanego produktu.

Synteza przy wykorzystaniu systemu przeptywowego:

Reagent A

HO II:.O\
Produkt
NH HO/I, ,O\
Br
N7 ™2 \
JI\)D/ NH Si/
NH N \

NN /
pompa y |I:‘r—ﬁ- N \ /
Reaktor P
— | -~ /\/\NH N
="
Reagent B

Schemat 14: Reakcja Sonogashiry.
W celu zoptymalizowania powyzszego etapu, reakcje prowadzone byly z zastosowaniem
réznych rozpuszczalnikow, katalizatora palladowego, temperatur oraz reaktorow z podtgczong

zewngtrzng pompa. Stopien konwersji substratu w produkt okreslany byt za pomoca analiz MS-
TLC oraz HPLC.

> Reakcje prowadzone w N-metylopirolidonie (NMP):147
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Tabela 48: Warunki reakcji krzyzowego sprzegania Sonogashiry

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg MS-TLC)]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (250),
e FLOW =0.7, Ri=10 min.,

1 NMP 160 e analiza MS-TLC:

+344 masa substratu

+361 §ladowe ilo$ci masy produktu

Whnioski: niestety nie udato mi si¢ uzyska¢ oczekiwanego produktu opierajac si¢ na procedurze

opisanej w literaturze.

» Reakcje prowadzone w tetrahydrofuranie (THF):

Tabela 49: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-{[5-bromo-2-
Reagent A (butyloamino)pirymidyn-4- 1
ylo]Jamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B trimetylosililoacetylen 2

Tabela 50: Warunki reakcji krzyzowego sprzegania Sonogashiry

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewnetrzna
1 THF 80 e FLOW =0.1, Ri=50 min.,
e analiza HPLC: 97.58% dla substratu
2.42% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
oraz pompa zewnetrzna
2 THF 100 e FLOW =0.1, Ry=50 min.,
e analiza HPLC: 69.85% dla substratu
30.15% dla produktu
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Whnioski: jak mozna zauwazy¢ prowadzenie reakcji w temperaturze 100 °C zapewnia prawie

15 krotny wzrost konwersji substratu w produkt.

» Reakcje prowadzone w dimetyloacetamidzie (DMA):

Tabela 51: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-{[5-bromo-2-
Reagent A (butyloamino)pirymidyn-4- 1
yloJamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B trimetylosililoacetylen 2

Tabela 52: Warunki reakcji krzyzowego sprzegania Sonogashiry

Metoda

Rozpuszczalnik

Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

DMA

160

Pojedynczy reaktor typu Heater (250) oraz
pompa zewngtrzna
e FLOW=0.1, R=50 min.,
e analiza HPLC: 84.37% dla substratu
6.56% dla produktu
9.07% dla produktu ubocznego

DMA

170

Pojedynczy reaktor typu Heater (250) oraz
pompa zewngtrzna
e FLOW =0.166, R¢= 30 min.,
e analiza HPLC: 82.46% dla substratu
12.19% dla produktu
5.35% dla produktu ubocznego

Whnioski: analizujac powyzsze dane wyraznie wida¢, ze wykorzystanie dimetyloacetamidu

jako rozpuszczalnika wigze si¢ z powstawaniem produktu ubocznego.

» Reakcje prowadzone w dimetylosulfotlenku (DMSO):
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Tabela 53: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-{[5-bromo-2-
Reagent A (butyloamino)pirymidyn-4- 1
yloJamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B trimetylosililoacetylen 2

Tabela 54: Warunki reakcji krzyzowego sprz¢gania Sonogashiry

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC]

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
1 DMSO 60 e FLOW =0.1, Ri=50 min.,
e analiza HPLC: 85.34% dla substratu
14.66% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
2 DMSO 80 e FLOW =0.166, Ri= 30 min.,
e analiza HPLC: 44.78% dla substratu
55.22% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewngtrzna
3 DMSO 130 e FLOW =0.166, R¢= 30 min.,
e analiza HPLC: 85.31% dla substratu
14.69% dla produktu

e  Pojedynczy reaktor typu Heater (250) oraz pompa
zewngtrzna
4 DMSO 160 e FLOW =0.1, Rt=50 min.,
e analiza HPLC: 78.26% dla substratu
21.74% dla produktu

e Pojedynczy reaktor typu Heater (250) oraz pompa
zewnetrzna
e FLOW =0.166, Rt=30 min.,
e analiza HPLC: 63.81% dla substratu
6.33% dla produktu
29.85% dla produktu ubocznego (zwiazek bez -Br)

5 DMSO 180

Po przeanalizowaniu otrzymanych danych do kolejnych reakcji wybratam temperature 100 °C

jako najbardziej optymalng i sprawdzitam stopien konwers;ji.
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Tabela 55: Warunki reakcji krzyzowego sprz¢gania Sonogashiry

Metoda Rozpuszczalnik

Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

1 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)
pompa zewngtrzna
FLOW =1, Ri=5 min.,
analiza HPLC: 68% dla substratu
32% dla produktu

oraz

2 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

pompa zewngtrzna

FLOW = 0.333, Rt= 15 min.,

analiza HPLC: 66.91% dla substratu
33.09% dla produktu

oraz

3 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

pompa zewngtrzna

FLOW = 0.250, R¢= 20 min.,

analiza HPLC: 62.99% dla substratu
37.01% dla produktu

oraz

4 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

pompa zewngtrzna

FLOW = 0.166, R¢= 30 min.,

analiza HPLC: 50.86% dla substratu
49.04% dla produktu

oraz

5 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

pompa zewngtrzna

FLOW = 0.125, R¢= 40 min.,

analiza HPLC: 67.96% dla substratu
32.04% dla produktu

oraz

6 DMSO

100

Pojedynczy reaktor typu Heater (150)

pompa zewnetrzna

FLOW =0.1, Ri=50 min.,

analiza HPLC: 48.33% dla substratu
51.67% dla produktu

oraz

Whnioski: analizujac dane otrzymane z do$wiadczen prowadzonych w dimetylosulfotlenku

zauwazy¢ mozna, ze najbardziej optymalne warunki reakcji Sonogashira to temperatura

w zakresie od 80 do 100 °C. Warunki te umozliwiajg osiggniecie konwersji na poziomie 50%

czego nie osiagga si¢ przy wyzszych temperaturach.
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Podsumowanie:

W oparciu o pozyskane wyniki, stwierdzi¢ mozna, ze najlepsze rezulaty dla reakcji
krzyzowego sprzggania Sonogashiry osigga si¢ w zakresie temperatur od 80 do 100 °C
wykorzystujac jako rozpuszczalnik dimetylosulfotlenek. Warunki te prowadza do uzyskania

konwersji na poziomie 50%.

5.1.4. Reakcja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

Reagent A

HO 4, Produkt
O\NH \Si/ N7 SN N\
\

Z |
Nl\ = /\/\NJ\/ N

PN
NH pompa R
b
_ Reaktor
F !_/_ pompa
NN

_/_/\/\/

Reagent B

Schemat 15: Reakcja cyklizaciji.

Na etapie reakcji cyklizacji (Schemat 15) jedynym sposobem oceny stopnia
przereagowania substratu w produkt byta analiza magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR),
poniewaz masa molowa produktu cyklicznego jest taka sama jak substratu pozbawionego grupy
trimetylosililowej —(CH3)3-Si.

Opisane ponizej proby 1 i 2 reakcji cyklizacji przeprowadzitam przy zastosowaniu technologii
przeptywowej (FLOW) i wykorzystaniu procedur syntetycznych przedstawionych w

literaturze.1*®

Proba 1

W tym celu:

- do fiolki oznaczonej jako ,Reagent A” odwazylam 4-{[2-(butyloamino)-5-[2
(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol (0.040 g, 0.111 mmol) i
dodatam 10 mL tetrahydrofuranu (THF) otrzymujac z6tty roztwér o C = 0.01 M.
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- do fiolki oznaczonej jako ,,Reagent B” dodatam roztwor fluorku tetrabutyloamoniowego (1

mol/l w THF) (0.2 mL, 0.2 mmol) oraz 10 mL (THF) uzyskujac roztwor o C= 0.02 M.

Tabela 56: Warunki reakcji cyklizacji

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 THF 80 pompa zewngtrzna
e FLOW=1, Ri=5min,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
2 THF 80 pompa zewngtrzna
e FLOW=0.5 R¢=10 min.,,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz

3 THE 80 pompa zewng¢trzna
e FLOW =0.25, Rt=20 min.,

Dla kazdej mieszaniny reakcyjnej otrzymanej na drodze zastosowanych metod wykonatam w
pierwszej kolejnosci ekstrakcje z chlorkiem metylenu a po osuszeniu fazy organicznej

wykonatam analiz¢ NMR. Niestety nie udato mi si¢ otrzymac oczekiwanego produktu reakcji.

Proba 2

W tym celu:

- do fiolki oznaczonej jako ,Reagent A” odwazylam 4-{[2-(butyloamino)-5-[2
(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-ylo]Jamino}cykloheksan-1-ol (0.0713 g, 0.198 mmol) i
dodatam 10 mL tetrahydrofuranu (THF) oraz tert-butanolan potasu ( 0.0546 g, 0.472 mmol)
otrzymujac brazowa zawiesing 0 C = 0.02 M.

- do fiolki oznaczonej jako ,,Reagent B” dodatam roztwor fluorku tetrabutyloamoniowego (1

mol/l w THF) (0.4 mL, 0.4 mmol) oraz 10 mL (THF) uzyskujac roztwor o C= 0.04 M.
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Tabela 57: Warunki reakcji cyklizacji

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 THF 80 pompa zewngtrzna
e FLOW =0.25, Rt=20 min.,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
2 THF 80 pompa zewngetrzna
e FLOW =0.166, R;= 30 min.,

Podobnie jak w przypadku pierwszej proby dla otrzymanych mieszanin wykonatam ekstrakcje
a nastgpnie analiz¢ NMR. Niestety na widmach nie wida¢ 3 charakterystycznych dla zwiazku
cyklicznego protonéw w czesci aromatycznej co §wiadczyloby o otrzymaniu oczekiwanego
produktu. Ponadto nie wida¢ 9 protonéw od grupy trimetylosililowej ((CH3)s-Si). Dane te
$wiadczg o fakcie, ze w trakcie prowadzonych reakcji otrzymywany jest 4-{[2-(butyloamino)-
5-etynylopirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol a nie oczekiwany trans-4-[2(butylo-
amino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-ol (Schemat 16).

HO,,
o
=
AN
~

/ N|
HO/I /\/\NHJ\N
otrzymany produkt reakcji
\ -
1

NH
Z
NT N
B
A
NN N N

oczekiwany produkt
reakcji

Schemat 16. Oczekiwany oraz otrzymany produkt reakcji cyklizacji.
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Wiedzac juz, ze produktem wczesniejszych reakcji  jest 4-{[2-(butyloamino)-5-
etynylopirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol powtdérzytam probg 1 oraz wykonatam
reakcje odbezpieczania grupy ((CHs)s-Si).

Tabela 58: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
4-{[2-(butyloamino)-5-
Reagent A etynylopirymidyn-4- 1
yloJamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B fluorek tetrabutyloamoniowy 2.5
Tabela 59: Warunki reakcji
Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakgcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 THF 80 pompa zewngtrzna
e FLOW =0.166, R;= 30 min.,

Po wykonanym podziale chromatograficznym w uktadzie heptan/octan etylu wyizolowatam 9
mg biatego zwigzku. Niestety analiza NMR wykazala, ze jest to substrat reakcji a nie produkt

cykliczny.
e Reakcja odbezpieczania grupy trimetylosililowej prowadzona klasycznie:

Do kolbki odwazytam 4-{[2-(butyloamino)-5-[2 (trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-
yloJamino}cykloheksan-1-ol (0.400 g, 1.11 mmol) po czym dodatam 15 mL metanolu (MeOH)
oraz weglanu potasu (0.028 g, 0.201 mmol). Cato§¢ mieszatam w temperaturze pokojowe;j
przez 3.5h. Postep reakcji kontrolowatam przy uzyciu TLC na zelu krzemionkowym w uktadzie
(heptan/octan etylu 1:1 v/v). Ze wzgledu na obserwowane $ladowe ilo$ci substratu reakcje
przerwalam. Z mieszaniny usung¢tam nadmiar rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem
a nastgpnie surowy produkt oczyszczatam. Podzial chromatograficzny prowadzitam przy
aplikacji systemu FLASH (eluent: heptan /octan etylu). Uzyskalam zwigzek w postaci
bezowego osadu (445.8 mg, 79.6%).

MS-APCI: m/z 289.3 [M+H]
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IH NMR (600 MHz, CDCl3) § 7.97 (s, 1H), 5.21 (d, J = 103.5 Hz, 2H), 3.98 — 3.88 (m, 1H),
3.67 (tt, J = 10.5, 4.2 Hz, 1H), 3.41 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 3.39 — 3.34 (m, 2H), 2.13 (s, 2H), 2.03
(dd, J = 8.7, 3.9 Hz, 2H), 1.60 — 1.54 (m, 2H), 1.48 — 1.37 (m, 4H), 1.33 — 1.24 (m, 2H), 0.94
(t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § 161.22 (s), 159.29 (s), 83.79 (s), 78.35 (s), 69.87 (s), 41.19
(s), 34.07 (s), 31.94 (s), 30.76 (), 21.34 (s), 19.27 (s), 15.53 (s), 13.17 (5).

Posiadajac zwigzek 4-{[2-(butyloamino)-5-etynylopirymidyn-4-ylo]Jamino}cykloheksan-1-ol
przystapitam do dalszej optymalizacji procesu cyklizacji (Schemat 17).

Reagent A

HO
”'O\Nﬂ Produkt
N7 S
N7 // m
J|\N /\/\NH N N
/\/\NH <
POmRA  C——
_ };gﬁar
F !_/_ pompa
NN
_/_/1\\/\/

Reagent B

ow
=

Schemat 17: Ogolny schemat cyklizacji prowadzonej przy aplikacji technologii przeptywowe;.

e Reakcja prowadzona w dimetyloformamidzie (DMF):

Tabela 60: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
4-{[2-(butyloamino)-5-
Reagent A etynylopirymidyn-4- 1
yloJamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B fluorek tetrabutyloamoniowy 1
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Tabela 61: Warunki reakcji cyklizacji

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 DMF 140 pompa zewnetrzna
e FLOW =0.166, R;= 30 min.,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz

2 DMF 140 pompa zewngetrzna
e FLOW=0.1, Re=50 min,,

Whnioski: analiza NMR wykonana dla otrzymanych mieszanin z powyzszych reakcji nie
wykazata otrzymania oczekiwanego produktu. Dlatego tez kolejne reakcje cyklizacji

wykonatam przy uzyciu technologii mikrofalowe;j.
e Reakcja A

W tym celu do naczynka mikrofalowego o pojemnosci 10 mL odwazytam 4-{[2-(butyloamino)-
5-etynylopirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol (0.0343 g, 0.119 mmol) i dodalgm 2.3 mL
tetrahydrofuranu (THF). Uzyskang mieszaning mieszalam przez okoto 5 minut w atmosferze
gazu obojetnego (Ar) po czym dodatam roztwor fluorku tetrabutyloamoniowego (1 mol/l w

THF) (0.270 mL, 0.27 mmol).

Naczynko wstawitam do mikrofali:

Tabela 62: Warunki reakcji cyklizacji

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Parametry reakcji

e t=10min,
e Moc (P) = 100 [Watt],

1 THF 65
e  Cisnienie (p) =300 [psi]
e  Maksymalna sita = wytaczona
e t=20min,
e Moc (P) = 100 [Watt],

2 THF 65
e Cisnienie (p) =300 [psi]
e Maksymalna sita = wylaczona
e t=10min,
e Moc (P) = 100 [Watt],

3 THF 100
e  Cisnienie (p) =300 [psi]
e  Maksymalna sita = wylaczona

228



Whnioski: podobnie jak wczesniej w tym przypadku roéwniez nie udato mi si¢ otrzymac

oczekiwanego zwigzku.

Reakcja B przygotowana na podstawie procedury opisanej w literaturze®3®

Do naczynka mikrofalowego o pojemnosci 10 mL odwazylam 4-{[2-(butyloamino)-5-

etynylopirymidyn-4-yloJamino}cykloheksan-1-ol (0.0363 g, 0.126 mmol), tert-butanolan

potasu (0.2555 g, 2.21 mmol) i 2 mL (DMF). Po rozpuszczeniu substratow naczynko

wstawitam do mikrofali:

Tabela 63: Warunki reakcji cyklizacji

Metoda

Rozpuszczalnik

Temperatura [°C]

Parametry reakcji

DMF

120

t =30 min.,

Moc (P) = 100 [Watt],

Cisnienie (p) = 300 [psi]

Maksymalna sita = wylaczona

Na TLC widoczny substrat wigc naczynko

ponownie wstawitam do mikrofali na:

DMF

120

t =15 min,,

Moc (P) = 100 [Watt],
Cisnienie (p) = 300 [psi]
Maksymalna sita = wylaczona

Laczny czas prowadzenia reakcji to 45 min.

Whnioski: dla jednej z frakcji otrzymanej z podziatu chromatograficznego wstgpna analiza

NMR potwierdzita strukture oczekiwanego produktu cyklicznego.

W zwiazku z powyzszym synteze powtorzytam ale tym razem przy zastosowaniu systemu

przeptywowego.
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Tabela 64: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
4-{[2-(butyloamino)-5-
Reagent A etynylopirymidyn-4- 1
yloJamino}cykloheksan-1-ol
Reagent B tert-butanolan potasu 20
Tabela 65: Warunki reakcji cyklizacji
Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakgcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 DMF 120 pompa zewngtrzna
e FLOW =0.166, R;= 30 min.,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
2 DMF 120 pompa zewngtrzna
e FLOW =0.333, Ri= 15 min,,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz

3 DMF 120 pompa zewngtrzna
e FLOW=1,Ri=5min,

Whioski: dla 3 otrzymanych mieszanin reakcyjnych wykonatam podzial chromatograficzny
a nastgpnie analize (NMR). Analiza widm potwierdzita otrzymanie oczekiwanej struktury
cyklicznej. Co wigcej dla frakcji pozyskanej z Metody 3, trwajacej jedynie 5 minut widmo jest
najczystsze. Dodatkowo otrzymane wyniki z powyzszych reakcji potwierdzajg, ze reakcje
cyklizacji z sukcesem mozna prowadzi¢ przy zastosowaniu technologii przeplywowej i synteza

trwajaca jedynie 5 minut pozwala juz na otrzymanie oczekiwanego produktu (14.5 mg, 27%).

IH NMR(400 MHz,CDCl3 ) § 8.45 (s, 1H), 6.83 (d,J = 3.7 Hz, 1H), 6.28 (d,J = 3.7 Hz, 1H),
5.04 (d,J = 5.1 Hz, 1H), 4.47 (tt,J = 12.0, 3.9 Hz, 1H), 3.74 (tt,J = 11.1, 4.3 Hz, 1H), 3.44 (td,J
=7.0, 5.9 Hz, 2H), 2.09 (dddd,J = 13.2, 8.5, 4.0, 2.2 Hz, 4H), 1.89 — 1.77 (m, 2H), 1.65 — 1.50
(m, 4H), 1.47 — 1.36 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR(101 MHz, CDClz3) § 159.06 (s), 152.60 (s), 150.34 (s), 121.95 (s), 111.84(s), 99.77
(s), 69.95 (s), 52.11 (s), 41.62 (s) , 34.68 (s), 31.97 (S), 30.64 (S), 20.27 (S), 13.99 (s).

230



5.1.5. Optymalizacja reakcji halogenowania (-Br)
Kolejnym etapem optymalizacji jest reakcja halogenowania a doktadniej addycji bromu (-Br)
do czasteczki  (1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-1-

olu zgodnie z ponizszym schematem (Schemat 18).

Reagent A
N7 ™\
Jl\ - \ Produkt
I
P N
OH
go Reaktor
pompa -
N -
// \ OH
(0} Br
Reagent B

Schemat 18: Reakcja halogenowania (1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksan-
1-olu.

Reakcje prowadzone przy wykorzystaniu technologii przeptywowe;j:

> Reakcje wykonane w acetonitrylu (ACN) w oparciu o metode opisang w literaturze®*

Tabela 66: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)

(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-7H-
Reagent A pirolo[2,3-d]pirymidyn-7- 1
ylo]cykloheksan-1-ol

Reagent B NBS (N-bromosukcynoimid) 1
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Tabela 67: Warunki reakcji halogenowania

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji
Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
1 ACN 140 pompa zewngetrzna
FLOW =0.166, R¢= 30 min.,
Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
2 ACN 140 pompa zewngtrzna

FLOW = 0.1, R¢= 50 min.,

Whioski: niestety wykonana analiza MS-TLC dla otrzymanych mieszanin reakcyjnych nie

wykazata masy oczekiwanego produktu. Czas rezystancji (R¢) trwajacy 0.5h byl za krotki aby

otrzymaé nawet $lady produktu poniewaz widoczna byla jedynie plamka jak i masa molowa

substratu co potwierdzita analiza MS-TLC. Natomiast w przypadku reakcji o (Rt) wynoszacym

50 minut nie obserwuje si¢ masy produktu ani substratu.

Sprawdzitam takze reakcje, ktore prowadzitam w jednym naczynku do ktorego dodatam

wszystkie reagenty.

W metodzie (3) uzytam wigkszg ilo§¢ NBS (N-bromosukcynoimidu) odwazajac (0.062 g, 0.348

mmol) w odroznieniu od metody (4), w ktdrej zastosowatam temperature 160 °C i stosunek

molowy substratu oraz NBS (1:1 czyli 0.170 : 0.170 mmol).

Tabela 68: Warunki reakcji halogenowania

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakgcji
Pojedynczy reaktor typu Heater (150), pojedyncze
3 ACN 140 naczynko oraz pompa zewngtrzna
FLOW = 0.5, Rt= 20 min.,
Pojedynczy reaktor typu Heater (150) pojedyncze
naczynko oraz pompa zewnetrzna
4 ACN 160 Y pomp ¢

FLOW =0.1, Rt=50 min.,

Whnioski: podobnie jak przypadku wcze$niejszych reakcji rowniez powyzsze metody nie

przyniosty oczekiwanego rezultatu.
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» Reakcje prowadzone w dimetyloformamidzie (DMF):

Tabela 69: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
(1r,4r)-4-[2-(butyloamino)-7H-
Reagent A pirolo[2,3-d]pirymidyn-7- 1
ylo]cykloheksan-1-ol
Reagent B NBS (N-bromosukcynoimid) 1
Tabela 70: Warunki reakcji halogenowania
Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150), oraz
1 DMF 40 pompa zewngtrzna
e FLOW =0.166, R;= 30 min.,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
pompa zewnetrzna

e FLOW =0.166, R¢= 30 min.,

2 DMF 60

Whnioski: prowadzenie reakcji halogenowania w dimetyloformamidzie takze nie doprowadzito

do otrzymania wiasciwego produktu.

W celu sprawdzenia wykonatam dodatkowo reakcje pilotowa w dimetyloformamidzie metoda
klasycznag w temperaturze pokojowej. Niestety reakcja ta nie przyniosla oczekiwanych

rezultatow.

Poczatkowo sadzitam, ze za brak postepu powyzszych reakcji odpowiada wolna
(niezabezpieczona) grupa hydroksylowa (-OH) pochodzaca od cykloheksanolu.

N7
| N\ N7 N\
/\/\NHJ\m Jl\ N

Schemat 19: Wskazanie czynnika odpowiedzialnego za brak postgpu reakcji halogenowania.
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W zwigzku z tym kolejne reakcje addycji bromu (-Br) prowadzilam z zastosowaniem octanu
trans-4-[2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksylu, w ktorym grupa
hydroksylowa zabezpieczona jest grupa acetylowa CHs-C(=O)R (Rysunek 21, Schemat 20).

/\/\NHJ\N/ N

Ot<

Rysunek 21: Struktura ,,nowego” substratu stosowanego do dalszych prac zwiazanych z optymalizacja reakcji

halogenowania.

Reagent A

N\NHJ\N/ N

Produkt

z
Br
[o)

N| S \
e -~
s af‘-‘«:\l /\/\N HJ\N N
L !LI]:ZJ’;'EEJ_

Reaktor

Reagnet B
N\ pompa

>

Schemat 20: Sposob prowadzenia reakcji z zastosowaniem chemii przeptywowej i ,,nowego” substratu.

» Reakcje przeprowadzone w dimetyloformamidzie (DMF- suchy):
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Tabela 71: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
octan trans-4-[2-(butyloamino)-
Reagent A 7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7- 1
ylo]cykloheksylu
Reagent B NBS (N-bromosukcynoimid) 1
Tabela 72: Warunki reakcji halogenowania
Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakgcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz

pompa zewng¢trzna

1 DMF 60

e FLOW =0.166, R;=30 min.,

e  Brak substratu oraz produktu reakcji

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
2 DMF 60 pompa zewngtrzna

e FLOW =0.333, R{= 15 min,,

e Pojedynczy reaktor typu Heater (150) oraz
3 DMF 60 pompa zewngtrzna

e FLOW=1,Ri=5min,

Whnioski: powyzsze metody syntezy rowniez nie doprowadzity do otrzymania wtasciwego

zwigzku.

Wykonatam takze reakcje pilotowe z wykorzystaniem klasycznych sposoboéw prowadzenia
syntezy chemicznej i z zastosowaniem roznych rozpuszczalnikow migdzy innymi:
dimetyloformamidu (DMF $wiezo destylowany), tetrahydrofuranu (THF) oraz dichlorometanu
(DCM).

Tabela 73: Warunki reakcji halogenowania

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Obserwacje
1 DMF 0—-rt e  Brak postepu reakcji
2 THF rt e  Brak postepu reakcji
3 DCM 0—rt e  Brak postepu reakcji
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A

Ot<

Brak oczekiwanych rezultatow w powyzszej reakcji przyczynit si¢ do sprawdzenia przeze mnie
przebiegu reakcji gdy substratem bedzie octan trans-4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-
7-ylo)cykloheksylu (Schemat 21).

Reagent A
NI ~ A\
CIJ\N/ N
Produkt
Br
SN
N N

Reagnet B

\Br pompa 0%
(o)

Schemat 21: Optymalizacja procesu bromowania octanu trans-4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-

ylo)cykloheksylu jako substratu przy uzyciu technologii FLOW.
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Reakcja bromowania octanu trans-4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cyklohe-
ksylu prowadzona klasycznie:

A A P

Cl N 40 cl N
-
V7 Mg THF, 0°C/rt b
:o /

(e}
O§< fo <
=

Do kolbki przeptukanej argonem odwazylam octan 4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksylu (0.052 mg, 0.17 mmol) nast¢pnie dodatam tetrahydrofuran
(suchy) (1.3 mL) i kolbke wstawitam do tazni wodno-lodowej. Po ochtodzeniu mieszaniny
reakcyjnej dodatam NBS (N-bromosukcynoimid) (46.7 mg, 0.255 mmol). Po dodaniu
wszystkich reagentow mieszanie w temperaturze 0 °C kontynuowatam przez okoto 10 minut a
nastepniec mieszanie prowadzitam w temperaturze pokojowej przez 1h. Postep reakcji
kontrolowatam przy uzyciu TLC na Zelu krzemionkowym w uktadzie (heptan/octan etylu 3:1
v/v). Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem.
Surowy produkt oczyszczany byt za pomocg systemu FLASH (eluent: heptan /octan etylu, 3:1;
produkt eluowat przy 15% octanu etylu). Uzyskatam potprodukt 4 (50.2 mg) w postaci biatego
osadu z wydajnoscig 79.1%.

MS-APCI: m/z 373.0 [M+H]"

IH NMR (600 MHz, CDCls) § 8.71 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 4.82 — 4.71 (m, 2H), 2.20 — 2.09 (m,
4H), 2.06 (s, 3H), 1.84 (ddd, J = 16.8, 12.8, 6.6 Hz, 2H), 1.70 — 1.60 (m, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCIs) § 170.66 (s) , 154.49 (s) , 150.88 (s), 150.66 (s) , 125.63 (s),
117.57 (s), 88.83 (s), 71.38 (s), 52.63 (s), 30.91 (s), 30.49 (s), 21.38 (S). Z uwagi na naktadanie

si¢ sygnatow od cykloheksanu na powyzszym widmie nie wszystkie sygnaty sg widoczne.
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Reakcja bromowania trans-4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksylu przy

wykorzystaniu technologii przeptywowej:

Tabela 74: Zastosowane proporcje reagentow

Proporcja (eq)
octan trans-4-[2-(butyloamino)-
Reagent A 7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7- 1
ylo]cykloheksylu
Reagent B NBS (N-bromosukcynoimid) 15

Uwagi: Przed rozpoczgciem nowej metody (M1-M4) roztwory odpowiednich reagentéw ,,A 1

B” przygotowywane byly bezposrednio przed reakcja.

Tabela 75: Warunki reakcji halogenowania

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=0.166, Rt=30.12 min.,

1 THF 30
e Analiza HPLC: 0% dla substratu
100% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15.02 min.,
2 THF 30
e analiza HPLC: 24.84% dla substratu
75.16% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30.12 min.,
3 THF 50
e analiza HPLC: 91.00% dla substratu
9% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30.12 min.,
4 DMF 30

e analiza HPLC: 100% dla substratu
0% dla produktu

Whnioski: z przedstawionych w tabeli danych mozna zauwazy¢, ze prowadzenie reakcji

halogenowania w tetrahydrofuranie przy aplikacji systemu przeptywowego pozwala na
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otrzymanie oczekiwanego produktu juz po 30 minutach reakcji ze 100% konwersja substratu

w produkt.

Dodatkowo analizujgc powyzsze dane stwierdzi¢ mozna, ze podstawienie aminy w miejscu
chloru (-Cl) utrudnia reakcje bromowania. Dlatego tez kolejne proby reakcji halogenowania
przeprowadzitam gdy atom azotu przy aminie byt zabezpieczony grupa diweglanu di-tert-
butylu (tzw. grupa BOC) zgodnie z ponizszym rysunkiem (Rysunek 22, Schemat 22).

Nl\ N N%
/\/\NJ\/ N /\/\)\N/
=
O

- R (A
Q T Q

(6]
Ot Ot<

Grupa aminowa

Grupa diweglanu di-tert-butylowa

Rysunek 22: Zabezpieczenie atomu azotu od butyloaminy grupg diweglanu di-tert-butylows.

Reagent A

N\ /

N
/\/\N)I\

A\
N

B
/\/\N)\N/ N

Br

ompa ¢ T TN,
pomp (A
L
!

Reagnet B Reaktor o o

~\ pompa

A,

Schemat 22: Optymalizacja procesu bromowania przy uzyciu technologii FLOW i zabezpieczonym atomie

azotu od butyloaminy grupg diweglanu di-tert-butylowa.
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Reakcja bromowania octanu 4-(2-{[(tert-butoksy)karbonylo](butylo)amino}-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksylu:

» Reakcje przeprowadzone w tetrahydrofuranie (THF) i dimetyloformamidzie (DMF):

Tabela 76: Warunki reakcji halogenowania i zebrane wyniki

Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.166, Rt=30.12 min.,

1 THF 30

e analiza MS-TLC: + 409 (pik fragmentacyjny)

+510, 512 (pik od produktu)

e Reaktor typu Heater (150),
2 THF 30 e FLOW=0.1, Rt=50 min.,
e analiza MS-TLC: + 431 (pik od substratu)

e Reaktor typu Heater (150),
3 DMF 30 e FLOW=0.166, Rt=30.12 min.,
e analiza HPLC: + 431 (pik od substratu)

Whioski: jedynie metoda 1 pozwolita na otrzymanie oczekiwanego produktu reakcji

bromowania co potwierdzita wykonana analiza rezonansu magnetycznego.

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 8.76 (s, 1H), 7.16 (s, 1H), 4.83 — 4.76 (m, 1H), 4.64 (tt, J =
12.0, 3.8 Hz, 1H), 3.94 — 3.88 (m, 2H), 2.15 (ddd, J = 15.0, 13.0, 8.3 Hz, 4H), 2.06 — 2.05 (m,
3H), 1.88 (qd, J = 12.9, 3.0 Hz, 2H), 1.65 — 1.59 (m, 4H), 1.48 (s, 9H), 1.33 (dd, J = 15.0, 7.5
Hz, 2H), 0.89 (dd, J = 12.2, 4.8 Hz, 3H).

13C NMR (151 MHz, CDClz ) & 170.60 (s) , 156.02 (s) , 154.43 () , 150.54 (s), 149.48 (),
124.57 (s), 115.50 (s) , 88.27 (s), 80.74 (), 71.57 (s), 52.71 (s), 48.37 (), 31.16 (s), 30.73 (),
30.66 (s), 28.41 (s), 21.37 (s), 20.19 (s), 13.94 (s).

Pomimo kolejnych prob realizowanych nie tylko przy udziale systemu przeptywowego
ale takze metodami klasycznymi nie udato mi si¢ osiggna¢ zamierzonego celu. W zwiazku z
powyzszym proces optymalizacji rozpoczgtam na nowo (Schemat 23). Zgodnie z
przedstawionym ponizej schematem, nowo optymalizowana sciezka syntezy sklada si¢ z
nastgpujacych etapdéw: krzyzowego sprzggania Sonogashiry, wewnatrzczasteczkowej
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cyklizacji, zabezpieczenia grupy hydroksylowej (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]piry-
midyn-7-ylo}cykloheksan-1-olu grupa TBS. Kolejne etapy to reakcja bromowania, N-

aminowania oraz Suzuki.

5.2. Nowa $ciezka syntezy do optymalizacji:

Reagent A
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e

Reaktor
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Reagent B
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Schemat 23: Sciezka syntezy do optymalizacji przy uzyciu systemu FLOW.
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W trakcie optymalizacji poszczegdlnych etapow kierowatam si¢ procedurami
opisanymi w literaturze a reakcje z poszczegoélnych etapow rowniez i w tym przypadku

porownywatam z syntezg danego produktu prowadzong metodg klasyczna.

5.2.1. Synteza 4-({2-chloro-5-[2-(trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4-ylo}amino)cy-
kloheksan-1-olu

Reagent A
HOII-Q
NH
Produkt
Br
NI N
* -
Cl N \
v
/ Si
| Vsl =z
Reagnet B S m— Reaktor JI\ _—
| pompa Cl N

Schemat 24: Reakcja Sonogashira wykonywana przy zastosowaniu systemu FLOW.

Powyzsza reakcje prowadzitam gltownie w toluenie jako rozpuszczalniku oraz przy

zastosowaniu roznych temperatur.

» Reakcje prowadzone w toluenie

Tabela 77: Stosowana proporcja reagentow

Proporcja (eq)

trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1

ylo)amino]cykloheksan-1-ol

Reagent B trimetylosililoacetylen 1

243



Tabela 78: Warunki reakcji Sonogashiry i zebrane wyniki

Metoda | Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
1 Toluen 80
e analiza HPLC: 20.34% dla substratu
79.66% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30 min.,
2 Toluen 80
e analiza HPLC: 15.81% dla substratu
84.19% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.111, Rt=45 min.,
3 Toluen 80
e analiza HPLC: 11.84% dla substratu
88.16% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
4 Toluen 100
e analiza HPLC: 29.81% dla substratu
70.19% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30 min.,
5 Toluen 100
e analiza HPLC: 24.14% dla substratu
75.86% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
6 Toluen 120
e analiza HPLC: 44.48% dla substratu
55.52% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30 min.,
7 Toluen 120
e analiza HPLC: 25.14% dla substratu
74.86% dla produktu

Whnioski: analizujagc dane z powyzszych doswiadczen zauwazyé mozna, ze w przypadku
reakcji Sonogashiry, wyzsza temperatura nie gwarantuje poprawy stopnia przereagowania
substratu w produkt. Dodatkowo w oparciu o pozyskane wyniki wyznaczy¢é mozna optymalng
temperature reakcji. W tej reakcji jest to temperatura 80 °C bowiem zapewnia ona prawie 80%

konwersj¢ juz po 15 minutach prowadzenia reakcji.
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W zwiazku z powyzsza obserwacja wykonatam dodatkowe analizy, ktore przeprowadzitam

w temperaturze 80 °C rowniez przy uzyciu toluenu jako rozpuszczalnika ale z inng iloscia

ekwiwalentow reagenta B do A.

Tabela 79: Stosowana proporcja

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B trimetylosililoacetylen 5

Tabela 80: Warunki reakcji Sonogashiry i zebrane wyniki

Metoda | Rozpuszczalnik

Temperatura [°C]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

1 Toluen

80

Reaktor typu Heater (150),

FLOW=5, Rt=1 [minuta],

analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu

2 Toluen

80

Reaktor typu Heater (150),

FLOW=1, Rt=5 min.,

analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu

3 Toluen

80

Reaktor typu Heater (150),

FLOW=0.333, Rt=15 min.,

analiza HPLC: 19.37% dla substratu
80.63% dla produktu

4 Toluen

80

Reaktor typu Heater (150),

FLOW=0.166, Rt=30 min.,

analiza HPLC: 17.89% dla substratu
82.11% dla produktu

Whnioski: powyzsze doswiadczenia pozwolity na uzyskanie calkowitego przereagowania

substratu w produkt juz po 1 i 5 minutach prowadzenia reakcji.
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» Reakcje prowadzone w dimetylosulfotlenku (DMSO)

Tabela 81: Stosowana proporcja reagentow

Proporcja (eq)
trans-4-[(5-bromo-2-
Reagent A chloropirymidyn-4- 1
ylo)amino]cykloheksan-1-ol
Reagent B trimetylosililoacetylen 1

Tabela 82: Warunki prowadzenia reakcji Sonogashiry i zebrane wyniki

Metoda | Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

1 DMSO 100 e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15 min.,

e analiza HPLC: 56.55% dla substratu
43.45.66% dla produktu

2 DMSO 100 e Reaktor typu Heater (150), program

Proporcji objetosciowej czyli:
e FLOW(A)=0.222, FLOW(B)=0.444
e Rt=15min,,
e analiza HPLC: 63.16% dla substratu
36.84% dla produktu

Whioski: powyzsze metody nie zapewnily uzyskania 100% konwersji substratu w produkt.
Jednak wynik ten byt zblizony do tego jaki uzyskatam w sprzgganiu Sonogashiry, gdy substrat

byl podstawiony w miejscu -Cl butyloaming.
Podsumowanie:

Dzigki uzyskaniu catkowitego stopnia konwersji substratu w produkt etapu tego nie
optymalizowatam dalej. Szczegdtowa analiza uzyskanych wynikow wykazata iz w przypadku
sprzggania Sonogashira dluzszy czas reakcji i wyzsza temperatura powyzej 80 °C nie
determinuje uzyskania 100% konwersji. W tym przypadku stopien przereagowania zalezy
przede wszystkim od proporcji uzytych reagentow. Ponadto reakcje ta prowadzitam réwniez

przy wykorzystaniu technologii mikrofalowej, w ktérej 100% konwersje uzyskatam gdy
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zastosowatam proporcje: trans-4-[(5-bromo-2 chloropirymidyn-4-ylo)amino]cykloheksan-1-ol
do trimetylosililoacetylenu; 1 do 5. Dodatkowo zaobserwowatam, ze prowadzenie reakcji przy
aplikacji technologii przeplywowej nie generuje duzej liczby produktéw ubocznych co
zaobserwowatam w przypadku reakcji prowadzonej w reaktorze mikrofalowym. Sprzeganie
Sonogashiry metoda klasyczng trwa co najmniej 5 h przy czym nie uzyskuje si¢ 100%
konwersji substratu w produkt, ktora za to otrzymuje si¢ juz po minucie trwania reakcji

Sonogashiry realizowanej przy zastosowaniu systemu przeptywowego.

5.2.2. Reakcja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

Reagent A

: "’O\
N \ _‘/ Produkt
AT c N
N2
- Reaktor
F /—/— 3

NN pompa OH

Reagent B

Schemat 25: Schemat wewnatrzczasteczkowej cyklizacji.

Zgodnie z opisang w literaturze procedurg reakcje cyklizacji prowadzitam przy
wykorzystaniu tetrahydrofuranu (THF) oraz toluenu. Dodatkowo do$wiadczenia prowadzitam

przy proporcji reagentow A i B (1:1) w réznych temperaturach (40, 50, 70, 80 °C).

» Synteza (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-1-olu
w tetrahydrofuranie (THF)
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Tabela 83: Stosowana proporcja reagentow

Proporcja (eq)
4-({2-chloro-5-[2-
Reagent A (trimetylosililo)etynylo]pirymidyn-4- 1
ylo}amino)cykloheksan-1-ol
Reagent B fluorek tetrabutyloamoniowy 1
Tabela 84: Warunki wewnatrzczasteczkowej cyklizacji
Metoda Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOWS=5, Rt=1 [minuta],
1 THF 70
e analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=1, Rt=5 min.,
2 THF 70
e analiza HPLC: brak substratu
100 % dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
3 THF 70
e analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOWS=5, Rt=1 min.,
4 THF 50
e analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW-=1, Rt=5 min.,
5 THF 50
e analiza HPLC: brak substratu
. 100% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
6 THF 50
e analiza HPLC: brak substratu
100% dla produktu
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» Synteza w toluenie

Tabela 85: Warunki wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

Metoda | Rozpuszczalnik Temperatura [°C] Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOWS=5, Rt=1 min.,
1 Toluen 40
e analiza HPLC: 96.15% dla substratu
3.85% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=1, Rt=5min.,
2 Toluen 40
e analiza HPLC: 92.43 % dla substratu
7.57 % dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
3 Toluen 40
e analiza HPLC: 82.65% dla substratu
17.35% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=1, Rt=5 min.,
4 Toluen 80
e analiza HPLC: 95.25% dla substratu
4.75% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
5 Toluen 80 )
e analiza HPLC: 92.76% dla substratu
. 7.24% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.166, Rt=30 min.,
6 Toluen 80
e analiza HPLC: 93.69% dla substratu
6.31% dla produktu

Whioski: analizujac przedstawione w tabelach dane, wyraznie wida¢, ze na stopien konwersji
wplywa zastosowany do reakcji rozpuszczalnik. W reakcjach prowadzonych z wykorzystaniem
tetrahydrofuranu (THF) jako rozpuszczalnika otrzymuje si¢ 100% przereagowanie juz po

minucie trwania reakcji zaroOwno w temperaturze 50 jak i 70 °C.
Podsumowanie:
Dzigki uzyskaniu peinej konwersji substratu w produkt etapu tego nie optymalizowatam dale;.
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5.2.3. Reakcja zabezpieczania grupy hydroksylowej

Reagent A

PE
CIJ\N/ Produkt
b o0
. —O\ M~
2 pompa o “
OH R,
‘li; g I| .'\I\-“- } — b
_e/ '6
/

‘-
Wl

Reaktor

Reagent B !i—Cl
| | pompa \Si
K

Schemat 26: Schemat reakcji zabezpieczania grupy hydroksylowej.

Zgodnie z opisang w literaturze procedura gtownie do reakcji zabezpieczania wykorzystuje
si¢ dimetyloformamid (DMF) jako rozpuszczalnik. Osobiscie do tego typu reakcji czgsciej
stosowatam dichlorometan (DCM) niz (DMF). Podczas reakcji zabezpieczania prowadzonej w
dichlorometanie powstaje chlorowodorek imidazolu, ktory to moglby zatkaé¢ reaktor
przeplywowy. Z tego tez powodu w pierwszym podejsciu przeprowadzitam doswiadczenia w

dimetyloformamidzie.
» Reakcje prowadzone w dimetyloformamidzie (DMF)

W reakcjach parametrem zmiennym byla temperatura natomiast ekwiwalent poszczegolnych

reagentoéw wynosit (1:3:3).

Tabela 86: Stosowana proporcja reagentow

Proporcja (eq)

(1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-

Reagent A o 1
d]pirymidyn-7-ylo}cykloheksan-
1-ol
imidazol 3
Reagent B tert-butylo(chloro)dimetylosilan 3
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Tabela 87: Zestawienie wynikow reakcji zabezpieczania w DMF-ie

Metoda

Rozpuszczalnik

Temperatura
rd

Proporcja
reagentow

Ekwiwalenty [eq]

Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]

DMF

40

1:3:3

Reaktor typu Heater (150 °C),

FLOW=5, Rt=1 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
0% dla produktu

DMF

40

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=1, Rt=5 min.,
e analiza HPLC:
100 % dla substratu
0 % dla produktu

DMF

40

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=0.333, Rt=15 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
0% dla produktu

DMF

40

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=0.166, Rt=30 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
0% dla produktu

DMF

60

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=0.166, Rt=30 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
0% dla produktu

DMF

30

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=5, Rt=1 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
0% dla produktu

DMF

30

1:3:3

Reaktor typu Heater (150),
FLOW=1, Rt=5 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu

251



0% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15 min.,

8 DMF 30 1:3:3 e analiza HPLC:

100% dla substratu
0% dla produktu

Whnioski: w oparciu o powyzsze dane wyraznie wida¢ brak jakiegokolwiek postgpu reakcji
nawet przy zmianie temperatury. W zwigzku z powyzszym podjetam proby przeprowadzenia

powyzszej reakcji w dichlorometanie.
» Reakcje w dichlorometanie

W probach syntetycznych prowadzonych w dichlorometanie zmiennym parametrem byta

zastosowana proporcja (eq) uzytych reagentéw oraz temperatura.

Tabela 88: Stosowana proporcja reagentow

Proporcja (eq)

(1r,4r)-4-{2-chloro-7H-
Reagent A pirolo[2,3-d]pirymidyn-7- 1 1 1
ylo}cykloheksan-1-ol

imidazol 3 5 10

tert-
Reagent B . ] 3 5 10
butylo(chloro)dimetylosilan

Tabela 89: zestawienie wynikow reakcji zabezpieczania w DCM-ie

Metoda | Rozpuszczalnik | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%)]
[°C] reagentow
Ekwiwalenty [eq]

e Reaktor typu Heater (150),
e FLOWS=5, Rt=1 min.,
e analiza HPLC:
100% dla substratu

1 DCM 40 1:3:3
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0% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
DCM 40 1:3:3 e analiza HPLC:

86.67 % dla substratu
13.33 % dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.1, Rt=50 min.,
DCM 40 1:3:3 e analiza HPLC:
74.98% dla substratu
25.02% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.1, Rt=50 min.,
DCM 40 1:5:5 e analiza HPLC:
37.66% dla substratu
62.33% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.1, Rt=50 min.,
DCM 60 1:5:5 e analiza HPLC:
21.23% dla substratu
78.77% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.1, Rt=50 min.,
DCM 60 1:10:10 e analiza HPLC:
45.60% dla substratu
54.40% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),
DCM 60 1:10:10 e FLOW=0.166, Rt=30 min.,

zatkanie reaktora

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
DCM 60 1:5:5 e analiza HPLC:
61.63% dla substratu
38.37% dla produktu

Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=], Rt=5min.,

DCM 60 1:5:5
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e analiza HPLC:
56.20% dla substratu
43.80% dla produktu

Whnioski: w oparciu o zestawione wyniki wyraznie wida¢, ze zmiana rozpuszczalnika z DMFu
na dichlorometan oraz zwigkszenie ilosci ekwiwalentoéw imidazolu oraz chlorku tert-
butylodimetylosililu w stosunku do (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo}-
cykloheksan-1-olu umozliwita wzrost stopnia konwersji do 80%. Takze wyzsza temperatura

wplywa na poprawe stopnia przereagowania.
Podsumowanie:

Stopien konwersji na poziomie 80% uznatam za zadowalajacy dlatego tez nie prowadzitam
kolejnych doswiadczen optymalizacyjnych dla powyzszego etapu. Ponadto z danych wynika,
ze najlepsze rezultaty osiaga si¢ gdy proporcja (1r,4r)-4-{2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-
7-ylo}-cykloheksan-1-olu : imidazolu : tert-butylodimetylosililu wynosi 1:5:5. Wyzsze
warto$ci przyczyniaja si¢ do generowania wiekszej ilosci wspomnianego juz chlorowodorku

imidazolu, ktéry zatyka reaktor 1 uniemozliwia przeprowadzenie danego do§wiadczenia.

5.2.4. Synteza 5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cyklo-
heksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny

Reagent A
Nl \ \ Produkt
~
CIJ\N N Br
N| ~3 \
: M
z N
Cl N
N
Si
KO N
pompa AN
|'i;; Ii:\ITJ}JI
(8.7 A _
o Reaktor -”
Reagent B o
N pompa N/
7N Si
(0] Br X \

Schemat 27: Reakcja halogenowania.
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Reakcje halogenowania przeprowadzitam w dimetyloformamidzie w réznych temperaturach

oraz ilosciach ekwiwalentow reagenta A i B (Schemat 27).

Tabela 90: Stosowana ilo$¢ (eq) reagenta A i B

Proporcja (eq)
2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-
Reagent A butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]- 1 1
TH-pirolo[2,3-d]pirymidyna
Reagent B N-bromosukcynoimid 1.1 2.2

Tabela 91: Warunki reakcji halogenowania

Metoda | Rozpuszczalnik | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]
[°CJ reagentow
Ekwiwalenty [eq]
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
1 DMF 30 111 e analiza HPLC:
19.04% dla substratu
80.96% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
2 DMF 50 1:1.1 e analiza HPLC:
brak substratu
100 % dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
3 DMF 70 1:1.1 e analiza HPLC:
72.33% dla substratu
27.67% dla produktu
e Reaktor typu Heater (150),
4 DMF 50 1:2.2 e FLOW=1, Rt=5 min.,

e analiza HPLC:

255



brak substratu
100% dla produktu

e Reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15 min.,
5 DMF 50 1:2.2 e analiza HPLC:

brak substratu
100% dla produktu

Whnioski: w oparciu o zestawione wyniki dostrzec mozna, ze pelng konwersje substratu

w produkt otrzymuje si¢ juz po 15 minutach trwania reakcji w temperaturze 50 °C.
Podsumowanie:

Ze wzgledu na otrzymanie catkowite] konwersji substratu w produkt nie prowadzitam
kolejnych doswiadczen optymalizacyjnych danego etapu. Dodatkowo analizujac powyzsze
dane stwierdzi¢ mozna iz temperatura 50 °C jest najlepsza dla reakcji halogenowania bowiem
zapewnia uzyskanie 100% konwersji substratu w produkt. W przypadku reakcji prowadzonych
z zastosowaniem wigkszej ilosci N-bromosukcynoimidu w stosunku do 2-chloro-7-[(1r,4r)-4-
[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny, catkowite prze-
reagowanie substratu w oczekiwany produkt uzyskuje si¢ juz po 5 minutach trwania reakcji ale

analiza HPLC wskazuje na powstanie dodatkowo duzo wiecej produktow ubocznych.

5.2.5. Reakcja N-aminowania

Reagent A

Br

NI/\jE\S Produkt
CIJ\N/ !
Br
b o0
/ /\/\ J\“/
y NH
°
\Si’ pompa - s,
X i
b :fiﬂijyf {
MHZ Reaktor \Sil\o

pompa ><
Reagent B

Schemat 28: Reakcji N-aminowania.
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Reakcje optymalizacyjne powyzszego etapu wykonatam z wykorzystaniem systemu:
Easy MedChem oraz R-Series. Doswiadczenia optymalizacyjne prowadzitam przy zmiennej
temperaturze z wykorzystaniem réznych rozpuszczalnikéw oraz roznej ilosci ekwiwalentow
butyloaminy wzglgdem  5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylo-dimetylosililo)oksy]-
cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny (Schemat 28). Dodatkowo prace optymalizacyjne
realizowatam przy wykorzystaniu dwoch typoéw reaktoréw: Heater (150 °C) i Heater (250 °C).
Czesto tez korzystatam z uktadow sprzezonych czyli potaczonych ze sobg 2 reaktoréw typu

Heater (150 °C) badz Heater (250 °C).
e System przeptywowy typu: Easy MedChem:

Zaleta tego systemu jest mozliwos$¢ pracy na zawiesinach natomiast jego ograniczeniem jest
praca przy cisnieniu 10 bar. Przekroczenie gornej granicy ci$nienia powoduje zwolnienie pracy

pomp i tym samym uzytkownik zmuszony jest do przerwania prowadzonej reakcji.

Tabela 92: Stosowana ilos¢ (eq) reagenta A i B

Proporcja (eq)

5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-
[(tert-butylo-

dimetylosililo)oksy]- 1 1
Reagent A .
cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyna
N,N-diizopropyloetyloamina 1.5 15
Reagent B n-butyloamina 2 5
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Tabela 93: Warunki i zebrane dane dla reakcji prowadzonych przy uzyciu systemu Easy MedChem

Metoda | Rozpuszczalnik | Temperatura [°C] Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg
reagentow HPLC,%]
Ekwiwalenty [eq]
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW=1,Rt=5min,
1 IPA 95 1:2 e analiza HPLC:
100% dla substratu
brak produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW =0.5 Rt=10 min.,
2 IPA 105 15 e analiza HPLC:
100% dla substratu
brak produktu
e Reaktor typu Heater (150),
e FLOW =0.1, Rt =50 min.,
3 THF 95 15 e analiza HPLC:
95.02% dla substratu
4.98% dla produktu
e uktad dwoch reaktorow
typu Heater (150),
e FLOW(1)=0.166, Rt = 60
min.,
. e 0 s . FL-OW(Z) = 0.166, Rt=60
min.,
e Rt=120 min.,
e analiza HPLC:
55.68% dla substratu
44.32% dla produktu
e uklad dwodch reaktorow
typu Heater (150),
e FLOW(1)=0.166, Rt=60
min.,
5 THF 110 1:5 e FLOW(2)=0.166, Rt=60
min.,
e Rt=120 min.,

e analiza HPLC:
36.12% dla substratu
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THF

140

1.5

63.88% dla produktu
uktad dwodch reaktorow
typu Heater (150),
FLOW(1)=0.166,  Rt=60
min.,

FLOW(2)=0.166,  Rt=60
min.,
Rt=120 min.,
analiza HPLC:
29.20% dla substratu
70.80% dla produktu

DMF

110

15

uktad dwodch reaktorow
typu Heater (150),
FLOW(1) = 1, Rt = 10 min.,
FLOW(2) = 1, Rt = 10 min.,
Rt =20 min.,
analiza HPLC:
41.22% dla substratu
58.68% dla produktu

DMF

110

15

uktad dwodch reaktorow
typu Heater (150),
FLOW(1) = 0.333, Rt = 30
min.,
FLOW(2) = 0.333, Rt = 30
min.,
Rt = 60 min.,
analiza HPLC™*:
21.07% dla substratu
78.93% dla produktu

DMF

110

15

uklad dwoch reaktorow
typu Heater (150),
FLOW(L) = 0.166, Rt=60
min.,
FLOW(2) = 0.166, Rt = 60
min.,
Rt = 120 min.,
analiza HPLC™*:

brak substratu

brak produktu
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e uklad dwoch reaktorow
typu Heater (150),

e FLOW(1) =2, Rt=5min.,

e FLOW(2) =2, Rt=5min.,

10 DMF 130 1:5
e Rt=10min,,
e analiza HPLC:
58.28% dla substratu
41.72% dla produktu
e uklad dwoch reaktoréw
typu Heater (150),
e FLOW(1) =1, Rt = 10 min.,
" OME 130 - e FLOW(2) =1 Rt =10 min.,

e Rt=20min.,

e analiza HPLC:
41.38% dla substratu
58.62% dla produktu

Uwagi: umieszona ( * ) przy reakcjach prowadzonych w dimetyloformamidzie o numerach 8
I 9 dotyczy stopnia przereagowania, ktory obliczylam bez uwzglednienia powstajgcego

w nadmiarze produktu ubocznego.

Whnioski: w oparciu o dane zawarte w tabeli mozna stwierdzi¢, ze przy zastosowaniu uktadu
sprzezonego sktadajacego si¢ z dwoch reaktorow otrzymuje si¢ duzo lepszg konwersje. Ponadto
wyzsza temperatura reakcji oraz czas jej trwania takze poprawiaja stopien przereagowania.
Staby postep reakcji w przypadku do$wiadczen prowadzonych w izopropanolu moze by¢
zwigzany z ograniczong rozpuszczalnoscig S5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylo-di-
metylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny. Najlepsze rezultaty otrzymatam
dla analiz prowadzonych w tetrahydrofuranie.

e System R-Series:

Jest urzadzeniem duzo bardziej ztozonym w poréwnaniu z Easy MedChemem 1 umozliwia

praceg przy duzo wyzszych warto$ciach cisnienia.

[los¢ butyloaminy wzgledem 5-bromo-2-chloro-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylo-dimetylosililo)-
oksy]-cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyny wynosita 5 do 1.
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Tabela 94: Warunki i zebrane dane dla reakcji prowadzonych przy uzyciu systemu R-Series

Metoda | Rozpuszczalnik | Temperatura [°C] Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg
reagentow HPLC,%]
Ekwiwalenty [eq]
e uklad dwodch reaktorow
typu Heater (150),
e FLOW(1) = 0.166, Rt = 30
min.,
1 THE 100 L5 o FITOW(Z) = 0.166, Rt = 30
min.,
e Rt=60min.,
e analiza HPLC:
37.96% dla substratu
62.04% dla produktu
e uklad dwoch reaktoréw
typu Heater (150),
e FLOW(1) =0.166, Rt = 30
min.,
) THE 120 L5 o FITOW(Z) = 0.166, Rt = 30
min.,
e Rt=60min.,
e analiza HPLC:
43.93% dla substratu
56.07% dla produktu
e uklad dwodch reaktoréw
typu Heater (150),
e FLOW(1) =0.166, Rt = 30
min.,
5 o 0 s e FLOW(2) = 0.166, Rt = 30
min.,
e Rt=60min.,
e analiza HPLC:
33.16% dla substratu
66.84% dla produktu
e uklad dwoch reaktoréw
A THE 140 L5 typu Heater (150),
e FLOW(1) = 0.333, Rt = 15
min.,
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THF

160

1:5

FLOW(2) = 0.333, Rt = 15
min.,
Rt = 30 min.,
analiza HPLC:
32.35% dla substratu
67.65% dla produktu
reaktor typu Heater (250),
FLOW=0.166, Rt =30 min.,
analiza HPLC:
27.01% dla substratu
72.99% dla produktu

THF

160

15

reaktor typu Heater (250),
FLOW=0.333, Rt =15 min.,
analiza HPLC:
22.66% dla substratu
77.34% dla produktu

THF

170

15

reaktor typu Heater (250),
FLOW=1, Rt=5 min.,
analiza HPLC:
64.43% dla substratu
35.57% dla produktu

THF

170

15

reaktor typu Heater (250),
FLOW=0.333, Rt=15 min.,
analiza HPLC:
37.85% dla substratu
62.15% dla produktu

THF

180

1:5

reaktor typu Heater (250),
FLOW=0.333, Rt = 15 min.,
analiza HPLC:
35.92% dla substratu
64.08% dla produktu

10

THF

180

15

reaktor typu Heater (250),
FLOW=0.166, Rt = 30 min.,
analiza HPLC:
43.67% dla substratu
56.33% dla produktu
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Whnioski: powyzsze analizy pozwolity mi na dobdr do dalszych doswiadczen odpowiedniej

temperatury reakcji. Do kolejnych analiz wybralam temperaturg 170 °C.

Wiedzac juz jaki jest stopien konwersji w przypadku 5 ekwiwalentow reagenta B wzgledem
reagenta A, w kolejnych analizach sprawdzitam wplyw ilo$ci uzytej aminy na stopien

przereagowania substratu w produkt w czasie trwania reakcji przez 30 i 45 minut.

Tabela 95: Stosowana ilo$¢ (eq) reagenta A i B

Reagent A I 1 1 1 1

Reagent B I 10 15 20 25

Tabela 96: Warunki i zebrane wyniki reakcji N-aminowania przy ré6znym ekwiwalencie BuNH>

Metoda | Rozpuszczalnik | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%]
[°C/ reagentow
ekwiwalenty
[ea]

e uklad dwobch reaktorow typu

Heater (250),
e FLOW(1)=0.333,
e FLOW(2)=0.333,

1 THF 170 1:10
e Rt=30min,,
e analiza HPLC:
27.86% dla substratu
62.99% dla produktu
e uklad dwobch reaktorow typu
Heater (250),
e FLOW(1)=0.222,
2 THF 170 1:10 ° FLOW(@)=0222

e Rt=45min,,

e analiza HPLC:
15.46% dla substratu
84.54% dla produktu

e uklad dwodch reaktorow typu
3 THF 170 1:15 Heater (250),
e FLOWY(1)=0.333,
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FLOW(2) = 0.333,

Rt =30 min.,

analiza HPLC:
27.96% dla substratu
72.04% dla produktu

THF

170

1:15

uktad dwodch reaktoréw typu

Heater (250),

FLOW(L) = 0.222,

FLOW(2) = 0.222,

Rt = 45 min.,

analiza HPLC:
19.41% dla substratu
80.59% dla produktu

THF

170

1:20

uktad dwoch reaktorow typu

Heater (250),

FLOW(1) = 0.333,

FLOW(2) = 0.333,

Rt =30 min.,

analiza HPLC:
15.30% dla substratu
84.70% dla produktu

THF

170

1:20

uktad dwoch reaktorow typu

Heater (250),

FLOW(1) = 0.222,

FLOW(2) = 0.222,

Rt =45 min.,

analiza HPLC:
8.20% dla substratu
91.90% dla produktu

THF

170

1:25

uktad dwoch reaktoréw typu

Heater (250),

FLOW(L) = 0.333,

FLOW(2) = 0.333,

Rt =30 min.,

analiza HPLC:
12.25% dla substratu
87.75% dla produktu
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e uklad dwobch reaktorow typu
Heater (250),

e FLOW(1)=0.222,

e FLOW(2)=0.222,

e Rt=45min.,

e analiza HPLC:
5.78% dla substratu
94.22% dla produktu

8 THF 170 1:25

Whnioski: w oparciu o pozyskane dane stwierdzi¢ mozna, ze najlepsza konwersje uzyskuje si¢

po 45 minutach trwania reakcji przy 4 i 5- krotnym nadmiarze aminy wzgledem reagenta A.

Podsumowanie:

Z faktu otrzymania prawie 95% konwersji substratu w produkt zakonczytam analizy
optymalizacyjne dla powyzszego etapu. Wykorzystanie systemu przeptywowego do reakcji N-
aminowania pozwala na uzyskanie oczekiwanego produktu w zdecydowanie krotszym czasie

niz w przypadku reakcji prowadzonej metoda klasyczna (synteza potproduktu 39 ).

5.2.6. Reakcja Suzuki

Reagent A

Produkt

zli‘

Sl’\
X pompa £
>~
Al
Q—(i ompa
Reagent B o pomp

Reaktor

Schemat 29: Reakcja Suzuki.
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Zgodnie z opisang w literaturze procedura reakcje prowadzitam w mieszaninie dioksan/woda
(4:1; v/v), weglanu cezu jako zasady oraz przy zastosowaniu réznych temperatur oraz ilo$ci
reagenta B wzgledem reagenta A (Schemat 29). W pierwszych analizach wykorzystatam
katalizator tetrakis(trifenylofosfino)pallad(0). Reakcje prowadzitam na systemic Easy
MedChem.

Tabela 97: Stosowana ilo$¢ (eq) reagenta A i B

Proporcja (eq)
5-bromo-N-butylo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-
butylodimetylosililo)oksy]cykloheksyl
0]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2- 1 1
Reagent A amina
Weglan cezu 3 3
Pd(PPhs)s 0.05 0.05
kwas 4-(4-
Reagnet B metylopiperazyno)metylofenyloboron- 15 3
owy, ester pinakolowy

Tabela 99: Warunki i wyniki reakcji Suzuki

Metoda | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%)]
[°CJ reagentow
ekwiwalenty
[eq]

e reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt =15 min.,

1 100 1:1.5 e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu

e reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt=15min,,

2 120 1:15 e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu
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e reaktor typu Heater (150),
3 140 1:15 e FLOW=0.333, Rt =15 min.,

e Zatkanie reaktora,

e reaktor typu Heater (150),

e FLOW=1, Rt=5min,

4 120 1:3 e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu

e reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.333, Rt =15 min.,

5 120 1:3 e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu

o reaktor typu Heater (150),

e FLOW=0.166, Rt = 30 min.,,

6 120 1:3 e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu

Whnioski: pozyskane wyniki $wiadczg o braku postgpu reakcji, dlatego tez podg¢tam proby
syntezy oczekiwanego produktu przy uzyciu tego samego katalizatora palladowego i1 proporcji
5-bromo-N-butylo-7-[(1r,4r)-4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-
d]pirymidyno-2-aminy do 1-metylo-4-{[4-(4,4,5,5-tetrametylo-1,3,2-dioksaborolan-2-ylo)fe-
nylo]metylo}piperazyny 1 do 3 przy wykorzystaniu technologii mikrofali.

Tabela 99: Warunki i wyniki reakcji Suzuki

Metoda | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg HPLC,%)]
[°C] reagentow
ekwiwalenty
[eq]

e czas: 5 min., moc; 150 [W],
e analiza HPLC:

1 100 1:3
100% dla substratu
brak produktu
e czas: 5 min., moc; 150 [W],
2 120 1:3

e analiza HPLC:
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100% dla substratu
brak produktu

120

1:3

e czas: 45 min., moc; 150 [W],
e analiza HPLC:

100% dla substratu
brak produktu

Whnioski: powyzsze warunki prowadzonych analiz rowniez nie przyniosty oczekiwanego

rezultatu wiec postanowitam przeprowadzi¢ reakcje z innymi katalizatorami palladowymi

1 w nizszej temperaturze (90 °C).

Tabela 100: Warunki i wyniki reakcji Suzuki

Metoda | Temperatura Proporcja Katalizator Opis reakcji, konwersja [wg
[°C] reagentow HPLC,%]
ekwiwalenty
[eq]
e czas: 30 min., moc; 150
dichlorek I
1 90 1:3 o ] e analiza HPLC:
bis(trifenylofosfino)palladu(ll)
100% dla substratu
brak produktu
e czas: 30 min., moc; 150
11 W,
2 90 1:3 e analiza HPLC:

bis(difenylofosfino)ferrocen

brak substratu
100% dla produktu

Whnioski: w oparciu o powyzsze dane stwierdzi¢ mozna, ze pelng konwersje uzyskuje sie w

reakcji z katalizatorem ferrocenowym, w zwigzku z tym wykonatam dwie dodatkowe reakcje

réwniez w mikrofali, ktore trwaty 51 15 minut.
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Tabela 101: Warunki i wyniki reakcji Suzuki

Metoda | Temperatura | Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg
[°C] reagentow HPLC,%]
ekwiwalenty
[eq]
e czas: 5 min., moc; 150
W],
1 90 1:3 e analiza HPLC:
brak substratu
100% dla produktu
e czas: 15 min., moc; 150
(W],
2 90 1:3 e analiza HPLC:

brak substratu
100% dla produktu

Whnioski: powyzsze wyniki $wiadcza o opracowaniu warunkow reakcji, ktore zapewniaja

otrzymanie pelnej konwersji. W zwigzku z tym postanowilam przeprowadzi¢ kolejne proby w

tych samych warunkach 1 tym samym czasie na systemie przeplywowym.

Tabela 102: Warunki i wyniki reakcji Suzuki prowadzonej na systemie FLOW

Metoda | Temperatura Proporcja Opis reakcji, konwersja [wg
[°C] reagentow HPLC,%]
ekwiwalenty
[ea]
e reaktor typu Heater
(150),
L 90 13 e FLOW=1, Rt =5 min,,
e analiza HPLC:
100% dla substratu
brak produktu
e reaktor typu Heater
(150),
2 90 1:3 e FLOW=0.333, Rt = 15

min.,

e analiza HPLC:

269



100% dla substratu
brak produktu

Podsumowanie:

Reakcja Suzuki to jedyny etap, ktérego nie udato mi si¢ zoptymalizowac przy aplikacji systemu
przeptywowego. Niestety nie udato mi si¢ przetozy¢ warunkdéw reakcji zapewniajacych peing
konwersje z technologii mikrofali na system FLOW. By¢ moze zastosowany przeze mnie
reaktor nie jest odpowiedni do prowadzenia reakcji Suzuki. Co wiecej podjetam proby
przeprowadzenia powyzszego etapu z wykorzystaniem systemu przeptywowego Thales Nano.
Reakcje prowadzitam w temperaturze 75, 100 i 130 °C przy przeptywie 0.4 i 07 ml/min..

Niestety rowniez i w tym przypadku nie udato mi si¢ uzyska¢ oczekiwanego produktu.
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5.3. Technologia mikrofalowa

Zgodnie z wczesniejszym  opisem technologia mikrofalowa umozliwia
przeprowadzenie szeregu typowych reakcji chemicznych. Ponadto jej zastosowanie wplywa na
zwickszenie wydajnosci prowadzonej przemiany chemicznej a co najwazniejsze w wielu
przypadkach diametralnie skraca czas reakcji, ktére prowadzone metodami klasycznymi trwajg

nawet kilka dni.
Przy zastosowaniu chemii mikrofalowej przeprowadzone zostaty reakcje takie jak:

e sprzgganie Sonogashiry,
e zabezpieczanie grupy hydroksylowej (-OH) grupa tert-butylochlorodimetylosilanowa
(TBSCI),

e N-aminowanie,

Transformacja (konwersja) substratu w oczekiwany produkt podobnie jak w przypadku reakcji
prowadzonych przy zastosowaniu technologii przeptywowej okreslana byta za pomoca techniki

wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC.

Tabela 103: Warunki chromatograficzne

Parametry
Kolumna Kinetex 5u EVO C18 100A 250 x 4.6 mm
Fazy mobilne Faza A: woda
Faza B:ACN
Przeptyw 0.6 mL/min
Czas analizy 10 minut
Gradient
Czas [minuty] Faza mobilna A [%0] Faza mobilna B [%0]
0
1 98 2
5 10 90
8.5 10 90
9.5 98 2
10
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5.3.1. Reakcja Sonogashiry

HO,, O\
NH

HO,, O\
NH

Schemat 30: Reakcja Sonogashiry.

Pd(PPh,),, Cul, Et,N,
Toluen, 60 °C

Cl

Synteza z wykorzystaniem technologii mikrofalowej przeprowadzona zostata

w temperaturze 80 °C w toluenie jako rozpuszczalniku i przy zmiennych parametrach takich

jak: czas oraz proporcja czyli

(ekwiwalenty,

eq) zwiagzkow:

trans-4-[(5-bromo-2-

chloropirymidyn-4-ylo)amino]cykloheksan-1-olu do trimetylosililoacetylenu.

Tabela 104: Warunki reakcji Sonogashiry i uzyskane wyniki

Metoda | Rozpuszczalnik

Moc [W]

Czas

[minuty]

Ekiwalenty [eq]

substratow

Konwersja [HPLC,%)]

1 Toluen

100

1

1.1

analiza HPLC: 56.77%
dla substratu
43.23% dla produktu

2 Toluen

100

11

analiza HPLC: 49.46%
dla substratu
50.54% dla produktu

3 Toluen

100

15

11

analiza HPLC: 56.68%
dla substratu
43.32% dla produktu

4 Toluen

100

1.5

analiza HPLC: 9.65% dla
substratu
90.35% dla produktu

5 Toluen

100

1.5

e analiza HPLC: brak
substratu
100% dla produktu

6 Toluen

100

15

1.5

e analiza HPLC: brak
substratu
100% dla produktu

272




Whnioski:_po analizie uzyskanych danych stwierdzi¢ mozna, ze stopien konwersji zalezy przede

wszystkim od proporcji uzytych reagentow.
Podsumowanie:

Na podstawie otrzymanych wynikow z reakcji sprzegania Sonogashiry widaé iz
parametrem gwarantujagcym 100% konwersje substratu w produkt nie jest czas prowadzenia
reakcji a proporcja uzytych reagentdw (substratow). Zastosowanie rownowaznika (1:5 eq)

umozliwia uzyskanie pelnej konwersji juz po 5 minutach trwania reakcji.

Ponadto wyniki z powyzszych analiz potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania technologii
mikrofalowej do reakcji sprzegania Sonogashiry gwarantujagc przy tym otrzymanie
oczekiwanego produktu w krotszym czasie niz w przypadku reakcji prowadzonej metoda
klasyczng. Jedyna wada jaka zaobserwowatam w trakcie syntezy to generowanie wigkszej
liczby produktow ubocznych w przeciwienstwie do reakcji sprzggania Sonogashiry przy

aplikacji technologii przeptywowe;j.

5.3.2. Reakcja zabezpieczania grupy hydroksylowej grupa tert-butylochloro-

dimetylosilanowa

Br
NT N
| \
NT N \ N CIJ\N/ N
cl” DN |_ 1\
5\\/++T'_°'+\?W b
H /

OH >< N
substrat 1 substrat 2

Schemat 31: Reakcja zabezpieczania przy uzyciu grupy (TBSCI).

Synteza 'z wykorzystaniem technologii  mikrofalowej przeprowadzona zostata
w temperaturze 40 °C w dimetyloformamidzie (DMF) jako rozpuszczalniku przy zmiennych
parametrach takich jak: czas, moc oraz proporcje (ekwiwalenty, eq) trans-4-(5- bromo-2-
chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-olu  wzglgdem tert-butylochorodi-

metylosilanu. Dzi¢ki wykorzystaniu DMFu jako rozpuszczalnika w trakcie reakcji nie powstaje
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sol (chlorek imidazolu), ktora generuje si¢ w trakcie reakcji zabezpieczania prowadzonej

klasycznie w dichlorometanie (DCM).

Tabela 105: Warunki reakcji i uzyskane wyniki

Metoda

Rozpuszczalnik

Moc [W]

Czas
[minuty]

Ekiwalenty [eq]

substratow

Konwersja [HPLC,%)]

DMF

DMF

DMF

DMF

DMF

DMF

150

150

150

150

150

150

15

10

30

45

60

1:1.5

1:1.5

1:1.5

1:1.5

1:1.5

1:1.5

analiza HPLC:
92.18% dla substratu
7.82% dla produktu
analiza HPLC:
95.19% dla substratu
4.81% dla produktu
analiza HPLC:
86.70% dla substratu
13.30% dla produktu
analiza HPLC:
88.67% dla substratu
11.33% dla produktu
analiza HPLC:
78.08% dla substratu
21.92% dla produktu
analiza HPLC:
94.45% dla substratu
5.55% dla produktu

10

DMF

DMF

DMF

DMF

150

100

100

150

15

15

30

30

1:2

1:2

1:2

1:2

analiza HPLC:
25.85% dla substratu
74.15% dla produktu
analiza HPLC:
20.24% dla substratu
79.76% dla produktu
analiza HPLC:
50.29% dla substratu
49.71% dla produktu
analiza HPLC:
47.03% dla substratu
52.97% dla produktu

Whnioski: w oparciu o zebrane dane zauwazy¢ mozna, ze gtldwnym czynnikiem wplywajacym

na poprawe konwersji jest nie tyle moc stuzgca do podgrzania mieszaniny reakcyjnej do zadanej
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temperatury, co uzyte proporcje substratéw. Uzycie rownowaznika (1:2) prowadzi do wzrostu

stopnia przemiany substratu w produkt w krotszym czasie w poréwnaniu z proporcja (1:1.5).

Ze wzgledu na brak osiggnigcia 90% konwersji 1 znalezienia najlepszych warunkow reakcji
przeprowadzono kolejne analizy. W pierwszej kolejnosci widzae, ze wydluzanie czasu
prowadzenia reakcji nie wptywa na poprawe konwersji zdecydowatam o przeprowadzeniu
reakcji, ktore kontynuowane byly przez 1 i 2 minuty przy proporcji: trans-4-(5- bromo-2-
chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cykloheksan-1-olu do tert-butylochorodimetylosilanu
(1:2 eq).

Tabela 106: Warunki reakcji i uzyskane wyniki
Metoda | Rozpuszczalnik  Moc Czas Ekiwalenty [eq] Konwersja [HPLC,%)]
[W] [minuty] substratow

e analiza HPLC:
11 DMF 100 1 1:2 20.08% dla substratu
79.02% dla produktu

e analiza HPLC:
12 DMF 100 2 1:2 67.85% dla substratu
32.15% dla produktu

Whnioski: na podstawie uzyskanych wynikow wida¢, ze powyzsze warunki reakcji nie sg

odpowiednie aby uzyska¢ oczekiwang konwersje.

W zwigzku z powyzszym zdecydowatam o przeprowadzeniu dos$wiadczen, w ktorych
zastosowatam proporcje: trans-4-(5- bromo-2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)cyklo-
heksan-1-ol : imidazol : tert-butylochorodimetylosilan (1:3:3 eq).

Tabela 107: Warunki reakcji i uzyskane wyniki

Metoda | Rozpuszczalnik Moc Czas [minuty] | Ekiwalenty [eq] Konwersja [HPLC,%]

[W] substratow

e analiza HPLC:
13 DMF 100 15 1:3:3 84.82% dla substratu

15.18% dla produktu

e analiza HPLC:
4.56% dla substratu

14 DMF 100 1 1:3:3
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95.44% dla produktu

e analiza HPLC:
15 DMF 100 5 1:3:3 brak substratu
100% dla produktu

e analiza HPLC:
16 DMF 100 10 1:3:3 brak substratu
100% dla produktu

Whnioski: w oparciu o dane z powyzszych doswiadczen widzimy, ze zastosowanie wigkszej
ilosci (proporcji) reagentdw pozwala na uzyskanie catkowitej konwersji juz po 5 minutach

prowadzonej reakcji.
Podsumowanie:

Na podstawie otrzymanych wynikdéw z reakcji zabezpieczania grupy hydroksylowej
grupa (TBSCI), zauwazy¢ mozna, ze czynnikiem warunkujacym uzyskanie wysokiej konwersji
nie jest moc z jakg mieszanina reakcyjna zostaje podgrzana do zadanej temperatury a proporcja
uzytych reagentow (substratow). Zastosowanie rownowaznika (1:2 eq) umozliwia uzyskanie
konwersji na poziomie okoto 80% natomiast zastosowanie proporcji (1:3 eq) zapewnia

otrzymanie catkowitego przereagowania substratu w produkt juz po 5 minutach trwania reakcji.

Ponadto dane te §wiadcza o mozliwosci wykorzystania technologii mikrofalowej do
prowadzenia reakcji zabezpieczania. Jej zastosowanie gwarantuje uzyskanie catkowitego
przereagowania substratu w produkt. W poréwnaniu z reakcja wykonywang metoda wsadowa,

ktora trwa $rednio 3h w obecnosci mikrofali przebiega ona juz po 5 minutach.
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5.3.3. Reakcja N-aminowania

Synteza octanu 4-[2-(butyloamino)-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo]cykloheksylu prowa-
dzona metoda klasyczng (Schemat 32):

NI/\I\>
/\/\NHJ\ NE N

o

=

N
cl N N
BuNH,
DIPEA, IPA, 105 °C
o
Oi

Schemat 32: Reakcja N-aminowania.

Do kolbki odwazytam octan 4-(2-chloro-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyn-7-ylo)-cykloheksylu (7 g,
23.8 mmol) nastegpnie dodatam alkohol izopropylowy (45 mL), butyloaming (12 mL, 120
mmol) oraz N,N-diizopropyloetyloaming (6.5 mL, 37.3 mmol). Mieszaning reakcyjng
mieszatam przez 48 godzin w temperaturze 105 °C. Postep reakcji kontrolowatam przy uzyciu
TLC na zelu krzemionkowym w uktadzie (metanol/chlorek metylenu 5:95 v/v). Po zakonczeniu
reakcji, rozpuszczalnik odparowalam pod zmniejszonym ciSnieniem. Surowy produkt
oczyszczany byt kilkukrotnie za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
(eluent: metanol /dichlorometan, 5-95% i 3-97%) uzyskujac oczekiwany produkt w postaci
delikatnie zottego osadu (0.869 g, 11%).

MS-APCI: m/z 331.0 [M+H]

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.47 (s, 1H), 6.82 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 3.7 Hz, 1H),
491 (t,J =5.6 Hz, 1H), 4.79 (tt, J = 11.4, 4.2 Hz, 1H), 4.49 (it, J = 12.0, 3.9 Hz, 1H), 3.44 (td,
J=7.1,58Hz 2H), 2.17 - 2.06 (m, 4H ), 2.05 (s, 3H), 1.87 (qd, J = 12.9, 3.0 Hz, 2H), 1.65 —
1.55 (m, 4H), 1.47 — 1.36 (m, 2H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDClz ) & 170.67 (s), 159.20 (s), 152.55 (s), 150.64 (s), 121.71 (s),
111.88 (s), 99.86 (s), 72.02 (s), 51.75 (s), 41.64 (s), 32.01 (s), 30.82 (s), 30.48 (s), 21.42 (s),
20.27 (s), 14.66 (s), 12.98 (s).
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Synteza prowadzona przy aplikacji reaktora mikrofalowego:

Synteza z wykorzystaniem

technologii

mikrofalowe;j

przeprowadzona

zostala

w izopropanolu (IPA) przy zmiennej temperaturze, mocy i czasie prowadzonych reakcji.

Warunki reakcji i uzyskane dane przedstawia ponizsza tabela.

Tabela 108: Warunki reakcji i uzyskane wyniki

Czas reakcji [min] Temperatura [°C] Moc [W] Konwersja [wg HPLC]
10 105 150 brak konwersji
20 105 150 brak konwersji

80.66% dla substratu
50 105 150
19.34% dla produktu
72.75% dla substratu
80 105 150
27.25% dla produktu
64.39% dla substratu
140 105 150
35.61% dla produktu
53.15% dla substratu
260 105 150
46.85% dla produktu
68.32% dla substratu
60 120 150
31.68% dla produktu
150 53.10% dla substratu
120 120
46.90% dla produktu
42.33% dla substratu
210 120 150
57.67% dla produktu
37.71% dla substratu
270 120 150
62.29% dla produktu
33.88% dla substratu
330 120 150
66.12% dla produktu
30.81% dla substratu
390 120 150
69.19% dla produktu
32.00% dla substratu
510 120 150
68.00% dla produktu
36.47% dla substratu
60 140 150
63.53% dla produktu
22.63% dla substratu
120 140 150
77.37% dla produktu
180 140 150 17.78% dla substratu
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82.22% dla produktu

18.21% dla substratu
240 140 150

81.79% dla produktu

31.87% dla substratu
60 140 175

68.13% dla produktu

22.27% dla substratu
120 140 175

77.73% dla produktu

18.66% dla substratu
180 140 175

81.34% dla produktu

33.22% dla substratu
60 140 300

66.78% dla produktu

19.79% dla substratu
120 140 300

80.21% dla produktu

22.79% dla substratu
120 160 300

77.21% dla produktu

Podsumowanie:

Z przedstawionych w tabeli danych mozna zauwazy¢, ze wyzsza temperatura reakcji
oraz moc korzystnie wptywaja na poprawe stopnia konwersji substratu w produkt. Dodatkowo
wyzsze wartosci tych parametrow wplywaja na Skrocenie czasu reakcji potrzebnego do
uzyskania co najmniej 70% konwersji. Ponadto otrzymane wyniki potwierdzaja fakt, ze
technologia mikrofalowa idealnie nadaje si¢ do prowadzenia reakcji aminowania bowiem juz
po 2 godzinach przemiany chemicznej otrzymujemy dobra konwersje. W tym przypadku jest
to kwestia godzin a nie dni co ma miejsce w reakcji aminowania prowadzonej metodami

klasycznymi.
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6. Podsumowanie otrzymanych wynikow

Na podstawie przedstawionych wynikéw z przeprowadzonych przeze mnie prac
badawczych stwierdzi¢ mozna, ze zrealizowalam okreslony we wstepie cel pracy. Dotyczyt
on opracowania innowacyjnego, matoczasteczkowego inhibitora/liganda kinazy FLT3
o wysokiej biodostgpnosci po podaniu doustnym, niskiej toksycznosci, lepszych badz
zblizonych do zwigzkow referencyjnych tj. UNC2025 i MRX-2843 parametrach
fizykochemicznych oraz korzystnym profilu farmakokinetycznym.

Przed przystgpieniem do wiasciwej syntezy wykorzystatam metody bioinformatyczne in
silico, przede wszystkim program KNIME, dzigki ktoremu stworzylam wirtualng biblioteke
zwigzkéw zawierajgcych 700 struktur. Modelowanie komputerowe oraz badania (SAR)
pozwolity mi na okre$lenie budowy strukturalnej zwigzkéw oraz identyfikacje grupy
funkcyjnej odpowiedzialnej za oddziatywanie z organizmem. Wiedza ta pozwolita mi na wybor
sposrod wirtualnej biblioteki zwigzki o jak najlepszej obliczonej warto$ci ICso do syntezy
i dalszej optymalizacji, ktéra miata na celu poprawg¢ wilasciwosci farmakokinetycznych.
Zsyntezowatam biblioteke sktadajaca si¢ ze 110 molekul, ktore w swojej strukturze posiadaja
pier$cien pirymidynowy lub pirolopirymidynowy. Pochodne pirymidyny otrzymywatam na
drodze aromatycznego podstawienia nukleofilowego w pozycji 4 zwigzku 5-bromo-2,4-
dichloropirymidyny i kolejne aromatyczne podstawienie nukleofilowe w pozycji 2 oraz
w nastgpnym kroku reakcja sprzegania Suzuki lub Sonogashira w pozycji 5 pozwolita mi na
otrzymanie nowych zwiazkow. Z kolei pochodne pirolopirymidyny uzyskiwatam na drodze
5 etapowej syntezy tj. aromatycznego aminowania, krzyzowego sprzegania Sonogashira,
cyklizacji, wprowadzenia grupy zabezpieczajacej oraz bromowania. Kolejne aminowanie,
reakcje krzyzowego sprzegania Suzuki lub Sonogashira oraz odbezpieczenie grupy
zabezpieczajacej umozliwity mi uzyskanie szeregu strukturalnych modyfikacji. W trakcie
prowadzenia prac syntetycznych sprzeganie Suzuki oraz Sonogashiry nalezaly
do najwazniejszych reakcji, poniewaz dzieki nim uzyskatam nowe struktury potencjalnych
inhibitorow FLT3. Zwiazki z reguly otrzymywatam na drodze klasycznych metod syntezy.
Czasami jednak w celu przyspieszenia prac syntetycznych korzystalam z innowacyjnej
technologii mikrofalowej. Technologia ta nie tylko ulatwia prace syntetyczne ale przede
wszystkim skraca ona czas reakcji, ktore prowadzone metodami klasycznymi trwajg niekiedy
kilka dni. Dla kazdego zsyntezowanego zwigzku wykonane zostaty testy biochemiczne oraz
komorkowe, ktére pozwolity na wyznaczenie parametru ICso $wiadczacego o aktywnosci

danych zwigzkow. Wszystkie z nich wykazaty aktywno$¢ na poziomie nanomoli. Dodatkowo
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dla wszystkich struktur wykonane zostaly testy fizykochemiczne, ktore to dostarczaja
informacji na temat rozpuszczalno$ci, lipofilowosci oraz stabilno$ci chemicznej
i mikrosomalnej zwigzkow. Jako struktury wiodgce wybratam zwigzki o duzym podobienstwie
strukturalnym oraz o zblizonej wartosci ICso wzgledem przynajmniej jednego zwigzku
referencyjnego. Dla wybranych zwigzkow wykonane zostaty badania in vitro oraz in vivo. Jak
rowniez testy okreslajace ich rozpuszczalnosc, stabilno$¢ oraz biodostepnos¢. Trafily one takze
na badania MTD w celu okreslenia dla nich maksymalnej tolerowalnej dawki. W oparciu
o dane z wykonanych dotychczas badan przedklinicznych jeden z wybranych zwigzkoéw
0 numerze 129 wykazuje duzy potencjat jako kandydat na lek. Jednak otrzymanie statusu leku

wymaga naktadu nie tylko czasu ale rowniez badan klinicznych.

Struktury otrzymanych zwiazkoéw potwierdzone byty analiza magnetycznego rezonansu
jadrowego (*H, ¥C NMR) oraz chromatografia cieczowa ze spektrometrem masowym (LC-

MS). Wszystkie zwiazki wykazywaty czysto§¢ HPLC powyzej 95%.

Ostatnim celem prowadzonych przeze mnie badan byla optymalizacja $Sciezki syntezy
zwiazku referencyjnego UNC2025 przy aplikacji systemu przeplywowego FLOW, ktory
podobnie jak technologia mikrofalowa oprdcz zapewnienia wigkszego bezpieczenstwa pracy
z niebezpiecznymi reagentami przede wszystkim skraca czas trwania prowadzonych reakcji.
Przy zastosowaniu technologii przeptywowej z sukcesem zoptymalizowatam wszystkie etapy
z wyjatkiem reakcji Suzuki, ktéora wymaga przeprowadzenia kolejnych reakcji
opytymalizacyjnych w celu znalezienia odpowiednich warunkow zapewniajacych oczekiwang
transformacjg substratu w produkt. System FLOW idealnie si¢ sprawdza w przypadku
prowadzenia migdzy innymi reakcji Sonogashira. W reakcji tej stopien przereagowania zalezy
przede wszystkim od proporcji uzytych reagentdw. Sprzeganie Sonogashira prowadzitam
réwniez przy wykorzystaniu technologii mikrofalowej, w ktorej 100% konwersj¢ uzyskatam
gdy zastosowatam proporcje: trans-4-[(5-bromo-2-chloropirymidyn-4-ylo)amino]cyklo-
heksan-1-olu do trimetylosililoacetylenu; 1 do 5. Dodatkowo zaobserwowatam, ze prowadzenie
reakcji przy aplikacji technologii przeplywowej nie generuje duzej liczby produktow
ubocznych co zaobserwowatam w przypadku reakcji prowadzonej w reaktorze mikrofalowym.
Sprzeganie Sonogashira metodg klasyczng trwa co najmniej 5 h przy czym nie uzyskuje si¢
100% konwersji substratu w produkt, ktorg za to otrzymuje si¢ juz po minucie trwania reakcji
realizowanej przy zastosowaniu systemu przeptywowego. W trakcie prac optymalizacyjnych
zaobserwowalam rowniez, ze nie wszystkie rozpuszczalniki wskazane w procedurze

gwarantujg uzyskanie postepu reakcji. Sytuacja ta miata miejsce w trakcie optymalizacji reakcji
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zabezpieczania grupy hydroksylowej. W procedurze wskazany byt dimetyloformamid jako
rozpuszczalnik ale niestety prowadzac ta reakcje w systemie FLOW nie otrzymatam
oczekiwanego produktu reakcji. Dopiero zmiana rozpuszczalnika na dichlorometan pozwolita
otrzymac oczekiwany produkt. System Flow idealnie sprawdza si¢ takze w przypadku reakc;ji
halogenowania oraz aminowania. Zastosowanie w reakcji aminowanie uktadu sprzezonego
sktadajacego si¢ z polaczonych ze sobg dwoch reaktorow umozliwia po 0.5 h trwania reakcji
uzyskanie prawie 90% konwersji. W przypadku syntezy zwigzku 5-bromo-N-butylo-7-[(1r,4r)-
4-[(tert-butylodimetylosililo)oksy]cykloheksylo]-7H-pirolo[2,3-d]pirymidyno-2-aminy udato
mi si¢ dobra¢ odpowiednig ilo$¢ ekwiwalentéw aminy, ktora gwarantuje otrzymanie prawie
95% konwersji po 45 minutach trwania reakcji. W tym celu zastosowatam duzo wigkszg ilos¢
aminy niz wskazana w procedurze literaturowe;j. Jednak nalezy mie¢ na uwadze fakt, Ze nie we
wszystkich reakcjach aminowania odpowiedni jest tak duzy nadmiar aminy. Reakcja
aminowania prowadzona metodami klasycznymi $rednio trwa od 1-go do kilku dni a uzycie

systemu przeptywowego umozliwia otrzymanie oczekiwanego produktu juz w ciagu 1 h.

Uwazam, ze przedstawione wyniki oraz korzystanie z pr¢znie rozwijajacych si¢ w ostatnim
czasie technologii mikrofalowej i systemu przeptywowego podkreslaja innowacyjny oraz
wdrozeniowy charakter prowadzonych przeze mnie badan. Opracowany zwigzek o numerze
129 ma potencjal aby zakwalifikowaé si¢ w przyszto$ci do badan klinicznych, w ktorych

sprawdzana bedzie skutecznos$¢ dziatania.
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e Scientific Update training course ,,Medicinal Chemistry” — Bazylea, 2017.

e Warsztaty naukowe ,,Advances in organic synthesis methods in the search for
biologically active compounds” — Krakow, 2017.

¢ Nowoczesne metody syntezy i oczyszczania probek — Kielce, 2018.

e Udziat w europejskim programie szkoleniowym z zakresu tzw. twardych kompetencji
»HardSkills  2019”. Skierowany do naukowcoéw, studentow, start-upow
1 przedsigbiorcow z catej Europy. Projekt ten realizowany byl przy wspotpracy
z Uniwersytetem Medycznym w Lodzi, University of Navarra, Univesisade de Evora
i realizowany w ramach sieci EIT Health.

e Xl Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 2023.

e 65. zjazd naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Torun, 2023.
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Pozyskane granty:

Grant wydzialowy o nr 492/2020, pozyskany ze $rodkow stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich z zakresu chemii. Tytut:
,Zastosowanie technologii chemii przeptywowej i mikrofal w opracowaniu
innowacyjnego inhibitora  drobnoczgsteczkowego o  wysokiej  aktywnos$ci
przeciwnowotworowej przeciwko ostrej biataczce szpikowej (AML)”. Realizowany byt
na Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Prace badawcze w ramach powyzszego grantu trwaty w okresie
od 03.03 — 30.11.2020.

Grant wydziatowy o nr 429/2020, pozyskany ze srodkéw stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich z zakresu chemii. Tytut:
,Zastosowanie technologii chemii przeptywowej 1 mikrofal w opracowaniu
innowacyjnego  inhibitora  drobnoczasteczkowego o  wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej przeciwko ostrej biataczce szpikowej (AML)”. Realizowany byt
na Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Prace badawcze w ramach powyzszego grantu trwaty w okresie
od 02.06 — 30.11.2020.

Grant wydzialowy o nr PDP, pozyskany ze $rodkoéw stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcoéw oraz uczestnikow studiow doktoranckich z zakresu chemii. Tytut: ,,
Zastosowanie reaktorow przeptywowych i mikrofalowych w opracowaniu
innowacyjnego inhibitora  drobnoczgsteczkowego o  wysokiej  aktywnos$ci
przeciwnowotworowej przeciwko ostrej biataczce szpikowej (AML)”. Realizowany byt
na Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu. Prace badawcze w ramach powyzszego grantu trwaty w okresie

od 03.03.2021 do 30.11.2021.
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