Léciva chronické myeloidni leukemie

Zpracovano podle prehledného ¢lanku: G.L. Lambert, A.-K. Duhme-Klair, T. Morgan, M.K. Ramjee, The
background, discovery and clinical development of BCR-ABL inhibitors. Drug Discovery Today, 2013,
18 (19-20): 992-1000 a nékterych dalsich podkladu

Vyvoj inhibitort BCR-ABL jako IéCiv chronické myeloidni leukemie (CML) miZe slouZit za priklad racio-
ndlniho pristupu k objeviim cilenych protinddorovych IéCiv — inhibitor( proteinkinas. Objasnéni me-
chanismu onemocnéni umoznilo identifikaci cilové struktury, coz pak vedlo k vyzkumu a vyvoji, ktery
vyustil v uvedeni imatinibu (Glivec/Gleevec, Novartis) na trh jako prvniho povoleného inhibitoru BCR-
ABL. Nadseni nad jeho klinickym uspéchem brzy opadlo, kdyz se objevily projevy rezistence. Raciondini
ndvrh IéCiv vychdzejici z hypotéz o pricindch rezistence a strukturnich poznatkt ale zdhy prinesl dalsi
generace inhibitord, které nabidly Iékariim i pacientiim dalsi moZnosti terapie.

Milniky tohoto vyvoje Ize ilustrovat ndsledujici pfibliznou ¢asovou fadou:

1960 — u pacientd s chronickou myeloidni leukemii byl zjistén filadelfsky chromosom

1972 - byla zjisténa chromosomalni mutace — translokace gend mezi chromosomy 9 a 22

1986 — pfi mapovani lidského genomu byl identifikovan protoonkogen ABL a fuzni gen BCR-ABL

1990 - bylo potvrzeno, Ze fuzni gen BCR-ABL je pficinou chronické myeloidni leukemie

1996 - byla pripravena latka CGP 51148 selektivné inhibujici kinasu BCR-ABL jak in vitro, tak i in vivo

2000 — klinické zkousky prokazaly ucinnost CGP 57148 (nové kdédové oznaceni STI 571) pfi [éCbé CML

2001 — imatinib (STI 571) byl schvalen FDA jako Iék CML

2004 - zahajeny klinické zkousky druhé generace tyrosinkinas s cilem prekonat rezistenci

2006 — dasatinib byl povolen FDA jako prvni zastupce druhé generace lékli CML

2007 - nilotinib povolen FDA pro |écbu CML

2012 - v zafi povolen FDA bosutinib a v prosinci ponatinib pro Ié¢bu CML

2013 - ponatinib byl v fijnu docasné stazen z trhu pro zavazné vedlejsi Ucinky (vytvareni krevnich srazenin),
v prosinci znovu uvolnén s tim, Zze dokumentace byla doplnéna o pfislusné varovani

2014 - v klinickém zkouseni jsou inhibitory tfeti generace s podobnou ucinnosti jako ponatinib, ale omezeny-
mi vedlejsimi ucinky

Tyrosinové proteinkinasy

Kinasy jsou velkou skupinou enzymd, které prenaseji koncovou fosfatovou skupinu adenosintrifosfa-
tu (ATP) na substrat, kterym muze byt bilkovina nebo lipid. Na prenosu se jako kofaktor podileji ko-
ordinacéni vazbou horecnaté ionty. Produktem je adenosindifosfat (ADP) a fosforylovany protein nebo
lipid. Tyrosinové proteinkinasy pfitom fosforyluji hydroxylovou skupinu tyrosinového zbytku na speci-
fickém misté molekuly bilkoviny. V lidském genomu bylo identifikovano asi 500 gent kédujicich rdzné
kinasy. Ty se vyskytuji vSech burnkach. Zprostfedkovavaji celou radu duleZitych bunéénych procesli —
prenos signald, transkripci gend, diferenciaci bunék i jejich odumirani. Vzhledem k jejich klicovému
vyznamu pro bunécné procesy je aktivita proteinkinas prisné regulovana systémem zpétnych vazeb,
regulacnich bilkovin i nebilkovinnych faktord. Naruseni tohoto systému regulace nebo abnormalni
kinasova aktivita mizZe byt pfi¢inou nékterych onemocnéni, zejména rakoviny. Na zékladé informaci o
lidském genomu bylo identifikovano nékolik kinas jako potencidlnich cilovych struktur pro terapii,
predevsim v onkologii.

Chronicka myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukemie (CML) je hematologickym onemocnénim, rakovinou bilych krvinek
kostni drfené. Jeji priCinou je ztrata regulace aktivity tyrosinové proteinkinasy Abll. Tato kinasa je
protoonkogenem, ktery se Ucastni bunécéné signalizace, diferenciace a migrace bunék.

Velkym milnikem bylo pfi hledani terapie CML zjisténi pfimé souvislosti onemocnéni s jeji molekular-
né biologickou podstatou. Pfi CML dochazi ke ztraté regulace aktivity kinasy Abl v disledku vzajemné
chromosomalni translokace mezi chromosomy 9 a 22. Vysledkem je spojeni genu klastru mista preru-
Seni BCR (breakpoint cluster region) s Abelsonovym genem ABL za vzniku fuzniho genu BCR-ABL.



Chromosom 22 se pfitom zkrati, coz se projevi zménou jeho tvaru — vznikne , Filadelfsky chro-
mosom*“ (Ph) charakteristicky pro CML. Mutovany fuzni gen kéduje trvale aktivni proteinkinasu BCR-
ABL. Jeji aktivita neni nijak regulovana. Identifikace proteinkinasy BCR-ABL jako molekuldrniho cile
vedlo k hledani jejiho inhibitoru jako IéCiva CML. Vysledkem byl prvni inhibitor — imatinib. Ten sice byl
Uspésny i v jinych indikacich, ale vznik rezistence vyvolal potfebu hledat dalsi generace inhibitora.

Objev a optimalizace struktury imatinibu (Glivec/Gleevec, STI 571, CP57148, Novartis)

Cestu k objevu imatinibu zahdjila spoluprace Jirga Zimmermana a jeho kolegl z Ciba-Geigy (dnes
Novartis) s Brianem Drukerem z Oregonské univerzity. Jako potencialni inhibitory fady tyrosinovych
proteinkinas byly pfi screeningu rtznych latek identifikovany derivaty fenylaminopyrimidinu s nava-
zanou 3-pyridylovou skupinou v poloze 4-pyrimidinového jadra jako inhibitory receptoru pro destic-
kovy riistovy faktor PDGF', ktery je spiazen s kinasou hrajici vyznamnou roli v angiogenesi, vzniku
novych cév. Zakladni molekula (a) pak byla modifikovana pro inhibici rliznych dalSich proteinkinas.
Zavedenim amidové funkce do m-polohy benzenového jadra (b) byla zlepSena selektivni inhibicni
aktivita vici fuzni kinase BCR-ABL. Pak nasledovaly modifikace molekuly. Zavedenim methylskupiny do
polohy 6 benzenového jadra (c) byla potlacena nezadouci inhibice proteinkinasy C. Nakonec byla zavede-
nim vysoce poldrniho N-methylpiperazinového zbytku zvySena biologickd dostupnost |éciva a zlepSena
rozpustnost. Vysledkem byla molekula, ktera dostala genericky nazev imatinib? (d).
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Preklinické testy prokazaly, Ze latka inhibuje proliferaci bunék obsahujicich fazni gen BCR-ABL a tim
naznacily, Ze by mohla slouzit k 1é¢bé CML. Nasledné testy in vivo potvrdily preklinické vysledky.
Uspé&né klinické zkousky pak vedly k urychlenému povoleni imatinibu pro Ié¢bu pacient(i s CML.

Vazba imatinibu na cilovou kinasu

Pro nedostatek strukturnich idajl byl empiricky pfistup k objevu a vyvoji imatinibu biochemicky pod-
loZzen az dodatecné. Ze sekvenovani enzym( vyplynulo, Ze vazebné misto pro ATP je u fady kinas
stejné, je ,zakonzervovano®“. Zdalo se proto, Ze selektivni inhibice urcité kinasy mlze byt nedosaZitel-
na. Postupné ziskavané rengenografické udaje o krystalové strukture kinas ale odhalily nékteré nuan-
ce v geometrickém usporadani jejich molekul. Pro urychlené dosazeni vysledkd byla misto fuzni kina-
sy BCR-ABL ke strukturnim a biochemickym studiim pouZita snaze dostupna kinasa Abl. JelikoZ kinasy
maji v katalytickém centru identickou sekvenci aminokyselin, bylo mozné na zakladé studia Abl predi-
kovat inhibici BCR-ABL, prestoZe fuzni protein je tetramerni a vyskytuje se v komplexech s ostatnimi
bilkovinami.

ZpUsob vazby imatinibu byl pfi absenci krystalografickych Udajl predikovan studiemi in silico
s homolognim modelem zaloZzenym na vazebném misté tyrosinové proteinkinasy specifické pro lym-
focyty (LCK) Z predikce vyplynulo, Ze imatinib se vadze na aktivni konformaci enzymu. Kdyz pak ale
byly dostupné rentgenokrystalografické struktury dalsich kinas® byla vyslovena alternativni hypotéza
o zpusobu vazby inhibitoru. Aby byly pfekonany nékteré problémy, byly pfipraveny kokrystaly Abl
s analogem imatinibu. Jejich strukturni analyza naznacila, ze imatinib se vaze na inaktivni konformaci
Abl, coz bylo v rozporu s pocitacovou predikci. Vazbu na inaktivni konformaci ale potvrdily dalsi krys-
talografické experimenty a také NMR studium vazby inhibitoru na enzym v roztoku.

! ). Zimmerman et al. , Phenylamino-pyrimidine (PAP) derivatives: A new class of potent and highly selective
PDGF-receptor autophosphorylation inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996 6: 1221-6.

2 ). Zimmerman et al. , Potent and selective inhibitors of the Abl kinase: Phenylamino-pyrimidine (PAP) deriva-
tives. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997 7: 187-192

3 X-ray crystallographic data of kinases: www.rscsb.org/pdb/results/timeline.do?grid=C19A9BSA



http://www.rscsb.org/pdb/results/timeline.do?grid=C19A9BSA

Imatinib se vaze do oblasti vazby ATP, coz je Stérbina mezi dvéma laloky tercidrni struktury kinasy. Tato
oblast obsahuje tfi konzervované aminokyselinové zbytky Asp381-Phe382-Gly383 nazyvané podle jed-
nopismennych kéd aminokyselin DFG motiv. Pro Ucinnou katalyzu musi motiv zaujmout konformaci
,DFG-in“, kterd umoznuje navazani ATP. V inaktivnhim stavu ma kinasa konformaci ,DFG-out”, kdy se
vedle vazebného mista vytvari hydrofobni kapsa. Imatinib se na enzym vaze 6 vodikovymi vazbami pres
vazebné misto pro ATP a hydrofobni kapsu. Dusik pyridinového cyklu a kyslik karbonylové skupiny jsou
pritom protonakceptory, amidové skupiny zbytk( Met318 a Asp381 protondonory. Protonizovana N-
methylskupina methylpiperazinu je protondonorem pro karbonylové skupiny zbytkl 11e360 a His361.
Sekundarni aminoskupina slouzi jako donor protonu pro hydroxylovou skupinu postranniho fetézce
Thr315 zatimco vodik amidové NH skupiny je donorem pro karboxyldtovy anion postranniho retézce
Glu285:
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Kromé toho vazbu imatinibu na inaktivni konformaci kinasy zesiluji m-rt interakce mezi pyrimidinovymi
a pyridinovymi kruhy a aromatickymi zbytky Phe382 a Phe 317. Stabilitu vazby imatinibu jesté dale zesi-
luji van der Waalsovvské interakce®.

Rezistence na imatinib

Vznik rezistence utlumil klinicky Gspéch imatinibu a u nékterych pacientl zpUsobil navrat choroby.
Analyza kinasy rezistentni vici inhibici imatinibem odhalila bodovou mutaci v misté vazby ATP na
BCR-ABL, kterou byla snizena afinita Ié¢iva k enzymu. Pfi nejéast&j$i mutaci oznacované BCR-ABL™"'
je ,vratny“ aktivniho mista enzymu, threoninovy zbytek v poloze 315, nahrazen isoleucinem. Vodiko-
va vazba mezi molekulou léciva a hydroxylovou skupinou threoninu se tak nemuze vytvofit. Objemny
postranni fetézec isoleucinu stericky dale oslabuje interakci imatinibu s BCR-ABL™"'. Vysledkem je, ze
se afinita lé¢iva k jeho cilové struktufe asi 20 x snizi”. K dosaZeni stejného Ucinku terapie je pak tieba
zvySovat davky léciva. Kromé zminéné bodové mutace mohou ke vzniku rezistence pfispivat i dalsi
faktory, jako je amplifikace genu BCR-ABL a zvysSena tvorba nebo aktivita transportniho glykoprotei-

nu, ktery ,pumpuje” 1écivo ven z bunky.

Vznik rezistence vedl ke snaham o vyvinuti druhé generace inhibitor( kinasy BCR-ABL, které by pfi
zachovani ucinnosti vici plvodnimu typu kinasy rezistenci prekonavaly. Pfitom se uplatiiovaly ros-
touci znalosti o vazbé |éciva na enzym a o vztazich mezi strukturou a reaktivitou (SAR)

Druha generace inhibitord tyrosinovych proteinkinas

Pti objevovani inhibitort kinasy BCR-ABL se uplatnilo vice pfistupl zaloZenych na vyuZiti rozdilnych
aspektl zplsobu vzajemnych interakci inhibitoru s enzymem. Vétsinu novych inhibitord Ize rozdélit
podle zplsobu jejich vazby do dvou podskupin. Inhibitory typu 1 se vazi, podobné jako ATP, na aktiv-
ni konformaci vazebného mista enzymu ,,DFG-in“. Brani fosforylaci bilkovin tim, Ze kompetitivné blo-
kuji vazebné misto pro ATP. Mohou ale byt malo selektivni vzhledem k zakonzervované strukture
vazebného mista kinas pro ATP. Naproti tomu se inhibitory typu 2 vazi do hydrofobni kapsy sousedici
s vazebnym mistem pro ATP, kterd se vytvaii v konformaci ,DFG-out”. Tato konformace, pfi niz se
nezbytny kosubstrat fosforylace ATP nemuze na kinasu navazat, je interakcemi enzymu s inhibitorem
fixovana. Selektivita inhibitor( je pfitom dosahovana vazbou na mista aminokyselinového fetézce

* B. Nagar et al. Crystal structures of the kinase domain of c-Abl in complex with small molecule inhibitors
PDI173955 and imatinib (STI-571). Cancer Res., 2002, 6: 4236-4243

> Apperley J.F., Part I: Mechanism of resistence to imatinib in chronic myeloid leukemia. Lancet Oncol., 2007, 8:
1018-1029.



vytvarejiciho v inaktivni konformaci enzymu hydrofobni kapsu. Struktura této “kapsy” neni tak zakon-
zervovana jako struktura aktivniho mista. Mezi inhibitory typu 2 Ize zaradit imatinib.

Dasatinib (Sprycel, BMS-354825, Bristol-Myers-Squibb)

Hledani dalsi generace inhibitor vychazelo ze snahy vyuZit k jejich vazbé jind mista molekuly enzymu
neZ je vazebné misto pro ATP. Ze zakonzervovani jeho struktury vyplynulo, Ze nebude snadné dosah-
nout poZadované selektivity. Selektivni inhibice pfibuznych kinas by ale mohla mit pozitivni efekt
v tom, Ze by se sniZila celkova kinasova aktivita bunék. Pfi vysokokapacitnim screeningu byl identifi-
kovan derivat aminothiazolu (a) jako inhibitor tyrosinovych proteinkinas sarkomu Src. Podobné jako
Abl je i kinasa Src protoonkogenem. Inhibici Src jsou blokovany signalizacni drahy podilejici se na
pfeméné burky na nadorovou. Derivat aminothiazolu pfitom inhiboval i kinasu Abl°. Struktura hitu
screeningu byla optimalizovana pro inhibici tyrosinové proteinkinasy specifické pro lymfocyty Lck,
kinasy patfici do rodiny kinas Scr. Zavedenim morfolinopropylaminoskupiny (b) byly zlepseny farma-
kokinetické vlastnosti. Methylskupina v poloze 2 zlepsila Ucinnost, ale zhorsila biologickou dostup-
nost (c). Dobrd biologickd dostupnost pak byla obnovena zavedenim N-2-hydroxyethylpiperazinyl
skupiny, pficemz resultoval dasatinib (d):
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Dasatinib se vaZze na aktivni konformaci Abl (,,DFG-in“). Misto vazby pro ATP je pfitom blokovano
aminothiazolovym seskupenim. Vazbu inhibitoru zajistuji tfi vodikové vazby, z nichz na dvou se podili
zbytek Met318 aminokyselinového retézce enzymu. Dusik aminothiazolového kruhu pfitom interagu-
je s-NH- skupinou methioninového zbytku, zatimco vodik sekundarni aminoskupiny dasatinibu
s karbonylovou skupinou. Tteti vazba se vytvafi mezi amidoskupinou dasatinibu a hydroxylovou sku-
pinou Thr315. Vazbu inhibitoru je$té zesiluji van der Waalsovy interakce’. Odli§na vazba inhibitoru na

enzym podporuje jeho aktivitu vii¢i 14 z 15 rezistentnich mutant BCR-ABL, vyjimkou je BCR-ABL™™'.

Nilotinib (Tasigna, AMN107, Novartis)

Soucasné s vyvojem dasatinibu pokracovala dalsi optimalizace struktury imatinibu (a) zaloZzena na
vztazich mezi strukturou a aktivitou. Na zakladé strukturnich studii bylo predpoklddano, Ze nahrazeni
4-(N-methylpiperazinyl)methylfenylskupiny okupujici hydrofobni kapsu pyrrolidinovym substituen-
tem by mohlo zvysit afinitu inhibitoru k enzymu. Aby mohl byt prozkouman konformacni prostor a
vazebny potencidl pfi zachovani vodikovych vazeb s aminokyselinovymi zbytky Glu286 a Asp381, byla
amidova skupina nahrazena mocovinovym seskupenim (b). Dalsi optimalizace pak vedla ke strukture
s obracenou amidovou skupinou, coZ se projevilo zaujetim konformace molekuly, ktera byla vyhod-
néjsi pro vznik vodikovych vazeb (c). Nakonec byl pyrrolidinovy zbytek nahrazen methylimidazolovym
a do benzenového jadra byla zavedena trifluormethylskupina. Vznikl nilotinib (d)?, ktery diky zesile-
nym hydrofobnim interakcim byl 10-50 x uc¢innéjsim inhibitorem BCR-ABL neZ imatinib:
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6 Wityak J. Discovery and initial SAR of 2-amino-5-carboxamidothiazoles as inhibitors of the Scr family kinase
p56(Lck). Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13: 4007-4010

7 Tokarski J.S. et al. The structure of Dasatinib (BMS-354825) bound to activated ABL kinase domain elucidates
its inhibitory activity against imatinib-resistant ABL mutants. Cancer Res. 2006, 66: 5790-7

8 Manley P.W., Zimmermann J., Drug research leading to imatinib and beyond imatinib v knize Polypharmaco-
logy in Drug Discovery (ed. Peters J.-U.,), John Wiley and Sons Inc., 409-421



Strukturni studie potvrdily, Ze vazba nilotinibu na kinasu Abl je podobnda jako vazba imatinibu.
K vazbé nilotinibu na enzym pfispivaji dale dipoldrni interakce: elektronegativni atomy fluoru intera-
guji s elektropozitivnim karbonylem zbytku Asp381. Trifluormethylskupina se podili i na hydrofobnich
interakcich. Vysledkem posileni vazby inhibitoru je zajisténi dostatecné aktivity vici rlznym bodovym
mutacim kinasy, vyjimkou ale je opét aktivita vii&i mutované formé BCR-ABL™''. Rezistence je po-
dobné jako u imatinibu zplUsobena vyznamem vodikové vazby inhibitoru s Thr315 pro aktivitu.

Bafetinib (INNO-406, NS-187, CNS-9, Innovive)

Vyvoj bafetinibu byl obdobny jako v pfipadé nilotinibu. Ndvrh jeho molekuly se opiral o vysledky
rentgenové krystalografie. Pecliva analyza vazby imatinibu na enzym vedla ke zjisténi, Ze hydrofobni
kapsu neaktivni formy enzymu okupuje fenyl sousedici s N-methylpiperazinylovou skupinou. Bylo
predpokladano, Ze substituce fenylu hydrofobni skupinou posili interakce Ié¢iva s hydrofobni kapsou
a tim zvy3i Gcinnost léciva. Asaki® studoval vztah mezi inhibi¢nimi koncentracemi a hydrofobitou a
velikosti substituentll v meta poloze. Na zdkladé modelovani molekulové mechaniky a dokovani do-
vodil, Ze hydrofobni substituent v meta poloze k amidové funkci posili interakce s hydrofobni kapsou.
Blizkost substituentu omezila volnou rotaci N-methylpiperazinové ¢asti. Tim vSim byla posilena vazba
|é¢iva a tim i jeho ucinnost. Jako substituent vhodné velikosti a hydrofobity byla zvolena trifluorme-
thylskupina (b). Vzrlst hydrofobity ale znamenal pokles rozpustnosti v biologickych tekutinach. Bylo
predpokladano, Ze ndhrada koncového pyridinu za polarnéjsi substituent rozpustnost zlepsi. Ukdzalo
se vsak, Ze pfitomnost pyridinu v molekule stabilizuje mt-rtinterakci se zbytkem Tyr253 inaktivni formu
kinasy. Redenim byla ndhrada pyridinového kruhu za pyrimidinovy — stabilizujici interakce zdstala
zachovéna a pfitom se zvysila rozpustnost [éciva(c). Nakonec byla N-methylpiperazinova skupina
nahrazena 3-dimethylaminopyrrolidinovou, ¢imzZz byla pti zachovani vodikovych vazeb slle360 a
His361 zvysena ucinnost (d). Byl tak ziskan bafetinib, ktery byl 10 x uéinnéjél' neZ imatinib:

(@) (b) CFy lcl

Na vazbé bafetinibu na kinasu se stejné jako u imatinibu podilelo 6 vodikovych vazeb s aminokyseli-
novymi zbytky Met318, Thr315, Glu286, Asp381, 1le360 a His361. Komplex bafetinibu s enzymem byl
ale dale stabilizovan hydrofobni interakci CF3 skupiny s hydrofobni kapsou tvofenou aminokyselino-
vymi zbytky le293, Leu298, Leu354 a Val379. Ackoliv byl bafetinib ucinny i v pfipadé nékterych rezis-
tentnich mutant, z@istaval opét inaktivni v pfipadé klinicky vyznamné mutanty BCR-ABL"™"".

Bosutinib (Bosulif, SKI-606, Pfizer)

Stejné jako dasatinib byl i bosutinib pivodné vyvijen jako inhibitor kinasy Scr. Pfi screeningu knihovny
sloucéenin byl jako voditko pro dalsi vyvoj identifikovan derivat chinolinkarbonitrilu (a). Pti optimaliza-
ci (predevsim pro inhibici kinasy Scr) bylo zjisténo, Ze pro zajisténi aktivity jsou potiebné anilinovy,
nitrilovy a 6-methoxylovy substituent. Nahrada 4-chloranilinu nebo 6-methoxylu za objemnéjsi sub-
stituenty méla za nasledek sniZeni aktivity. Postupnd optimalizace nakonec poskytla bosutinib (d)*°.
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PFi testovani inhibitoru se ukdzalo, Ze bosutinib kromé kinasy Scr inhibuje rovnéz kinasu BCR-ABL. Je
inhibitorem typu 2. Pti interakci s enzymem se uplatriuje jen jedna vodikova vazba mezi chinolinovym

° Asaki T. et al., Design and synthesis of 3-substituted benzamide derivatives as Bcr-Abl kinase inhibitors. Bio-
org. Med. Chem. Lett. 2006, 16: 1421-5

® Boschelli D.H. et al., Optimization of 4-phenylamino-3-quinoline carbonitriles as potent inhibitors of Scr kinase
activity. J. Med. Chem. 2001, 44: 3965-3977



dusikem a NH skupinou zbytku Met318 polypeptidového retézce. Lipofilni 2,4-dichlor-5-methoxy-
anilinova skupina okupuje hydrofobni kapsu v sousedstvi vazebného mista pro ATP, van der Waalso-
vy interakce stabilizuji vazby u zbytku Thr315 obklopeného nitrilovou skupinou a methoxylem substi-
tuované anilinové skupiny. Vzhledem k tomu, Ze nitrilova skupina je jedinym fragmentem, ktery m-
Ze stericky branit vazbé inhibitoru na mutovany enzym, v jehoZz molekule je threonin nahrazen izo-
leucinem, mohlo by odstranéni této skupiny poskytnout latky G¢inné proti mutanté BCR-ABL™"".

Tozasertib (VX-680, MK-0457)

Tozasertib byl plvodné vyvinut jako inhibitor kinasy Aurora. Pfi prvnim screeningu byla identifikova-
na sloucenina aminopyrazolu a chinazolinu (a) jako neselektivni inhibitor enzymu. Podobné jako kina-
sa BCR-ABL mad i Aurora kinasa aktivni a neaktivni konformaci. Ze struktury kokrystalu enzymu s inhi-
bitorem vyplynulo, Ze inhibitor interaguje s vazebnym mistem pro ATP v neaktivnim stavu. Hydrofob-
ni kapsa tak predstavovala potencidl pro optimalizaci vazebnych interakci inhibitoru pro zvy3eni se-
lektivity. Byly syntetizovdny Fady latek s cilem uréit nejvhodnéjsi substituenty pro optimalizaci afinity
k hydrofobnim skupinam kapsy pfi zachovani dostate¢né rozpustnosti. VloZeni thioetherové spojky
do molekuly voditkové latky (b) zesililo interakce se skupinami hydrofobni kapsy a tim i selektivitu
pro kinasy Aurora. Zavedenim acetamidové skupiny byla zvySena rozpustnost (c). Vyvoj tozasertibu
(d) byl dokonéen nahradou methylu acetamidoskupiny za cyklopropyl, ¢imz byly dale posileny hydro-
fobni interakce inhibitoru:
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Pti preklinickych zkouskach se ukazalo, Ze kromé kinasy Aurora inhibuje tozasertib i kinasu BCR-ABL, a
to véetné mutanty BCR-ABL™"™'. P¥estoze byl tozasertib vyvijen jako inhibitor typu 2 pro Aurora kina-
su, pro kinasu BCR-ABL je inhibitorem typu 1, protoZe se vaZze na aktivni konformaci enzymu. Do va-
zebného mista pro ATP se tozasertib vaze 4 vodikovymi vazbami. Dvé z nich se vytvari mezi dvéma
dusiky methylpyrazolu a karbonylovou resp. amidovou skupinou zbytku Met318. Dalsi vodikova vaz-
ba je mezi aminoskupinou sousedici s pyrazolovym kruhem a karbonylem zbytku Glu315 v polypepti-
dickém Fetézci. Ctvrtd vodikova vazba mezi amidovym dusikem a zbytkem Asp381 stabilizuje aktivni
konformaci ,, DFG-in“. N-Methylpiperazinova ¢ast molekuly zasahuje mimo kinasovou doménu a je
vystavena vodnému prostfedi na povrchu kinasy. Mezi tozasertibem a zbytkem Thr315 nedochazi
k Zadné vazebné interakci a ani ndhrada threoninu na izoleucin nepredstavuje Zadnou sterickou za-
branu. Tozasertib proto inhibuje i mutantni kinasu BCR-ABL™"' a mohl by tak byt lé¢ivem i pro terapii
rezistentni CML.

Klinické zkousky tozasertibu ale musely byt z bezpe¢nostnich ddivodd ukonéeny ve fazi II'!, protoze
pfi podavani tozasertibu dochazelo u pacientt prodlouZeni QTc intervalu®.

Ponatinib (Iclusig, AP245345, ARIAD Pharmaceuticals)

Ponatinib je vysledkem raciondlniho navrhu léciva vyuzivajiciho pocitacové postupy. U arylethenyl-
purinu (a) byla zjiSténa inhibice BCR-ABL. Struktura vychozi voditkové latky byla optimalizovana
s cilem prekonat rezistenci mutantni formy kinasy BCR-ABL™"' pfi zachovani inhibi¢ni aktivity pro
plGvodni nemutovanou formu. Nahrazenim ethenylové skupiny za ethynylovou (b) byla pfekonana
stericka zdbrana interakce zplsobena isoleucinovym zbytkem mutantniho enzymu. Ethynylova spojka
pfitom zajistila zaujeti konformace poZadované pro entropicky upfednostnénou vazbu na cilovy en-

" Boss D.S. et al. Clinical experience with Aurora kinase inhibitors: A review. The Oncologist, 2009, 14: 780-793
12 Jde o interval mezi zatitkem Q viny a koncem T viny elektrického cyklu srdce korigovany na tepovou frekven-
ci. Zjistuje se pomoci EKG. Interval reprezentuje dobu od zac¢atku depolarizace do konce repolarizace srdeéni
svaloviny. Jeho prodlouZeni nad hrani¢ni hodnoty, které mdze byt zplsobeno mj. i podanim nékterych Iéciv,
je spojeno s 60% narlstem rizika arytmii, jako je fibrilace srdecnich sini, coz mlze vést i k nahlé srdec¢ni smrti.
Od r. 2005 proto FDA i EMA poZaduji, aby pfi klinickych zkouskach bylo zjistovano, zda IéCivo interval nepro-

dluzuje.



zym. Nahrazenim imidazolového substituentu N-methylpiperazinem (c) byla zlepSena rozpustnost i
biologicka dostupnost. Pfi optimalizaci byl jesté 6-cyklopropylaminopurinovy zbytek nahrazen nejpr-
ve za imidazopyridin (b) a pak za imidazo[1,2-b]pyridazin (d), ¢im byl dale zlepSen farmakokineticky
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Ponatinib (d) se vaze na inaktivni konformaci kinasy ,,DFG-out” 5 vodikovymi vazbami. Imidazolovy
dusik imidazopyridazinu interaguje pritom s amidovou skupinou zbytku Met318, amidovy karbonyl
vytvari vodikovou vazbu s amidovou skupinou Asp381 polypeptidického fetézce, amidovy dusik 1éCiva
se vaze na karboxylatovou skupinou postranniho fetézce Glu285. N-Methylpiperazin vytvafi dvé vo-
dikové vazby s karbonyly 11e360 A His361 polypeptidické kostry bilkoviny. Imidazo[1,2-b]pyridazinovy
zbytek se ucastni van der Waalsovskych interakci s obéma laloky vazebného mista kinasy; Sesti¢lenny
heterocykl interaguje s Phe382 a Tyr253. Methylfenylovy fragment okupuje hydrofobni kapsu souse-
dici s Thr315, zatimco trifluormethylfenylovy fragment interaguje se skupinami hydrofobni kapsy
konformace ,, DFG-out”. Ethynylova spojka je nutna pro schopnost inhibitoru vazat se jak na pfiroze-
nou, tak i mutantni kinasu: mliZe se ucastnit vyhodnych interakci jak s Thr315, tak i lleu 315 mutantu.
Rigidita ethynylové skupiny zajistuje spravnou orientaci a konformaci inhibitoru ve vazebné $térbiné,
coz pro jeho interakce pFindsi zietelnou entropickou vyhodu™.

Pfes minimalni rozdil v charakteru vzajemnych interakci inhibuje ponatinib pavodni , divokou formu”
enzymu 5-7 x G¢innéji nez mutantni formu enzymu. Pfi vazbé inhibitoru na mutantni formu ABL™"'
byla zjisténa mald odchylka v jeho konformaci: aby byly zajiStény pfiznivé interakce a zmensena ste-
ricka kolize je pfitom methylfenylovy kruh mirné vychylen ven z hydrofobni kapsy®. Tato zména pak
je patrné pficinou snizeni ucinnosti pfi inhibici mutované formy enzymu.

V prosinci 2012 obdrzela firma ARIAD Pharmaceuticals pfedbézny souhlas FDA s uvedenim ponatini-
bu na trh. Bylo to jiZz na zakladé pfiznivych vysledkd faze Il klinickych zkousek v rdmci programu zrych-
leného schvalovani. Po podani ponatinibu byla dosaZena pozitivni odezva u dvou tfetin pacientd s
rezistentni formou CML, pfi¢emz to bylo u vSech pacientl s mutaci T315l. Firma ARIAD ale musela
v souladu s podminkami urychleného schvalovani pokracovat v klinickém zkouseni. Zkouska faze Il
nazvana EPIC (Evaluation of Ponatinib versus Imatinib in CML) byla ale v fijnu 2013 pferuSena na
zakladé pozadavku FDA. Ponatinib musel byt stazen z trhu, protoze u lé¢enych pacienti docha-
zelo ve zvySené mire k tvorbé krevnich srazenin. O nékolik tydn( pozdéji ale byl prodej Iéku zno-
vu povolen. Na zakladé pozadavku FDA musel oviem pfitom byt doprovodny letak pfipravku
Iclusig doplnén o varovani pfed zjiSténymi zavaznymi vedlejSimi ucinky. Vyrobce byl ze strany
verejnosti také kritizovan za pfili$ vysokou ceny terapie (cca 140 tis. $ ro¢né).

V Evropé byl ponatinib povolen v r. 2013.

Zaveér

Pokrok dosaZeny v oblasti inhibitor(l tyrosinovych proteinkinas zfetelné ukazuje na schopnost farma-
ceutickych véd Uspésné se zapojit do Iéceni lidskych onemocnéni.

B Huang W.S. et al., Discovery of 3-[2-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl]-4-methyl-N-{4-[(4-methylpiperazin-
1-yl)methyl]-3-(trifluoromethyl)phenyl}benzamide (AP24534), a potent, orally active pan-inhibitor of break-
point cluster region —Abelson (BCR-ABL) kinase including the T315I gatekeeper mutant. J. Med. Chem., 2010,
53:4701-4719

* O’Hare T. et al., AP24534, a pan-BCR-ABL inhibitor for chronic myeloid leukemia, potently inhibits the T315I
mutant and overcomes mutation-based resistance. Cancer Cell, 2009, 16: 401-412

> Zhou T. et al., Structural mechanism of the pan-BCR-ABL inhibitor ponatinib (AP24534): lessons for overcom-
ing kinase inhibitor resistance. Chem. Biol. Drug Des. 2011, 7(1): 1-11



Imatinib byl vyvinut na zakladé pochopeni biologické podstaty onemocnéni chronickou myeloidni
leukemii. V té dobé jeSté nebyl k dispozici dostatek dat, takZze vyvoj léciva mohl vychazet pouze
z vysledk( screeningu latek. Presto se imatinib stal jednim z prvnich cilenych 1éciv a stal u zrodu vyvo-
je dalsich inhibitor( tyrosinovych proteinkinas. Kromé |écby CML se imatinib uplatnil i v dalSich onko-
logickych indikacich. Jeho Uspésnost ale ponékud znehodnotil vznik rezistence nadorovych bunék,
ktery si vyzadal vyvoj novych selektivnich inhibitord.

Vyvoj novych |éCiv je stale vice usnadnovan prohlubujicimi se poznatky biochemie a molekularni bio-
logie, pochopenim pficin inhibice enzymd, novymi fyzikdlné chemickymi metodikami strukturni ana-
lyzy a algoritmy pro pocitacové modelovani interakci IéCiv. Nové poznatky se pfitom neuplatfiuji jen
pfi vyvoji dalSich generaci inhibitor(i tyrosinovych proteinkinas, ale i 1éCiv pro jiné oblasti terapie.
Pokracujici rozvoj bioinformatiky, jakoZ i rozvoj diagnostiky (zahrnujici genomické a proteomické
techniky) umozniuje postupné uplatfiovani personalizované terapie, kdy 1é¢ebné postupy mediciny
zaloZené na dlikazech mohou byt specificky navrhovany podle potreb konkrétnich pacientd.



