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KRATICE

ADME - apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija
ATP — adenozin-trifosfat

Boc — tert-butiloksikarbonil

CDI — 1,1'-karbonildiimidazol

CML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija
DPPA — difenilfosforil azid

EGF — epidermalni faktor rasta

EGFR — receptor za epidermalni faktor rasta
EMA — Europska agencija za lijekove

FDA — Americka agencija za hranu i lijekove
Hh signalni put — Hedgehog signalni put
HMDS — heksametildisilazan

HTS — visokoproto¢no pretrazivanje

IGF — inzulinu-sli¢an faktor rasta

JAK —Janus kinaza

LSC — leukemic¢na mati¢na stanica

NSCLC — rak plu¢a nemalih stanica

PI3K — fosfoinozitid-3-kinaza

PIP, — fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat

PIP3 — fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat
PTCH1 — Patched-1 protein

SAR — odnos strukture i djelovanja

SMO - Smoothened protein

TFA — trifluoroctena kiselina

TKI — inhibitor tirozin-kinaze

TMS — trimetilsilil

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta
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1. UVOD



Protein-kinaze skupina su enzima koja fosforilacijom supstrata povecava ili smanjuje
aktivnost enzima, ovisno o mjestu fosforilacije. Osim toga, fosforilacijom specifi¢nih proteina
protein-kinaze imaju utjecaj i na transkripciju i translaciju utjecuéi posljedi¢no na vazne
bioloSke procese kao $to su stani¢na diferencijacija, dijeljenje i razvoj, apoptozu, preslagivanje
citoskeleta te imunosni odgovor. Pronadeno je 518 gena koji kodiraju protein-kinaze zajedno
sa 196 pseudogena. Oko 50 gena od navedenih 518 kodira takozvane pseudokinaze kojima
nedostaju odredene aminokiseline vazne za katalizu te one posljedicno nemaju kataliticku
aktivnost, ve¢ djeluju kao alosteri¢ki regulatori (Manning i sur. 2002; Patrick, 2009; Roskoski,
2015, 2019).

Protein-kinaze sli¢ne su po svome mehanizmu djelovanja, a mozemo ih podijeliti u
skupine na temelju razlike u stanicnom smjestaju ili prema aminokiselinskom ostatku koji
fosforiliraju (Patrick, 2009).

Prema stani¢nom smjestaju razlikujemo citoplazmatske i receptorske protein-kinaze.
Dok citoplazmatske prvenstveno imaju ulogu enzima, receptorske protein-kinaze imaju
dvojaku ulogu — onu receptora i onu enzima, a sastoje se od ekstracelularnog dijela koje sluzi
kao vezno mjesto za signalnu molekulu, transmembranskog dijela koji usidruje enzim u
membranu te intracelularnog dijela koji ima kataliticku aktivnost. Signalne molekule su
najcesce faktori rasta i hormoni rasta kao $to su npr. epidermalni faktor rasta (EGF), vaskularni
endotelni faktor rasta (VEGF) ili inzulinu-slican faktor rasta (IGF) ¢ijim vezanjem za
ekstracelularnu domenu protein-kinaze dolazi do aktivacije signalne kaskade, odnosno
aktivacije citoplazmatskih protein-kinaza i fosforilacije odredenih proteina utje¢uéi posljedi¢no
na ekspresiju gena zasluznih za stani¢ni rast i diferencijaciju (Patrick, 2009).

Protein-kinaze fosforiliraju svoje supstrate na specifiénim mjestima. Razlikujemo tako
tirozin-kinaze koje fosforiliraju fenolnu skupinu tirozinskog ostatka, serin-treonin-kinaze koje
fosforiliraju alkoholnu skupinu serina ili treonina te histidin-kinaze koje djeluju fosforilirajuci
histidinski ostatak (Patrick, 2009).

S obzirom na djelovanje protein-kinaza na stani¢ni ciklus istrazivala se njihova
ekspresija, kao 1 koli¢ina signalnih molekula koje se za njih veZu u stanicama raka. Uoceno je
da u brojnim tipovima raka i upalnim bolestima postoje abnormalnosti u ekspresiji protein-
kinaza te faktora rasta i hormona rasta, odnosno pronadene su njihove povecane kolicine. 1z
toga se dalo zakljuciti da bi inhibitori citoplazmatskih i receptorskih protein-kinaza mogli biti
korisni citostatici (Patrick, 2009).

Prvi razvijeni inhibitori protein-kinaza bila su monoklonska protutijela koja su djelovala

ekstracelularno na receptorsku protein-kinazu sprjecavajuci vezanje signalne molekule. Prvi
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takav odobren lijek bio je trastuzumab (Herceptin) koji je FDA odobrila 1998. g. za lijeenje
HER2+ metastatskog raka dojke (www.herceptin.com). Daljnjim istrazivanjima razvijene Su
nove male molekule koje djeluju intracelularno sprjec¢avajuci fosforilaciju i aktivaciju signalne
kaskade. Imatinib (Gleevec) je 2001. g. odobren za lijeCenje kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije te
je on prva odobrena mala molekula s inhibitornim djelovanjem na tirozin-kinazu
(www.fda.gov; Herbst, 2004).

Mehanizam djelovanja protein-kinaza je prijenos terminalne y-fosforilne skupine
(POs?) s adenozin-trifosfata (ATP) na hidroksilnu skupinu aminokiselinskog ostatka supstrata
(Shema 1), a za odvijanje reakcije potrebni su dvovalentni kationi metala kao §to su Mg?" i

Mn?* (Schwartz i Murray, 2011).
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Shema 1. Shema reakcije katalizirane protein-kinazama

Vezna mjesta za ATP i supstrat nalaze se intracelularno u aktivnom mjestu protein-
kinaza, a kao meta inhibitora protein-kinaza posebno je pogodno vezno mjesto za ATP. Mogli
bismo se zapitati kako selektivno djelovati na vezno mjesto ATP-a odredene vrste protein-
kinaza, ako bas sve koriste ATP za reakciju fosforilacije. Istrazivanje strukture protein-kinaza
dalo je objasnjenje zasto je to moguce. Naime, ATP zauzima samo mali dio veznog mjesta
ostavljajuci neke prostore, kao §to je na primjer hidrofobni dZep, nepopunjenim i slobodnim za
vezanje dodatnih skupina lijeka inhibitora protein-kinaze. Osim toga, na razini primarne
strukture proteina takoder pronalazimo razlike u aminokiselinskom slijedu u veznom mjestu §to
dodatno olaksava ciljano selektivno djelovanje (Patrick, 2009).

Nekoliko je klju¢nih podrucja u veznom mjestu za ATP (Slika 1):

a) Adeninska regija. Ovdje se smjesta adenin iz ATP-a i pomoc¢u N-1 i N-6 amino
skupina stvara dvije vaZzne vodikove veze s okosnicom enzima. Mnogi potentni inhibitori
protein-kinaza koriste barem jednu od ove dvije interakcije za vezanje.

b) Secerna regija. Nalazi se nasuprot hidrofobnog dzepa, a tu se smjesta riboza iz ATP-
a. Mjesto je obicno hidrofilno, osim u receptoru za EGF te je ta specifi¢nost iskoriStena za

pronalazenje selektivnih inhibitora receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR).



¢) Hidrofobni dzep. ATP ne zauzima ovo podrucje veznog mjesta no ima klju¢nu ulogu
u postizanju selektivnog djelovanja lijekova. Hidrofobni dZep razlikuje se u veli¢ini izmedu
kinaza, a veli¢ina je odredena jednim vaznim aminokiselinskim ostatkom (tzv. ,,gatekeeper®),
odnosno njenim bo¢nim ogrankom $to nadalje diktira koje ¢e se skupine na molekuli lijeka
moc¢i uklopiti u taj dzep.

d) Hidrofobni kanal. Njega takoder ne koristi ATP te moze sluziti za povecanje afiniteta
vezanja.

e) Regija vezanja fosfata. Ova regija otvorena je otapalu te nema zna¢ajnu ulogu u
povecanju afiniteta vezanja, no moze pridonijeti selektivnosti ili vezivanju lijeka (Fabbro i sur.,

2002; Patrick 2009).
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Slika 1. Vezno mjesto za ATP u protein-kinazama (prilagodeno prema Fabbro i sur.,
2002)

Inhibitori protein-kinaza stupaju u razliite interakcije s enzimom pa ih prema nacinu

vezanja mozemo svrstati u nekoliko skupina:



a) Tip I inhibitori koji se vezu reverzibilno za vezno mjesto za ATP na enzimu u aktivnoj
konformaciji.

b) Tip II inhibitori koji se vezu reverzibilno za vezno mjesto za ATP na enzimu u
inaktivnoj konformaciji.

¢) Tip III inhibitori koji se vezu na alostericko mjesto na enzimu.

d) Tip IV inhibitori koji se ireverzibilno kovalentno vezu za enzim (Roskoski, 2015).



2. OBRAZLOZENJE TEME



Rak je globalni problem i jedan od vodecih uzroka smrti diljem svijeta. 2020. bio je
uzrokom smrti gotovo 10 milijuna ljudi. Mnogo je tipova raka i mnogo mutacija, a u terapiji
nekih od njih ukljuceni su razni inhibitori protein-kinaza. Upravo zbog raSirene primjene
inhibitora protein kinaza odluc¢ila sam saznati viSe o njima i njihovom nacinu djelovanja

(www.who.int).



3. MATERIJALI I METODE



U radu su koristene bibliografske baze podataka ScienceDirect i PubMed te knjiga
Patrick GL, An introduction to medicinal chemistry, 4. izdanje.



4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. INHIBITORI RECEPTORSKE PROTEIN-KINAZE ZA EPIDERMALNI
FAKTOR RASTA

4.1.1. RECEPTOR ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA (EGFR)

EGFR receptor pripada grupi protein-tirozin kinaza te je medu najistrazivanijim
predstavnicima skupine zbog svoje uloge u inicijaciji signalizacije. EGFR je jedan od cetiri
receptorske protein-kinaze u ErbB porodici proteina, poznat i kao HERL ili ErbB1. Drugi
predstavnici skupine su HER2 (ErbB2, NEU), HER3 (ErbB3) i HER4 (ErbB4). Navedeni
receptori sudjeluju u patogenezi velikog udjela raka dojke i raka plu¢a nemalih stanica
(NSCLC). Otprilike 20% raka dojke su HERZ2 pozitivni, a poveé¢anu ekspresiju EGFR ima 40
—80% NSCLC, ovisno o histologiji (Roskoski, 2019; Herbst 2004).

Struktura EGFR mozZe se podijeliti na 5 funkcionalnih dijelova:

1) N-kraj,

2) ekstracelularni dio za vezanje liganda i dimerizaciju,

3) transmembranski hidrofobni dio,

4) unutarstani¢na tirozin-Kinaza,

5) C-kraj (Wee i Wang, 2017).

Signalizacija zapocinje vezanjem liganda za N-terminalni kraj Sto potice
konformacijsku promjenu receptora te dimerizaciju pomocu dimerizacijske ruke (Slika 2).
Sedam liganada se veze za EGFR, a to su epidermalni faktor rasta (EGF), faktor rasta slican
EGF-u koji veze heparin, transformirajuéi faktor rasta-a, amfiregulin, epiregulin, betacelulin i
epigen. Nakon dimerizacije dolazi do transautofosforilacije, odnosno medusobne fosforilacije
tirozinskih ostataka na C-kraju obaju receptora. Fosforilirani tirozinski ostaci sluze kao mjesta
vezanja proteina koji sadrze ostatke koji vezu fosfotirozin (SH-2 i PTB domene). Signal se
zatim Salje nizvodno razli¢itim signalnim putevima, ovisno o vezanom ligandu (Wee i Wang,

2017).
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Slika 2. Signalni put EGFR (prilagodeno prema Wee i Wang, 2017)

4.1.2. INHIBITORI RECEPTORA ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA

Inhibitore EGFR-a mozemo podijeliti prema mjestu vezanja za receptor. Cetuksimab i
panitumumab monoklonska su protutijela koja vezivanjem ekstracelularno za receptor
sprjeCavaju vezanje liganda te posljedi¢no i dimerizaciju receptora, autofosforilaciju te daljnju
transdukciju signala (Herbst, 2004).

Drugu i ve¢u skupinu inhibitora tirozin-kinaza ¢ine male molekule (engl. tyrosine kinase
inhibitors, TKI) koji djeluju intracelularno vezuc¢i se na vezno mjesto za ATP te tako
sprje¢avaju autofosforilaciju i transdukciju signala. Ovoj skupini pripadaju afatinib,
dakomitinib, erlotinib, gefitinib i osimertinib odobreni za terapiju NSCLC te lapatinib i
neratinib za lije¢enje HER2+ raka dojke. Razlikujemo TKI prve generacije kao $to su erlotinib
1 gefitinib koji se reverzibilno vezu za receptor dok se TKI druge generacije vezu ireverzibilno
kovalentno, a to su primjerice neratinib, afatinib i dakomitinib. Uz navedene trenutno se

razvijaju treca i Cetvrta generacija inhibitora (Andrews Wright i Goss, 2019; Roskoski, 2019).
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4.1.2.1. NERATINIB

Neratinib je inhibitor tirozin-kinaze druge generacije pod posebnim praéenjem.
Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila ga je 2017., a Europska agencija za
lijekove (EMA) 2018. za produljeno adjuvantno lije¢enje odraslih bolesnika s rakom dojke s
prekomjernom ekspresijom HER2 u ranoj fazi kod kojih je adjuvatno lijecenje koje se temelji
na trastuzumabu zavr$ilo prije manje od godinu dana. FDA je 2020. odobrila primjenu
neratiniba u kombinaciji s kapecitabinom za lije¢enje odraslih bolesnika s uznapredovalim ili
metastatskim HER2+ rakom dojke koji su ranije bili na dvije ili vise anti-HER2 terapija
(www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Strukturno neratinib pripada skupini kinolina, a to¢nije on je 6,7-disupstituirani-4-
anilinokinolin-3-karbonitril (Slika 3), a djeluje kao dvojni ireverzibilni inhibitor EGFR i HER2.
Kao i ostali TKI oralno je bioraspoloziv, a na receptor se veze na vezno mjesto za ATP. Osnova
strukture je kinolin s cijano skupinom na polozaju 3 kinolinskog prstena. Na polozaju 4 nalazi
se 3-klor-4-(2-piridilmetoksi)anilinska skupina, na polozaju 6 4-dimetilamino-trans-but-2-

enoilamidna skupina te etoksi skupina na polozaju 7 (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

| X
(0] =
o
HN Cl
\N/\/YH 7z CN
| | |
(o) N

Slika 3. Neratinib

Veliku ulogu u vezanju na metu ima o,p-nezasic¢eni amid na polozaju 6 kinolina. To je
Michaelov akceptor koji stupa u interakciju sa sulfhidrilnom skupinom cisteina u veznom
mjestu za ATP te tvori kovalentnu vezu. Wissner i sur. istrazivali su 2003. g. kinoline te odnos
strukture 1 djelovanja (engl. structure-activity relationship, SAR) dizajniranih spojeva.
Pokazalo se da je 4-dialkilaminobut-2-enamid znacajno reaktivniji od but-2-enamida te da

dialkilirana amino skupina povecéava reaktivnost i topljivost u vodi §to dovodi do poboljSanja
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bioloskih svojstava. Dvije su teze ispitane kao objasnjenje ovakvog ucinka: prva je da u
fizioloskim uvjetima dialkilamino skupina biva protonirana rezultiraju¢i pozitivnim nabojem
na dusiku $to induktivnim efektom povecava elektrofilnost dvostruke veze. Druga, sudeéi po
rezultatima eksperimenata i vjerojatnija, je da dialkilamino skupina djeluje kao
intramolekularni bazi¢ni katalizator Michaelove rekacije odcjepljujuéi proton iz SH skupine te
tvoreéi peterociklicki prsten (Shema 2). Gledajuéi polozaj 7 kinolina, primijecena je veca
potentnost etoksi derivata u odnosu na metoksi derivat. Nadalje, vaznu ulogu u poveéanju
potentnosti, posebice prema HER2, ima dodavanje velike lipofilne skupine u para polozaj
anilina koja se smjesta u dugacki hidrofobni dzep veznog mjesta za ATP (Wissner i sur., 2003;
Tsoui i sur., 2005).

— H
= CN N;@%j/CN
X | 0 AN |

N (0] N

Shema 2. Michaelova adicija na nezasi¢eni amid neratiniba

Sinteza neratiniba krece od 2-klor-4-nitrofenola i 2-(klormetil)piridin hidroklorida koji
U bazi¢nim uvjetima tvore eter 3-kloro-4-(2-piridinilmetoksi)anilin nakon ¢ega slijedi redukcija
nitro skupine u amino skupinu (Shema 3). Tako dobiveni eter reagira s 4-klor-3-cijano-7-etoksi-
6-N-acetaminokinolinom na polozaju C4 te tvori 4-[3-klor-4-(2-piridilmetoksi)fenilamino]-3-
cijano-7-etoksi-6-N-acetilaminokinolin koji se potom deacetilira u kiselim uvjetima te
zaluzivanjem daje slobodnu bazu. Posljednji korak je dodavanje (E)-4-(dimetilamino)but-2-
enoil klorida pripravljenog iz odgovarajuce kiseline pomocu oksalil klorida te time nastaje
neratinib (Gu i sur., 2012).
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Shema 3. Sinteza neratiniba

4.1.2.2. OSIMERTINIB

Iako su se prva i druga generacija TKI pokazale uspjeSnima u terapiji raznih tumora,
tumorske stanice razvile su razne mehanizme rezistencije od kojih je najzastupljenija T790M
mutacija (Slika 4). T790M mutacija EGFR nastaje promjenom ,,gatekeeper aminokiseline iz
treonina u metionin §to stericki ometa uklapanje lijekova u hidrofobni dzep. Rezistencija
tumorskih stanica NSCLC na prvu i drugu generaciju TKI dovela je do razvoja trece generacije
TKI ¢iji je predstavnik osimertinib. Jedini je odobreni TKI tre¢e generacije, a obiljezje koje ga
razlikuje od dotadasnjih TKI jest selektivno djelovanje na receptor s T790M mutacijom u

odnosu na nemutirani receptor (Westover i sur., 2018; Andrews Wright i Goss, 2019).
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Nema identificiranog

KRAS mutadija (~135) mehanizma (~10%)

BRAF mutacija (~1%)

EMT (1-2%)
PI3K mutacija (2-3%)

MET amplifikacija (~5%) £

EGFR T790M

SCLC transformacija {40-55%5)

(~10%)

ERBB2 amplifikacija
{10-15%%)

EGFR ampilifikacija zajedno s
T790M (~10%)
Druge EGFR alteracije {~1%%)
Slika 4. Mehanizmi stec¢ene rezistencije na prvu i drugu generaciju EGFR TKI (prilagodeno

prema Westover i sur., 2018)

FDA je odobrila stavljanje osimertiniba u promet 2015. g., a EMA ga je inicijalno
odobrila 2016. g. za lijeCenje uznapredovalog i metastatskog NSCLC s T790M mutacijom.
Osimertinib je odobren ubrzanim postupkom te je stavljen pod dodatno pracenje
(www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Jezgra osimertiniba je anilinopirimidin koji stvara dvije vodikove veze s Met793 (Slika
5). U strukturi sadrzi i indolski prsten koji stupa u van der Waalsove interakcije s hidrofobnim
lancima aminokiselinskih ostataka receptora. Hidrofobne interakcije slabije su s Thr790 nego s
Met790, a upravo zbog toga djeluje na receptore s T790M mutacijom. Ove interakcije
omogucavaju bolje pozicioniranje akrilamida koji djeluje kao Michaelov akceptor u rekaciji sa
sulfhidrilnom grupom cisteina na poziciji 797 u veznom mjestu za ATP (Wang i sur., 2017;
Zhai i sur., 2020; He i sur., 2021).
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Slika 5. Osimertinib

Sinteza osimertiniba kre¢e od 4-flor-2-metoksianilina koji nakon tri koraka nitriranja,
gvanidinacije i supstitucije daje intermedijer 1-(4-{[2-(dimetilamino)etil]Jamino}-2-metoksi-5-
nitrofenil)gvanidin (Shema 4). Drugi intermedijer, 3-(dimetilamino)-1-(1-metil-1H-indol-3-
il)prop-2-en-1-on, dobiven je metilacijom 1-(1H-indol-3-il)etan-1-ona, a potom kondenzacijom
s N,N-dimetilformamid-dimetilacetalom. Grijanjem ova dva intermedijera u butan-1-olu

nastaje spoj koji nakon kataliticke hidrogenacije i amidacije daje osimertinib (Zhu i sur., 2017).
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Shema 4. Sinteza osimertiniba

Osimertinib

Razvoj trece generacije EGFR TKI velik je uspjeh u borbi protiv tumora s T790M
mutacijom, no pronadene su i mutacije kojima tumori stjeu rezistenciju na tre¢u generaciju
inhibitora i to u periodu 9-13 mjeseci. Najzastupljenija mutacija je C797S koja predstavlja
zamjenu cisteina, aminokiseline s kojom osimertinib stvara kovalentnu vezu, serinom sto
zahtjeva razvoj novih lijekova. Prvi takav istrazivani spoj je EAIO45, alostericki inhibitor i

predstavnik Cetvrte generacije TKI koji je za sad jo$ u pretklini¢koj fazi (Wang i sur., 2017).
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4.2. INHIBITORI BCR-ABL KINAZE

4.2.1. BCR-ABL KINAZA

Patogeneza mijeloi¢ne leukemije sadrzana je u mutaciji mati¢ne stanice kojom nastaje
leukemi¢na mati¢na stanica (eng. leukemic stem cell, LSC). Mutirana mati¢na stanica
nekontrolirano prolifera i diferencira u krvne stanice koje sadrze mutaciju, a dolazi i do
nakupljanja nezrelih progenitora, tzv. blast stanica. U vecini slucajeva kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije (CML) te u 20-30% slucajeva akutne limfoblasti¢ne leukemije uzrok je
kromosomska translokacija izmedu kromosoma 9 i 22 kojom nastaje tzv. Philadelphia
kromosom (Slika 6). Geni koji sudjeluju u translokaciji su abl na kromosomu 9 koji kodira za
Abelsonovu tirozin-kinazu te bcr na kromosomu 22 koji kodira za protein regije prekida
klastera. Produkt je hibridni gen bcr-abl koji kodira hibridnu Bcr-Abl kinazu, a ta mutacija
uzrokuje nekontroliranu proliferaciju imunosnih stanica (Jordan, 2007; Rossari i sur., 2018,
Gupta i sur., 2021).

Mormalni

Translokacija
kromosom 9 9:22)
Mormalni Philadelphiz
kromosom 22 kromecsom
+ — +
BCR
22qll.2 AsL
(BCR)
9g3d4 .1
{(ABL)

Slika 6. Nastanak Philadelphia kromosoma (prilagodeno prema

WWW.commonsciencespace.com)

Abl-kinaza inace translocira izmedu jezgre i citoplazme, a spajanje s BCR-om uzrokuje
njeno zadrzavanje u citoplazmi gdje biva aktivirana raznim ¢imbenicima te ispoljava daljnje

ucinke na signalnu kaskadu (Slika 7). Bcr-Abl mutacija takoder pridonosi raznolikosti protein-
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protein vezuju¢ih domena $to omogucava interakciju s viSe nizvodnih meta ukljucenih u

stanicni rast i prezivljavanje (Hazelhurst i sur., 2009).

Antiapoptoticki
g signali
R, Stat5 regulirano =5
Transkripdja ——————— A —
poptoza — i g
A Gikiin D1 Q- Mitohondrij ~J)
a&; A 8ol W%(T) 514

A Mcl-1 Citoplazma ==

Slika 7. Signalni put Ber-Abl kinaze (prilagodeno prema Hazelhurst i sur., 2009)

4.2.2. INHIBITORI BCR-ABL KINAZE

Zlatni standard u lije¢enju CML je imatinib, a djeluje kao kompetitivni inhibitor Ber-
Abl kinaze natjecuci se za vezanje s ATP-om. Terapija imatinibom kod jedne tre¢ine pacijenata
ne uspije, a razlog rezistencije mogu biti mehanizmi nepovezani s Ber-Abl kinazom, primjerice
povecan efluks lijeka iz stanice. Drugi razlog izostanka odgovora na terapiju su tockaste
mutacije u kinaznoj domeni Bcr-Abl §to ometa vezanje imatiniba. Rjesenje za mutacije u genu
pokusalo se pronaci u drugoj i tre¢oj generaciji inhibitora Bcr-Abl kinaze. Odobreni lijekovi
druge generacije su nilotinib, dasatinib i bosutinib koji su se pokazali efikasnima u lijecenju
vecine vrsta raka rezistentnih na imatinib. Ipak, inhibitori druge generacije nisu bili uspjesni
kod tumora s T315l ,,gatekeeper* mutacijom te je ciljano za ovu mutaciju dizajniran ponatinib,
predstavnik trece generacije inhibitora Ber-Abl kinaze (Rossari i sur., 2018).

Dvije su vrste inhibicije Bcr-Abl kinaze (Slika 8). Imatinib i nilotinib su inhibitori tipa
2, a vezu se za enzim u inaktivnoj konformaciji dok se dasatinib, inhibitor tipa 1, veze za enzim
u aktivnoj konformaciji. Posto su aktivne konformacije vecine kinaza poprili¢no sli¢ne za

ocekivati je bilo da ¢e inhibitori koji se veZzu za enzim u aktivnoj konformaciji biti manje
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specifi¢ni. Tako dasatinib osim na Bcr-Abl kinazu djeluje i na primjerice Src, Tec i Csk kinaze.
Naknadno se ipak pokazalo da postoje inhibitori tipa 1 specifi¢niji od inhibitora tipa 2, kao i
promiskuitetni inhibitori tipa 2, sto znaci da vise faktora utjece na specifi¢nost djelovanja lijeka

na odredenu kinazu (Hantschel i sur., 2012).

Tip 1 inhibicije Tip 2 inhibicije
Dasatinib Nilotinib
—_ . - -~
"l.) ’ ,J f') 4

"N
L

; ‘,."\;Phe-382 Phe_382.n Q‘( : '.v
Asp-381 P e

Slika 8. Vrste inhibicije Bcr-Abl kinaze (prilagodeno prema Hantschel i sur., 2012)

4.2.2.1. NILOTINIB

Nilotinib je EMA prvi puta odobrila 2006., a FDA 2007. kao oralno dostupan lijek siroce
za odrasle i pedijatrijske pacijente s novodijagnosticiranom kroni¢nom mijeloi¢énom
leukemijom pozitivnom na Philadelphia kromosom u kroni¢noj fazi te pacijente koji su
intolerantni ili su razvili rezistenciju na imatinib (www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Razvijen iz imatiniba iz potrebe za nadilaZzenjem tumorske rezistencije, nilotinib je
strukturni analog imatiniba s fenilaminopirimidinskom osnovom i nekoliko strukturnih
promjena bitnih za djelovanje (Slika 9). Imatinib se piridin-pirimidinskim fragmentom smjesta
u adeninski dzep u veznom mjestu za ATP. Metilfenilna skupina se smjeSta nasuprot
,,gatekeeper aminokiselini Thr315, dok se metilpiperazinilna skupina pretezno nalazi u dzepu
specifi¢nosti. Imatinib stvara Cetiri vodikove veze S okosnicom enzima preko dusika iz
piridinskog prstena, karbonilnog kisikova atoma, te NH-skupina iz anilina i amida. U
hidrofobnim interakcijama sudjeluju aromatski prstenovi. Kod nilotiniba su piperazin i fenil
zamijenjeni N-arilimidazolom, a dodana je i trifluorometilna skupina. Visi afinitet nilotiniba

proizlazi iz CF3 skupine i imidazola koji sudjeluju u van der Waalsovim interakcijama s
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aminokiselinskim ograncima enzima $to omogucuje bolje pozicioniranje molekule lijeka u dzep

specifi¢nosti (Kalinichenko i sur. 2019).

Slika 9. Imatinib (lijevo) i nilotinib (desno)

Prvi korak u sinteza nilotiniba je stvaranje gvanidina iz etil-3-amino-4-metilbenzoata i
cijanamida u kiselim uvjetima. Sljedeci korak je kondenzacija enona i nastalog gvanidina ¢ime
nastaje 2-aminopirimidinska jezgra nilotiniba. Zatim slijedi hidroliza etilnog estera u
odgovarajucu karboksilnu kiselinu koja u posljednjem koraku sinteze spajanjem s anilinskim
fragmentom pomocu dietil-fosforocijanidata daje nilotinib. Anilinski fragment nastaje u Cetiri
koraka, a zapolinje reakcijom nukleofilne aromatske supstitucije izmedu 3-fluor-5-
trifluorbenzonitrila i 4-metilimidazola. Slijedi hidroliza nitrila u karboksilnu kiselinu te zatim
Curtiusovo preslagivanje u tert-butilu i difenilfosforil azidu (DPPA) kojim nastaje zastic¢eni
anilin. U posljednjem koraku sinteze zeljenog anilinskog fragmenta provodi se kiselo

katalizirana deprotekcija (Huang i Shakespeare, 2007.; Deadman i sur., 2013.).
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4.2.2.2. PONATINIB

Neupitna uspjesnost imatiniba i nilotiniba nazalost ograni¢ena je djelovanjem samo na
divlji tip Ber-Abl kinaze. Za njihovo vezanje na enzim bitna je konzervirana ,,gatekeeper
aminokiselina te stoga ne djeluju na Ber-Abl kinazu s ,,gatekeeper mutacijom T3151. Iz toga
je proizasla potreba za pronalaZzenjem inhibitora koji ¢e djelovati na enzim s navedenom
mutacijom. FDA je tako 2012. prvi puta odobrila ponatinib, a EMA godinu kasnije kao
niskomolekularni oralno dostupan inhibitor divljeg i mutiranog tipa Bcr-Abl kinaze. Indiciran
je za lijeCenje odraslih bolesnika s kroni¢énom mijeloi¢nom leukemijom (CML) i akutnom
limfoblasticnom leukemijom s pozitivnim Philadelphia kromosomom kod nepodnoSenja ili
rezistencija na imatinib ili dasatinib te kod T315] mutacije. Lijek je na naSe trziSte doSao
ubrzanom procjenom te se nalazi pod dodatnim pracenjem, a ima i status orphan lijeka (Wang
i sur., 2014; www.ema.europa.eu; www.drugs.com).

Osnova strukture ponatiniba je benzamid (Slika 10), a glavna karakteristika je ta da, za
razliku od imatiniba ili nilotiniba, ne stvara vodikovu vezu s mutiranom ,gatekeepere
aminokiselinom te tako nadvladava rezistenciju na imatinib. Nekoliko je skupina na molekuli
ponatiniba vazno za vezanje na enzim, a kao klju¢na modifikacija zbog koje djeluje na T315I
navodi se etinilna poveznica izmedu metilfenila i imidazo(1,2-b)piridazina. Amidna skupina
takoder je vazna za vezanje na enzim, kao i piperazin koji sudjeluje u vodikovim vezama s
okosnicom enzima. Trifluormetilna skupina sudjeluje u hidrofobnim interakcijama dok
imidazo(1,2-b)piridazin sudjeluje u van der Waalsovim interakcijama kao i u stvaranju

vodikove veze (Zhou i sur., 2010).

\N/N /

W\ v

Slika 10. Ponatinib

Sinteza ponatiniba takoder obuhvaca sintezu dva intermedijera koji u posljednjem
reakcijskom koraku medusobno reagiraju daju¢i konaéni produkt. Sinteza prvog fragmenta

odvija se u tri koraka (Shema 5). Prvi i tre¢i korak su Sonogashira reakcije izmedu alkina i aril
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halida Kkatalizirane paladijem i bakrom. Konkretno, u prvom koraku reagiraju 3-
bromimidazo(1,2-b)piridazin i etiniltrimetilsilan dok se u drugom koraku provodi desililiranje
u bazi¢nim uvjetima. Treé¢i korak je Sonogashira reakcija izmedu 3-etinilimidazo(1,2-
b)piridazina, nastalog desililiranjem, i aril halida ponovno uz bakar i paladij kao katalizator
¢ime nastaje jedan intermedijer. Anilinski intermedijer nastaje u jednom koraku, katalitickim
hidrogeniranjem nitro skupine uz paladij na ugljiku kao katalizator. Posljednji korak je bazno
katalizirana reakcija dva dobivena intermedijera u bezvodnim uvjetima kako bi se izbjegla
hidroliza estera. Produkt reakcije je slobodna baza ponatiniba (Murray i sur., 2014).
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Shema 5. Sinteza ponatiniba
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4.3. INHIBITORI FOSFOINIZITID-3-KINAZE

4.3.1. FOSFOINOZITID-3-KINAZA (PI3K)

Porodicu fosfoinozitid-3-kinaza dijelimo u 3 grupe: la, Ib, 11'i lll, a od interesa ¢e nam
biti grupa I. PI3K citoplazmatske su kinaze, a sastoje se od regulatorne i kataliti¢ke podjedinice.
Geni PIK3CA, PIK3CB i PIK3CD kodiraju za p110a, p110B i p1105 katalititke podjedinice
enzima la grupe dok gen PIK3CG kodira podjedinicu p110y enzima Ib skupine. Pomo¢u SH-
domena na svojim regulatornim podjedinicama vezu se za fosfotirozinske ostatke aktiviranih
receptorskih protein-kinaza te se na taj na¢in aktiviraju (Slika 11). Kataliti¢cka podjedinica PI3K
zatim fosforilira fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2), membranski fosfolipid, ¢ime nastaje
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (PIP3). Fosforilacija PIP, aktivira mnoge efektorske molekule
od kojih je najvazniji put AKT kinaze. Aktivacija AKT kinaze rezultira fosforilacijom drugih
stanicnih proteina koji reguliraju stanicni rast, ulazak stanice u stani¢ni ciklus i stani¢no
prezivljavanje. Prekomjerna aktivacija puta PI3K primije¢ena je u brojnim tumorima kao i u

dijabetesu tipa Il (Cantley, 2002; Liu i sur., 2009; Furet i sur., 2013).

Inzulin ili
faktori rasta

LPA ili kemokini

RTKs
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Slika 11. Signalni put PI3K (prilagodeno prema Liu i sur., 2009)
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4.3.2. INHIBITORI PI3K

Prilikom istrazivanja inhibitora PI3K ustanovljeno je da spojevi sa Sirim spektrom meta,
odnosno spojevi koji djeluju na vise PI3K izoformi imaju i losiji profil nuspojava stoga su
istraZivanja nastavljena u smjeru traZenja inhibitora specifi¢nih za odredene izoforme. Ovisno
o0 izoformi enzima na koji djeluju, inhibitori su u¢inkoviti u razli¢itim indikacijama (Furet i sur.,
2013).

Trenutno na europskom trzistu imamo cCetiri odobrena inhibitora PI3K: duvelisib i
idelalisib koji su indicirani za lije¢enje kroni¢ne limfocitne leukemije i folikularnog limfoma,
kopanlisib za lijeCenje limfoma marginalne zone te alpelisib za lije¢enje raka dojke u muskaraca
i HR-pozitivnog, HER2-negativnog raka dojke u postmenupauzalnih zena. Ovi lijekovi obi¢no
nisu prva linija terapije ve¢ se uvode ako bolest nije reagirala na prijasnju terapiju

(www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

4.3.2.1. IDELALISIB

Idelalisib odobren je 2014. u Europi i SAD-u u kombinaciji s rituksimabom za lijeCenje
odraslih pacijenata s kroni¢nom limfocitnom leukemijom koji su ranije lije¢eni barem jednom
drugom terapijom te u monoterapiji za lijeCenje folikularnog limfoma koji je refraktoran na
dvije prijasnje terapije. Lijek je oralno dostupan te se nalazi pod dodatnim pra¢enjem
(www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Svojom strukturom idelalisib pripada klasi kinazolina (Slika 12). To¢nije, on je 3-fenil-
5-fluor-kinazolin-4-on s (S)-1-(3H-purin-6-ilamino)propilom na polozaju 2 kinazolina.
Selektivan je, nekovalentni i reverzibilni inhibitor PI3K9, izoforme enzima koja je eksprimirana
selektivno u leukocitima. Selektivnost prema 6-izoformi moze se dijelom pripisati njegovoj
strukturi sli¢noj propeleru zbog koje moze okupirati i dzep specifi¢nosti. ldelalisib stvara
vodikove veze s okosnicom enzima preko N3 i N9 purina dok N7 purina i N1 kinazolina
sudjeluju u mrezi vodikovih veza s enzimom koja ukljucuje i molekulu vode (Somoza i sur.,
2015).
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Slika 12. Idelalisib

Sinteza idelalisiba zapocCinje tretiranjem 2-fluor-6-nitrobenzojeve kiseline oksalil-
kloridom pri ¢emu nastaje acil klorid koji reagira s anilinom dajuéi 2-fluor-6-nitro-N-
fenilbenzamid (Shema 6). Zatim slijedi redukcija nitro skupine uz amonijev formijat te cink
kao katalizator, a sljede¢i korak je sinteza amida iz nastalog amina i 2-[(tert-
butoksikarbonil)amino]butanoi¢ne kiseline uz 1,1'-karbonildiimidazol (CDI) kao coupling
reagens. Deprotekcijom tert-butoksikarbonilne (Boc) =zastitne skupine trifluoroctenom
kiselinom (TFA) nastaje amin koji zatim reagira sa 6-klorpurinom. U posljednjem koraku
dolazi do ciklizacije i stvaranja kinazolinskog prstena idelalisiba uz reagense 1,1,1,3,3,3-
heksametildisilazan (HMDS) i cinkov klorid kako bi se sprijecila racemizacija, odnosno kako

bi se dobio enantiomer visoke kemijske Cistoc¢e (Mekala i sur., 2018).
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Shema 6. Sinteza idelalisiba.

4.3.2.2. ALPELISIB

Alpelisib odobren je na ameri¢kom trzistu 2019., a 2020. na europskom. Oralno je
dostupan i nalazi se pod dodatnim pra¢enjem. Koristi se u kombinaciji s fulvestrantom, nakon
Sto je endokrina monoterapija zakazala, za terapiju HR-pozitivnog, HER2-negativnog raka
dojke s PIK3CA mutacijom u postmenopauzalnih Zena i muskaraca (www.drugs.com,
WWW.ema.europa.eu).

Alpelisib je kompetitivni inhibitor PI3Ka, a veze se umjesto ATP-a za kataliticku
podjedinicu p110a. Mutacija gena PIK3CA, koji kodira za PI3Ka, je naj¢esce primijecena od
svih mutacija gena koji kodiraju za PI3K, a pristuna je u 18-40 % slucajeva raka dojke.
Prijasnjim istrazivanjima pokazalo se da spojevi koji kao okosnicu sadrze 2-aminotiazol
pokazuju selektivnost prema veznom mjestu za ATP a-izoforme. Dodatna selektivnost postigla
se povezivanjem 2-aminotiazola sa (S)-pirolidin karboksamidom, odnosno prolinom, preko
uree. S ovom osnovnom strukturom dizajniran je i alpelisib, a bitni dijelovi strukture su takoder

i piridin i trifluorometil (Slika 13). Vodikove veze stvaraju se izmedu dusika iz tiazola te
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sekundarnog amida i V851 na okosnici enzima. Amidna skupina tvori tri vodikove veze s
aminokiselinskim ostacima enzima, a dusik iz piridina sudjeluje u mrezi vodikovih veza koja
ukljucuje tri molekule vode i ogranke Cetiri aminokiseline enzima. Vodikovu vezu s enzimom

takoder tvori i fluor (Furet i sur., 2013).
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Slika 13. Alpelisib

Prvi korak u sintezi alpelisiba je stvaranje acil klorida trifluormetil izobutanske kiseline
koja u sljede¢em koraku reagira s a,B-nezasi¢enim ketonom u supstituciji posredovanoj
litijevim heksametildisilazidom (Shema 7). Nadalje, uz TFA u toluenu dolazi do ciklizacije
¢ime nastaje piron. Tretiranjem dobivenog produkta ciklizacije amonijevim hidroksidom
nastaje odgovarajuci piridinon ¢ijim bromiranjem fosforil-bromidom nastaje 4-brompiridinski
derivat. U reakciji kataliziranoj paladijem u prisustvu tri-tert-butilfosfinij-tetrafluorborata 4-
brompiridin reagira s acetilaminotiazolom. Potom se provodi hidroliza dobivenog spoja s
klorovodi¢nom Kiselinom u etanolu ¢ime nastaje odgovaraju¢i amin. Koristenjem CDI kao
coupling reagensa prvo nastaje N-supstituirani imidazol-1-karboksamid kod kojeg se u
posljednjem koraku supstituira imidazol L-prolinamidom te nastaje alpelisib (Gallou i sur.,
2012.; Yuan i sur., 2020).
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4.4. INHIBITORI JANUS KINAZE

4.4.1. JANUS KINAZA

Porodica Janus kinaza (Jak) pripada nereceptorskim tirozin-kinazama. Kod sisavaca su
pronadene Cetiri Janus kinaze: JAKL, JAK2, JAK3 i TYK2 (tirozin-kinaza 2). Nalaze se u
citosolu ili na plazmatskoj membrani vezane za citokinske receptore. Strukturno se sastoje od
domena FERM, SH2, inaktivne pseudokinazne te aktivne kinazne domene. Eksprimirane su u
svim tipovima stanica osim JAK3 koja je specificna za hematopoetske stanice (Yamaoka i sur.,
2004; Furumoto i Gadina, 2013).

JAK/STAT signalni put vrlo je vazan za stani¢no prezivljavanje i proliferaciju.
Signalizacija zapoCinje vezanjem citokina za receptor §to uzrokuje promjenu konformacije
receptora (Slika 14). Ta promjena konformacije dovodi do transfosforilacije i/ili
autofosforilacije JAK vezanih za receptor. Tako aktivirane JAK fosforiliraju receptore sto
privlaci STAT proteine koji se svojim SH domenama vezu za fosfotirozinske ostatke receptora.
JAK zatim fosforiliraju STAT proteine koji potom dimeriziraju te migriraju u jezgru gdje
reguliraju gensku ekspresiju. Aberacije JAK/STAT signalnog puta primije¢ene su u brojnim

tumorima kao i u autoimunim bolestima (Yamaoka i sur., 2004).

Citokin O w

O
Receptor :\— \Q /:“ /

Slika 14. JAK/STAT signalni put (prilagodeno prema Yamaoka i sur., 2004)
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4.4.2. INHIBITORI JANUS KINAZE

S obzirom na to da su JAK sveprisutne u raznim tipovima stanica istrazivana je
efikasnost inhibitora JAK za raznolike indikacije, od tumora pa do reumatoidnog artritisa,
psorijaze, sindroma iritabilnog crijeva ili sprjeCavanja odbacivanja transplantata. Neki od
odobrenih lijekova su: baricitinib, tofacitinib i upadacitinib za lijeenje reumatoidnog artritisa
te ruksolitinib i fedratinib za lije¢enje mijelofibroze (www.webmd.com, www.ema.europa.eu,
Furumoto i Gadina, 2013).

4.4.2.1. RUKSOLITINIB

Ruksolitinib oralno je dostupan prvi odobren inhibitor JAK. FDA ga je inicijalno
odobrila 2011., a EMA godinu kasnije za lijeCenje mijelofibroze, s boles¢u povezane
splenomegalije, mijelofibroze nakon policitemije vere ili nakon esencijalne trombocitemije.
Indiciran je i za lijeCenje policitemije vere kod odraslih bolesnika koji su intolerantni ili ne
reagiraju na lijecenje hidroksiurecom (Www.ema.europa.eu, www.fda.gov).

Ruksolitinib je supstituirani pirazol, a sadrzi i ciklopentan, propionitril te
pirolopirimidin (Slika 15). Na enzimu se smjeSta u vezno mjesto za ATP gdje tvori dvije
vodikove veze i stupa u hidrofobne interakcije. Dvije vodikove veze stvaraju dusici
pirolopirimidina s ograncima aminokiselina regije pregiba, a u dodatnu interakciju s enzimom
stupa propionitril. Hidrofobni prstenovi ruksolitiniba stupaju u van der Waalsove interakcije s
bo¢nim ograncima aminokiselina. Ruksolitinib potentan je inhibitor JAK1 i JAK2 s kojima ima
visoku komplementarnost oblika te zbog bolje orijentacije prstenova s njima stupa u bolju

interakciju nego s, primjerice, Src-kinazom (Duan i suir., 2014; Kesarwani i sur., 2015).
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Slika 15. Ruksolitinib

Sinteza ruksolitiniba pocinje reakcijom 4-jodpirazola s etil-vinil-eterom dajuéi zasti¢eni
pirazol (Shema 8). U sljede¢em koraku dobiveni spoj reagira s metoksipinakol boratom ¢ime
nastaje pirazol pinakol borat. Slijedi Suzukijeva reakcija izmedu dobivenog spoja sa 6-klor-7-
deazapurinom zasti¢enim trimetilsiliinom skupinom (TMS) te zatim hidroliza zastitne skupine
na dusiku pirazola. Aza-Michaelovom reakcijom dobivenog spoja i 3-ciklopentil-akrilaldehida
nastaje odgovarajuéi aldehid koji nadalje u vodenoj otopini amonijaka i joda daje nitril. U
posljednjem koraku uklanjanjem TMS zastitne skupine pomocu litijevog tetrafluorborata

nastaje ruksolitnib (Coricello i sur., 2020).
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4.4.2.2. FEDRATINIB

Fedratinib je odobren u Europi u veljaci 2021. dok je u SAD-u odobren od 2019. Oralno
je dostupan, ima status kao lijek siroce te se nalazi pod dodatnim pra¢enjem u Europi za
lijeCenje splenomegalije povezane s boles¢u ili simptoma u odraslih bolesnika s primarnom
mijelofibrozom, mijelofibrozom nakon policitemije vere ili nakon esencijalne trombocitopenije
kod pacijenata koji nisu prethodno lijeCeni JAK inhibitorima ili su lijeCeni ruksolitinibom
(www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Otkri¢e mutacije JAK2V617F koja uzrokuje hiperaktivaciju JAK2 signalnog puta 2005.
g. potaknulo je razvoj ciljane terapije usmjerene prema JAK2. Nakon ruksolitiniba,
neselektivnog inhibitora JAK1/JAK2, uslijedio je razvoj fedratiniba, inhibitora mutiranog i
divljeg tipa JAK2. Otkriveno je da JAK1, JAK3 i TYK2 imaju vaznu ulogu u ocuvanju
imunosnog sustava te da neselektivni inhibitori JAK, za razliku od fedratiniba, posjeduju
imunosupresivno svojstvo. Dizajniranje selektivnih inhibitora JAK2 temeljilo se na strukturi s
ciljem optimiziranja nove serije lijekova s pirimidinskom bazom (Slika 16). Strukturno
modeliranje ukazalo je na dvojako vezanje fedratiniba za enzim i to na vezno mjesto za ATP te
na vezno mjesto za supstrat (Slika 17). Fedratinib se usidruje na enzim vodikovim vezama s
aminokiselinama katalitickog mjesta 1 regije pregiba, a upravo svojstvo dvojnog vezanja za
supstrat razlog je smanjenoj frekvenciji razvoja mutacija i rezistencije na fedratinib (Kesarwani
i sur., 2015; Mullally i sur., 2020).

Slika 16. Fedratinib
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Vezno mjesto
za supstrat

Slika 17. Dvojako vezanje fedratiniba za enzim (prilagodeno prema Kesarwani i sur., 2015)

Sinteza fedratiniba provodi se u dva koraka (Shema 9). Prvi korak je reakcija

supstituiranog aminopirimidina i 3-brom-N-(tert-butil)benzensulfonamida katalizirana
tris(dibenzilidenaceton)dipaladijem uz bidentatni fosfinski ligand ksantfos. Fedratinib nastaje
reakcijom nukleofilne aromatske supstitucije dobivenog spoja i 4-(2-pirolidin-1-il)etoksianilina
(Yuan i sur., 2020).

S

0=S=0

[¢) Pd,(dba)s, ksantfos
SN + /@\ / >
| )\ Br //S\N C82003

IIO Fedratinib
7< e}

Shema 9. Sinteza fedratiniba
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4.5. INHIBITORI HEDGEHOG SIGNALNOG PUTA

4.5.1. HEDGEHOG SIGNALNI PUT

Hedgehog signalni put (Hh) vazan je u procesima embrionalnog razvoja kao i u odraslim
strukturama, a njegova disregulacija ukljucena je u patogenezu raznih bolesti. U inaktivnom
stanju Patched-1 protein (PTCH1), transmembranski receptor, inhibira interakciju Smoothened
proteina (SMO), takoder transmembranskog receptora, s transkripcijskim faktorima GLI (Slika
18). Aktivacija zapoc€inje vezanjem jednog od tri liganda (Sonic Hh, Indian Hh ili Desert Hh)
za PTCHL1. Tada PTCHL disocira od SMO te dolazi do akumulacije SMO na primarnoj ciliji.
Posljedi¢no se aktiviraju transkripcijski faktori GLI koji odlaze u jezgru gdje utje¢u na
ekspresiju gena ukljucenih u regulaciju apoptoze, stani¢nog ciklusa i diferencijacije. Primijecen
je i utjecaj SMO inhibitora na smanjenje mirovanja i promoviranje diferencijacije LSC ¢ime

ona postaje osjetljiva na standardnu kemoterapiju (Robbins i sur., 2012.; Jamieson i sur., 2020).
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Slika 18. Hedgehog signalni put u inaktivnom stanju (A) i u aktivnom stanju (B) (prilagodeno

prema Jamieson i sur., 2020)

4.5.2. INHIBITORI HEDGEHOG SINGALNOG PUTA

Kao meta lijekova inhibitora izabrani su transmembranski protein SMO i transkripcijski
faktori GLI zbog kljuéne uloge koju imaju u Hh signalnom putu. Prvi poznati inhibitor SMO

bio je alkaloid ciklopamin koji je vezanjem na SMO sprjecavao konformacijske promjene
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receptora te posljedi¢no aktivaciju i nakupljanje na primarnoj ciliji (Slika 19). Po uzoru na
ciklopamin razvijani su lijekovi s boljim farmakokinetskim i farmakodinamskim
karakteristikama. Prvi odobreni inhibitor SMO razvijen po uzoru na ciklopamin je vismodegib
odobren za lijeGenje karcinoma bazalnih stanica, a nakon njega sonidegib odobren za istu
indikaciju. Glasdegib prvi je u ovoj skupini odobren za lije¢enje akutne mijeloi¢ne leukemije,

a nekolicina lijekova je u klini¢kim ispitivanjima (Jamieson i sur., 2020).

Slika 19. Ciklopamin

45.2.1. VISMODEGIB

Vismodegib oralno je dostupna mala molekula koja djeluje kao inhibitor Hh signalnog
puta. FDA ga je odobrila 2012., a EMA 2013. g. za lijeCenje odraslih bolesnika sa
simptomatskim metastatskim karcinomom bazalnih stanica ili lokalno uznapredovalim
karcinomom bazalnih stanica u bolesnika kod kojih nije indicirano kirur§ko lijecenje ili
radioterapija (www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Vismodegib prvi je u skupini inhibitora Hh razvijenih po uzoru na ciklopamin, a pripada
skupini benzamida (Slika 20). Put do strukture vismodegiba krenuo je od spoja uzora
istrazivanjem SAR-a, a klju¢na modifikacija bila je uvodenje 2-piridila umjesto benzimidazola.
Za interakcije s enzimom pokazalo se korisnim uvodenje sulfonilne skupine u para polozaj
benzamida, kao i lipofilnog supstituenta klora u orto polozaju koji ¢e potencijalno sudjelovati
u hidrofobnim interakcijama te tako pomaknuti benzenski prsten iz ravnine s amidnom vezom
(Gould i sur., 2014).
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Slika 20. Vismodegib
Sinteza vismodegiba zapoc¢inje jodiranjem 4-klorbenzojeve kiseline nakon ¢ega slijedi
Curtiusova pregradnja u kojoj u konacnici nastaje karbamat zasticen Boc skupinom (Shema
10). Zatim je provedeno boriranje uz bis(pinakolat)dibor katalizirano paladijem ¢ime nastaje
spoj pogodan za Suzukijevu reakciju s 2-brompiridinom. Nastali biaril prolazi reakciju

deprotekcije te nastaje odgovaraju¢i amin. U posljednjem koraku dolazi do stvaranja amidne

veze reakcijom s acil kloridom pripremljenim iz odgovarajuce kiseline (Ding i sur., 2014).
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4.5.2.2. SONIDEGIB

FDA i EMA odobrile su 2015. g. sonidegib za lijeCenje odraslih bolesnika s lokalno
uznapredovalim karcinomom bazalnih stanica koji nisu pogodni za kirurSki zahvat ili
radioterapiju (www.drugs.com, www.ema.europa.eu).

Sonidegib pripada grupi bifenil karboksamida, a razvijen je po uzoru na inicijalni spoj
dobiven visokoprotocnim pretrazivanjem in vitro (engl. high-throughput screening, HTS)
(Slika 21). Prou¢avanjem SAR-a na spoju uzoru uocene su ¢etiri modifikacije strukture kljucne
za smanjenje toksi¢nosti, povecanje potentnosti i farmaceutskih svojstava apsorpcije,
distribucije, metabolizma i eliminacije (ADME):

1) uvodenje dusika u benzenski prsten u regiji A ¢ime nastaje piridin,

2) uvodenje cis-dimetilnih skupina na morfolinski prsten u regiji A,

3) dodavanje metilne skupine na benzenski prsten u regiji B,

4) modifikacijom regije C dodavanjem trifluormetoksi skupine (Jain i sur., 2017).

Mjesto djelovanja sonidegiba je dZzep koji veze lijek na SMO gdje djeluje kao antagonist
sprjecavajuci aktivaciju Hh signalnog puta. Brojni su aminokiselinski ostaci s kojima sonidegib
stupa u interakcije, a bitne su i interakcije s enzimom preko mreze molekula vode u dzepu koji

veze ligand (Jain 1 sur., 2017).
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Slika 21. Inicijalni spoj (A) i sonidegib (B)

Prvi korak u sintezi sonidegiba je reakcija 2-klor-5-nitropiridina s 2,6-
dimetilmorfolinom nakon ¢ega se provodi redukcija nitro skupine dobivenog spoja. Dobiveni
amin zatim reagira s 3-brom-2-metilbenzojevom kiselinom uz coupling reagens HATU
stvaraju¢i amidnu vezu. Naposlijetku Suzukijevom reakcijom dobivenog spoja i 4-

(trifluormetoksi)fenilborne kiseline nastaje sonidegib (Fritze i sur., 2011).
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5. ZAKLJUCAK
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Inhibitori protein-kinaza vazni su saveznici u borbi protiv raznih bolesti, od autoimunih
pa do karcinoma, a osim u indikacijama razlikuju se i u metama, odnosno protein-kinazama na
koje djeluju. Od trastuzumaba, prvog odobrenog inhibitora protein-kinaza iz skupine
monoklonskih protutijela, preko imatiniba, prvog niskomolekularnog inhibitora protein-kinaza
pa sve do najnovijih generacija ucinjeni su znatni pomaci terapiji. No, koliko god lijekovi bili
uspjesni, borba protiv karcinoma vrlo je zahtjevna jer karcinomi razvijaju razli¢ite mehanizme
rezistencije na terapiju. Iz toga proizlazi konstantna potreba za razvojem novih lijekova i
trazenjem novih meta djelovanja te stoga imamo nove inhibitore protein-kinaza u razli¢itim
fazama klinickih ispitivanja. Za razvoj novih lijekova bitno je znati zasto ve¢ postojeci lijekovi
djeluju upravo tako kako djeluju te $to se moze modificirati kako bismo im poboljsali svojstva.
Uvid se moze ste¢i proucavanjem SAR-a $to je razmatrano u ovom radu na primjerima
inhibitora receptora za epidermalni faktor rasta, inhibitora Bcr-Abl kinaze, inhibitora

fosfoinozitid-3-kinaze, inhibitora Janus kinaze kao i inhibitora Hedgehog signalnog puta.
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7. SAZETAK/ SUMMARY
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U ovom radu obradeni su inhibitori receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) kao 1
inhibitori Bcr-Abl kinaze, fosfoinozitid-3-kinaze i Janus kinaze te inhibitori Hedgehog
signalnog puta. U op¢em pregledu navedenih protein-kinaza istaknute su bitne ¢injenice za
svaku skupinu. Dan je uvid u signalni put svake navedene kinaze te pregled nekoliko odobrenih
inhibitora na trziStu. Zatim je na konkretnim primjerima objasnjena struktura lijeka, vaznost
odredenih dijelova strukture za djelovanje te je opisan sintetski put.

Lijekovi obradeni u ovom radu su:

1) inhibitori EGFR: neratinib i osimertinib,

2) Ber-Abl inhibtori: nilotinib i ponatinib,

3) PI3K inhibitori: alpelisib i idelalisib,

4) JAK inhibitori: ruksolitinib i fedratinib,

5) Hedgehog inhibitori: sonidegib i vismodegib.
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In this diploma thesis, epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitors, as well as
BCR-AD1 kinase, phosphoinositide-3-kinase, Janus kinase, and Hedgehog signaling pathway
inhibitors, are discussed. The most important facts are highlighted for each protein kinase. An
insight into the protein kinase signaling pathways and an overview of approved inhibitors are
given. Furthermore, drug structures, structure-activity relationships, and synthetic routes are
explained in specific examples.

The following drugs are described in detail in this thesis:

1) EGFR inhibitors: neratinib and osimertinib,

2) Ber-Abl inhibitors: nilotinib and ponatinib,

3) PI3K inhibitors: alpelisib and idelalisib,

4) JAK inhibitors: ruxolitinib and fedratinib,

5) Hedgehog inhibitors: sonidegib and vismodegib.

54



8. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/
BASIC DOCUMENTATION CARD

55



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveudiliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za farmaceutsku kemiju

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

INHIBITORI RAZLICITIH PROTEIN-KINAZA

Zrinka Slamic¢

SAZETAK

U ovom radu obradeni su inhibitori receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) kao i inhibitori Bcr-Abl
kinaze, fosfoinozitid-3-kinaze i Janus kinaze te inhibitori Hedgehog signalnog puta. U opéem pregledu
navedenih protein-kinaza istaknuti su bitni elementi svake skupine. Dan je uvid u signalni put svake navedene
kinaze te pregled nekoliko odobrenih inhibitora na trziStu. Zatim je na konkretnim primjerima obja$njena
struktura lijeka, vaznost odredenih dijelova strukture za djelovanje te je opisan sintetski put.

Lijekovi obradeni u ovom radu su:

1) inhibitori EGFR: neratinib i osimertinib,

2) Ber-Abl inhibtori: nilotinib i ponatinib,

3) PI3K inhibitori: alpelisib i idelalisib,

4) JAK inhibitori: ruksolitinib i fedratinib,

5) Hedgehog inhibitori: sonidegib i vismodegib.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 54 stranice, 32 graficka prikaza i 78 literaturnih navoda. 1zvornik je na hrvatskom jeziku.

Kljuéne rijeci: protein-kinaza, EGFR, Bcr-Abl kinaza, JAK, PI3K, Hedgehog signalni put

Mentor: Dr. sc. Kristina Pavi¢, poslijedoktorand Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Ocjenjivadi: Dr. sc. Kristina Pavi¢, poslijedoktorand Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Dr. sc. Zrinka Raji¢, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Dr. sc. Davor Saki¢, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad prihvacen: rujan 2021.

56



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Study: Pharmacy

Department of Medicinal Chemistry

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Croatia

INHIBITORS OF VARIOUS PROTEIN KINASES

Zrinka Slamic¢

SUMMARY

In this diploma thesis, epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitors, as well as BCR-Ab1 kinase,
phosphoinositide-3-kinase, Janus kinase, and Hedgehog signaling pathway inhibitors, are discussed. The
most important facts are highlighted for each protein kinase. An insight into the protein kinase signaling
pathways and an overview of approved inhibitors are given. Furthermore, drug structures, structure-activity
relationships, and synthetic routes are explained in specific examples.

The following drugs are described in detail in this thesis:

1) EGFR inhibitors: neratinib and osimertinib,

2) Ber-Abl inhibitors: nilotinib and ponatinib,

3) PI3K inhibitors: alpelisib and idelalisib,

4) JAK inhibitors: ruxolitinib and fedratinib,

5) Hedgehog inhibitors: sonidegib and vismodegib..

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.
Thesis includes: 54 pages, 32 figures, and 78 references. Original is in Croatian language.
Keywords: protein-kinase, EGFR, Bcr-Abl kinase, JAK, PI3K, Hedgehog signaling pathway

Mentor: Kristina Pavi¢, Ph.D. Postdoctoral Associate, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Reviewers: Kristina Pavié¢, Ph.D. Postdoctoral Associate, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Zrinka Raji¢, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Davor Sakié, Ph.D. Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was accepted: September 2021.

57



	1. UVOD
	2. OBRAZLOŽENJE TEME
	3. MATERIJALI I METODE
	4. REZULTATI I RASPRAVA
	4.1. INHIBITORI RECEPTORSKE PROTEIN-KINAZE ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA
	4.1.1. RECEPTOR ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA (EGFR)
	4.1.2. INHIBITORI RECEPTORA ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA
	4.1.2.1. NERATINIB
	4.1.2.2. OSIMERTINIB


	4.2. INHIBITORI BCR-ABL KINAZE
	4.2.1. BCR-ABL KINAZA
	4.2.2. INHIBITORI BCR-ABL KINAZE
	4.2.2.1. NILOTINIB
	4.2.2.2. PONATINIB


	4.3. INHIBITORI FOSFOINIZITID-3-KINAZE
	4.3.1. FOSFOINOZITID-3-KINAZA (PI3K)
	4.3.2. INHIBITORI PI3K
	4.3.2.1. IDELALISIB
	4.3.2.2. ALPELISIB


	4.4. INHIBITORI JANUS KINAZE
	4.4.1. JANUS KINAZA
	4.4.2. INHIBITORI JANUS KINAZE
	4.4.2.1. RUKSOLITINIB
	4.4.2.2. FEDRATINIB


	4.5. INHIBITORI HEDGEHOG SIGNALNOG PUTA
	4.5.1. HEDGEHOG SIGNALNI PUT
	4.5.2. INHIBITORI HEDGEHOG SINGALNOG PUTA
	4.5.2.1. VISMODEGIB
	4.5.2.2. SONIDEGIB



	5. ZAKLJUČAK
	6. LITERATURA
	7. SAŽETAK/ SUMMARY
	8. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/ BASIC DOCUMENTATION CARD

