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(57) Изобретение относится, в целом, к области терапевтических соединений. Более конкретно,
настоящее изобретение относится к определенным соединениям 1-(5-трет-бутил-2-арилпиразол-3-
ил)-3-[2-фтор-4-[(3-оксо-4H-пиридо[2,3-b]пиразин-8-ил)окси]фенил]мочевины (называемым в
данном документе "соединения ТВАР"), которые, inter alia, ингибируют RAF (например, BRAF,
CRAF и т.д.). Настоящее изобретение также относится к фармацевтическим композициям,
содержащим такие соединения, и применению таких соединений и композиций как in
vitro, так и in vivo для ингибирования RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.) и для
лечения нарушений, включая пролиферативные нарушения; рак (в том числе, например,
злокачественную меланому, рак ободочной и прямой кишки, аденокарциному поджелудочной
железы); воспаление; иммунологические нарушения; вирусные инфекции; фиброзные нарушения;
нарушения, ассоциированные с мутантной формой RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.);
нарушения, облегчаемые ингибированием RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.); нарушения,
облегчаемые ингибированием мутантного BRAF; нарушения, облегчаемые ингибированием BRAF
и CRAF; нарушения, ассоциированные с мутациями RAS и/или с активацией пути MAPK;
нарушения, облегчаемые ингибированием SRC, p38, FGFRA, VEGFR-2 (KDR) и/или LCK и т.д.
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Родственная заявка 

Данная заявка связана с заявкой на патент Соединенного Королевства под номером 1320729.5, по-

данной 25 ноября 2013 г., содержание которой включено в данный документ посредством ссылки во всей 

своей полноте. 

Область техники 

Настоящее изобретение относится, в целом, к области терапевтических соединений. Более конкрет-

но, настоящее изобретение относится к определенным соединениям 1-(5-трет-бутил-2-арилпиразол-3-

ил)-3-[2-фтор-4-[(3-оксо-4H-пиридо[2,3-b]пиразин-8-ил)окси]фенил]мочевины (называемым в данном 

документе "соединения ТВАР"), которые, inter alia, ингибируют RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.). 

Настоящее изобретение также относится к фармацевтическим композициям, содержащим такие соеди-

нения, и применению таких соединений и композиций как in vitro, так и in vivo для ингибирования RAF 

(например, BRAF, CRAF и т.д.) и для лечения нарушений, включая пролиферативные нарушения; рак (в 

том числе, например, злокачественную меланому, рак ободочной и прямой кишки, аденокарциному под-

желудочной железы); воспаление; иммунологические нарушения; вирусные инфекции; фиброзные на-

рушения; нарушения, ассоциированные с мутантной формой RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.); нару-

шения, облегчаемые ингибированием RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.); нарушения, облегчаемые ин-

гибированием мутантного BRAF; нарушения, облегчаемые ингибированием BRAF и CRAF; нарушения, 

ассоциированные с мутациями RAS и/или с активацией пути MAPK; нарушения, облегчаемые ингибиро-

ванием SRC, p38, FGFRA, VEGFR-2 (KDR) и/или LCK и т.д. 

Предпосылки создания изобретения 

Ряд публикаций цитируется в данном документе для того, чтобы более полно описать и раскрыть 

настоящее изобретение и существующий уровень техники, к которому относится настоящее изобрете-

ние. Каждый из источников данного документа включен посредством ссылки во всей своей полноте в 

настоящее раскрытие в той же степени, как если бы каждая отдельная ссылка конкретно и индивидуаль-

но указывалась для включения посредством ссылки. 

Во всем данном описании, включая формулу изобретения, которая следуют ниже, если контекст не 

требует иного, слово "содержать" и его вариации, такие как "содержит" и "содержащий", следует пони-

мать как подразумевающее включение указанных числа, или стадии, или группы чисел или этапов, но не 

исключение любых других числа, или стадии или группы чисел или стадий. 

Необходимо отметить, что используемые в данном описании и прилагаемой формуле изобретения 

формы единственного числа включают определяемые объекты во множественном числе, если из контек-

ста явно не следует иное. Следовательно, например, ссылка на "фармацевтический носитель" включает 

смеси из двух или более таких носителей и тому подобное. 

Диапазоны часто выражаются в данном документе как от "приблизительно" одного конкретного 

значения и/или до "приблизительно" другого конкретного значения. Когда выражается такой диапазон, 

другой вариант осуществления включает от одного конкретного значения и/или до другого конкретного 

значения. Аналогичным образом, если значения выражаются в виде приближений с применением усло-

вия "приблизительно", то следует понимать, что конкретное значение образует другой вариант осущест-

вления. 

Данное раскрытие содержит информацию, которая может быть полезна для понимания настоящего 

изобретения. Это не является признанием того, что любая информация, предоставленная в данном доку-

менте, является известным уровнем техники или имеет отношение к заявляемому настоящим изобрете-

нию или что любая публикация, на которую специально или неявно ссылаются, является известным 

уровнем техники. 

RAF, пролиферативные нарушения и рак 

Мутации в генах, которые прямо или косвенно контролируют рост и дифференцировку клеток, как 

правило, рассматриваются в качестве основной причины рака. Злокачественные опухоли развиваются 

посредством серии ступенчатых прогрессивных изменений, которые приводят к потере характеристик 

контроля роста раковых клеток, т.е. к непрерывной нерегулируемой пролиферации, способности к инва-

зии в окружающие ткани, способности к метастазированию в участки различных органов, стимуляции 

ангиогенеза, устойчивости к апоптозу, способности обходить иммунную систему, аномальным метабо-

лическим путям и местному воспалению. Тщательно контролируемые исследования in vitro помогли оп-

ределить факторы, которые характеризуют рост нормальных и опухолевых клеток, и привели к иденти-

фикации специфических белков, которые контролируют рост и дифференцировку клеток. 

RAF является ключевой ниже расположенной мишенью для белков RAS, связывающих гуаниновый 

нуклеотид / GTPa3, и опосредует активацию каскада МАР-киназы, состоящего из RAF-MEK-ERK. Акти-

вированная ERK представляет собой киназу, которая в дальнейшем направлена на ряд белков, ответст-

венных за опосредование, среди прочего, роста, выживания и транскрипционных функций данного пути. 

К их числу относятся транскрипционные факторы ELK1, C-JUN, семейство Ets (в том числе Ets 1, 2 и 7) 

и семейство FOS. Путь сигнальной трансдукции RAS-RAF-MEK-ERK активируется в ответ на множест-

во клеточных стимулов, в том числе факторы роста, такие как EGF, PDGF, KGF и т.д. Поскольку путь 

является главной мишенью для действия факторов роста, было обнаружено, что активность RAF-MEK-
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ERK подвергалась повышающей регуляции во многих зависимых от факторов роста опухолях. Наблюде-

ние, что приблизительно 20% всех опухолей подверглись активирующей мутации в одном из белков 

RAS, указывает на то, что путь является в более широком смысле важным при онкогенезе. 

Семейство онкогенов RAF включает три высоко консервативных гена, названных ARAF, BRAF и 

CRAF (также называемый Raf-1). Гены RAF кодируют протеинкиназы, которые, как полагают, играют 

важную регуляторную роль в процессах сигнальной трансдукции, которые регулируют пролиферацию 

клеток. Гены RAF кодируют высоко консервативные серин-треонин-специфические протеинкиназы, ко-

торые привлекаются в плазматическую мембрану после прямого связывания с RAS, что является ини-

циирующим событием в активации RAF. Белки RAF являются частью пути сигнальной трансдукции, 

состоящего, как полагают, из рецепторных тирозинкиназ, р21 RAS, RAF, киназ Mek1 (активатор ERK 

или MAPKK) и киназ ERK (MAPK), которые в конечном счете фосфорилируют несколько клеточных 

субстратов, в том числе транскрипционные факторы. Передача сигнала через этот путь может опосредо-

вать дифференцировку, пролиферацию или онкогенную трансформацию при различных ситуациях в 

клетке. Таким образом, RAF-киназы, как полагают, играют фундаментальную роль в нормальном кле-

точном пути сигнальной трансдукции, связывая множество факторов роста с их чистым эффектом, кле-

точной пролиферацией. Поскольку белки RAF представляют собой прямые ниже расположенные эффек-

торы белка RAS, методы лечения, направленные против RAF-киназ, являются, как полагают, полезными 

при лечении RAS-зависимых опухолей. 

RAF-киназы дифференциально регулируются и экспрессируются. CRAF экспрессируется во всех 

органах и во всех клеточных линиях, которые были изучены. ARAF и BRAF также производят впечатле-

ние повсеместно распространенных, но наиболее высоко экспрессируются в урогенитальных тканях и 

тканях головного мозга, соответственно. Поскольку BRAF высоко экспрессируется в нервных тканях, 

сначала полагали, что он ограничен этими тканями, но с тех пор было обнаружено, что он экспрессиру-

ется более широко. Хотя все белки RAF могут связываться с активным RAS, BRAF наиболее сильно ак-

тивируется онкогенным RAS. 

BRAF является важным при раке, поскольку мутирован приблизительно в половине злокачествен-

ных меланом и случаев сосочкового рака щитовидной железы, в 30% случаев рака яичников низкой сте-

пени злокачественности, 15% случаев рака ободочной (толстой) кишки и с высокой частотой при злока-

чественном ретукулоэндотелиозе, а также встречается с меньшей частотой при ряде других форм рака, в 

общей сложности в 7% форм рака человека. См., например, http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/. 

В специфическом подтипе рака поджелудочной железы, медуллярном раке поджелудочной железы с 

KRAS2 дикого типа мутации BRAF присутствуют в 30% образцов (см., например, Calhoun et al., 2003). В 

противоположность этому мутации ARAF и CRAF являются очень редкими при раке человека. 

 
Более 100 различных мутаций было описано в BRAF при раке, но одна мутация (замещение глута-

миновой кислотой (Е) валина (V) в положении 600) составляет приблизительно 80% от общего числа 

мутаций BRAF при раке. Эта мутация повышает активность BRAF в 500 раз и дает ему возможность 
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стимулировать конститутивную передачу сигнала ERK и NFkB, стимулируя выживание и пролифера-

цию. В результате 
V600E

BRAF может трансформировать клетки, такие как фибробласты и меланоциты. 

Ингибирование 
V600E

BRAF в раковых клетках ингибирует пролиферацию клеток и индуцирует апоптоз in 

vitro; in vivo оно подавляет рост опухолевых клеток, с подтверждением 
V600E

BRAF как терапевтической 

мишени. 

Другими мутациями V600 BRAF, идентифицированными в меланоме, являются V600K, V600D и 

V600R (см., например, Davies et al, 2002; Wan et al, 2004; Long et al, 2011; Rubinstein et al, 2010). Незначи-

тельную подгруппу меланом также идентифицировали с мутациями BRAF в положениях, отличных от 

600. Эти мутанты по BRAF вне положения V600 не обязательно активируют работу BRAF-киназы на-

прямую, но требуют присутствия CRAF для трансактивации их передачи сигнала MAPK (см., например, 

Smalley et al, 2009). В таких случаях ингибирование активности RAF будет оставаться полезной целью 

при лечении рака. 

Важно отметить, что было показано, что лекарственные средства, которые ингибируют мутантный 

BRAF, такие как вемурафениб (PLX4032, RG7204, зельбораф) (см., например, Flaherty et al., 2010) и даб-

рафениб (GSK-2118436) (см., например, Falchook et al., 2012), могут опосредовать внушительные ответы 

у пациентов, чьи опухоли экспрессируют онкогенный BRAF (рассматривается в Salama et al., 2013). В 

частности, вемурафениб показал многообещающие результаты на полученной с помощью мутантного 

BRAF меланоме (см., например, Chapman et al., 2011; Sosman et al., 2012). Он был одобрен в 2011 г. 

Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств США (FDA) для лече-

ния поздней стадии метастатической или неоперабельной меланомы с мутацией V600E BRAF и в 2012 г. 

Европейским агентством по лекарственным средствам (ЕМА) в качестве монотерапии для лечения 

взрослых пациентов с позитивной по любой мутации BRAF V600 неоперабельной или метастатической 

меланомой. Дабрафениб был одобрен FDA и ЕМА в 2013 г. по тем же показаниям. 

Эти данные подтверждают мутантный BRAF в качестве терапевтической мишени при меланоме и 

потенциальной мишени при других формах рака и пролиферативных заболеваниях, когда мутирован 

BRAF. Эти и другие данные свидетельствуют, что ингибирование активности RAF (например, BRAF) 

будет полезным при лечении рака и что ингибирование активности RAF (например, BRAF) может быть 

особенно полезным при тех формах рака, которые содержат мутацию конститутивной активации BRAF. 

Устойчивость к ингибиторам BRAF 

Несмотря на наличие способности опосредовать существенные клинические ответы, большинство 

пациентов, получавших лечение вермурафенибом и дабрафенибом, в конечном итоге прогрессировали на 

лечении (см., например, Flaherty et al., 2010; Sosman et al., 2012) из-за приобретения устойчивости, кото-

рая может быть опосредована несколькими механизмами (см., например, Sullivan et al., 2011). Кроме то-

го, приблизительно 30% пациентов имеют первичную устойчивость и не отвечают на терапию, несмотря 

на присутствие мутации BRAF (см., например, Chapman et al., 2011). 

Мутации в KRAS (G12S, G12V, G12D, G12A, G12C, G13A, G13D) были предложены в качестве 

прогностических маркеров для идентификации опухолей, которые не восприимчивы к лечению ингиби-

тором мутантного BRAF (см., например, Hatzivassiliou et al., 2011). Мутация Q16K NRAS придает устой-

чивость к ингибитору BRAF вемурафенибу (см., например, Nazarian et al., 2010). Аналогичным образом, 

устойчивость к лечению ингибитором BRAF дабрафенибом прогнозируется по мутациям Q16K и А146Т 

белка NRAS (см., например, Greger et al., 2012). Активация RAS посредством мутаций приводит к увели-

чению димеризации RAF (образованию гетеродимера CRAF с белком BRAF и/или гомодимера 

CRAF/BRAF) с увеличенной передачей сигнала через каскад MAPK и увеличенной пролиферацией кле-

ток (см., например, Poulikakos et al. 2010). 

Повышающая регуляция (и мутации в) CRAF представляет собой еще один механизм устойчивости, 

наблюдаемой в устойчивых меланомах с лечением ингибиторами BRAF (см., например, Heidorn et al., 

2010; Montagut et al., 2008; Antony et al. 2013). Поэтому ингибиторы RAF для нескольких изоформ RAF 

(особенно BRAF и CRAF), вероятно, будут иметь повышенный эффект в RAS-мутировавших меланомах 

и других RAS-мутировавших формах рака и в целях решения одного из ключевых механизмов устойчи-

вости к селективным ингибиторам BRAF. 

Увеличение количества копий гена BRAFV600E связано с устойчивостью к ингибитору BRAF при 

BRAF-мутантной меланоме (см., например, Shi et al., 2012) и раке ободочной и прямой кишки (см., на-

пример, Corcoran et al., 2010). Обе эти модели являются чувствительными к одновременному ингибиро-

ванию BRAF и MEK, но только усиленная BRAF-мутантная меланома является чувствительной к одному 

ингибитору MEK. Этот механизм устойчивости, вероятно будет более чувствительным к общему инги-

бированию RAF, чем к ингибированию только BRAF. 

В некоторых меланомах устойчивость к вемурафенибу была приобретена в результате экспрессии 

сплайс-вариантов изоформ BRAFV600E. Сплайс-вариант BRAFV600E (p61BRAFV600E) 61 кДа лишен 

экзонов 4-8, кодирующих домен связывания RAS, и был устойчивым к вемурафенибу. p61BRAFV600E 

конститутивно димеризуется в отсутствие активированного RAS. Было показано, что димеризация 

p61BRAFV600E является критической для опосредования устойчивости к ингибитору BRAF (см., на-

пример, Poulikakos et al., 2011). 
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Слияние генов BRAF и CRAF представляет собой альтернативный механизм активации пути 

MAPK. Эти активирующие продукты слияния генов были идентифицированы при раке предстательной 

железы, раке желудка и меланоме (SLC45A3-BRAF и ESRP1-RAF1) (см., например, Palanisamy et al., 

2010), при формах рака щитовидной железы (AKAP9-BRAF) (см., например, Ciampi et al., 2005) и при 

астроцитомах у детей (KIAA1549-BRAF) (см., например, Sievert et al., 2013). Некоторые из моделей, экс-

прессирующих слияния RAF (например, SLC45A3-BRAF), являются чувствительными к ингибированию 

BRAF и MEK; в отличие от этого модель KIAA1549-BRAF является устойчивой к PLX4720, но чувстви-

тельной к ингибитору BRAF второго поколения. 

Супрессор киназы Ras (KSR) представляет собой консервативный позитивный модулятор пути 

RAS-RAF-MEK-ERK. KSR1 конститутивно взаимодействует с MEK и, как известно, играет важную роль 

в совместной локализации MEK и RAF в плазматической мембране. KSR1 вовлечен в активацию пути 

MAPK ингибиторами BRAF в RAS-мутантных или RAS-активированных клетках (см., например, McKay 

et al., 2011). Было предложено два механизма активации данного пути лекарственными средствами. Один 

из механизмов включает формирование димера CRAF-KSR1, образование комплекса с MEK и фосфори-

лирование MEK с помощью димера KSR1-CRAF (см., например, Hu et al., 2011). В другом механизме 

KSR1 димеризуется с BRAF и конкурирует с гетеродимером BRAF-CRAF, который управляет фосфори-

лированием MEK. Это свидетельствовало о том, что RAS-активированные клетки с более низкой экс-

прессией KSR1 покажут более парадоксальную активацию пути (см., например, McKay et al., 2011). При 

обоих механизмах общие ингибиторы RAF смогут снизить активацию пути независимо от уровня экс-

прессии KSR1. 

Сверхэкспрессия рецепторных тирозинкиназ (RTK) представляет собой еще один механизм устой-

чивости к ингибиторам BRAF. Сверхэкспрессия EGFR (рецептора эпидермального фактора роста) ведет 

к опосредованной EGFR реактивации пути MAPK и устойчивости к вемурафенибу при формах BRAF-

мутантного рака ободочной и прямой кишки (см., например, Corcoran et al., 2012). В устойчивых к лекар-

ственным средствам клеточных линиях BRAF-мутантной меланомы передача сигнала EGFR-SFK-STAT3 

может опосредовать устойчивость к ингибиторам BRAF in vitro и in vivo в меланоме (см., например, Gi-

rotti et al., 2013). Киназы семейства Src, SFK, играют ключевую роль в опосредовании устойчивости к 

ингибиторам BRAF в клетках меланомы (см., например, Girotti et al., 2013; Vergani et al., 2011). Повы-

шенное фосфорилирование таких SFK, как LYN, YES и FYN, наблюдается в устойчивых к вемурафенибу 

линиях. Рост устойчивых клеток является чувствительным к ингибированию SFK: как дазатиниб, так и 

истощение SRC и LYN подавляют инвазию устойчивых клеток in vitro. Чрезвычайно важно, что передача 

сигнала SFK была повышена в опухоли пациента с естественной устойчивостью к вемурафенибу, и даза-

тиниб ингибировал рост и метастазирование данной опухоли у мышей. 

Corcoran et al., 2012, "EGFR-mediated reactivation of MAPK signaling contributes to insensitivity of 

BRAF-mutant colorectal cancers to RAF inhibition with vemurafenib", Cancer Discovery, vol. 2, pp. 227-235. 

Было обнаружено, что PDGFR-β сверхэкспрессируется и гиперфосфорилируется в мутантных по 

BRAF клеточных линиях, устойчивых к вемурафенибу, и активируется в определенных случаях устойчи-

вых к вемурафенибу опухолей от пациентов, свидетельствуя, что этот механизм может быть клинически 

значимым (см., например, Nazarian et al., 2010). 

Повышающая регуляция PDGFR-β может вызывать устойчивость путем активации других ERK1/2-

независимых нижележащих путей (PI3K, PLCγ). 

Механистические исследования показали, что передача сигнала IGFR1 опосредует повышенную 

передачу сигнала PI3K/AKT в клетках, которые приобрели устойчивость к ингибиторам BRAF, и что эта 

устойчивость может быть обратима путем обработки клеток комбинацией ингибитора PI3K и MEK или 

ингибитора IGF1R и MEK (см., например, Villanueva et al., 2011). Трансляционная релевантность этой 

находки была подтверждена наблюдением, что в 1 из 5 образцов меланомы от пациентов, нечувстви-

тельных к вемурафенибу, экспрессируются повышенные уровни IGFR1 (см., например, Villanueva et al., 

2011). 

Повышающая регуляция факторов роста в строме представляет собой один из механизмов устойчи-

вости. Была показана значительная корреляция между экспрессией HGF в стромальных клетках пациен-

тов с BRAF-мутантной меланомой и естественной устойчивостью к лечению ингибитором RAF (см., на-

пример, Wilson et al., 2012). сМЕТ и/или их лиганды заявляются в качестве прогностических маркеров 

для идентификации опухолей, которые не чувствительны к ингибитору BRAF (см., например, Hatzivas-

siliou et al., 2011; Straussman et al., 2012). Двойное ингибирование RAF и либо HGF, либо MET приводит 

к отмене устойчивости к лекарственному средству, предлагая комбинированную терапию ингибиторами 

RAF плюс HGF или МЕТ в качестве потенциальной терапевтической стратегии (см., например, Hatzivas-

siliou et al, 2011; Straussman et al., 2012). 

FGFR1 участвует в прогрессировании меланомы, и нокдаун FGFR1 приводит к ингибированию рос-

та меланомы in vivo (см., например, Wang et al., 1997). Фактор роста фибробластов (FGF) спасает некото-

рые мутантные по BRAF клетки от лечения PLX4032 (см., например, Wilson et al., 2012), и ингибирова-

ние FGFR1 является синергичным ингибитору мультикиназы/BRAF сорафенибу и специфическому ин-
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гибитору BRAF, RG7204 (см., например, Metzner et al., 2012). Эти данные свидетельствуют, что ингиби-

рование RTK, таких как EGFR, PDGFR-β, HGFR, IGF1R и FGFR, а также SFK, должно быть направлено 

на ряд механизмов устойчивости к селективным ингибиторам BRAF и, следовательно, будет полезным 

при мутантных по BRAF опухолях, которые становятся устойчивыми к BRAF-селективным ингибито-

рам. 

Рак и RAS 

Белки RAS являются небольшими связывающими гуаниновый нуклеотид белками, которые нахо-

дятся ниже рецепторов факторов роста, цитокинов и гормонов. Эти рецепторы клеточной поверхности 

активируют белки, называемые факторами обмена гуаниновых нуклеотидов (GNEF), которые замещают 

GDP на GTP в белках RAS, стимулируя активацию RAS. Другие белки, называемые GTPasa-

активирующие белки (GAP), стимулируют естественную ОТРазную активность RAS, способствуя тем 

самым гидролизу GTP и возвращению RAS в его неактивное GDP-связанное состояние. Активированный 

RAS связывается с несколькими эффекторными белками, в том числе с фосфоинозитид-3-киназой 

(PI3K), протеинкиназами семейства RAF и фактором обмена гуаниновых нуклеотидов Ral. Эти эффекто-

ры, в свою очередь, регулируют активность сигнальных путей, которые контролируют пролиферацию 

клеток, старение, выживание и дифференцировку. Существует три гена RAS у млекопитающих, назы-

ваемые HRAS, KRAS и NRAS, и они обслуживают перекрывающиеся, но не консервативные функции. 

Белки RAS также важны при раке. 20-30% опухолей человека содержат соматические мутации уси-

ления функции в одном из генов RAS. Чаще всего они затрагивают кодоны для глицина 12 (G12), глици-

на 13 (G13) и глутамина 61 (Q61), и эти мутации нарушают с помощью различных механизмов GAP-

стимулированную естественную ОТРазную активность RAS, удерживая его в активном GTP-связанном 

состоянии и позволяя ему стимулировать онкогенез. См., например, Downward et al., 2003; Young et al., 

2009; Bos et al., 1989. 
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(*) Наиболее часто цитируется мутировавший RAS (KRAS, или NRAS, или HRAS). 

Другие формы рака имеют меньшую частоту мутаций генов семейства RAS, но их мутации являют-

ся предиктивными для прогноза, например, нейробластомы (8% мутации NRAS), аденокарциномы же-

лудка (6% мутантов KRAS). 

RAS и RAF 

Активные белки RAS активируют несколько нижележащих эффекторов, в том числе белки семей-

ства RAF. Есть три белка RAF: ARAF, BRAF и CRAF. Активированный RAF фосфорилирует и активиру-

ет вторую протеинкиназу, называемую MEK, которая затем фосфорилирует и активирует третью проте-

инкиназу, называемую ERK. ERK фосфорилирует множество цитозольных и ядерных субстратов, тем 

самым регулируя клеточные процессы, такие как пролиферация, выживание, дифференцировка и старе-

ние. 

Примечательно, однако, что в раковых клетках онкогенный RAS не передает сигнал через BRAF, а 

вместо этого передает сигнал исключительно через CRAF для активации MEK. 

В подавляющем большинстве форм рака мутации BRAF и RAS являются взаимоисключающими. 

Это обеспечивает генетические доказательства для предположения о том, что данные белки находятся на 

одном и том же пути и что они управляют одними и теми же процессами в раковых клетках. Однако есть 

четкое различие между онкогенными функциями BRAF и RAS в раковых клетках. Во-первых, RAS акти-

вирует несколько путей, тогда как для BRAF известно лишь об активации пути MEK/ERK. Как следст-

вие, мутантные по BRAF клетки являются более зависимыми от передачи сигнала MEK/ERK и поэтому 

значительно более чувствительны к ингибиторам BRAF или MEK, чем клетки, в которых мутирован 

RAS. См., например, Garnett et al., 2004; Wellbrock et al., 2004; Gray-Schopfer et al., 2007; Solit er al., 2006. 

Помимо мутаций сигнальные белки в каскаде MAPK сверхэкспрессируются в ряде злокачествен-

ных опухолей. Например, HRAS и NRAS сверхэкспрессируются при формах рака шейки матки. Мутации 

RAS являются редкими при адренокортикальной карциноме, но совокупная популяция опухолей с мута-

циями в RAS, BRAF и EGFR демонстрирует повышенную передачу сигнала через этот путь и может 

быть мишенью для ингибиторов пути MAPK (см., например, Kotoula et al., 2009). Формы рака яичников 

низкой степени злокачественности и перитонеальный рак отвечают на блокаду пути MAPK ингибитором 

MEK селуметинибом независимо от статуса мутации RAS/RAF. В увеальной меланоме путь MAPK акти-

вируется посредством мутации GNAQ, на долю которой приходится 50% форм увеальной меланомы 

(см., например, Gaudi et al., 2011). cRAF сверхэкспрессируется при разновидностях первичного рака че-

ловека, таких как опухоли легких, печени, предстательной железы, примитивные нейродермальные опу-

холи, плоскоклеточный рак головы и шеи (см., например, Damodar Reddy et al., 2001; Hwang et al., 2004; 

Mukterjee et al., 2005; Schreck et al., 2006; Riva et al, 1995). Путь MAPK активирован в 74% образцов па-

циентов с острым миелоидным лейкозом (см., например, Milella et al., 2001). При нейрофиброматозе 1 

типа потеря гена опухолевого супрессора NF1 приводит к гиперактивированной передаче сигналов RAS 

и дерегулированной передаче сигналов Ras/ERK, что имеет решающее значение для роста NF1-опухолей 

периферических нервов (см., например, Jessen et al., 2013). Общий ингибитор RAF вызывает эффектив-

ную блокаду пути MAPK в мутантных по BRAF опухолях и в мутантных по RAS опухолях и имеет ши-

рокое применение при формах рака с дерегулированием сигнального пути MAPK. 

Формы рака с активирующими мутациями RAS, RAF и EGFR или сверхэкспрессией RAS, RAF и 

EGFR, в том числе любой из их изоформ, могут, следовательно, быть особенно чувствительными к об-

щему ингибированию RAF (например, CRAF и BRAF). Формы рака с другими аномалиями, ведущими к 

повышенной активности сигнала пути RAF-MEK-ERK, также могут быть особенно чувствительными к 

лечению общими ингибиторами активности RAF (например, CRAF и BRAF). Примеры таких аномалий 

включают конститутивную активацию рецептора фактора роста; сверхэкспрессию одного или несколь-
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ких рецепторов фактора роста; сверхэкспрессию одного или нескольких факторов роста; активацию опо-

средованного KSR пути и слияние генов BRAF или CRAF. 

Путь MAPK при других заболеваниях 

Путь RAF-MEK-ERK функционирует ниже многих рецепторов и стимулов, что указывает на широ-

кую роль в регуляции функции клеток. По этой причине ингибиторы RAF могут найти применение при 

других болезненных состояниях, которые связаны с повышающей регуляцией передачи сигналов через 

этот путь. Путь RAF-MEK-ERK также представляет собой важный компонент нормального ответа не-

трансформированных клеток на действие факторов роста. Следовательно, ингибиторы RAF могут быть 

полезны при заболеваниях, где присутствует несоответствующая или избыточная пролиферация нор-

мальных тканей. Они включают, например, гломерулонефрит и псориаз. 

Работа воспалительных клеток контролируется многими факторами, эффекты которых опосредова-

ны различными путями сигнальной трансдукции. Хотя некоторые ключевые провоспалительные функ-

ции опосредованы Мар-киназой p38 (например, высвобождение TNF), другие опосредованы другими 

путями. Путь RAF-MEK-ERK, в частности, представляет собой важный активирующий и пролифератив-

ный сигнал во многих воспалительных клетках. В- и Т-лимфоциты, в частности, требуют активации пути 

RAF-MEK-ERK для клональной экспансии и создания эффекторных популяций (см., например, Cantrell, 

2003; Genot et al., 2000). Клеточный путь передачи сигналов, частью которого является RAF, участвует в 

воспалительных нарушениях, характеризующихся пролиферацией Т-клеток (активацией и ростом Т-

клеток), таких как отторжение тканевого трансплантата, эндотоксический шок и гломерулярный нефрит. 

Активация передачи сигналов MAPK/ERK была показана на многих моделях заболеваний, и инги-

бирование этого пути с помощью, например, ингибиторов MEK, было показано как потенциально полез-

ное при следующих различных заболеваниях. 

Боль. Доказательство эффективности на моделях боли: путь MEK активируется в нейронах заднего 

рога при постоянной боли (см., например, Ji et al., 2002; Song et al., 2005; Ma et al., 2005; Karim et al., 

2006); ингибиторы Mek при нейропатической боли (см., например, Dixon et al., 2001). 

Инсульт. Доказательство эффективности на моделях инсульта: значительная нейропротекция про-

тив ишемических повреждений головного мозга ингибиторами MEK (см., например, Wang et al., 2003; 

Wang et al., 2004; Maddahi et al., 2010). 

Диабет. Доказательства при диабетических осложнениях (см., например, Fujita et al., 2004). 

Воспаление. Доказательство эффективности на моделях воспаления (см., например, Jaffee et al., 

2000; Thalhamer et al., 2008; Geppert et al., 1994). 

Артрит. Доказательство эффективности при экспериментальном остеоартрите (см., например, Pelle-

tier et al., 2003); модель ревматоидного артрита (см., например, Chun et al., 2002; Dudley et al., 2000); рас-

сматривается в Thalhamer et al., 2008. 

Ремоделирование сердца, например, при метаболическом синдроме (см., например, Asrih et al, 

2013). 

Повреждение органов, например, при цисплатин-индуцированном повреждении почек (см., напри-

мер, Jo et al., 2005). 

Формы гемоглобинопатии: серповидно-клеточная анемия, (3-талассемия, H-гемоглобинопатия (см., 

например, Zennadi et al., 2012). 

Астма (см., например, Bridges et al., 2000). 

Отторжение трансплантата (см., например, Gilbertsen et al., 2000). 

Септический шок (см., например, Geppert et al., 1994). 

Вирусная инфекция, например гепатит В (см., например, Benn et al., 1994), гепатит С (см., напри-

мер, Zhang et al., 2012), вирус иммунодефицита человека (HFV) (см., например, Yang et al., 1999), вирус 

Эпштейна-Барр (EBV) (см., например, Fukuda et al., 2007), HPV (см., например, Payne et al., 2001), вирус 

герпеса-8 человека (HHV), ассоциированный с саркомой Капоши (см., например, Akula et al., 2004), ци-

томегаловирус человека (см., например, Johnson et al., 2001), вирус Коксаки B3 (см., например, Luo et al., 

2002), вирус Борна (см., например, Planz et al., 2001), вирус гриппа (см., например, Pleschka et al., 2001). 

Хронические инфекционные и аутоиммунные заболевания, например, с ингибированием регуля-

торной активности Т-клеток (см., например, Kjetil et al., 2013). 

Атеросклероз (см., например, Miura et al., 2004). 

Рестеноз (см., например, Graf et al., 1997). 

Кардиомиопатия (см., например, Lorenz et al., 2009). 

Повреждение сердца при ишемии-реперфузии (см., например, Zouki et al., 2000). 

Псориаз (см., например, Haase et al., 2001). 

Болезнь Альцгеймера (см., например, Mei et al., 2006) и другие индуцированные неврологические 

нарушения, такие как HTLV-I-ассоциированная миелопатия/тропические спастические паразитарные или 

нейродегенеративные заболевания, такие как болезнь Паркинсона или боковой амилоидный склероз, по-

средством модулирования сплайс-вариантов CD44 (см., например, Pinner et al., 2009). 

Хроническая обструктивная болезнь легких (см., например, Mercer et al., 2006). 

Воспалительное заболевание кишечника (см., например, Lowenberg et al., 2005). 
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Фиброгенные заболевания, такие как муковисцидоз (см., например, Li et al., 1998), фиброз печени, 

например, цирроз печени (см., например, Davies et al., 1996). 

Наследственные мутации RAS, ведущие к группе заболеваний, коллективно называемых РАСопа-

тиями (RASopathies). Нацеливание на путь MAPK при этих заболеваниях было предложено в качестве 

терапевтического подхода при таких типах заболеваний, как синдром Нунан (см., например, Gu et al., 

2013), кардиофациокожный синдром (см., например, Anastasaki et al., 2012) и пороки развития капилля-

ров (см., например , Vikkula et al., 2004). 

RTK 

Рецепторные тирозинкиназы (RTK) играют важную роль в передаче биохимических сигналов через 

плазматическую мембрану клеток. Эти трансмембранные молекулы типично состоят из внеклеточного 

лиганд-связывающего домена, соединенного через сегмент в плазматической мембране с внутриклеточ-

ным доменом тирозинкиназы. Связывание лиганда с рецептором приводит к стимуляции рецептор-

ассоциированной тирозинкиназной активности, что ведет к фосфорилированию тирозиновых остатков 

как на рецепторе, так и на других внеклеточных белках, приводя к различным клеточным ответам. На 

сегодняшний день идентифицировано по меньшей мере девятнадцать различных подсемейств RTK, оп-

ределенных по гомологии аминокислотной последовательности. 

FGFR 

Семейство факторов роста фибробластов (FGF) - сигнальные полипептиды, которые регулируют 

широкий спектр физиологических функций, включая митогенез, заживление ран, дифференцировку кле-

ток, ангиогенез и развитие. На клеточный рост и пролиферацию как нормальных, так и злокачественных 

клеток влияют изменения локальной концентрации этих внеклеточных сигнальных молекул, которые 

действуют в качестве аутокринных, а также паракринных факторов. Аутокринная передача сигналов FGF 

может быть особенно важной при прогрессировании зависимых от стероидных гормонов форм рака и 

для гормоннезависимого состояния (см., например , Powers et al., 2000). 

FGF и их рецепторы экспрессируются на повышенных уровнях в некоторых тканях и клеточных 

линиях, и сверхэкспрессия, как полагают, способствует злокачественному фенотипу. Кроме того, ряд 

онкогенов является гомологами генов, кодирующих рецепторы факторов роста, и есть потенциал для 

аномальной активации FGF-зависимой передачи сигналов при раке поджелудочной железы человека 

(см., например, Ozawa et al., 2001). 

Два прототипичных члена представляют собой кислый фактор роста фибробластов (aFGF или 

FGF1) и основный фактор роста фибробластов (bFGF или FGF2), и на сегодняшний день было иденти-

фицировано по меньшей мере двадцать различных членов семейства FGF. Клеточный ответ на FGF пе-

редается через четыре типа высокоаффинных трансмембранных тирозинкиназных рецепторов фактора 

роста фибробластов, пронумерованных с 1 по 4 (с FGFR-1 до FGFR-4). После связывания лиганда рецеп-

торы димеризуются и авто- или транс-фосфорилируют специфические цитоплазматические остатки ти-

розина для передачи внутриклеточного сигнала, который в конечном счете достигает эффекторов ядер-

ных транскрипционных факторов. 

Нарушение пути FGFR-1 (FGFRA) должно влиять на пролиферацию опухолевых клеток, поскольку 

эта киназа активируется во многих типах опухолей в дополнение к пролиферирующим эндотелиальным 

клеткам. Сверхэкспрессия и активация FGFR-1 в связанной с опухолью сосудистой сети свидетельствует 

о роли этих молекул в опухолевом ангиогенезе. 

FGFR-2 имеет высокое сродство к кислым и/или основным факторам роста фибробластов, а также к 

лигандам фактора роста кератиноцитов. FGFR-2 также передает мощные остеогенные эффекты FGF в 

процессе роста и дифференцировки остеобластов. Мутации в FGFR-2, ведущие к комплексным функ-

циональным изменениям, как было показано, вызывают аномальное окостенение черепных швов (кра-

ниосиностоз), свидетельствуя о главной роли передачи сигналов FGFR при внутримембранном образо-

вании кости. Например, синдром Апера (АР), характеризующийся преждевременным окостенением че-

репных швов, ассоциирован в большинстве случаев с точечными мутациями, вызывающими усиление 

функции FGFR-2 (см., например, Lemonnier et al., 2001). 

Lemonnier et al., 2001, "Role of N-cadherin and protein kinase С in osteoblast gene activation induced by 

the S252W fibroblast growth factor receptor 2 mutation in Apert craniosynostosis", J. Bone Miner. Res., vol. 16, 

pp. 832-845. 

Несколько тяжелых нарушений развития скелета человека, в том числе синдромы Апера, Крузона, 

Джексона-Вейсса, Бир-Стивенсона со складчатой пахидермией и Пфайфера, связаны с возникновением 

мутаций в FGFR2. Большинство, если не все случаи синдрома Пфайфера (PS) также вызваны мутацией 

de novo гена FGFR-2 (см., например, Meyers et al., 1996; Plomp et al., 1998), и недавно было показано, что 

мутации в FGFR-2 нарушают одно из кардинальных правил регуляции специфичности по отношению к 

лигандам. В частности, две мутантные сплайс-формы рецептора фактора роста фибробластов, FGFR2c и 

FGFR2b получили способность связываться с атипичными лигандами FGF и активироваться ими. Эта 

потеря специфичности по отношению к лиганду приводит к аномальной передаче сигналов и свидетель-

ствует о том, что тяжелые фенотипы данных болезненных синдромов являются результатом эктопиче-

ской лиганд-зависимой активации FGFR-2 (см., например, Yu et al., 2000). 
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Активирующие мутации рецепторной тирозинкиназы FGFR-3, такие как хромосомные транслока-

ции или точечные мутации, производят дерегулируемые конститутивно активные рецепторы FGFR-3, 

которые были вовлечены во множественную миелому и формы рака мочевого пузыря и шейки матки 

(см., например, Powers et al., 2000). Следовательно, ингибирование FGFR-3 будет полезным при лечении 

множественной миеломы, рака мочевого пузыря и шейки матки. 

Ангиогенез 

Хронические пролиферативные заболевания часто сопровождаются усиленным ангиогенезом, ко-

торый может способствовать или поддерживать воспалительное и/или пролиферативное состояние, или 

который приводит к разрушению ткани посредством инвазивной пролиферации кровеносных сосудов 

(См., например, Folkman, 1995; Folkman, 1997; Folkman et al., 1992. 

Ангиогенез обычно используется для описания развития новых или замещенных кровеносных со-

судов или неоваскуляризации. Он является необходимым и физиологически нормальным процессом, с 

помощью которого сосудистая сеть создается в зародыше. Ангиогенез не происходит, в целом, в боль-

шинстве нормальных взрослых тканей, исключение составляют участки овуляции, менструации и зажив-

ления ран. Многие заболевания, однако, характеризуются постоянным и нерегулируемым ангиогенезом. 

Например, при артрите новые капиллярные кровеносные сосуды проникают в сустав и разрушают хрящ 

(см., например, Colville-Nash and Scott, 1992). При сахарном диабете (и при многих различных заболева-

ниях глаз) новые сосуды проникают в желтое пятно или сетчатку глаза или другие глазные структуры и 

могут привести к слепоте (см., например, Alon et al., 1995). Процесс атеросклероза связан с ангиогенезом 

(см., например, Kahlon et al., 1992). Было обнаружено, что опухолевый рост и метастазирование являются 

ангиогенез-зависимыми (см., например, Folkman, 1992; Denekamp, 1993; Fidler and Ellis, 1994). 

Признание участия ангиогенеза в основных заболеваниях сопровождается исследованиями с целью 

выявления и разработки ингибиторов ангиогенеза. Эти ингибиторы, как правило, классифицируются в 

ответ на отдельные мишени в каскаде ангиогенеза, такие как активация эндотелиальных клеток с помо-

щью ангиогенного сигнала; синтез и высвобождение деструктивных ферментов; миграция эндотелиаль-

ных клеток; пролиферация эндотелиальных клеток и формирование капиллярных трубочек. Таким обра-

зом, ангиогенез проходит множество стадий, и продолжаются попытки открыть и разработать соедине-

ния, которые работают для блокировки ангиогенеза на данных различных стадиях. 

Существует множество публикаций, которые сообщают, что ингибиторы ангиогенеза, работающие 

через различные механизмы, являются полезными при таких заболеваниях, как рак и метастазирование 

(см., например, O'Reilly et al., 1994; Ingber et al., 1990), глазные болезни (см., например, Friedlander et al., 

1995), артрит (см., например, Peacock et al., 1992; Peacock et al., 1995) и гемангиома (см., например, Ta-

raboletti et al., 1995). 

VEGFR 

Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), полипептид, который является митогенным для эндотели-

альных клеток in vitro и стимулирует ангиогенные ответы in vivo. VEGF также был связан к несоответст-

вующим ангиогенезом (см., например, Pinedo et al., 2000). VEGFR представляют собой рецепторные ти-

розинкиназы (RTK). RTK катализируют фосфорилирование специфических тирозиновых остатков в бел-

ках, вовлеченных в регуляцию клеточного роста и дифференцировки (см., например, Wilks et al., 1990; 

Courtneidge et al., 1993; Cooper et al, 1994; Paulson et al., 1995; Chan et al., 1996). 

Было идентифицировано три RTK-рецептора для VEGF: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 или 

KDR) и VEGFR-3 (Flt-4). Эти рецепторы вовлечены в ангиогенез и участвуют в сигнальной трансдукции 

(см., например, Mustonen et al., 1995). 

Особый интерес представляет VEGFR-2 (KDR), который является транс-мембранным рецептором 

RTK, экспрессируемым, главным образом, в эндотелиальных клетках. Активация VEGFR-2 с помощью 

VEGF представляет собой критический этап пути сигнальной трансдукции, который инициирует опухо-

левый ангиогенез. Экспрессия VEGF может быть конститутивной для опухолевых клеток и может также 

подвергаться повышающей регуляции в ответ на определенные стимулы. Одним из таких стимулов явля-

ется гипоксия, когда экспрессия VEGF активируется как в опухолевых, так и в ассоциированных тканях 

хозяина. VEGF-лиганд активирует VEGFR-2 путем связывания с его внеклеточным сайтом связывания 

VEGF. Это ведет к рецепторной димеризации VEGFR и аутофосфорилированию тирозиновых остатков 

на внутриклеточном киназном домене VEGFR-2. Киназный домен работает с переносом фосфата от АТР 

на тирозиновые остатки, обеспечивая таким образом сайты связывания для сигнальных белков ниже 

VEGFR-2, ведущих в конечном итоге к инициации ангиогенеза (см., например, McMahon et al., 2000). 

Ингибирование сайта связывания в киназном домене VEGFR-2 будет блокировать фосфорилирова-

ние тирозиновых остатков и служить для нарушения инициации ангиогенеза. 

VEGFR-2 (и VEGFR-3) локализованы, главным образом, в сосудистой сети (кровеносной и/или 

лимфатической) опухоли, поддерживающей большинство форм солидного рака, и поддаются существен-

ной повышающей регуляции. Есть основания полагать, что основной клинический механизм действия 

ингибиторов передачи сигналов VEGF основан на нацеливании на сосуды опухоли, а не на опухолевые 

клетки (см., например, Smith et al., 2010), хотя были описаны и другие механизмы. Было показано, что 

средства, направленные на фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), вводимые либо как отдельные сред-
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ства, либо в комбинации с химиотерапией, приносят пользу пациентам со злокачественными опухолями 

на поздних стадиях (см., например, Ellis et al., 2008). 

KDR играет решающую роль при других заболеваниях, и ингибиторы KDR могут найти примене-

ние в этих условиях. 

Атеросклероз 

KDR выраженно экспрессируется как на эндотелиальных клетках в процессе ангиогенеза, так и на 

эндотелии просвета атеросклеротических сосудов человека, но не в нормальных артериях или венах (см., 

например, Belgore et al., 2004). Взаимодействие между VEGF и VEGF-рецептором 2 (KDR, человек; Flk-

1, мышь) является ключевым для патологического ангиогенеза и участвует в развитии атеросклеротиче-

ских бляшек (см., например, Inoue et al., 1998). Вакцинация против KDR приводит к активации Т-клеток, 

подавлению неоангиогенеза и выраженному снижению атеросклероза, которое не зависело от гиперхоле-

стеринемии как у самцов, так и у самок мышей (см., например, Petrovan et al., 2007). 

Ожирение 

Образование новых сосудов в жировой ткани во время индуцированного диетой ожирения проис-

ходит главным образом из-за ангиогенеза, а не васкулогенеза de novo. Антиангиогенное лечение путем 

блокирования VEGFR2, но не VEGFR1, может ограничить увеличение жировой ткани (см., например, 

Tarn et al., 2009). 

Ретинопатия и макулопатия 

Аномальная активация системы VEGF-VEGFR тесно вовлечена в прогрессирование возрастной ма-

кулярной дегенерации (AMD). Поэтому аптамер против VEGF-Ai65, VEGF-нейтрализующее антитело 

(Fab-типа) и VEGF-Trap одобрены в настоящее время для лечения AMD (см., например, Masabumi et al., 

2013). Бевазуцимаб, антитело против VEGF, используется не по прямому назначению при таких состоя-

ниях, как AMD, диабетическая ретинопатия и диабетический макулярный отек (DME) (см., например, 

Rotsos et al., 2008). 

Нейропатический болевой синдром 

VEGF и VEGFR2 участвуют в патогенезе нейропатической боли. Лечение с антителом против 

rVEGF у крыс CCI может облегчать хроническую нейропатическую боль посредством снижения экс-

прессии рецепторов VEGFR2 и Р2Х2/3 на нейронах DRG для ингибирования передачи сигналов нейро-

патической боли (см., например, Lin et al., 2010). 

Ревматоидный артрит 

PTK787/ZK222584, ингибиторы рецепторной тирозинкиназы со специфической активностью про-

тив VEGFR, которые демонстрируют сильное ингибирование VEGF-R2 (KDR) и немного более слабое 

ингибирование VEGFR1 (Flt-1), Flk-1 (мышиный гомолог KDR) и Flt-4 (рецептор, обнаруженный в лим-

фатической системе), ингибировали припухлость коленного сустава на 40%, баллы тяжести (на 51%) и 

общие гистологические баллы у мышей с артритом, индуцированным коллагеном (см., например, Grosios 

et al., 2004) 

TIE 

Ангиопоэтин 1 (Ang1), лиганд для эндотелий-специфической рецепторной тирозинкиназы TIE-2, 

представляет собой ангиогенный фактор (см., например, Davis et al., 1996; Partanen et al., 1992; Davis et 

al., 1994; Davis et al., 1996; Alitalo et al., 1996; Godowski et al., 1997). Аббревиатура TIE представляет со-

бой "тирозинкиназу, содержащую домены, гомологичные к Ig и EGF". TIE используется для идентифи-

кации класса рецепторных тирозинкиназ, которые экспрессируются исключительно в эндотелиальных 

клетках сосудов и ранних гемопоэтических клетках. Как правило, рецепторные киназы TIE характеризу-

ются наличием EGF-подобного домена и иммуноглобулин (IG)-подобного домена, который состоит из 

внеклеточных сворачивающихся блоков, стабилизированных внутрицепочечными дисульфидными свя-

зями (см., например, Partanen et al, 1999). В отличие от VEGF, который функционирует на ранних стади-

ях развития сосудов, Ang1 и его рецептор TIE-2 функционируют на более поздних стадиях развития со-

судов, т.е. во время ремоделирования сосудов (ремоделирование относится к формированию просвета 

сосудов) и созревания (см., например, Yancopoulos et al., 1998; Peters et al., 1998; Suri et al, 1996). 

Следовательно, можно ожидать, что ингибирование TIE-2 будет служить для нарушения ремодели-

рования и созревания новой сосудистой сети, инициированной ангиогенезом, тем самым нарушая ангио-

генный процесс. 

р38 

р38 является членом семейства MAPK размером 38 кДа, которая активируется в ответ на стресс и 

играет важную роль в иммунном ответе, выживании и дифференцировке клеток. Были описаны четыре 

MAPK-киназы р38; эти белки имеют высокую степень гомологии (р38α, β, γ и 5). MAPK р38 могут акти-

вироваться различными стимулами, такими как факторы роста, воспалительные цитокины или различ-

ный стресс окружающей среды. MAPK р38 могут, в свою очередь, активировать ряд нижележащих ми-

шеней, в том числе протеинкиназы, цитозольные субстраты, транскрипционные факторы и факторы ре-

моделирования хроматина. Сильная активация MAPK р38 цитокинами и клеточным стрессом в целом 

способствует ингибированию роста клеток и индуцирует апоптоз (см., например, обзор в Cuadrado et al, 
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2010). В последнее время было обнаружено, что p38α играет важную роль в поддержании гомеостаза и 

связанных с ним патологий. Наиболее известная и наиболее широко освещаемая роль p38α при болезни 

связана с ее функцией при передаче сигналов цитокинов и стимулировании патологического воспаления. 

Некоторые исследования показали, как p38α может опосредовать ряд моделей заболеваний, в том числе 

ревматоидный артрит, псориаз, болезнь Альцгеймера, воспалительное заболевание кишечника, болезнь 

Крона, онкогенез, сердечно-сосудистые заболевания и инсульт. Кроме того, есть свидетельства о роли 

MAPK р38 в развитии и поддержании ряда заболеваний легких, таких как астма, муковисцидоз, идиопа-

тический фиброз легких и хроническая обструктивная болезнь легких. Таким образом, p38α представля-

ет собой интересную фармацевтическую мишень, особенно из-за ее важной роли в воспалительных забо-

леваниях (см., например, обзор в Oeztuerk-Winder et al., 2012). Пиридинил-имидазольные лекарственные 

средства, такие как SB203580, были первыми идентифицированными ингибиторами MAPK р38, которые 

конкурентно связываются в АТР-связывающем кармане и широко применяются для исследования функ-

ций MAPK р38 (см., например, Coulthard et al., 2009). 

SRC 

c-SRC принадлежит к нерецепторным киназам семейства SRC (SFK). Эти белки вовлечены во мно-

гие клеточные события, такие как пролиферация, выживание и подвижность клеток. Таким образом, ги-

перактивация передачи сигналов SRC способствует различным аспектам развития опухоли. Наиболее 

известной функцией c-SRC является ее активное взаимодействие с трансмембранными рецепторными 

тирозинкиназами (RTK) на клеточной мембране посредством ее доменов SH2 и SH3. c-SRC взаимодей-

ствует с многими RTK, в том числе с рецептором эпидермального фактора роста (EGFR), рецептором 

эпидермального фактора роста человека 2 (HER2), рецептором фактора роста тромбоцитов (PDGFR), 

рецептором инсулиноподобного фактора роста-1 (IGF-1R) и c-Met/рецептором фактора роста гепатоци-

тов (HGFR). С помощью этих взаимодействий c-SRC интегрирует и регулирует передачу сигналов RTK и 

непосредственно преобразовывает сигналы выживания для нижерасположенных эффекторов, таких как 

фосфоинозитид-3-киназы (PI3K), Akt и переносчик сигнала и активатор транскрипции 3 (STAT3) (см., 

например, Zhang et al., 2012). Другие мембранные рецепторы, такие как интегрины, также могут активи-

ровать c-SRC, запуская таким образом сигнальный каскад, который регулирует миграцию клеток, адге-

зию и инвазию. Активация c-Src через взаимодействие с катенином p120 способствует диссоциации 

межклеточных адгезионных контактов, повышая таким образом подвижность клеток. c-SRC непосредст-

венно фосфорилирует киназу фокальной адгезии (FAK), стабилизирующую комплексы фокальной адге-

зии, которые состоят из FAK, паксиллина, RhoA и других компонентов, и повышает адгезию клеток к 

внеклеточному матриксу. Кроме того, c-SRC играет важную роль в регуляции микроокружения опухоли. 

Активация c-SRC при гипоксии способствует ангиогенезу путем стимуляции экспрессии фактора роста 

эндотелия сосудов (VEGF), матриксных металлопротеиназ (ММР) и интерлейкина-8 (IL-8) (см., напри-

мер, Yeatman et al., 2004). 

Нацеливание на SFK представляет собой хорошо отработанный терапевтический подход для мно-

гих видов рака. Дазатиниб является перорально доступным низкомолекулярным мультикиназным инги-

битором, который эффективно ингибирует киназы семейства SRC (SRC, LCK, YES, FYN), а также BCR-

ABL, c-KIT, PDGFR-α и β и киназу эфринового рецептора (см., например, Lindauer et al., 2010). В более 

поздних исследованиях сообщалось, что Src также вовлечена в связанный с воспалением сигнальный 

путь. Во многих исследованиях показано, что c-SRC играет критическую роль в опосредованных макро-

фагами воспалительных ответах. Важно отметить, что различные воспалительные заболевания тесно свя-

заны с активацией макрофагов; поэтому ингибирование c-SRC может представлять собой полезную те-

рапевтическую стратегию для опосредованных макрофагами заболеваний (см., например, Byeon et al., 

2012). 

Lck 

Lck (лимфоцит-специфическая киназа) представляет собой киназу SFK, которая является критиче-

ской для активации Т-клеток, и ее активность индуцируется Т-клеточным рецептором (TCR). Сигналы 

TCR, инициированные с помощью Lck, ведут к событиям регуляции генов, приводящим к высвобожде-

нию цитокинов, пролиферации и выживанию антиген-специфических Т-клеток, тем самым усиливая 

специфические иммунные ответы. Ингибирование Lck, как ожидается, может предложить новый тера-

певтический подход для лечения опосредованных Т-клетками аутоиммунных и воспалительных заболе-

ваний и/или отторжения трансплантата органа (см., например, Martin et al., 2010). 

Известные соединения 

Niculescu-Duvaz et al., 2006, описывает определенные соединения имидазо[4,5-b]пиридин-2-она и 

оксазоло[4,5-b]пиридин-2-она, которые, inter alia, ингибируют активность RAF (например, BRAF) и ко-

торые пригодны при лечении пролиферативных нарушений, таких как рак. Ряд соединений, показанных 

в их работе, имеют 5-(трет-бутил)-2-(фенил)пиразол-3-ильную группу или 5-(трет-бутил)-2-

(пиридил)пиразол-3-ильную группу. Вместе с тем, в каждом случае фенильная и пиридильная группа 

является незамещенной, пара-замещенной или орто,пара-дизамещенной; ни в одном из этих соединений 

она не является мета-замещенной. Ниже представлены следующие соединения. 
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Niculescu-Duvaz et al., 2007, описывает определенные соединения имидазо[4,5-b]пиридин-2-она и 

оксазоло[4,5-b]пиридин-2-она, которые, inter alia, ингибируют активность RAF (например, BRAF) и ко-

торые пригодны при лечении пролиферативных нарушений, таких как рак. Ряд соединений, показанных 

в их работе, имеют 5-(трет-бутил)-2-(фенил)пиразол-3-ильную группу. Вместе с тем, в каждом случае 

фенильная группа является незамещенной или пара-замещенной; ни в одном из этих соединений она не 

является мета-замещенной. Ниже представлены следующие соединения. 
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Springer et al., 2009, описывает определенные пиридо[2,3-b]пиразин-8-замещенные соединения, ко-

торые, inter alia, ингибируют активность RAF (например, BRAF) и которые пригодны при лечении про-

лиферативных нарушений, таких как рак. Ряд соединений, показанных в их работе, имеет 5-(трет-бутил)-

2-(фенил)пиразол-3-ильную группу или 5-(трет-бутил)-2-(пиридил)пиразол-3-ильную группу. Вместе с 

тем, в каждом случае фенильная и пиридильная группа является незамещенной или пара-замещенной; ни 

в одном из этих соединений она не является мета-замещенной. Ниже представлены следующие соедине-

ния. 

 
Niculescu-Duvaz et al., 2009, описывает определенные арил-хинолинильные соединения, которые, 

inter alia, ингибируют активность RAF (например, BRAF) и которые пригодны при лечении пролифера-

тивных нарушений, таких как рак. Ряд соединений, показанных в их работе, имеют 5-(трет-бутил)-2-
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(фенил)пиразол-3-ильную группу. Вместе с тем, в каждом случае фенильная группа является незамещен-

ной или пара-замещенной; ни в одном из этих соединений она не является мета-замещенной. Ниже пред-

ставлены следующие соединения. 

 

 
Springer et al., 2011 описывает определенные соединения 1-(5-трет-бутил-2-фенил-2H-пиразол-3-

ил)-3-[2-фтор-4-(1-метил-2-оксо-2,3-дигидро-1H-имидазо[4,5-b]пиридин-7-илокси)фенил]мочевины, ко-

торые, inter alia, ингибируют активность RAF (например, BRAF) и которые пригодны при лечении про-

лиферативных нарушений, таких как рак. Ниже представлено следующее соединение. 

 
Murray et al., 2011, описывает определенные соединения для применения при лечении воспалитель-

ного заболевания или респираторного нарушения. Некоторые из соединений, показанных в их работе, 

имеют 5-(трет-бутил)-2-(фенил)пиразол-3-ильную группу или 5-(трет-бутил)-2-(пиридил)пиразол-3-

ильную группу. Вместе с тем, в каждом случае фенильная и пиридильная группа является незамещенной, 

пара-замещенной или мета, пара-замещенной; ни в одном из этих соединений она не является мета-

замещенной, пара-замещенной. Ниже представлены следующие соединения. 
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Известен ряд соединений, имеющих 5-(трет-бутил)-2-(3-фторфенил)пиразол-3-ильную группу, в 

том числе следующие. 

 

 
Краткое описание изобретения 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к определенным соединениям 1-(5-трет-бутил-

2-арилпиразол-3-ил)-3-[2-фтор-4-[(3-оксо-4H-пиридо[2,3-b]пиразин-8-ил)окси]фенил]мочевины (назы-

ваемым в данном документе "соединения ТВАР"), описываемым в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к композиции (например, фармацевтиче-

ской композиции), содержащей соединение ТВАР, описываемое в данном документе, и фармацевтически 

приемлемый носитель или разбавитель. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к способу получения композиции (напри-

мер, фармацевтической композиции), включающему этап смешивания соединения ТВАР, описываемого 

в данном документе, и фармацевтически приемлемого носителя или разбавителя. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к способу ингибирования функции (на-
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пример, в клетке) RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.) in vitro или in vivo, включающему приведение 

клетки в контакт с эффективным количеством соединения ТВАР, описываемого в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к соединению ТВАР, описываемому в 

данном документе, для применения в способе лечения организма человека или животного посредством 

терапии, например, для применения в способе лечения нарушения (например, заболевания), описываемо-

го в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к применению соединения ТВАР, описы-

ваемого в данном документе, при изготовлении лекарственного препарата, например, для применения в 

способе лечения нарушения (например, заболевания), описываемого в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к способу лечения, например способу ле-

чения нарушения (например, заболевания), описываемого в данном документе, включающему введение 

субъекту, нуждающемуся в лечении, терапевтически эффективного количества соединения ТВАР, опи-

сываемого в данном документе, предпочтительно в форме фармацевтической композиции. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к набору, содержащему:  

(а) соединение ТВАР, описываемое в данном документе, предпочтительно обеспеченное в виде 

фармацевтической композиции и в подходящем контейнере и/или с подходящей упаковкой; и 

(b) инструкции для применения, например, письменных инструкций о том, как вводить соединение. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к соединению ТВАР, получаемому спосо-

бом синтеза, описываемым в данном документе, или способом, включающим способ синтеза, описывае-

мый в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к соединению ТВАР, полученному спосо-

бом синтеза, описываемым в данном документе, или способом, включающим способ синтеза, описывае-

мый в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к новым промежуточным соединениям, 

описываемым в данном документе, которые пригодны для применения в способах синтеза, описываемых 

в данном документе. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к применению таких новых промежуточ-

ных соединений, описываемых в данном документе, в способах синтеза, описываемых в данном доку-

менте. 

Как будет понятно специалисту в данной области, признаки и предпочтительные варианты осуще-

ствления одного из аспектов настоящего изобретения также относятся к другим аспектам настоящего 

изобретения. 

Подробное описание изобретения 

Соединения 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к определенным соединениям 1-(5-трет-бутил-

2-арил-пиразол-3-ил)-3-[2-фтор-4-[(3-оксо-4H-пиридо[2,3-b]пиразин-8-ил)окси]фенил]мочевины, кото-

рые являются структурно родственными представленным ниже соединениям. 

 
Более конкретно, настоящее изобретение относится к некоторым родственным соединениям, кото-

рые дополнительно имеют один мета-заместитель (обозначенный в данном документе как -Y). 

Таким образом, один из аспектов настоящего изобретения относится к соединениям, выбранным из 

соединений следующей формулы, и их фармацевтически приемлемым солям, N-оксидам, гидратам и 

сольватам, где =X- и -Y имеют значения, определяемые в данном документе (для удобства все вместе 

называемые в данном документе "соединения ТВАР"): 

 
Некоторые варианты осуществления настоящего изобретения включают в себя представленные ни-

же. 

(1) Соединение, выбранное из соединений следующей формулы и их фармацевтически приемлемых 
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солей, N-оксидов, гидратов и сольватов: 

 
где 

=X- независимо представляет собой =CH- или =N-;  

-Y независимо представляет собой -Y
1
, -Y

2
, -Y

3
, -Y

4
, -Y

5
 или -Y

6
;  

-Y
1
 независимо представляет собой -F, -Cl, -Br или -I;  

-Y
2
 представляет собой линейный или разветвленный насыщенный C1-4алкил;  

-Y
3
 представляет собой линейный или разветвленный насыщенный C1-4галогеналкил;  

-Y
4
 представляет собой -OH;  

-Y
5
 представляет собой линейную или разветвленную насыщенную C1-4алкокси и 

-Y
6
 представляет собой линейную или разветвленную насыщенную C1-4галогеналкокси. 

Следует отметить, что таутомеризация возможна на 3-оксо-3,4-дигидропиридо[3,2-b]пиразин-8-

ильной группе, как показано ниже. Если не указано иное, то ссылка на один таутомер предназначена для 

ссылки на оба таутомера. 

 
Следует отметить, что когда -Х= представляет собой -N= и -Y представляет собой -Y

4
 (т.е. -OH), та-

утомеризация возможна на полученной 2-гидроксипирид-4-ильной группе, как показано ниже. Если не 

указано иное, то ссылка на один таутомер предназначена для ссылки на оба таутомера. 

 
Следует отметить, что когда =X- представляет собой =N-, полученная группа является пиридил-4-

ильной группой и может образовываться N-оксид, как показано ниже. 

 
Во избежание недоразумений выражение "линейный или разветвленный насыщенный C1-

4галогеналкил" относится к линейной или разветвленной насыщенной C1-4алкильной группе, которая 

имеет 1 или несколько (например, 1, 2, 3 и т.д.) галогеновых (например, -F, -Cl, -Br, -I) заместителей. 

Примером такой группы является -CF3. 

Во избежание недоразумений выражение "линейная или разветвленная насыщенная C1-4алкокси" отно-

сится к группе -OR, где R представляет собой линейную или разветвленную насыщенную C1-4алкильную 

группу. Примером такой группы является -OMe. 

Аналогичным образом, выражение "линейная или разветвленная насыщенная C1-4галогеналкокси" отно-

сится к группе -OR, где R представляет собой линейную или разветвленную насыщенную C1-4гало-

геналкильную группу. Примером такой группы является -OCF3. 

Во избежание недоразумений метил сокращается как -Me; этил сокращается как -Et; n-пропил со-

кращается как -nPr; изопропил сокращается как -iPr; н-бутил сокращается как -nBu; изобутил сокращает-

ся как -iBu; втор-бутил сокращается как -sBu; трет-бутил сокращается как -tBu; и фенил сокращается как 

-Ph. 

Группа =X- 

(2) Соединение по (1), где =X- представляет собой =CH-. 

(3) Соединение по (1), где =X- представляет собой =N-.  

Группа -Y 

(4) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
1
. 

(5) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
2
. 

(6) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
3
. 

(7) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
4
. 

(8) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
5
. 
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(9) Соединение по любому из (1)-(3), где -Y представляет собой -Y
6
.  

Группа -Y
1
 

(10) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, независимо представляет собой  

-F, -Cl, -Br. 

(11) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, независимо представляет собой  

-F или -Cl. 

(12) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -F. 

(13) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -Cl. 

(14) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -Br. 

(15) Соединение по любому из (1)-(9), где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -I. 

Группа -Y
2
 

(16) Соединение по любому из (1)-(15), где -Y
2
, если присутствует, независимо представляет собой  

-Me, -Et, -nPr, -iPr, -nBu, -iBu, -sBu или -tBu. 

(17) Соединение по любому из (1)-(15), где -Y
2
, если присутствует, независимо представляет собой  

-Me, -Et, -nPr или -iPr. 

(18) Соединение по любому из (1)-(15), где -Y
2
, если присутствует, независимо представляет собой  

-Me или -Et. 

(19) Соединение по любому из (1)-(15), где -Y
2
, если присутствует, представляет собой -Me. 

Группа -Y
3
 

(20) Соединение по любому из (1)-(19), где -Y
3
, если присутствует, представляет собой линейный 

или разветвленный насыщенный C1-4фторалкил. 

(21) Соединение по любому из (1)-(19), где -Y
3
, если присутствует, независимо представляет собой  

-CH2F, -CHF2, -CF3, -CH2CH2F, -CH2CHF2 или -CH2CF3. 

(22) Соединение по любому из (1)-(19), где -Y
3
, если присутствует, независимо представляет собой  

-CH2F, -CHF2 или -CF3. 

(23) Соединение по любому из (1)-(19), где -Y
3
, если присутствует, представляет собой -CF3. 

Группа -Y
5
 

(24) Соединение по любому из (1)-(23), где -Y
5
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-Ме, -O-Et, -O-nPr, -O-iPr, -O-nBu, -O-iBu, -O-sBu или -O-tBu. 

(25) Соединение по любому из (1)-(23), где -Y
5
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-Ме, -O-Et, -O-nPr или -O-iPr. 

(26) Соединение по любому из (1)-(23), где -Y
5
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-Ме или -O-Et. 

(27) Соединение по любому из (1)-(23), где -Y
5
, если присутствует, представляет собой -O-Me. 

Группа -Y
6
 

(28) Соединение по любому из (1)-(27), где -Y
6
, если присутствует, представляет собой линейную 

или разветвленную насыщенную C1-4фторалкокси. 

(29) Соединение по любому из (1)-(27), где -Y
6
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-CH2F, -O-CHF2, -O-CF3, -O-CH2CH2F, -O-CH2CHF2 или -O-CH2CF3. 

(30) Соединение по любому из (1)-(27), где -Y
6
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-CH2F, -O-CHF2 или -O-CF3. 

(31) Соединение по любому из (1)-(27), где -Y
6
, если присутствует, представляет собой -O-CF3. 

Некоторые предпочтительные соединения 

(32) Соединение по (1), выбранное из соединений представленных ниже формул и их фармацевти-

чески приемлемых солей, N-оксидов, гидратов и сольватов. 
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Комбинации 

Следует понимать, что определенные признаки настоящего изобретения, которые для ясности опи-

саны в контексте отдельных вариантов осуществления, также могут быть представлены в комбинации в 

одном варианте осуществления. Наоборот, различные признаки настоящего изобретения, которые для 

краткости описаны в контексте одного варианта осуществления, также могут быть представлены отдель-

но или в любой подходящей субкомбинации. Все комбинации вариантов осуществления, относящихся к 

химическим группам, представленным переменными (например, =X-, -Y, -Y
1
, -Y

2
, -Y

3
, -Y

4
, -Y

5
, -Y

6
 и 

т.д.), конкретно охвачены настоящим изобретением и раскрыты в данном документе так же, как если бы 

каждая комбинация была по отдельности и в явном виде раскрыта в той степени, что такие комбинации 

охватывают соединения, которые являются стабильными соединениями (т.е. соединения, которые могут 

быть выделены, охарактеризованы и испытаны на биологическую активность). Кроме того, все субком-

бинации химических групп, перечисленных в вариантах осуществления, описывающих такие перемен-

ные, также конкретно охвачены настоящим изобретением и раскрыты в данном документе так, как если 

бы каждая такая субкомбинация химических групп была по отдельности и в явном виде раскрыта в дан-

ном документе. 

По существу, очищенные формы 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к соединениям ТВАР, описываемым в данном 

документе, в по существу очищенной форме и/или в форме, по существу, не содержащей загрязняющих 

примесей. 

В одном из вариантов осуществления соединение находится в по существу очищенной форме и/или 

в форме, по существу, не содержащей загрязняющих примесей. 

В одном из вариантов осуществления соединение находится в по существу очищенной форме с чи-

стотой по меньшей мере 50 вес.%, например, по меньшей мере 60 вес.%, например, по меньшей мере 70 

вес.%, например, по меньшей мере 80 вес.%, например, по меньшей мере 90 вес.%, например, по мень-

шей мере 95 вес.%, например, по меньшей мере 97 вес.%, например, по меньшей мере 98 вес.%, напри-

мер, по меньшей мере 99 вес.%. 

В одном из вариантов осуществления соединение находится в форме, по существу не содержащей 

загрязняющих примесей, где загрязняющие примеси составляют не более чем 50 вес.%, например не бо-

лее чем 40 вес.%, например не более чем 30 вес.%, например не более чем 20 вес.%, например не более 

чем 10 вес.%, например не более чем 5 вес.%, например не более чем 3 вес.%, например не более чем 2 
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вес.%, например не более чем 1 вес.%. Если не указано иное, загрязняющие примеси относятся к другим 

соединениям. 

Изомеры 

Определенные соединения могут существовать в одной или нескольких конкретных геометриче-

ских, оптических, энантиомерных, диастереомерных, эпимерных, атропоизомерных, стереоизомерных, 

таутомерных, конформационных или аномерных формах, в том числе без ограничения в цис- и транс-

формах; Е- и Z-формах; c-, t- и r- формах; эндо- и экзоформах; R-, S- и мезоформах; D- и L-формах; d- и l-

формах; формах (+) и (-); кето-, енол-и енолят-формах; син- и анти-формах; синклинальной и антикли-

нальной формах; α- и β-формах; аксиальной и экваториальной формах; в формах лодки, кресла, "твист", 

конверта и полукресла и их комбинаций, в дальнейшем совместно именуемых "изомерами" (или "изо-

мерными формами"). 

Следует отметить, что за исключением описанного ниже для таутомерных форм, специально ис-

ключенными из термина "изомеры", используемого в данном документе, являются структурные (или 

конституциональные) изомеры (т.е. изомеры, которые отличаются связями между атомами, а не только 

положением атомов в пространстве). Например, ссылка на метоксигруппу -OCH3 не должна истолковы-

ваться как ссылка на ее структурный изомер, гидроксиметильную группу -CH2OH. Аналогичным обра-

зом, ссылка на ортохлорфенил не должна истолковываться как ссылка на его структурный изомер, мета-

хлорфенил. Вместе с тем ссылка на класс структур вполне может включать в себя структурно изомерные 

формы, попадающие в пределы этого класса (например, C1-7алкил включает н-пропил и изопропил; бутил 

включает н-, изо-, втор- и трет-бутил; метоксифенил включает орто-, мета- и пара-метоксифенил). 

Вышеприведенное исключение не относится к таутомерным формам, например, кето-, енол- и ено-

лят-формам, как например, в следующих таутомерных парах: кето/енол (показываемая ниже), 

имин/енамин, амид/иминоспирт, амидин/амидин, нитрозо/оксим, тиокетон/энетиол, N-

нитрозо/гидроксиазо и нитро/ацинитро. 

 
Следует отметить, что специально включенными в термин "изомер" являются соединения с одним 

или несколькими изотопными замещениями. Например, H может находиться в любой изотопной форме, 

в том числе 
1
H, 

2
Н (D) и 

3
Н (Т); C может находиться в любой изотопной форме, в том числе 

12
C, 

13
C и 

14
C; 

O может находиться в любой изотопной форме, в том числе 
16

O и 
18

O; и тому подобное. 

Если не указано иное, ссылка на конкретное соединение включает все такие изомерные формы, в 

том числе их смеси. Способы получения и выделения таких изомерных форм либо известны в данной 

области, либо могут быть легко получены путем адаптации способов, изложенных в данном документе, 

или известными способами, известным образом. 

Соли 

Может быть удобно или желательно получить, очистить и/или обработать соответствующую соль 

соединения, например, фармацевтически приемлемую соль. Примеры фармацевтически приемлемых 

солей обсуждаются в Berge et al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts," J. Pharm. Sci., vol. 66, pp. 1-19. 

Например, если соединение является анионным или имеет функциональную группу, которая может 

быть анионной (например, -COOH может представлять собой -COO
-
), тогда соль может быть образована 

с подходящим катионом. Примеры подходящих неорганических катионов включают без ограничения 

ионы щелочных металлов, такие как Na
+
 и K

+
, щелочно-земельные катионы, такие как Ca

2+
 и Mg

2+
, и 

другие катионы, такие как Al
3+

. Примеры подходящих органических катионов включают без ограниче-

ния ион аммония (т.е. NH4
+
) и замещенные ионы аммония (например, NH3R

+
, NH2R2

+
, NHR3, NR4

+
). 

Примерами некоторых подходящих замещенных ионов аммония являются полученные из: этиламина, 

диэтиламина, дициклогексиламина, триэтиламина, бутиламина, этилендиамина, этаноламина, диэтано-

ламина, пиперазина, бензиламина, фенилбензиламина, холина, меглюмина и трометамина, а также ами-

нокислот, таких как лизин и аргинин. Примером распространенного иона четвертичного аммония явля-

ется N(CH3)4
+
. 

Если соединение является катионным или имеет функциональную группу, которая может быть ка-

тионной (например, -NH2 может быть -NH3
+
), тогда соль может быть образована с помощью подходяще-

го аниона. Примеры подходящих неорганических анионов включают без ограничения полученные из 

следующих неорганических кислот: хлористоводородной, бромистоводородной, йодистоводородной, 

серной, сернистой, азотной, азотистой, фосфорной и фосфористой. 

Примеры подходящих органических анионов включают без ограничения полученные из следующих 

органических кислот: 2-ацетоксибензойная, уксусная, аскорбиновая, аспарагиновая, бензойная, камфор-

сульфоновая, коричная, лимонная, эдетовая, этандисульфоновая, этансульфоновая, муравьиная, фумаро-

вая, глюкогептоновая, глюконовая, глутаминовая, гликолевая, гидроксималеиновая, гидроксинафталин-

карбоновая, изэтионовая, молочная, лактобионовая, лауриновая, малеиновая, яблочная, метансульфоно-

вая, муциновая, олеиновая, щавелевая, пальмитиновая, памовая, пантотеновая, фенилуксусная, фенил-

сульфоновая, пропионовая, пировиноградная, салициловая, стеариновая, янтарная, сульфаниловая, вин-
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ная, толуолсульфоновая и валериановая. Примеры подходящих полимерных органических анионов 

включают без ограничения полученные из следующих полимерных кислот: дубильная кислота, карбок-

симетилцеллюлоза. 

Если не указано иное, ссылка на конкретное соединение также включает его солевые формы. N-

оксиды 

Может быть удобно или желательно получить, очистить и/или обработать соответствующий N-

оксид соединения. Например, соединение, имеющее пиридильную группу, может быть получено, очи-

щено и/или обработано в виде соответствующего N-оксида. 

 
Если не указано иное, ссылка на конкретное соединение также включает его N-оксидные формы. 

Гидраты и сольваты 

Может быть удобно или желательно получить, очистить и/или обработать соответствующий соль-

ват соединения. Термин "сольват" используется в данном документе в обычном смысле по отношению к 

комплексу растворенного вещества (например, соединения, соли соединения) и растворителя. Если рас-

творителем является вода, сольват может обычно называться гидратом, например, моногидратом, дигид-

ратом, тригидратом и т.д. 

Если не указано иное, ссылка на конкретное соединение также включает его сольватные и гидрат-

ные формы. 

Химически защищенные формы 

Может быть удобно или желательно получить, очистить и/или обработать соединение в химически 

защищенной форме. Выражение "химически защищенная форма" используется в данном документе в 

обычном химическом смысле и относится к соединению, в котором одна 

или несколько реакционноспособных функциональных групп защищены от нежелательных хими-

ческих реакций при определенных условиях (например, pH, температура, излучение, растворитель и то-

му подобное). На практике хорошо известные химические способы используются для того, чтобы обра-

тимо сделать нереакционноспособной функциональную группу, которая иначе была бы реакционноспо-

собной при определенных условиях. В химически защищенной форме одна или несколько реакционно-

способных функциональных групп находятся в форме защищенной или защитной группы (также извест-

ной как замаскированная или маскирующая группа или заблокированная или блокирующая группа). При 

защите реакционноспособной функциональной группы можно проводить реакции, использующие другие 

незащищенные реакционноспособные группы, не оказывая влияния на защищенную группу; защитную 

группу можно удалить, обычно на следующем этапе, без существенного воздействия на остальную часть 

молекулы. См., например, Protective Groups in Organic Synthesis (Т. Greene and P. Wuts; 4th Edition; John 

Wiley and Sons, 2006). 

Большое разнообразие таких "защитных", "блокирующих" или "маскирующих" способов широко 

используются и хорошо известны в органическом синтезе. Например, из соединения, которое имеет две 

неэквивалентные реакционноспособные функциональные группы, обе из которых были бы реакционно-

способными при определенных условиях, можно получить производное с превращением одной из функ-

циональных групп в "защищенную" и, следовательно, нереакционноспособную при определенных усло-

виях; защищенное таким образом соединение может использоваться в качестве реагента, который факти-

чески имеет только одну реакционноспособную функциональную группу. После того, как необходимая 

реакция (с участием другой функциональной группы) завершена, защищенную группу можно сделать 

"незащищенной" с возвращением ей исходной функциональности. 

Например, гидроксильная группа может быть защищена в виде эфира (-OR) или сложного эфира (-

OC(=O)R), как, например, трет-бутиловый эфир; бензиловый, бензгидриловый (дифенилметиловый) или 

тритиловый (трифенилметиловый) эфир; триметилсилиловый или трет-бутилдиметилсилиловый эфир 

или ацетиловый сложный эфир (-OC(=O)CH3, -ОАс). 

Например, альдегидная или кетоновая группа может быть защищена в виде ацеталя (R-CH(OR)2) 

или кеталя (R2C(OR)2), соответственно, в которых карбонильная группа (>C=O) превращается в диэфир-

ную (>С(OR)2) в результате реакции, например, с первичным спиртом. Альдегидную или кетоновую 

группу легко регенерировать путем гидролиза с использованием большого избытка воды в присутствии 

кислоты. 

Пролекарства 

Может быть удобно или желательно получить, очистить и/или обработать соединение в форме про-

лекарства. Выражение "пролекарство", используемое в данном документе, относится к соединению, ко-

торое при метаболизировании (например, in vivo) дает желаемое активное соединение. Как правило, про-

лекарство является неактивным или менее активным, чем желаемое активное соединение, но может 

обеспечить выгодную обработку, введение или метаболические свойства. 

Например, некоторые пролекарства представляют собой сложные эфиры активного соединения 
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(например, физиологически приемлемый метаболически неустойчивый сложный эфир). В ходе метабо-

лизма эфирная группа (-C(=O)OR) расщепляется с образованием активного лекарственного средства. 

Такие сложные эфиры могут быть образованы путем эстерификации, например, любой из групп карбо-

новой кислоты (-C(=O)OH) в исходном соединении и, в случае необходимости, с предшествующей защи-

той любых других реакционноспособных групп, присутствующих в исходном соединении, с последую-

щим снятием защиты в случае необходимости. 

Кроме того, некоторые пролекарства активируются ферментативно с образованием активного со-

единения или соединения, которое при дальнейшей химической реакции дает активное соединение (на-

пример, как в ADEPT, GDEPT, LIDEPT и т.д.). Например, пролекарство может представлять собой про-

изводное сахара или другой гликозидный конъюгат или может представлять собой производное сложно-

го эфира аминокислоты. 

Химический синтез 

Способы химического синтеза соединений по настоящему изобретению описаны в данном доку-

менте. Эти и/или другие хорошо известные способы могут быть модифицированы и/или адаптированы 

известным образом для того, чтобы облегчить синтез дополнительных соединений в пределах объема 

настоящего изобретения. 

Описания общих лабораторных методов и процедур, пригодных для получения соединений, опи-

санных в данном документе, приводятся в Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry. 5th Edition. 

1989, (Editors: Furniss, Hannaford, Smith, and Tatchell) (опубликовано Longmann, UK). 

Способы синтеза пиридиновых соединений, в частности, описаны в Heterocyclic Chemistry. 3rd Edi-

tion. 1998, (Editors: Joule, Mills, and Smith) (опубликовано Chapman & Hall, UK). 

Соединения ТВАР, описанные в данном документе, могут быть получены с помощью ключевого 

промежуточного соединения (2). Это промежуточное соединение может быть получено из доступных 

для приобретения исходных материалов, 2-амино-3-нитро-4-хлорпиридина (1) и 3-фтор-4-аминофенола. 

Промежуточное соединение (2) может быть селективно защищено по аминогруппе, например, как кар-

бамат BOC, с получением промежуточного соединения (3). 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 1 

 
Промежуточное соединение (3) также может быть получено непосредственно из 2-амино-3-нитро-4-

хлорпиридина (1) и N-BOC-защищенного 3-фтор-4-аминофенола. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 2 

 
Нитрогруппа защищенного промежуточного соединения (3) может быть восстановлена с получени-

ем аминогруппы, например, с помощью Pd/C и формиата аммония, или водорода, или с помощью NiCl2 и 

NaBH4 с получением диамино- промежуточного соединения (4). 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 3 

 
Пиридопиразиноны могут быть получены из промежуточного соединения (4) в реакции с этилгли-

оксилатом или глиоксиловой кислотой. Оба изомера, (5) и (6), могут быть получены из реакции (4) с 

этилглиоксилатом или глиоксиловой кислотой. Соотношение этих двух изомеров может зависеть от вы-

бора реагентов и растворителей, так что предпочтительно получают один. Требуемый изомер (5) может 

быть выделен из смеси с помощью колоночной хроматографии или селективной кристаллизации из сме-

си. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 
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Схема 4 

 
При снятии защити с защитной группы (PG), например, с использованием тетрабутиламмония фто-

рида (TBAF) для защитной группы Boc, производится общее промежуточное соединение (7). 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 5 

 
Ключевое промежуточное соединение (7) вступает в реакцию с 3-трет-бутил-5-изоцианато-1-арил-

1H-пиразолами (10) с получением соответствующих мочевин (11). 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 6 

 
Соответствующие изоцианаты (10) могут быть получены, например, с помощью реакции аминов (9) 

с фосгеном, трифосгеном или их производными или путем превращения соответствующих карбоновых 

кислот (8) в ацилазиды, например, с дифенилфосфорилазидом, с последующей перегруппировкой Кур-

циуса. Эти реагенты идентифицированы только для иллюстрации, и следует отметить, что в данной об-

ласти известны другие подходящие реагенты, которые также могут быть использованы для превращения 

аминов или карбоновых кислот в изоцианаты. 

Примеры таких способов иллюстрируются на представленной ниже схеме. 

Схема 7 

 
Необходимые карбоновые кислоты (8) могут быть получены, например, с помощью реакции соот-

ветствующих фенил- или пиридил- мета-замещенных бороновых кислот (R представляет собой H) или 

сложных эфиров бороновой кислоты (R представляет собой алкил) (12) с 3-трет-бутил-1H-пиразол-5-

карбоксилатным сложным эфиром с последующим гидролизом сложного эфира до карбоновой кислоты. 

Сложные эфиры бороновой кислоты B(OR)2 включают циклические сложные эфиры, такие как 4,4,5,5-

тетраметил-1,3,2-диоксаборолан-2-ил. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 8 

 
Желаемые амины (9) могут быть получены, например, с помощью реакции соответствующих фе-

нил- или пиридил- мета-замещенных гидразинов (14) с 4,4-диметил-3-оксопентаннитрилом. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 
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Схема 9 

 
В альтернативном подходе промежуточное соединение (7) вступает в реакцию с активированными 

карбаматами 3-трет-бутил-5-амино-1-арил-1H-пиразолов с получением соответствующих мочевин. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 10 

 
Соответствующие активированные карбаматы могут быть получены, например, в реакции аминов 

(9) с хлорформиатами, например, с фенилхлорформиатом с образованием фенил (3-(трет-бутил)-1-арил-

1H-пиразол-5-ил)карбамата (15) или с 1-метилвинилхлорформиатом с образованием 1-метилвинил (3-

(трет-бутил)-1-арил-1H-пиразол-5-ил)карбамата. 

В качестве альтернативы, аминоположение в общем промежуточном соединении (7) может быть 

активировано посредством реакции, например, с фенилхлорформиатом или 1-метилвинил-

хлорформиатом. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 11 

 
Активированный карбамат, образованный таким образом, может затем вступать в реакцию с арома-

тическим амином с получением соответствующей мочевины. 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 12 

 
Активированные карбаматы, показанные на схемах 10-12 выше, представляют собой исключитель-

но примеры. Также могут использоваться другие активированные карбаматы, известные в данной облас-

ти, в том числе, например, 4-нитрофенилкарбаматы и N-гидроксисукцинимид карбаматы. 

В альтернативном подходе мочевина образуется первой, до циклизации. Пример такого способа ил-

люстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 13 

 
В альтернативном подходе аминофенолы могут быть превращены в мочевины с образованием про-
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межуточных соединений (20). 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 14 

 
Промежуточные соединения (20) затем можно соединить с (1) с получением (17). Дополнительное 

превращение, например, описываемое выше на схеме 13, приводит к продукту (11) 

Пример такого способа иллюстрируется на представленной ниже схеме. 

Схема 15 

 
Композиции 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к композиции (например, фармацевтической 

композиции), содержащей соединение ТВАР, описываемое в данном документе, и фармацевтически при-

емлемый носитель, разбавитель или вспомагательное вещество. 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к способу получения композиции (напри-

мер, фармацевтической композиции), включающему смешивание соединения ТВАР, описываемого в 

данном документе, и фармацевтически приемлемого носителя, разбавителя или вспомагательного веще-

ства. 

Применения 

Соединения ТВАР, описываемые в данном документе, пригодны при лечении, например, пролифе-

ративных нарушений (как "противопролиферативные средства"), рака (как "противораковые средства"), 

воспалительных заболеваний (как "противовоспалительные средства"), вирусных инфекций (как "проти-

вовирусные средства"), нейродегенеративных заболеваний (как "противонейродегенеративные средст-

ва"), фиброзных заболеваний (как "противофиброзные средства") и т.д. 

Применение в способах ингибирования RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.) 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к способу ингибирования работы (например, в 

клетке) RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.) in vitro или in vivo, включающему приведение клетки в кон-

такт с эффективным количеством соединения ТВАР, описываемого в данном документе. 

Специалист в данной области может легко определить, будет ли соединение-кандидат ингибиро-

вать RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.). Например, подходящие анализы описываются в данном доку-

менте или известны из уровня техники. 

В одном из вариантов осуществления способ выполняется in vitro. В одном из вариантов осуществ-

ления способ выполняется in vivo. 

В одном из вариантов осуществления соединение ТВАР обеспечивается в форме фармацевтически 

приемлемой композиции. 

Клетки любого типа можно обрабатывать, в том числе жировой ткани, легких, желудочно-

кишечного тракта (включая, например, кишечник, ободочную (толстую) кишку), молочной железы, яич-

ников, предстательной железы, печени (печеночные), почки (почечные), мочевого пузыря, поджелудоч-

ной железы, головного мозга и кожи. 

Например, можно вырастить образец клеток in vitro, привести соединение в контакт с указанными 

клетками и наблюдать эффект указанного соединения на эти клетки. В качестве примера «эффекта» 

можно определить морфологический статус клеток (например, живы или погибли и т.д.). Если обнару-

жено, что соединение оказывает влияние на клетки, это можно использовать в качестве прогностическо-

го или диагностического маркера эффективности соединения в способах лечения пациента, несущего 

клетки того же клеточного типа. 

Применение в способах ингибирования пролиферации клеток и т.д. 

Соединения ТВАР, описанные в данном документе, например, (a) регулируют (например, ингиби-

руют) пролиферацию клеток; (b) ингибируют продвижение клеточного цикла; (c) стимулируют апоптоз 

или (d) выполняют комбинацию одного или нескольких из данного. 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к способу регуляции (например, ингибирова-

ния) пролиферации клеток (например, пролиферации клетки), ингибирования продвижения клеточного 

цикла, стимуляции апоптоза или комбинации одного или нескольких из данного in vitro или in vivo, 

включающему приведение клетки в контакт с эффективным количеством соединения ТВАР, описывае-

мого в данном документе. 
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В одном из вариантов осуществления способ представляет собой способ регуляции (например, ин-

гибирования) пролиферации клеток (например, пролиферации клетки) in vitro или in vivo, включающий 

приведение клетки в контакт с эффективным количеством соединения ТВАР, описываемого в данном 

документе. 

В одном из вариантов осуществления способ выполняется in vitro. В одном из вариантов осуществ-

ления способ выполняется in vivo. 

В одном из вариантов осуществления соединение ТВАР обеспечивается в форме фармацевтически 

приемлемой композиции. 

Клетки любого типа можно обрабатывать, в том числе легких, желудочно-кишечного тракта (вклю-

чая, например, кишечник, ободочную (толстую) кишку), молочной железы, яичников, предстательной 

железы, печени (печеночные), почки (почечные), мочевого пузыря, поджелудочной железы, головного 

мозга и кожи. 

Специалист в данной области может легко определить, будет ли соединение-кандидат регулировать 

(например, ингибировать) пролиферацию клеток и т.д. Например, анализы, которые удобно использовать 

для оценки активности, проявляемой конкретным соединением, описываются в данном документе. 

Например, можно вырастить образец клеток (например, из опухоли) in vitro, привести соединение в 

контакт с указанными клетками и наблюдать эффект указанного соединения на эти клетки. В качестве 

примера "эффекта" можно определить морфологический статус клеток (например, живы или погибли и 

т.д.). Если обнаружено, что соединение оказывает влияние на клетки, это можно использовать в качестве 

прогностического или диагностического маркера эффективности соединения в способах лечения пациен-

та, несущего клетки того же клеточного типа. 

Применение в способах терапии 

Еще один аспект настоящего изобретения относится к соединению ТВАР, описываемому в данном 

документе, для применения в способе лечения организма человека или животного с помощью терапии, 

например, для применения способа лечения нарушения (например, заболевания), описываемого в данном 

документе. 

Применение в изготовлении лекарственных препаратов 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к применению соединения ТВАР, описы-

ваемого в данном документе, при изготовлении лекарственного препарата, например, для применения в 

способе лечения нарушения (например, заболевания), описываемого в данном документе. 

В одном из вариантов осуществления лекарственный препарат содержит соединение ТВАР. Спосо-

бы лечения 

Еще один из аспектов настоящего изобретения относится к способу лечения, например, способу ле-

чения нарушения (например, заболевания), описываемого в данном документе, включающему введение 

субъекту, нуждающемуся в лечении, терапевтически эффективного количества соединения ТВАР, опи-

сываемого в данном документе, предпочтительно в форме фармацевтической композиции. 

Нарушения, подлежащие лечению - пролиферативные нарушения 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение 

пролиферативного нарушения. 

Выражение "пролиферативное нарушение", используемое в данном документе, относится к ненуж-

ной или неконтролируемой клеточной пролиферации избыточных или аномальных клеток, которая явля-

ется нежелательной, такой как неопластический или гиперпластический рост. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение пролиферативного на-

рушения, характеризующегося доброкачественной, предраковой или злокачественной клеточной проли-

ферацией. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение гиперплазии; новообра-

зования; опухоли (например, гистиоцитомы, глиомы, астроцитомы, остеомы); рака; псориаза; заболева-

ния костей; фибропролиферативного нарушения (например, соединительных тканей); фиброза легких; 

атеросклероза или пролиферации гладко-мышечных клеток в кровеносных сосудах (например, стеноза 

или рестеноза после пластической операции на сосудах). 

Нарушения, подлежащие лечению - рак 

В одном из вариантов осуществления (например, применения в способах терапии, применения в из-

готовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение рака. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение метастазирования рака. 

К числу форм рака относятся следующие. 

(1) Карциномы, в том числе опухоли, происходящие из многослойного плоского эпителия (формы 

плоскоклеточного рака) и опухоли, возникающие в органах или железах (аденокарциномы). Примеры 

включают молочную железу, прямую и ободочную кишки, легкое, поджелудочную железу, предстатель-

ную железу, яичник. 

(2) Саркомы, в том числе остеосаркома и остеогенная саркома (кость); хондросаркома (хрящ); лей-

омиосаркома (гладкая мышца); рабдомиосаркома (скелетная мышца); мезотелиальная саркома и мезоте-
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лиома (мембранная выстилка полостей тела); фибросаркома (фиброзная ткань); ангиосаркома и геман-

гиоэндотелиома (кровеносные сосуды); липосаркома (жировая ткань); глиома и астроцитома (нейроген-

ная соединительная ткань, находящаяся в головном мозге); миксосаркома (примитивная эмбриональная 

соединительная ткань); мезенхимальная и смешанная мезодермальная опухоль (смешанные типы соеди-

нительной ткани). 

(3) Миелома. 

(4) Меланомы, в том числе, например, поверхностно распространяющаяся меланома, узловая мела-

нома, ограниченный предраковый меланоз, акральная меланома и увеальная меланома. 

(5) Гемопоэтические опухоли, в том числе миелогенный и гранулоцитарный лейкоз (злокачествен-

ная опухоль миелоидного и гранулоцитарного ряда лейкоцитов); лимфатический, лимфоцитарный и 

лимфобластный лейкоз (злокачественная опухоль лимфоидного и лимфоцитарного ряда клеток крови); 

истинная полицитемия (также известная как эритремия) (злокачественная опухоль различных производ-

ных клеток крови, но с преобладанием эритроцитов). 

(6) Лимфомы, в том числе лимфомы Ходжкина и неходжкинские лимфомы. 

(7) Смешанные типы, в том числе, например, железисто-плоскоклеточная карцинома; смешанная 

мезодермальная опухоль; карциносаркома; тератокарцинома. 

В одном из вариантов осуществления рак характеризуется или дополнительно характеризуется ра-

ковыми стволовыми клетками. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение рака, который является 

устойчивым к лечению с антителом, например, известным антителом, например, законодательно утвер-

жденным антителом. В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение мелано-

мы, которая является устойчивой к лечению с антителом, например известным антителом, например, 

законодательно утвержденным антителом. Примеры таких антител, которые известны для лечения мела-

номы, включают: антитела, которые связываются с CTLA-4 (цитотоксический Т-лимфоцит-

ассоциированный антиген 4), такие как ипилимумаб (утверждено); антитела, которые связываются с PD-

1 (рецептор программируемой гибели клеток 1), такие как пембролизумаб (утверждено) и ниволумаб 

(утверждено); антитела, которые связываются с PD-L1 (лиганд программируемой смерти 1), такие как 

MEDI4736 (в клинических испытаниях) и MPDL3280A (в клинических испытаниях); антитела и антите-

ла-конъюгаты, которые связываются с антигенным гликопротеином меланомы NMB, такие как глемба-

тумумаб ведотин (в клинических испытаниях); антитела, которые связывают противоопухолевый эндо-

телиальный маркер 1, такие как онтузицумаб (в клинических испытаниях); антитела, которые связыва-

ются с VEGF, такие как бевацизумаб, отдельно или в комбинации со стандартной химиотерапией или 

низкими дозами IFN-α2b (в клинических испытаниях); антитела, которые связываются с ганглиозидом 

GD3, такие как KW-2871 (в клинических испытаниях); антитела, которые связывают изоформы интегри-

на, такие как αvβ1, αVβ3, αVβ5 и αVβ6, такие как интетумумаб (в клинических испытаниях). 

Противораковый эффект может возникать благодаря одному или нескольким механизмам, включая 

без ограничения регуляцию пролиферации клеток, ингибирование продвижения клеточного цикла, инги-

бирование ангиогенеза (образования новых кровеносных сосудов), ингибирование метастазирования 

(распространение опухоли от места ее происхождения), ингибирование миграции клеток (распростране-

ние раковых клеток в другие части тела), ингибирование инвазии (распространение опухолевых клеток в 

соседние нормальные структуры), стимулирование апоптоза (запрограммированная гибель клеток), ги-

бель от некроза или индукцию гибели посредством аутофагии. Соединения, описанные в данном доку-

менте, могут быть использованы при лечении форм рака, описанных в данном документе, независимо от 

механизмов, обсуждаемых в данном документе. 

Нарушения, подлежащие лечению - воспаление 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение 

воспаления (например, воспалительного нарушения или реакции). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение острого воспаления (на-

пример, опосредованного острой инфекцией). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение хронического воспале-

ния (например, опосредованного хронической инфекцией). 

В одном из вариантов осуществления воспалительное заболевание выбрано из воспалительных за-

болеваний легких (например, астма; хроническая обструктивная болезнь легких (COPD)); глаза (напри-

мер, увеит) и желудочно-кишечного тракта (например, болезнь Крона, язвенный колит). 

В одном из вариантов осуществления воспалительное заболевание выбрано из: 

(i) легочных заболеваний или нарушений, имеющих воспалительный компонент, таких как муко-

висцидоз, легочная гипертензия, саркоидоз легких, идиопатический фиброз легких, и, в частности, COPD 

(включая хронический бронхит и эмфизему), астма и астма у детей;  

(ii) кожных заболеваний или нарушений, имеющих воспалительный компонент, таких как атопиче-

ский дерматит, аллергический дерматит, контактный дерматит и псориаз;  
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(iii) назальных заболеваний или нарушений, имеющих воспалительный компонент, таких как аллер-

гический ринит, ринит и синусит;  

(iv) глазных заболеваний или нарушений, имеющих воспалительный компонент, таких как конъ-

юнктивит, аллергический конъюнктивит, сухой кератоконъюнктивит (сухой глаз), глаукома, диабетиче-

ская ретинопатия, макулярный отек (включая диабетический макулярный отек), окклюзия центральной 

вены сетчатки (CRVO), сухая и/или влажная возрастная макулярная дегенерация (AMD), воспаление по-

сле операции катаракты, и, в частности, увеит (в том числе задней, передней и панувеит), отторжение 

трансплантата роговицы и трансплантата лимбальных клеток; а также 

(v) желудочно-кишечных заболеваний или нарушений, имеющих воспалительный компонент, таких 

как глютензависимая энтеропатия (целиакия), эозинофильный эзофагит, кишечная реакция "трансплан-

тат против хозяина" и, в частности, болезнь Крона и неспецифический язвенный колит. 

В одном из вариантов осуществления воспалительное заболевание выбрано из следующего: муко-

висцидоз; легочная гипертензия; саркоидоз легких; идиопатический фиброз легких; хроническая об-

структивная болезнь легких (COPD) (включая хронический бронхит и эмфизему); астма; астма у детей; 

атопический дерматит; аллергический дерматит; контактный дерматит; псориаз; аллергический ринит; 

ринит; синусит; конъюнктивит; аллергический конъюнктивит; сухой кератоконъюнктивит (сухой глаз); 

глаукома; диабетическая ретинопатия; макулярный отек (включая диабетический макулярный отек); ок-

клюзия центральной вены сетчатки (CRVO); сухая и/или влажная возрастная макулярная дегенерация 

(AMD); воспаление после операции катаракты; увеит (в том числе задний, передний и панувеит); оттор-

жение трансплантата роговицы и трансплантата лимбальных клеток; глютензависимая энтеропатия (це-

лиакия); эозинофильный эзофагит; кишечная реакция "трансплантат против хозяина"; болезнь Крона и 

неспецифический язвенный колит. 

В одном из вариантов осуществления воспалительное заболевание представляет собой астму или 

COPD. 

В одном из вариантов осуществления воспалительное заболевание представляет собой увеит, бо-

лезнь Крона или неспецифический язвенный колит. 

Нарушения, подлежащие лечению - иммунологические нарушения 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение им-

мунологического нарушения. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение аллергии. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение воспалительного заболе-

вания дыхательных путей, такого как астма. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение аллергического контакт-

ного дерматита. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение заболевания иммунной 

системы. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение аутоиммунного заболе-

вания, например ревматоидного артрита; системной красной волчанки (волчанки); воспалительного за-

болевания кишечника (IBD); рассеянного склероза (MS); сахарного диабета 1 типа; синдрома Гийена-

Барре; псориаза; болезни Грейвса; тиреоидита Хашимото; миастении гравис; васкулита; иммунодефи-

цитного заболевания; тяжелого комбинированного иммунодефицита (SCID); общего вариабельного им-

мунодефицита (CVID); вируса иммунодефицита человека (HFV); синдрома приобретенного иммуноде-

фицита (AIDS); обусловленного действием лекарственного средства иммунодефицита или синдрома 

"трансплантат против хозяина". 

Нарушения, подлежащие лечению - вирусная инфекция 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение ин-

фекции. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение вирусной инфекции: 

(группа I:) dsDNA-вирус, например аденовирус, вирус герпеса, поксвирус;  

(группа II:) ssDNA-вирус, например парвовирус;  

(группа III:) dsRNA-вирус, например реовирус;  

(группа IV:) (+)ssRNA-вирус, например пикорнавирус, тогавирус;  

(группа V:) (-)ssRNA-вирус, например ортомиксовирус, рабдовирус;  

(группа VI:) ssRNA-RT-вирус, например ретровирус; или 

(группа VII:) dsDNA-RT-вирус, например, гепаднавирус. 

Как используется выше: ds: двухцепочечная; ss: +цепь; (+)ssRNA: +цепь РНК; (-)ssRNA: -цепь РНК; 

ssRNA-RT: (+ цепь)РНК с ДНК в качестве промежуточного продукта в жизненном цикле. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение вируса иммунодефицита 

человека (HIV); вируса гепатита В (HBV); вируса гепатита С (HCV); папилломавируса человека (HPV); 

цитомегаловируса (CMV) или вируса Эпштейна-Барр (EBV); вируса герпеса человека 8 типа (HHV), ас-
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социированного с саркомой Капоши; вируса Коксаки B3; вируса Борна; вируса гриппа. 

Нарушения, подлежащие лечению - фиброзные нарушения 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение 

фиброзного нарушения (например, нарушения, характеризующегося избыточным фиброзом, например, 

избыточным фиброзом соединительной ткани в ткани или органе, например, вызванным репаративным 

или реактивным процессом, например, в ответ на повреждение (например, рубцевание, заживление) или 

избытка фиброзной ткани, возникающей из одной клеточной линии (например, фиброма)). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение: 

для легких: фиброза легких; фиброза легких, вторичного по отношению к муковисцидозу; идиопа-

тического фиброза легких; массивного прогрессивного фиброза работников угольной промышленности;  

для печени: цирроза;  

для сердца: эндомиокардиального фиброза; перенесенного инфаркта миокарда; предсердного фиб-

роза;  

для средостения: фиброза средостения;  

для кости: миелофиброза;  

для забрюшинного пространства: ретроперитонеального фиброза;  

для кожи: нефрогенного системного фиброза; келоидного рубцевания; системного склероза; скле-

родермии;  

для кишечника: болезни Крона;  

для соединительной ткани: артрофиброза или капсулита. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием мутантного 

BRAF 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания) (например, пролиферативного нарушения, например, рака), которое 

ассоциировано с мутантной формой RAF (например, BRAF), такой как, например, мутации, описанные в 

Davies et al., 2002; Wan et al., 2004; и Stratton et al., 2003. 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания) (например, пролиферативного нарушения, например, рака), которое 

облегчается путем ингибирования RAF (например, BRAF). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания), которое характеризуется клетками, сверхэкспрессирующими мутантный RAF (например, 

BRAF) (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; например, где имеет ме-

сто сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз). 

Пролиферативные нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение злокачественной мела-

номы; рака ободочной и прямой кишки; метастатического рака ободочной и прямой кишки; фолликуляр-

ного рака щитовидной железы; инсулярного рака щитовидной железы; сосочкового рака щитовидной 

железы; карциномы яичников; карциномы яичников низкой степени злокачественности; немелкоклеточ-

ного рака легких; злокачественного ретукулоэндотелиоза; холангиокарциномы; глиомы низкой степени 

злокачественности у детей (например, пилоцитарная астроцитома; ганглиоглиома; плеоморфная ксантоа-

строцитома); множественной миеломы или медуллярного рака поджелудочной железы. В одном из вари-

антов осуществления лечение представляет собой лечение аденокарциномы протоков поджелудочной 

железы. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания), которое ассоциировано с мутантной формой RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.), но кото-

рое устойчиво к лечению известным (например, утвержденным) ингибитором RAF (например, BRAF, 

CRAF и т.д.). Примеры известных (например, утвержденных) ингибиторов BRAF включают вемурафе-

ниб (PLX4032, RG7204, зельбораф) (утвержден) и дабрафениб (GSK-2118436) (утвержден). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания), которое ассоциировано с мутантной формой RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.), но кото-

рое устойчиво к лечению комбинацией известного (например, утвержденного) ингибитора RAF (напри-

мер, BRAF, CRAF и т.д.) и известного (например, утвержденного) ингибитора MEK. Примеры ингибито-

ров MEK включают траметиниб (GSK 1120212) (утвержден); селуметиниб (AZD6244) (в клинических 

испытаниях); PD 325901 (в клинических испытаниях); кобиметиниб (GDC 0973, XL 518) (в клинических 

испытаниях) и CI 1040 (PD184352) (в клинических испытаниях). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение BRAF-мутантной мела-

номы, естественным образом устойчивой к вемурафенибу; BRAF-мутантной меланомы, которая приоб-

ретает устойчивость к лечению вемурафенибом; BRAF-мутантной меланомы, естественным образом ус-

тойчивой к дабрафенибу; BRAF-мутантной меланомы, которая приобретает устойчивость к лечению 
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дабрафенибом; или BRAF-мутантной меланомы, которая приобретает устойчивость к комбинации инги-

битора BRAF и ингибитора MEK (например, дабрафениба и траметиниба). 

Другие нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение гистиоцитоза клеток 

Лангерганса (LCH) или болезни Эрдгейма-Честера. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые одновременным  

ингибированием BRAF и CRAF 

Формы рака, например, с активирующими мутациями RAS, RAF и EGFR или сверхэкспрессией 

RAS, RAF и EGFR, в том числе любой из их изоформ, могут быть особенно чувствительными к общему 

ингибированию RAF (например, CRAF и BRAF). Формы рака с другими аномалиями, ведущими к по-

вышающей регуляции сигнала пути RAF-MEK-ERK, также могут быть особенно чувствительными к ле-

чению ингибиторами общей активности RAF (например, CRAF и BRAF). Примеры таких аномалий 

включают конститутивную активацию рецептора фактора роста; сверхэкспрессию одного или несколь-

ких рецепторов фактора роста; сверхэкспрессию одного или нескольких факторов роста; активацию опо-

средованного KSR пути и слияние генов BRAF или CRAF. 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания) (например, пролиферативного нарушения, например, рака), которое 

облегчается одновременным ингибированием BRAF и CRAF. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения, например, рака), которое характеризуется кон-

ститутивной активацией рецептора фактора роста; сверхэкспрессией одного или нескольких рецепторов 

фактора роста (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; например, где 

имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз); сверхэкспрессией одного или нескольких 

факторов роста (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; например, где 

имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз); и/или активирующим слиянием генов BRAF 

и/или CRAF. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения, например, рака), которое характеризуется од-

ним, или несколькими, или всем из следующего: 

(a) активирующие мутанты RAS и/или RAF;  

(b) повышающая регуляция RAS и/или RAF;  

(c) повышающая регуляция сигналов пути RAF-MEK-ERK и 

(d) повышающая регуляция рецепторов фактора роста (например, ERBB2 и EGFR). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение воспалительного заболе-

вания; инфекции; аутоиммунного нарушения; инсульта; ишемии; сердечного нарушения; неврологиче-

ского нарушения; фиброгенного нарушения, пролиферативного нарушения; гиперпролиферативного на-

рушения; неракового гиперпролиферативного нарушения; опухоли; лейкоза; новообразования; рака; 

карциномы; метаболического заболевания; злокачественного заболевания; рестеноза сосудов; псориаза; 

атеросклероза; ревматоидного артрита; остеоартрита; сердечной недостаточности; хронической боли; 

невропатической боли; сухого глаза; закрытоугольной глаукомы или открытоугольной глаукомы. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, ассоциированные с мутациями RAS и/или 

активацией пути MAPK 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое ассоциировано с мутацией RAS (например, KRAS, NRAS, 

HRAS) и/или активацией пути MAPK (например, гиперактивностью пути MAPK). 

Пролиферативные нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение пролиферативного на-

рушения (например, рака), которое ассоциировано с мутацией RAS (например, KRAS, NRAS, HRAS) 

и/или активацией пути MAPK (например, гиперактивностью пути MAPK). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение немелкоклеточного рака 

легкого; рака ободочной и прямой кишки; метастатического рака ободочной и прямой кишки; гепатоцел-

люлярной карциномы; аденокарциномы поджелудочной железы; злокачественной меланомы; гематоло-

гической злокачественной опухоли {например, ювенильного миеломоноцитарного лейкоза (JMML); хро-

нического миеломоноцитарного лейкоза (CMML); миелодиспластического синдрома (MDS); острого 

лимфобластного лейкоза (ALL); множественной миеломы (ММ); лимфомы Беркита; лимфомы Ходжки-

на); эпителиального рака яичников I типа; первичного перитонеального рака; аденокарциномы желчных 

протоков; фолликулярного рака щитовидной железы; недифференцированного сосочкового рака щито-

видной железы; саркомы мягких тканей (например, ангиосаркомы; лейомиосаркомы; рабдомиосаркомы; 

миксомы; злокачественной фиброзной гистиоцитомы); нейрофиброматоза 1 типа (NF1); неоперабельных 

плексиформных нейрофибром (PN); увеальной меланомы; меланомы цилиарного тела; меланомы сосу-
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дистой оболочки глаза; меланомы радужной оболочки глаза; метастатической внутриглазной меланомы; 

адренокортикальной карциномы; рака почки; семиномы; рака мочевого пузыря; рака эндометрия; рака 

шейки матки; нейробластомы; аденокарциномы желудка; плоскоклеточного рака головы и шеи или рака 

предстательной железы. 

Другие нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение отторжения трансплан-

тата (например, ксенотрансплантата; кожи; конечности; органа; костного мозга); остеоартрита; ревмато-

идного артрита; муковисцидоза; осложнений диабета (например, диабетической ретинопатии; диабети-

ческой нефропатии); гепатомегалии; кардиомегалии; синдрома Нунан; кардио-фацио-кожного синдрома; 

гипертрофической кардиомиопатии; инсульта (например, острого фокального ишемического инсульта; 

общей ишемии головного мозга); сердечной недостаточности; септического шока; астмы; хронической 

обструктивной болезни легких; болезни Альцгеймера; хронической боли (например, идиопатической 

боли; боли, ассоциированной с хроническим алкоголизмом, дефицитом витаминов, уремией или гипоти-

реозом; хронической боли, ассоциированной с воспалением; хронической послеоперационной боли) или 

нейропатической боли (например, ассоциированной с воспалением; послеоперационной боли; фантом-

ной боли; боли при ожогах; подагры; невралгии тройничного нерва; острой герпетической боли; пост-

герпетической боли; каузалгии; диабетической нейропатии; разрыва сплетения; нейромы; васкулита; 

вирусной инфекции; размозжения; компрессии; повреждения тканей; ампутации конечности; поврежде-

ния нерва между периферической нервной системой и центральной нервной системой). 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием SRC 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое облегчается ингибированием SRC. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения), которое ассоциировано с мутацией SRC; сверх-

экспрессией SRC (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; например, где 

имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз) или активацией SRC вышерасположенными 

компонентами пути (например, посредством повышенной передачи сигналов RTK). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение рака эндометрия; немел-

коклеточного рака легкого; злокачественной мезотелиомы плевры; злокачественной меланомы; хрониче-

ского миелоидного лейкоза (например, устойчивого к иматинибу); метастазов в кости; устойчивого к 

гормонам рака предстательной железы; рецидивирующего рака предстательной железы; рецидивирую-

щей остеосаркомы; острого лимфобластного лейкоза; рака ободочной и прямой кишки; метастатического 

рака ободочной и прямой кишки; рака молочной железы; рака яичников; рецидивирующего или метаста-

тического рака головы и шеи (например, метастатического плоскоклеточного рака шеи с первичным 

плоскоклеточным раком неизвестного происхождения; рецидивирующего метастатического плоскокле-

точного рака шеи с первичным неизвестного происхождения, рецидивирующего плоскоклеточного рака 

гипофаринкса; рецидивирующего плоскоклеточного рака гортани, рецидивирующего плоскоклеточного 

рака губы и полости рта, рецидивирующего плоскоклеточного рака носоглотки; рецидивирующего плос-

коклеточного рака ротоглотки; рецидивирующего плоскоклеточного рака параназального синуса и по-

лости носа; рецидивирующего бородавчатого рака гортани; рецидивирующего бородавчатого рака по-

лости рта; плоскоклеточного рака гортаноглотки, плоскоклеточного рака гортани, плоскоклеточного рака 

губы и полости рта, плоскоклеточного рака носоглотки, плоскоклеточного рака ротоглотки, плоскокле-

точного рака придаточных пазух и полости носа; бородавчатого рака гортани; бородавчатого рака полос-

ти рта, рака языка); рецидивирующего рака кожи; плоскоклеточного рака кожи; острого миелобластного 

лейкоза; глиобластомы или врожденной диффузной глиомы варолиева моста. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием р38 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое облегчается ингибированием р38 (например, p38α, p38γ). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения), которое ассоциировано с мутацией р38 (напри-

мер, p38α, p38γ); сверхэкспрессией р38 (например, p38α, p38γ) (например, по сравнению с соответст-

вующими нормальными клетками; например, где имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 

раз); или активацией р38 (например, p38α, p38γ) вышерасположенными компонентами пути. 

Пролиферативные нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение рака яичников; плоско-

клеточного рака полости рта; множественной миеломы; новообразований костного мозга и миелодиспла-

стического синдрома. 

Другие нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение воспалительного нару-
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шения, характеризующегося пролиферацией Т-клеток (например, активацией и ростом Т-клеток). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение ревматоидного артрита; 

остеоартрита; псориатического артрита; синдрома Рейтера; травматического артрита; артрита, обуслов-

ленного краснухой; острого синовита; подагрического артрита или спондилита. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение псориаза; экземы; аллер-

гического ринита; аллергического конъюнктивита; астмы; респираторного дистресс-синдрома взрослых; 

острого повреждения легких (ALI); острого респираторного дистресс-синдрома (ARDS); хронического 

воспаления легких; хронической обструктивной болезни легких; общей кахексии; гломерулонефрита; 

хронической сердечной недостаточности; атеросклероза; острого коронарного синдрома; ишемии сердца 

или инфаркта миокарда. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение эндотоксемии; синдрома 

токсического шока; воспалительного заболевания кишечника; атеросклероза; синдрома раздраженной 

толстой кишки; болезни Крона; неспецифического язвенного колита; резорбции костной ткани; остеопо-

роза; диабета; повреждений, обусловленных реперфузией; реакции "трансплантат против хозяина"; от-

торжения аллотрансплантата; сепсиса; септического шока; эндотоксического шока; грамотрицательного 

сепсиса; гломерулонефрита; рестеноза или тромбоза. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение боли. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение хронической боли; ней-

ромышечной боли; головной боли; боли, обусловленной раком; острой или хронической воспалительной 

боли, ассоциированной с остеоартритом или ревматоидным артритом; послеоперационной воспалитель-

ной боли; нейропатической боли; диабетической нейропатии; невралгии тройничного нерва; постгепа-

титной невралгии; воспалительной нейропатии; боли при мигрени; пояснично-крестцовой радикулопа-

тии; зубной боли; травмы нерва или невральной ишемии. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием FGFR1 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое облегчается ингибированием FGFR1. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения), которое ассоциировано с мутацией FGFR1; 

сверхэкспрессией FGFR1 (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; на-

пример, где имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз), или активацией FGFR1 выше-

расположенными компонентами пути. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение рака молочной железы; 

плоскоклеточного рака легких; рака желудка; уротелиальной карциномы; множественной миеломы; 

8p11-миелопролиферативного синдрома или гепатоцеллюлярной карциномы. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием VEGFR-2 

(KDR) 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое облегчается ингибированием VEGFR-2 (KDR). 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания) (например, пролиферативного нарушения), которое ассоциировано с мутацией VEGFR-2; 

сверхэкспрессией VEGFR-2 (например, по сравнению с соответствующими нормальными клетками; на-

пример, где имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 или 50 раз); или активацией VEGFR-2 вы-

шерасположенными компонентами пути. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания), которое характеризуется повышенной выработкой VEGF (например, раковыми клетками 

или стромальными клетками). 

Пролиферативные нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение рака поджелудочной же-

лезы; немелкоклеточного рака легких (NSCLC); новообразований яичника; перитонеальных новообразо-

ваний; новообразований фаллопиевых труб; рака легких и ассоциированного плеврального выпота; ре-

цидивирующего или метастатического плоскоклеточного рака головы и шеи; местнораспространенной 

носоглоточной карциномы; глиобластомы (например, мультиформной глиобластомы; гигантоклеточной 

глиобластомы); глиосаркомы; врожденной диффузной глиомы варолиева моста; связанной с HIV сарко-

мы Капоши; множественной миеломы; карциномы клеток почки; метастатической аденокарциномы же-

лудка; острого миелоидного лейкоза (AML); гепатоцеллюлярной карциномы; дерматофибросаркомы; 

медуллярного рака щитовидной железы (МТС); сосочкового рака щитовидной железы; фолликулярного 

рака щитовидной железы; миелодиспластического синдрома; нейрофиброматоза 1 типа; плексиформной 

нейрофибромы; нейрофибромы спинного мозга; рака молочной железы; новообразований желчных про-

токов; рака шейки матки; рака предстательной железы; меланомы; рака мочевого пузыря; рака уретры; 

рака мочеточника; рака почки; рака почечной лоханки; саркомы; липосаркомы; рака ободочной (толстой) 
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кишки; остеосаркомы; синовиальной карциномы; нейробластомы или рабдомиосаркомы. 

Другие нарушения 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение атеросклероза; ожире-

ния; синдрома нейропатической боли; возрастной макулярной дегенерации; диабетической ретинопатии; 

диабетического макулярного отека или ревматоидного артрита. 

Нарушения, подлежащие лечению - нарушения, облегчаемые ингибированием LCK 

В одном из вариантов осуществления (например, для применения в способах терапии, применения 

в изготовлении лекарственных препаратов, в способах лечения) лечение представляет собой лечение на-

рушения (например, заболевания), которое облегчается ингибированием LCK. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение нарушения (например, 

заболевания), которое ассоциировано с мутацией LCK; сверхэкспрессией LCK (например, по сравнению 

с соответствующими нормальными клетками; например, где имеет место сверхэкспрессия в 1,5, 2, 3, 5, 

10, 20 или 50 раз) или активацией LCK вышерасположенными компонентами пути. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение иммунологического за-

болевания или патологического состояния с участием иммунологического компонента. 

В одном из вариантов осуществления лечение представляет собой лечение ревматоидного артрита; 

воспалительного заболевания кишечника (например, неспецифического язвенного колита; болезни Кро-

на); псориаза; псориатического артрита; отторжения трансплантата ткани или органа (включая, напри-

мер, профилактику); острой или хронической реакции "трансплантат против хозяина"; отторжения ал-

лотрансплантата; отторжения ксенотрансплантата; аллергической астмы; множественного склероза; са-

харного диабета 1 типа; фиброза легких или реакции гиперчувствительности кожи. 

Лечение 

Термин "лечение", используемый в данном документе в контексте лечения нарушения, в целом, от-

носится к лечению человека или животного (например, в ветеринарных применениях), при котором дос-

тигается некоторый желательный терапевтический эффект, например, ингибирование прогрессирования 

заболевания, и включает снижение скорости прогрессирования, остановку скорости прогрессирования, 

облегчение симптомов нарушения, ослабление нарушения и излечение нарушения. Лечение в качестве 

профилактического средства (т.е. профилактики) также является включенным. Например, применение у 

пациентов, у которых еще не развилось нарушение, но которые имеют риск развития нарушения, охва-

тывается термином "лечение". 

Например, лечение включает профилактику рака, снижение заболеваемости раком, облегчение 

симптомов рака и т.д. 

Выражение "терапевтически эффективное количество", используемое в данном документе, отно-

сится к такому количеству соединения или материала, композиции или лекарственной формы, содержа-

щей соединение, которое является эффективным для получения некоторого желательного терапевтиче-

ского эффекта, соизмеримого с приемлемым соотношением польза/риск при введении в соответствии с 

желаемой схемой лечения. 

Комбинированные методы лечения 

Термин "лечение" включает комбинированные обработки и методы лечения, в которых комбини-

руют два или более метода лечения, например, последовательно или одновременно. Например, соедине-

ния, описанные в данном документе, также могут использоваться в комбинированных методах лечения, 

например, совместно с другими средствами. Примеры обработок и методов лечения включают химиоте-

рапию (введение активных средств, включая, например, лекарственные средства, антитела (например, в 

качестве иммунотерапии), пролекарства (например, как в фотодинамической терапии, GDEPT, ADEPT и 

т.д.); хирургическую операцию; лучевую терапию; фотодинамическую терапию, генную терапию и кон-

тролируемые диеты. 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к соединению, описываемому в данном доку-

менте, в комбинации с одним или несколькими (например, 1, 2, 3, 4 и т.д.) дополнительными терапевти-

ческими средствами, описываемыми ниже. 

Конкретная комбинация останется на усмотрение врача, который будет выбирать дозировки с ис-

пользованием своих общеизвестных знаний и режимов дозирования, известных квалифицированному 

специалисту. 

Средства (т.е. соединение, описанное в данном документе, плюс одно или несколько других 

средств) могут вводиться одновременно или последовательно и могут вводиться в индивидуально ме-

няющихся режимах дозирования и различными путями. Например, при последовательном введении 

средства могут вводиться с близко расположенными интервалами (например, в течение периода 5-10 

мин) или с более длительными интервалами (например, через 1, 2, 3, 4 или более ч, или даже через более 

длительные периоды, при необходимости), при этом точный режим введения соизмеряется со свойства-

ми терапевтического(терапевтических) средства(средств). 

Средства (т.е. соединение, описанное в данном документе, плюс одно или несколько других 

средств) могут составляться в одной лекарственной форме или, в качестве альтернативы, индивидуаль-

ные средства могут составляться отдельно и предоставляться совместно в форме набора, необязательно с 
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инструкциями по их применению. 

Примеры дополнительных средств/методов лечения, которые могут совместно вводить-

ся/комбинироваться с лечением соединениями ТВАР, описанными в данном документе, включают сле-

дующее: антиметаболиты; алкилирующие средства; веретенные яды; ингибиторы топоизомераз; ДНК-

связывающие средства; ингибиторы киназ; терапевтические антитела; ингибиторы PARP; ингибиторы 

метаболизма NAD; метаболические ингибиторы; направленные средства; эндокринные средства и т.д. 

Другие применения 

Соединения ТВАР, описанные в данном документе, также могут использоваться в качестве добавок 

к клеточной культуре для ингибирования RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.). 

Соединения ТВАР, описанные в данном документе, также могут использоваться как часть анализа 

in vitro, например для того, чтобы определить, получит ли хозяин-кандидат пользу от лечения соедине-

нием, о котором идет речь. 

Соединения ТВАР, описанные в данном документе, также могут использоваться в качестве стан-

дарта, например, в анализе для того, чтобы идентифицировать другие активные соединения, другие ин-

гибиторы RAF (например, BRAF, CRAF и т.д.) и т.д. 

Наборы 

Один из аспектов настоящего изобретения относится к набору, содержащему (а) соединение ТВАР, 

описываемое в данном документе, или композицию, содержащую соединение ТВАР, описываемое в 

данном документе, например, предпочтительно обеспеченное в подходящем контейнере и/или с подхо-

дящей упаковкой; и (b) инструкции для применения, например, письменные инструкции о том, как вво-

дить соединение или композицию. 

Письменные инструкции также могут включать перечень показаний, для которых активный ингре-

диент является подходящим методом лечения. 

Пути введения 

Соединение ТВАР или фармацевтическая композиция, содержащая соединение ТВАР, может вво-

диться субъекту с помощью любого подходящего пути введения, либо системного/периферического, 

либо местного (т.е. в месте желательного действия). 

Примеры путей введения включают пероральный (например, при приеме внутрь); трансбуккаль-

ный; подъязычный; трансдермальный (в том числе, например, с помощью пластыря, лейкопластыря и 

т.д.); чресслизистый (в том числе, например, с помощью пластыря, лейкопластыря и т.д.); интраназаль-

ный (например, с помощью назального спрея); глазной (например, с помощью глазных капель); легоч-

ный (например, с помощью ингаляционной или инсуффляционной терапии с использованием, например, 

аэрозоля, например, через рот или нос); ректальный (например, с помощью суппозитория или клизмы); 

вагинальный (например, с помощью вагинального суппозитория); парентеральный, например, путем 

инъекции, в том числе подкожной, интрадермальной, внутримышечной, внутривенной, внутриартери-

альной, внутрисердечной, интратекальной, интраспинальной, интракапсулярной, подкапсулярной, ин-

траорбитальной, внутрибрюшинной, внутритрахеальной, внутрикожной, внутрисуставной, субарахнои-

дальной и надчревной; путем имплантации депо или резервуара, например, подкожно или внутримы-

шечно. 

Субъект/пациент 

Субъект/пациент может быть хордовым, позвоночным, млекопитающим, плацентарным млекопи-

тающим, сумчатым (например, кенгуру, вомбат), грызуном (например, морская свинка, хомячок, крыса, 

мышь), мышевидным грызуном (например, мышь), зайцеобразным (например, кролик), представителем 

птиц (например, птица), псовым (например, собака), представителем кошек (например, кошка), предста-

вителем лошадей (например, конь), представителем свиней (например, свинья), представителем овец 

(например, овца), крупным рогатым скотом (например, корова), приматом, обезьяной (например, мар-

тышка или обезьяна), мартышкой (например, мармозетка, бабуин), человекообразной обезьяной (напри-

мер, горилла, шимпанзе, орангутан, гиббон) или человеком. 

Кроме того, субъект/пациент может являться любой из его форм развития, например, плодом. В од-

ном из предпочтительных вариантов осуществления субъект/пациент является человеком. Составы 

Хотя соединение ТВАР можно вводить отдельно, предпочтительно представить его в виде фарма-

цевтического состава (например, композиции, препарата, лекарственного препарата), содержащего по 

меньшей мере одно соединение ТВАР, описываемое в данном документе, вместе с одним или несколь-

кими другими фармацевтически приемлемыми ингредиентами, хорошо известными специалистам в дан-

ной области, включая фармацевтически приемлемые носители, разбавители, вспомагательные вещества, 

вспомогательные средства, наполнители, буферы, консерванты, антиоксиданты, смазывающие вещества, 

стабилизаторы, солюбилизаторы, поверхностно-активные вещества (например, смачивающие средства), 

маскирующие средства, красители, средства для придания вкуса и аромата и подсластители. Состав мо-

жет дополнительно содержать другие активные средства, например, другие терапевтические или профи-

лактические средства. 

Таким образом, настоящее изобретение дополнительно предусматривает фармацевтические компо-

зиции, определяемые выше, и способы изготовления фармацевтической композиции, включающие сме-
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шивание по меньшей мере одного соединения ТВАР, описываемого в данном документе, вместе с одним 

или несколькими другими фармацевтически приемлемыми ингредиентами, хорошо известными специа-

листам в данной области, например носителями, разбавителями, вспомагательными веществами и т.д. 

При составлении в виде отдельных единиц (например, таблеток и т.д.) каждая единица содержит заранее 

определенное количество (дозу) соединения. 

Выражение "фармацевтически приемлемый", используемое в данном документе, относится к со-

единениям, ингредиентам, материалам, композициям, лекарственным формам и т.д., которые, в рамках 

обоснованного медицинского заключения, подходят для применения в контакте с тканями субъекта, о 

котором идет речь (например, человека), без чрезмерной токсичности, раздражения, аллергической реак-

ции или других проблем или осложнений, соизмеримых с приемлемым соотношением польза/риск. Каж-

дый носитель, разбавитель, вспомагательное вещество и т.д. также должен быть "приемлемым" в смысле 

совместимости с другими ингредиентами состава. 

Подходящие носители, разбавители, вспомагательные вещества и т.д. можно найти в стандартных 

работах по фармации, например, Remington's Pharmaceutical Sciences. 18th edition, Mack Publishing Com-

pany, Easton, Pa., 1990 и Handbook of Pharmaceutical Excipients. 5th edition, 2005. 

Составы могут быть получены любыми способами, хорошо известными в области фармации. Такие 

способы включают этап приведения соединения в контакт с носителем, который образован одним или 

несколькими вспомогательными ингредиентами. В целом, составы получают путем равномерного и тща-

тельного объединения соединения с носителями (например, жидкими носителями, тонко измельченным 

твердым носителем и т.д.) и затем формования продукта, если это необходимо. 

Состав может быть получен для обеспечения быстрого или медленного высвобождения; немедлен-

ного, отсроченного, регулируемого во времени или замедленного высвобождения или их комбинации. 

Составы могут соответствующим образом находиться в форме жидкостей, растворов (например, 

водных, неводных), суспензий (например, водных, неводных), эмульсий (например, "масло в воде", "вода 

в масле"), эликсиров, сиропов, электуариев, жидкостей для полоскания рта, капель, таблеток (в том чис-

ле, например, таблеток, покрытых оболочкой), гранул, порошков, таблеток для рассасывания, пастилок, 

капсул (в том числе, например, твердых и мягких желатиновых капсул), облаток, пилюль, ампул, болю-

сов, суппозиториев, вагинальных суппозиториев, настоек, гелей, паст, мазей, кремов, лосьонов, масел, 

пен, спреев, взвесей или аэрозолей. 

Составы могут соответствующим образом быть предоставлены в виде пластыря, лейкопластыря, 

перевязочного материала, повязки или тому подобного, пропитанного одним или несколькими соедине-

ниями и необязательно одним или несколькими другими фармацевтически приемлемыми ингредиента-

ми, в том числе, например, усилителями проникновения, пропитывания и поглощения. Составы также 

могут соответствующим образом быть предоставлены в форме депо или резервуара. 

Соединение может быть растворено, суспендировано или смешано с одним или несколькими фар-

мацевтически приемлемыми ингредиентами. Соединение может быть предоставлено в липосоме или 

другой микрочастице, которая предназначена для нацеливания соединения, например, на компоненты 

крови или один или несколько органов. 

Составы, пригодные для перорального введения (например, при приеме внутрь), включают жидко-

сти, растворы (например, водные, неводные), суспензии (например, водные, неводные), эмульсии (на-

пример, "масло в воде", "вода в масле"), эликсиры, сиропы, электуарии, таблетки, гранулы, порошки, 

капсулы, облатки, пилюли, ампулы, болюсы. 

Составы, пригодные для трансбуккального введения, включают в себя жидкости для полоскания 

рта, таблетки для рассасывания, пастилки, а также пластыри, лейкопластыри, депо и резервуары. Таблет-

ки для рассасывания обычно содержат соединение в ароматизированной основе, обычно в сахарозе и 

гуммиарабике или трагаканте. Пастилки обычно содержат соединение в инертной матрице, такой как 

желатин и глицерин или сахароза и гуммиарабик. Жидкости для полоскания рта обычно содержат соеди-

нение в подходящем жидком носителе. 

Составы, подходящие для подъязычного введения, включают таблетки, таблетки для рассасывания, 

пастилки, капсулы и пилюли. 

Составы, пригодные для перорального чресслизистого введения, включают в себя жидкости, рас-

творы (например, водные, неводные), суспензии (например, водные, неводные), эмульсии (например, 

"масло в воде", "вода в масле"), жидкости для полоскания рта, таблетки для рассасывания, пастилки, а 

также пластыри, лейкопластыри, депо и резервуары. 

Составы, пригодные для неперорального чресслизистого введения, включают в себя жидкости, рас-

творы (например, водные, неводные), суспензии (например, водные, неводные), эмульсии (например, 

"масло в воде", "вода в масле"), суппозитории, вагинальные суппозитории, гели, пасты, мази, кремы, 

лосьоны, масла, а также пластыри, лейкопластыри, депо и резервуары. 

Составы, пригодные для трансдермального введения, включают гели, пасты, мази, кремы, лосьоны 

и масла, а также пластыри, лейкопластыри, перевязочные материалы, повязки, депо и резервуары. 

Таблетки могут быть изготовлены обычными способами, например прессованием или формовани-

ем, необязательно с одним или несколькими вспомогательными ингредиентами. Прессованные таблетки 
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могут быть получены прессованием в соответствующей машине соединения в сыпучей форме, такой как 

порошок или гранулы необязательно в смеси с одним или несколькими связующими веществами (на-

пример, повидон, желатин, гуммиарабик, сорбит, трагакант, гидроксипропилметилцеллюлоза); наполни-

телями или разбавителями (например, лактоза, микрокристаллическая целлюлоза, вторичный кислый 

фосфат кальция); смазывающими веществами (например, стеарат магния, тальк, диоксид кремния); сред-

ствами для улучшения распадания (например, натрия крахмалгликолят, поперечно-сшитый повидон, по-

перечно-сшитая карбоксиметилцеллюлоза натрия); поверхностно-активными или диспергирующими или 

смачивающими средствами (например, лаурилсульфат натрия); консервантами (например, метил-п-

гидроксибензоат, пропил-п-гидроксибензоат, сорбиновая кислота); вкусоароматическими веществами, 

усилителями вкуса и аромата и подсластителями. Формованные таблетки могут быть изготовлены в со-

ответствующей машине формованием смеси порошкообразного соединения, увлажненного инертным 

жидким разбавителем. Таблетки необязательно могут быть покрыты оболочкой или быть с риской и мо-

гут быть составлены таким образом, чтобы обеспечить медленное или контролируемое высвобождение 

соединения в них с помощью, например, гидроксипропилметилцеллюлозы в различных пропорциях для 

обеспечения желаемого профиля высвобождения. Таблетки необязательно могут быть снабжены покры-

тием, например, для влияния на высвобождение, например энтеросолюбильным покрытием для обеспе-

чения высвобождения в частях кишечника помимо желудка. 

Мази, как правило, получают из соединения и парафиновой или смешивающейся с водой основой 

мази. 

Кремы, как правило, получают из соединения и кремовой основы "масло в воде". При желании, 

водная фаза кремовой основы может включать, например, по меньшей мере приблизительно 30% 

вес./вес., многоатомного спирта, т.е. спирта, имеющего две или более гидроксильные группы, такого как 

пропиленгликоль, бутан-1,3-диол, маннит, сорбит, глицерин и полиэтиленгликоль и их смеси. Составы 

для местного применения могут по желанию включать соединение, которое увеличивает поглощение и 

проникновение соединения через кожу или другие пораженные участки. Примеры таких усилителей 

кожного проникновения включают диметилсульфоксид и родственные аналоги. 

Эмульсии, как правило, получают из соединения и масляной фазы, которая необязательно может 

содержать только эмульгатор (иначе известный как эмульгирующее вещество), или она может содержать 

смесь по меньшей мере одного эмульгатора с жиром или маслом или как с жиром, так и с маслом. Пред-

почтительно, гидрофильный эмульгатор включается вместе с липофильным эмульгатором, который дей-

ствует в качестве стабилизатора. Также предпочтительно включать как масло, так и жир. Вместе эмуль-

гатор(эмульгаторы) со стабилизатором(стабилизаторами) или без него(них) образуют так называемый 

эмульгирующий воск, а воск вместе с маслом и/или жиром образуют так называемую эмульгирующую 

основу мази, которая образует масляную дисперсную фазу в кремовых составах. 

Подходящие эмульгаторы и стабилизаторы эмульсии включают Tween 60, Span 80, цетостеарило-

вый спирт, миристиловый спирт, глицерилмоностеарат и лаурилсульфат натрия. Выбор подходящих ма-

сел или жиров для состава основан на достижении желательных косметических свойств, поскольку рас-

творимость соединения в большинстве масел, которые будут использоваться в эмульсионных фармацев-

тических составах, может быть очень низкой. Таким образом, крем предпочтительно должен быть не-

жирным, не оставляющим пятен и стирающимся продуктом с подходящей консистенцией во избежание 

утечки из тюбиков или других контейнеров. Могут быть использованы с прямой или разветвленной це-

пью, моно- или двухосновные алкиловые сложные эфиры, такие как диизоадипат, изоцетилстеарат, про-

пиленгликолевый двухзамещенный сложный эфир жирных кислот кокосового масла, изопропилмири-

стат, децилолеат, изопропилпальмитат, бутилстеарат, 2-этилгексилпальмитат или смесь сложных эфиров 

с разветвленной цепью, известная как Crodamol CAP, при этом последние три являются предпочтитель-

ными сложными эфирами. Они могут использоваться по отдельности или в комбинации в зависимости 

от требуемых свойств. В качестве альтернативы, могут использоваться липиды с высокой температурой 

плавления, такие как белый мягкий парафин и/или жидкий парафин или другие минеральные масла. 

Составы, пригодные для интраназального введения, где носитель представляет собой жидкость, 

включают, например, назальный спрей, капли в нос или аэрозольное введение с помощью небулайзера, а 

также включают водные или масляные растворы соединения. 

Составы, пригодные для интраназального введения, где носитель представляет собой твердое веще-

ство, включают в себя, например, те, которые представлены в виде крупного порошка, имеющего размер 

частиц, например, в диапазоне от приблизительно 20 до приблизительно 500 мкм, который вводят спосо-

бом, которым принимают лекарства для вдыхания через нос, т.е. путем быстрого вдоха через носовой 

проход из контейнера с порошком, подносимого близко к носу. 

Составы, пригодные для легочного введения (например, путем ингаляционной или инсуффляцион-

ной терапии), включают те, которые представлены в виде аэрозольного спрея из упаковки под давлением 

с применением подходящего пропеллента, такого как дихлордифторметан, трихлорфторметан, дихлор-

тетрафторэтан, диоксид углерода или другие подходящие газы. 

Составы, пригодные для глазного введения, включают глазные капли, в которых соединение рас-

творено или суспендировано в пригодном носителе, особенно в водном растворителе для соединения. 
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Составы, пригодные для ректального введения, могут быть представлены в виде суппозитория с 

подходящей основой, содержащей, например, природные или отвержденные масла, воски, жиры, полу-

жидкие или жидкие полиолы, например, масло какао или салицилат; или в виде раствора или суспензии 

для лечения с помощью клизмы. 

Составы, пригодные для вагинального введения, могут быть представлены в виде вагинальных суп-

позиториев, тампонов, кремов, гелей, паст, пен или спреев, содержащих в дополнение к соединению та-

кие носители, которые известны в данной области как пригодные. 

Составы, пригодные для парентерального введения (например, путем инъекции), включают в себя 

водные или неводные, изотонические, апирогенные, стерильные жидкости (например, растворы, суспен-

зии), в которых соединение растворено, суспендировано или иным образом предоставлено (например, в 

липосоме или другой микрочастице). Такие жидкости могут дополнительно содержать другие фармацев-

тически приемлемые ингредиенты, такие как антиоксиданты, буферы, консерванты, стабилизаторы, бак-

териостатические средства, суспендирующие средства, загустители и растворенные вещества, которые 

делают препарат изотоничным крови (или другой соответствующей биологической жидкости) назначен-

ного реципиента. Примеры наполнителей включают, например, воду, спирты, полиолы, глицерин, расти-

тельные масла и тому подобное. Примеры подходящих изотонических носителей для применения в та-

ких составах включают физиологический раствор для инъекций, раствор Рингера или раствор Рингера с 

лактатом для инъекций. Как правило, концентрация соединения в жидкости составляет от приблизитель-

но 1 нг/мл до приблизительно 10 мкг/мл, например, от приблизительно 10 нг/мл до приблизительно 1 

мкг/мл. Составы могут быть представлены в однодозовых или в многодозовых герметизированных кон-

тейнерах, например в ампулах и флаконах, и могут храниться в высушенном замораживанием (лиофили-

зированном) состоянии, требующем только добавления стерильного жидкого носителя, например, воды 

для инъекции, непосредственно перед применением. Растворы и суспензии для инъекций для немедлен-

ного приема могут быть приготовлены из стерильных порошков, гранул и таблеток. 

Дозировка 

Специалисту в данной области будет понятно, что соответствующие дозировки соединений ТВАР, 

а также композиций, содержащих соединения ТВАР, могут варьировать для разных пациентов. Опреде-

ление оптимальной дозы будет, как правило, включать балансирование уровня терапевтической пользы с 

каким-либо риском или вредными побочными эффектами. Выбранный уровень дозы будет зависеть от 

множества факторов, включающих активность конкретного соединения ТВАР, путь введения, время вве-

дения, скорость выведения соединения ТВАР, продолжительность лечения, другие лекарственные сред-

ства, соединения и/или материалы, используемые в комбинации, тяжесть заболевания, а также вид, пол, 

возраст, вес, состояние, общее состояние здоровья и предшествующую историю болезни пациента. Ко-

личество соединения ТВАР и путь введения в конечном счете останутся на усмотрение врача, ветеринара 

или клинициста, хотя, как правило, доза будет выбираться для достижения локальных концентраций в 

месте действия, которые достигают желаемого эффекта, не вызывая существенных опасных или вредных 

побочных эффектов. 

Введение может осуществляться в одной дозе, непрерывно или периодически (например, в виде 

раздельных доз через определенные промежутки времени) на протяжении всего курса лечения. Способы 

определения наиболее эффективных средств и дозировки для введения хорошо известны специалистам в 

данной области и будут изменяться в зависимости от используемого для лечения состава, цели лечения, 

клетки-мишени (клеток-мишеней), подлежащей лечению, и субъекта, подлежащего лечению. Разовые 

или многократные введения могут осуществляться с уровнем дозы и схемой, выбираемыми лечащим 

врачом, ветеринаром или клиницистом. 

В целом, подходящая доза соединения ТВАР находится в диапазоне от приблизительно 10 мкг до 

приблизительно 250 мг (более типично, от приблизительно 100 мкг до приблизительно 25 мг) на кило-

грамм массы тела пациента в день. Если соединение представляет собой соль, сложный эфир, амид, про-

лекарство или тому подобное, количество вводимого препарата рассчитывается на основе исходного со-

единения, и, таким образом, фактический вес для использования увеличивается пропорционально. 

Химический синтез 

Все исходные материалы, реактивы и растворители для реакций относились к классу чистых для 

анализа и использовались в приобретенном виде. Хроматографические растворители относились к клас-

су для HPLC и использовались без дополнительной очистки. Реакции контролировали с помощью анали-

за тонкослойной хроматографии (TLC) с использованием пластинок для тонкослойной хроматографии из 

силикагеля Merck 60 F-254. Колоночную флэш-хроматографию проводили на силикагеле Merck 60 

(0,015-0,040 мм) или в одноразовых колонках с силикагелем Isolute Flash Si и Si II. Анализы LCMS вы-

полняли на системе HPLC Micromass LCT/Water's Alliance 2795 с колонкой Discovery 5 мкм, С18, с 

i.d.(внутренний диаметр) 50 мм х 4,6 мм от Supelco при температуре 22°C с использованием следующей 

системы растворителей: растворитель А: метанол; растворитель В: 0,1% муравьиная кислота в воде при 

скорости потока 1 мл/мин. Градиент начинается с 10% А/90% В (по объему) от 0-0,5 мин, затем с 10% 

А/90% В до 90% А/10% В от 0,5 до 6,5 мин и продолжается при 90% А/10% В до 10 мин. После 10-10,5 

мин градиент возвращался назад до 10% А/90%, где концентрация сохранялась до 12 мин. УФ-
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детектирование проводили при 254 нм, и ионизация представляла собой электрораспыление с положи-

тельным или отрицательным ионом. Диапазон сканирования молекулярного веса составляет 50-1000. 

Образцы поставлялись в виде 1 мг/мл в DMSO или метаноле с введением 3 мкл при неполном заполне-

нии петли. ЯМР-спектры регистрировали в DMSO-d6 на спектрометре Bruker Advance 500 МГц. 

Часть (I): N-арилирование пиразолкарбоксилатных сложных эфиров 

Способ А. Этил, 3-трет-бутил-1H-пиразол-5-карбоксилат (1 экв.), желаемую бороновую кислоту (2 

экв.), ацетат меди (II) (1,5 экв.) и сухой DMF добавляли при перемешивании с получением голубого рас-

твора. Добавляли сухой пиридин (2 экв.), после которого цвет стал зеленым, а затем ложку высушенных 

в сушильном шкафу порошкообразных 4 А (0,4 нм) молекулярных сит. Смесь перемешивали при ком-

натной температуре в атмосфере аргона до полного завершения реакции, подтверждаемого с помощью 

LC-MS. После завершения реакции смесь разбавляли раствором AcOEt и NH4Cl. Органическую фазу вы-

деляли, промывали раствором NH4Cl, насыщ. водн. NaHCO3, сушили (MgSO4 со смолой с захваченной 

медью), фильтровали и выпаривали с получением маслянистого вещества, которое в некоторых случаях 

дополнительно очищали с помощью колоночной хроматографии. 

Синтез 1. Этил, 3-трет-бутил-1-(3-метоксифенил)-1H-пиразол-5-карбоксилат 

 
Способ А применяли с использованием этил 3-трет-бутил-1H-пиразол-5-карбоксилата (320 мг, 

1,631 ммоль) и 3-метоксифенилбороновой кислоты (307 мг, 2,020 ммоль). Реакцию завершили после пе-

ремешивания при комнатной температуре в течение 22 ч. После обработки полученное желтое масло 

растворяли в смеси DCM/гексан и наносили на колонку 50 г SNAP, которую элюировали 2 → 20% (по 

объему) EtOAc в гексане. Титульное соединение получали в виде бесцветного масла. 

Выход: 462 мг (94%, чистота 92%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,17 (t, 3H, 

3
JHH=7,1, CH3), 1,30 (s, 9H, трет-Bu), 3,79 (s, 3H, 

OCH3), 4,17 (q, 2H, 
3
JHH=7,1, OCH2CH3), 6,98 (m, 4H, ArH), 7,36 (t, 1H, 

3
JHH=8,1, ArH). LC-MS (2,79 мин.): 

m/z рассчет. для C17H22N2O3[M+H]
+
: 303,1; обнаруженное: 303,2. 

Синтез 2. Этил, 3-трет-бутил-1-(3-трифторметилфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилат 

 
Способ А применяли с использованием этил, 3-трет-бутилпиразол-5-карбоксилата (320 мг, 1,60 

ммоль) и 3-трифторметилфенилбороновой кислоты (307 мг, 1,60 ммоль). Через 20 ч реакционную смесь 

разбавляли с AcOEt (20 мл), промывали 2 × 20 мл воды, NaHCO3 (20 мл, конц.) и, наконец, 20 мл соляно-

го раствора. Органический слой сушили (MgSO4) и выпаривали досуха с получением масла (417 мг). Со-

единение использовали для последующего этапа гидролиза без дополнительной очистки. 

Синтез 3. Этил, 3-трет-бутил-1-(3-метилфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилат 

 
Способ А применяли с использованием этил, 3-трет-бутилпиразол-5-карбоксилата (320 мг, 1,60 

ммоль) и 3-метилфенилбороновой кислоты (218 мг, 1,60 ммоль). Через 20 ч реакционную смесь разбав-

ляли AcOEt (20 мл), промывали 2 × 20 мл воды, NaHCO3 (20 мл, конц.) и, наконец, 20 мл соляного рас-

твора. Органический слой сушили (MgSO4) и выпаривали досуха с получением масла (466 мг). Соедине-

ние использовали в последующем этапе гидролиза без дополнительной очистки. 

Синтез 4. Этил, 3-трет-бутил-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилат 

 
Способ А использовали с этил, 3-трет-бутилпиразол-5-карбоксилатом (320 мг, 1,60 ммоль) и 3-

фторфенилбороновой кислотой (224 мг, 1,60 ммоль). Через 20 ч реакционную смесь разбавляли AcOEt 

(20 мл), промывали 2 × 20 мл воды, NaHCO3 (20 мл, конц.) и, наконец, 20 мл соляного раствора. Органи-
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ческий слой сушили (MgSO4) и выпаривали досуха с получением масла (463 мг). Соединение использо-

вали в последующем этапе гидролиза без дополнительной очистки. 

Синтез 5. Этил, 3-трет-бутил-1-(2-метоксипиридин-4-ил)-1H-пиразол-5-карбоксилат 

 
Способ А использовали с этил, 3-трет-бутилпиразол-5-карбоксилатом (202 мг, 1,03 ммоль) и 2-

метоксипиридин-4-ил бороновой кислотой (208 мг, 1,360 ммоль). Очистка с использованием 2 → 50% 

(по объему) EtOAc в гексане давала титульное соединение в виде бесцветного масла. 

Выход: 243 мг (59%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,22 (t, 3H, 

3
JHH=7,1, CH3), 1,29 (s, 9H, трет-Bu), 3,90 (s, 3H, 

OCH3), 4,23 (q, 2H, 
3
JHH=7,1, OCH2CH3), 6,94 (d, 1H, 

3
JHH=1,7, PyrH), 7,07 (s, 1H, ArH), 7,13 (dd, 1H, 

3
JHH=5,6, 1,7, PyrH), 8,23 (d, 1H, 

3
JHH=5,6, PyrH). LC-MS (2,83 мин.): m/z рассчет. для C16H21N3O3 [M+H]

+
: 

304,1; обнаруженное: 303,1. 

Часть (II): гидролиз сложного этилового эфира 

Способ В. Соответствующий 1-замещенный этил, 3-трет-бутил-1H-пиразол-5-карбоксилат (1 экв.) 

растворяли в 4: 1: 1 смеси THF/MeOH/H2O, добавляли моногидрат гидроксида лития (1,1 экв.) и бесцвет-

ную смесь перемешивали в течение 16 ч при комнатной температуре. Летучие вещества впоследствии 

выпаривали, полученное твердое вещество повторно растворяли в H2O и pH раствора доводили до 1 с 

помощью 10% водного раствора HCl. Полученную смесь молочного цвета экстрагировали EtOAc два 

раза и объединенную органическую фракцию промывали соляным раствором, сушили и концентрирова-

ли досуха с получением белого кристаллического твердого вещества. 

Способ С. Соответствующий 1-замещенный этил, 3-третбутилпиразол-5-карбоксилат (1 экв.) кипя-

тили с обратным холодильником в течение 30 мин в 10 мл EtOH и 3 мл раствора NaOH (2 М). После ох-

лаждения при комнатной температуре реакционную смесь нейтрализовали до pH 4,0 (AcOH), разбавляли 

20 мл воды и экстрагировали AcOEt. Органический слой промывали 2 × 20 мл воды, сушили (MgSO4) и 

выпаривали досуха, а остаток, полученный таким образом, очищали с помощью системы Biotage Isolera. 

Синтез 6. 3-трет-Бутил-1-(3-метоксифенил)-1H-пиразол-5-карбоновая кислота 

 
С применением способа В с использованием этил, 3-трет-бутил-1-(4-метоксифенил)-1H-пиразол-5-

карбоксилата (442 мг, 1,345 ммоль) получали титульное соединение в виде белых кристаллов. 

Выход: 300 мг (81%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,29 (s, 9H, трет-Bu), 3,78 (s, 3H, OCH3), 6,90 (s, 1H, ArH), 6,97 

(m, 4H, ArH), 7,35 (t, 1H, 
3
JHH=8,1, ArH), 13,14 (s, 1H, COOR). LC-MS (2,51 мин): m/z рассчет. для 

C15H18N2O3 [M+H]
+
: 275,1; обнаруженное: 275,0. 

Синтез 7. 3-трет-Бутил-1-(3-трифторметилфенил)-1H-пиразол-5-карбоновая кислота 

 
С применением способа C с использованием неочищенного этил, 3-трет-бутил-1-(3-

трифторметилфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилата (471 мг) получали твердый продукт, который переда-

вали для дальнейшей очистки с помощью системы Biotage Isolera и смеси циклогексан:EtOAc 1:1 в каче-

стве элюента (в изократическом режиме), и получали титульное соединение. 

Выход: 133 мг (26,6% за 2 этапа).  
1
H ЯМР (DMSO), δH (ppm), J (Гц): 1,31 (s, 9H, (CH3)3С), 6,99 (s, 1H, Pyr-H), 7,70 (t, 1H, Arom-H5, 

J=7,7 Гц), 7,76-7,82 (m, 3H, Arom-Н2+4+6), 13,32 (s, 1H, Pyr-CO2H) Факт. масса: (C15H16F3N2O2) рассчет. 

313,1157, обнаруженная 313,1155. 
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Синтез 8. 3-трет-Бутил-бутил-1-(3-метилфенил)-1H-пиразол-5-карбоновая кислота 

 
Титульное соединение получали с применением способа С с использованием неочищенного этил, 3-

трет-бутил-1-(3-метилфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилата (460 мг) после очистки с помощью системы 

Biotage Isolera и смеси циклогексан:EtOAc 1:1 в качестве элюента (в изократическом режиме). 

Выход: 101 мг (24,% за 2 этапа).  
1
H ЯМР (DMSO), δH (ppm), J (Гц): 1,29 (s, 9H, (CH3)3С), 2,35 (s, 3H, 3-CH3), 6,89 (s, 1H, Pyr-H), 7,18 

(d, 1H, Arom-H2, J=7,2 Гц), 7,20-7,24 (m, 2H, Arom-H4+6), 7,32 (t, 1H, Arom-H5, J=7,3 Гц), 13,09 (s, 1H, Pyr-

CO2H). Факт, масса: (C15H18N2O2) рассчет. 258,1368, обнаруженная 258,1373. 

Синтез 9. 3-трет-Бутил-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-карбоновая кислота 

 
Титульное соединение получали с применением способа C с использованием неочищенного этил, 3-

трет-бутил-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-карбоксилата (463 мг). См., например, Springer et al., 2011. 

Выход 166 мг (39,6% за 2 этапа). 
1
H ЯМР (DMSO), δH (ppm), J (Гц): 1,29 (s, 9H, (CH3)3С), 6,95 (s, 

1H, Pyr-H), 7,23-7,30 (m, 2H, Arom-Н4+5), 7,35 (d, 1H, Arom-H2, J=9,8 Гц), 7,44-7,53 (m, 1H, Arom-H6), 

13,24 (s, 1H, Pyr-CO2H). Факт. масса: (C14H15FN2O2) рассчет. 262,1118, обнаруженная 262,1117. 

Синтез 10. Гидрохлорид 3-трет-бутил-1-(2-оксо-1,2-дигидропиридин-4-ил)-1H-пиразол-5-

карбоновой кислоты 

 
Способ D. Этил, 3-трет-бутил-1-(2-метоксипиридин-4-ил)-1H-пиразол-5-карбоксилат (110 мг, 0,363 

ммоль) растворяли в 6М HCl в H2O (4,5 мл, 27,00 ммоль) и бесцветный раствор нагревали до 90°C в те-

чение 48 ч. Все летучие вещества затем выпаривали и полученное бесцветное масло совместно выпари-

вали с DCM (10 мл), а затем с Et2O (10 мл), что приводило к получению титульного соединения в виде 

белого твердого вещества. 

Выход: 93 мг (98%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,28 (s, 9H, tert-Bu), 6,32 (d, 1H, J=1,9, ArH), 6,37 (dd, 1H, J=7,1, 

1,9, ArH), 6,99 (s, 1H, ArH), 7,46 (d, 1H, J=7,1, ArH). LC-MS (2,14 мин.): m/z рассчет. для C13H16N3O3[M-

Cl]
+
: 262,1; обнаруженное: 262,0;  

Часть (III): образование 5-аминопиразолов 

Синтез 11. 3-(трет-Бутил)-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-амин 

 
Способ E: Смесь 4,4-диметил-3-оксопентаннитрила (77 г, 0,62 моль) и 3-фторфенил-

гидразингидрохлорида (100 г, 0,62 моль) добавляли к толуолу (1 л) и нагревали до 100°C в течение 24 ч, 

после чего реакционную смесь оставляли охлаждаться до 20°C. Смесь фильтровали, промывали толуо-

лом (2 × 250 мл) и высушивали. Неочищенную соль HCl объединили с предыдущей партией (выполнен-

ной с использованием 180 г 3-фторфенилгидразингидрохлорида и 234 г 3-фторфенил-

гидразингидрохлорида) и разделяли между DCM (4 л) и насыщ. водн. NaHCO3 (4 л). Смесь перемешива-

ли до тех пор, пока не оставалось никакого твердого вещества. Слой DCM отделяли, сушили (MgSO4), 

фильтровали и концентрировали под вакуумом с получением титульного соединения в виде оранжевого 

твердого вещества (210 г) с выходом 52%. Чистота >95% (в расчете на моли) согласно ЯМР и 94,4% (в 
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расчете на моли) согласно LCMS. 

Часть (IV): образование 5-аминопиразолкарбаматов 

Синтез 12. Фенил N-[3-трет-бутил-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-ил]карбамат 

 
Способ F. 3-(Трет-бутил)-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-амин (210 г, 0,90 моль) растворяли в THF 

(5 л) при 0°C перед добавлением пиридина (146 мл, 1,80 моль). Фенилхлорформиат (113 мл, 0,90 моль) в 

THF (300 мл) загружали по каплям при 0-5°C в течение 30 мин. Реакционную смесь перемешивали при 

0°C в течение 30 мин и затем оставляли нагреваться до комнатной температуры. Через 4 ч HPLC показа-

ла, что осталось 8% продукта 1-й стадии. 

Добавили дополнительную загрузку фенилхлорформиата (11 мл, 0,088 моль) и через 30 минут ана-

лиз HPLC показал, что реакция завершена. Загружали EtOAc (5 л) и органический слой промывали с 1 М 

HCl (2 х 1,2 л), водой (1,2 L), насыщ. водн. NaHCO3 (1,2 л) и насыщ. соляным раствором (1,2 л). Органи-

ческий слой сушили (MgSO4), фильтровали и концентрировали под вакуумом. Неочищенное масло пере-

носили в 1 : 3 смесь EtOAc/гептан и концентрировали под вакуумом с получением твердого вещества. 

Обеспечивали образование взвеси твердого вещества в гептане (2,5 л) в течение 1 ч, фильтровали и про-

мывали гептаном (200 мл). Материал сушили при 40°C в течение ночи с получением титульного соеди-

нения (286 г) с выходом 90%. Чистота >95% согласно ЯМР. 

Часть (V): связывание арилпиразолъного и 4-аминофенокси-пиридопиразинонового фрагментов с 

образованием мочевинного линкера 

Синтез 13. 1-[3-трет-Бутил-1-[(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-ил]3-[2-фтор-4(3-оксо-3,4-дигидропи-

ридо[2,3-b]пиразин-8-илокси)фенил]мочевина (ТВАР-001) 

 
Способ G. 81 мг (0,31 ммоль) 3-трет-бутил-1-(3-фторфенил)пиразол-5-карбоновой кислоты раство-

ряли в 2 мл DMF во вращающейся пробирке при перемешивании и в инертной атмосфере. Затем добав-

ляли 0,044 мл (0,32 ммоль) триэтиламина и 0,067 мл (0,032 ммоль) DPPA и перемешивание продолжали в 

течение 30 мин при 0°C и в течение дополнительного 1 ч при комнатной температуре. К этой реакцион-

ной смеси сразу добавляли 4-(3-фтор-4-аминофенил)пиридин-[2,3-b]пиразин-2-он (40 мг, 0,15 ммоль) 

(см., например, Zambon et al., 2010) и пробирки с реакционной смесью нагревали при 100°C в течение 30 

мин при перемешивании и в атмосфере аргона. После охлаждения при комнатной температуре раствор 

разбавляли 10 мл AcOEt. Органический слой промывали 2 × 10 мл насыщенного соляного раствора, су-

шили (MgSO4) и выпаривали досуха. Полученный таким образом остаток растирали с Et2O и фильтрова-

ли с получением титульного соединения в виде бледно-коричневого аморфного твердого вещества. 

Выход: 66 мг (83,0%).  
1
H ЯМР (500 МГц, DMSO-d6) δ: 1,29 (s, 9H, t-Bu), 6,41 (s, 1H, НПиразол), 6,64 (d, 1H, HPyr, J=5,6 Гц), 

7,02-7,07 (m, 1H, НЦентральный атом), 7,22-7,30 (m, 2H, НАтом пиразола), 7,40-7,44 (m, 2H, НЦентральный атом + НАтом 

пиразола), 7,53-7,60 (m, 1H, НАтом пиразола), 8,14 (t, 1H, НЦентральный атом, J=9,1 Гц), 8,17 (s, 1H, Нпиразинон), 8,36 (d, 

1H, HPyr, J=5,6 Гц), 8,87 (s, 1H, NНмочевина), 8,98 (s, 1H, NНмочевина), 12,90 (s, 1H, NH). LC-MS, tR = 2,61 мин, 

m/z: 531,2 (M)
+
, рассчет. для C27H23F2N7O3. HRMS: (M)

+
 рассчет. для C27H23F2N7O3, 531,1830, обнаружен-

ная: 531,1832. 

Способ Н. В 4-(3-фтор-4-аминофенил)пиридин-[2,3-b]пиразин-2-ону (169,5 г, 0,623 моль) загружали 

фенил N-[3-трет-бутил-1-(3-фторфенил)-1H-пиразол-5-ил]карбамат (220 г, 0,623 моль) и DMSO (1,7 л). 

Реакционную смесь перемешивали при 20-22°C в течение ночи. 
1
H ЯМР указывал на то, что реакция за-

вершена. Реакцию гасили водой (8,6 л) и перемешивали в течение 1 ч, затем фильтровали и промывали 

водой (2 × 2 л). Материал сушили при 60°C в течение выходных. Обеспечивали образование взвеси твер-

дого вещества в EtOAc (3,39 л) в течение 1 ч, фильтровали и промывали EtOAc (750 мл) с получением 

320 г титульного соединения. ЯМР указывал на то, что фенол еще присутствует. Обеспечивали повтор-

ное образование взвеси материала в EtOAc (3,2 л) в течение 1 ч, фильтровали, промывали EtOAc (500 мл) 

и сушили с получением 293 г титульного соединения (9% EtOAc по весу согласно ЯМР, одна примесь, 

0,8 вес.%). Твердое вещество перекристаллизовывали из THF (5,7 л) и гептана (2,85 л), обеспечивая ос-

тывание партии до комнатной температуры перед фильтрацией твердых веществ. Осадок на фильтре 

промывали гептаном (2,85 л) и сушили при 45°C в течение ночи с получением 221 г титульного соедине-
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ния. Анализ HPLC показал, что предыдущая примесь на 0,8% (по весу) снижалась до 0,23% (по весу); 

однако имело место обогащение примесью мочевины до 0,58% (по весу). 
1
H ЯМР показал 5% гептана (по 

весу). Материал сушили при 110°C в течение 12 ч, чтобы довести уровень гептана до < 0,5% (по весу) 

согласно ЯМР, что дает в общей сложности 211 г титульного соединения в виде белого кристаллического 

твердого вещества с выходом 64%. Чистота по HPLC - 98,8% (по весу), одна примесь - 0,58% (по весу). 

Синтез 14. 1-[3-трет-бутил-1-[(3-метилфенил)-1H-пиразол-5-ил]3-[2-фтор-4(3-оксо-3,4-дигидро-

пиридо[2,3-b]пиразин-8-илокси)фенил]мочевина (ТВАР-002) 

 
Титульное соединение в виде грязно-белого твердого вещества получали с применением способа G 

с использованием 3-трет-бутил-1-(3-метилфенил)-1H-пиразол-5-карбоновой кислоты (80 мг, 0,31 ммоль) 

и 4-(3-фтор-4-аминофенил)пиридин-[2,3-b]пиразин-2-она (40 мг, 0,15 ммоль). 

Выход: 69 мг (87,4%).  
1
H ЯМР (500 МГц, DMSO-d6) δ: 1,28 (s, 9H, t-Bu), 2,40 (s, 3H, 3-CH3), 6,39 (s, 1H, НПиразол), 6,64 (d, 

1H, HPyr, J=5,6 Гц), 7,02-7,06 (m, 1H, НЦентральный атом), 7,22-7,36 (m, 4H, 3НАтом пиразола +1НЦентральный атом), 7,43 

(t, 1H, НАтом пиразола, J=7,7 Гц), 8,16 (t, 1H, НЦентральный атом, J=9,1 Гц), 8,17 (s, 1H, Нпиразинон), 8,36 (d, 1H, HPyr, 

J=5,6 Гц), 8,81 (s, 1H, NНмочевина), 8,98 (s, 1H, NНмочевина), 12,90 (s, 1H, NH). LC-MS, tR = 2,65 мин, m/z: 

527,2 (M)
+
, рассчет. для C28H26FN7O3. HRMS: (M+H)

+
 рассчет. для C28H26FN7O3, 527,2081, обнаруженное: 

527,2088. 

Синтез 15. 1-[3-трет-бутил-1-[(3-трифторметилфенил)-1H-пиразол-5-ил]3-[2-фтор-4(3-оксо-3,4-

дигидропиридо[2,3-b]пиразин-8-илокси)фенил]мочевина (ТВАР-003) 

 
Титульное соединение в виде грязно-белого твердого вещества получали с применением способа G 

с использованием 3-трет-бутил-1-(3-трифторметилфенил)-1H-пиразол-5-карбоновой кислоты (97 мг, 0,31 

ммоль) и 4-(3-фтор-4-аминофенил)пиридин[2,3-b]пиразин-2-она (40 мг, 0,15 ммоль). 

Выход: 70 мг (80,4%).  
1
H ЯМР (500 МГц, DMSO-d6) δ: 1,30 (s, 9H, t-Bu), 6,42 (s, 1H, НПиразол), 6,64 (d, 1H, HPyr, J=5,6 Гц), 

7,02-7,06 (m, 1H, НЦентральный атом), 7,27-7,36 (m, 1H, НЦентральный атом), 7,74-7,80 (m, 2H, НАтом пиразола), 7,86-

7,90 (m, 2H, НАтом пиразола), 8,05 (t, 1H, НЦентральный атом, J=9,1 Гц), 8,17 (S, 1H, Нпиразинон), 8,36 (d, 1H, HPyr, 

J=5,6 Гц), 8,87 (S, 1H, NНмочевина), 8,93 (S, 1H, NНмочевина), 12,90 (s, 1H, NH). LC-MS, tR = 2,71 мин, m/z: 

581,2 (M)
+
, рассчет. для C28H23F4N7O3 HRMS: (M+H)

+
рассчет. для C28H23F4N7O3, 581,1798, обнаруженное: 

581,1796. 

Синтез 16. 1-(3-трет-бутил-1-(3-метоксифенил)-1H-пиразол-5-ил)-3-(2-фтор-4-(3-оксо-3,4-дигидро-

пиридо[3,2-b]пиразин-8-илокси)фенил)мочевина (ТВАР-004) 

 
Титульное соединение в виде светло-желтого твердого вещества получали с применением способа 

G с использованием 3-трет-бутил-1-(3-метоксифенил)-1H-пиразол-5-карбоновой кислоты (60 мг, 0,22 

ммоль) и 8-(4-амино-3-фторфенокси)пиридо[2,3-b]пиразин-3(4H)-она (31,6 мг, 0,12 ммоль). 

Выход: 50 мг (84%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,29 (s, 9H, трет-Bu), 3,83 (s, 3H, OCH3), 6,41 (s, 1H, PyzH), 6,66 

(d, 
3
JHH=5,7, 1H, PyrH), 7,01-7,12 (m, 4H, ArH), 7,31 (m, 1H, ArH), 7,46 (t, 

3
JHH=8,1, 1H, ArH), 8,18 (m, 2H, 

ArH), 8,38 (d, 
3
JHH=5,7, 1H, PyrH), 8,85 (br s, 1H, NH), 9,03 (br s, 1H, NH), 12,92 (br s, 1H, NH);  

19
F-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm): -124,8. LC-MS (2,59 мин.): m/z рассчет. для C28H27FN7O4 [M+H]

+
: 

544,1; обнаруженное: 544,1. HRMS (3,19 мин.): m/z рассчет. для C28H27FN7O4 [M+H]
+
: 544,21031; обна-

руженное: 544,21029. 

Синтез 17. 1-(3-трет-Бутил-1-(2-оксо-1,2-дигидропиридин-4-ил)-1H-пиразол-5-ил)-3-(2-фтор-4-(3-

оксо-3,4-дигидропиридо[3,2-b]пиразин-8-илокси)фенил)мочевина (ТВАР-005) 
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С применением способа G с использованием гидрохлорида 3-трет-бутил-1-(2-оксо-1,2-

дигидропиридин-4-ил)-1H-пиразол-5-карбоновой кислоты (70,8 мг, 0,238 ммоль) и 8-(4-амино-3-

фторфенокси)пиридо[2,3-b]пиразин-3(4H)-она (32,4 мг, 0,119 ммоль) получали твердое вещество, кото-

рое очищали с помощью колоночной хроматографии на силикагеле, элюируя 5 → 30% (по объему) 

MeOH в DCM, с получением титульного соединения в виде белого твердого вещества. 

Выход: 15 мг (24%).  
1
H-ЯМР (DMSO-d6), δ (ppm), J (Гц): 1,28 (s, 9H, трет-Bu), 6,43 (s, 1H, PyzH), 6,50 (d, 

3
JHH=2,2, 1H, 

ArH), 6,58 (dd, 
3
JHH=7,2, 2,2, 1H, ArH), 6,66 (d, 

3
JHH=5,6, 1H, PyrH), 7,06 (m, 1H, ArH), 7,32 (m, 1H, ArH), 

7,50 (d, 
3
JHH=7,2, 1H, ArH), 8,13 (m, 1H, ArH), 8,18 (m, 1H, ArH), 8,37 (d, 

3
JHH=5,6, 1H, PyrH), 9,05 (br s, 1H, 

NH), 9,13 (s, 1H, NH), 11,66 (br s, 1H, NH), 12,90 (br s, 1H, NH). LC-MS (2,36 мин): m/z рассчет. для 

C26H24FN8O4 [M+H]
+
: 531,1; обнаруженое: 531,2. HRMS (2,97 мин): m/z рассчет. для C26H24FN8O4 [M+H]

+
: 

531,18991; обнаруженное: 531,18952. 

Биологические способы и данные DELFIA-анализ киназной активности 

Соединения оценивали в анализе киназной активности, выполняемом согласно следующему прото-

колу. 

Получение 
V600E

BRAF 
V600E

BRAF создавали путем инфицирования клеток насекомых SF9, культивируемых в среде SF-900 

II (Invitrogen, Пэйсли, Шотландия), бакуловирусом, содержащим полноразмерный BRAF человека с N-

концевой гистидиновой меткой, и очищали с помощью никель-агарозной аффинной хроматографии. 

Получение GST-MEK 

Полноразмерный белок MEK1 кролика экспрессировали с меткой GST HaN-конце и с С-концевой 

гистидиновой меткой в бактериях Escherichia coli JM109 и очищали с помощью никель-агарозной аф-

финной хроматографии. 

Очистка 
V600E

BRAF и GST-MEK 

Процедура 

1. Лизировать клетки в ресуспендирующем буфере (1 мл на 10 мл культуры SF9 или культуры 

JM109 для BRAF или MEK, соответственно), разрушать ультразвуком в течение 1-2 мин и осаждать при 

14000 об./мин (в пробирках на 2 мл) в течение 10 мин. 

2. Взять 1,5 мл никель-агарозных "гранул" на 10 мл лизата и добавить в колонку (Biorad). 

3. Промыть колонку ресуспендирующим буфером 3 раза. 

4. Добавить лизат в колонку. 

5. Промыть 3 раза 10 мл буфера для промывки. 

6. Добавить 10 мл элюирующего буфера к гранулам и собрать в пробирки на 2 мл. 

7. Проверить концентрацию белка в смывах и диализировать в течение ночи при 4°C в буфере для 

диализа. 

Буферы 
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Буфер для диализа (перемешивать и хранить в холодном помещении) 

 
Буфер для киназы DELFIA (DKB) 

 
MOPS = 3-[N-морфолино]пропансульфоновая кислота (Sigma M3183). 

EGTA = этиленгликоль-бис(2-аминоэтил эфир)-N,N,N',N'-тетрауксусная кислота (Sigma Е3889). 

DKB1 (DKB с белками BRAF и MEK) 

Объединить 4950 мкл DKB и 50 мкл 2,5 мг/мл исходного раствора GST-MEK, полученного, как 

описано выше (с получением 1 мг MEK на 40 мкл). Затем добавить 22,5 мкл исходного раствора BRAF, 

полученного как описано выше, с получением ∼0,2 мкл BRAF на 40 мкл. 

DKB2 (DKB с белком MEK) 

Объединить 4950 мкл DKB и 50 мкл 2,5 мг/мл исходного раствора GST-MEK (с получением 1 мг 

MEK на 40 мкл). Использовать 500 мкл данной смеси для контроля гашения (ВО) и пустого вектора 

(EV). 

АТР 

Исходный раствор 100 мМ АТР в дистиллированной воде разбавить до 500 мкМ с получением 100 

мкМ конечной концентрации в анализе. 

Ингибиторы (тестируемые соединения) 

Исходный раствор 100 мМ разбавить до 10, 3, 1, 0,3, 0,1, 0,03, 0,01, 0,003, 0,001, 0,0003 и 0,0001 мМ 

в DMSO в планшете для лекарственных средств, получая концентрации 100, 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1, 0,03, 

0,01, 0,003 и 0,001 мкМ в анализе. 

Первичное антитело 

Фосфо-MEK1/2 CST #9121S, разбавленное 1:1000 в аналитическом буфере (АВ) для DELFIA. Пред-

варительно инкубировать антитело в АВ в течение 30 мин при комнатной температуре перед применени-

ем. 

Вторичное антитело 

Меченое европием вторичное антитело против кроличьего, Perkin Elmer #AD0105, разбавленное 

1:1000 в аналитическом буфере (АВ) для DELFIA. Предварительно инкубировать антитело в АВ в тече-

ние 30 мин при комнатной температуре перед применением. (Первичное и вторичное антитела инкуби-

ровали совместно.) 

Раствор Tween 0,1% Tween 20 в воде. 

Аналитический буфер 

Аналитический буфер для DELFIA Perkin Elmer #4002-0010. 

Усиливающий раствор 

Усиливающий раствор для DELFIA Perkin Elmer #4001-0010. 

Аналитические планшеты 

96-луночный покрытый глутатионом черный планшет Perbio #15340. 

Процедура 

1. Предварительно блокировать лунки 5% раствором молока в TBS в течение 1 ч. 

2. Промыть лунки 3 раза 200 мкл TBS. 

3. Осадить 40 мкл DKB1 для всех ингибиторов (тестируемых соединений), контроля с DMSO и не-

обязательно других контрольных соединений. 

4. Осадить 40 мкл DKB2 в лунки для ВО и EV. 

5. Добавить ингибиторы (тестируемые соединения) при 0,5 мкл на лунку в соответствии с желаемой 
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планировкой планшетов. 

6. Добавить 0,5 мкл DMSO в лунки для контроля носителем. 

7. Добавить 2 мкл BRAF в лунки для ВО и EV. 

8. Предварительно инкубировать с тестируемыми соединениями в течение 10 мин при комнатной 

температуре со встряхиванием. 

9. Добавить 10 мкл из 500 мкМ исходного раствора АТР в DKB с получением аналитической кон-

центрации 100 мкМ. 

10. Герметизировать планшеты с помощью TopSeal и инкубировать при комнатной температуре со 

встряхиванием в течение 45 мин. 

11. Промыть планшеты 3 раза 200 мкл смеси 0,1% Tween20/вода для прекращения реакции. 

12. Добавить 50 мкл на лунку смеси антител и инкубировать в течение 1 ч при комнатной темпера-

туре со встряхиванием. 

13. Промыть планшеты 3 раза с 200 мкл смеси 0,1% Tween20/вода. 

14. Добавить 100 мкл усиливающего раствора DELFIA на лунку, накрыть фольгой и инкубировать 

при комнатной температуре в течение 30 мин со встряхиванием. 

15. Считывать на планшет-ридере Victor (Perkin-Elmer, Турку, Финляндия) с использованием про-

токола для европия. 

Значения для холостой пробы (пустой вектор) вычитают из всех значений. Контроли с DMSO уста-

навливают как 100% активность и точки анализа (ответы) рассчитывают как процентную долю контроля 

с DMSO. Данные наносят на график с использованием программного обеспечения Graphpad Prism и ли-

нию для нелинейной регрессии рассчитывают с помощью сигмоидального уравнения "доза-ответ" с из-

меняемым наклоном: 

Y = нижнее значение+[верхнее значение- нижнее значение]/[ 1 + 10^((LogEC50 - X) * наклон)], 

где X представляет собой логарифм концентрации и Y представляет собой ответ. Значение IC50, ге-

нерируемое с использованием этой процедуры, представляет собой концентрацию лекарственного сред-

ства, которая производит процентную долю контрольной флуоресценции посредине между насыщением 

и плато нулевого эффекта. Как правило, выполняются три независимых анализа и сообщается среднее 

значение IC50. 

Данные обобщены в следующей таблице. 

 
Клеточный анализ активности фосфо-ERK (мутантные по BRAF клетки WM266.4) 

Соединения оценивали с использованием клеточного анализа, который выполняли согласно сле-

дующему протоколу. 

День 0. 

Осадить 16000 мутантных по BRAF WM266.4 клеток/лунку в 99 мкл среды в 96-луночном планше-

те. 

День 1. 

1. Добавить 1 мкл тестируемого соединения к клеткам (в общей сложности 1 мкл раствора). 

2. Инкубировать клетки с тестируемым соединением в течение 6 ч при 37°C. 

3. Удалить раствор из всех лунок. 

4. Зафиксировать клетки 100 мкл 4% формальдегида/0,25% Triton X-100 в PBS на лунку. 

5. Инкубировать планшет в течение 1 ч при 4°C. 

6. Удалить фиксирующий раствор и добавить 300 мкл TBS на лунку. 

7. Оставить планшет в течение ночи при 4°C. 

День 2. 

1. Промыть планшет 2 раза 200 мкл PBS на лунку. 

2. Блокировать 100 мкл раствора 5% сухого молока в TBS. 

3. Инкубировать планшет в течение 20 мин при 37°C. 

4. Промыть планшет 2 раза 0,1% tween/H2O. 

5. Добавить 50 мкл раствора 3 мкг/мл первичного антитела pERK (Sigma M8159), разбавленного в 

5% молочном порошке/TBS, в каждую лунку. 

6. Инкубировать планшет в течение 2 ч при 37°C. 

7. Промыть планшет 3 раза 0,1% tween/H2O. 

8. Добавить в каждую лунку 50 мкл 0,45 мкг/мл вторичного меченого европием антитела к мыши-

ному антителу (Perkin Elmer). 
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9. Инкубировать планшет в течение 1 ч при 37°C. 

10. Промыть планшет 3 раза смесью 0,1% tween/H2O. 

11. Добавить 100 мкл усиливающего раствора (Perkin Elmer) в каждую лунку. 

12. Оставить планшет в течение примерно 10 мин при комнатной температуре перед осторожным 

встряхиванием планшета. 

13. Считать флуоресценцию европия с временным разрешением на планшет-ридере Victor2 (Perkin-

Elmer, Турку, Финляндия). 

14. Промыть планшет 2 раза 0,1% tween/H2O. 

15. Измерить концентрацию белка с использованием анализа с бицинхониновой кислотой (ВСА, 

Sigma) путем добавления по 200 мкл раствора на лунку. 

16. Инкубировать планшет в течение 30 мин при 37°C. 

17. Считывать уровни оптической плотности при длине волны 570 нм в планшет-ридере. 

Обратите внимание, что число импульсов европия нормализуют по уровням белка путем деления 

числа импульсов на оптическую плотность. 

Значения для холостой пробы (без клеток) вычитают из всех значений. Контроли с DMSO устанав-

ливают как 100% активность и точки анализа (ответы) рассчитывают как процентную долю контроля с 

DMSO. Данные наносят на график с использованием программного обеспечения Graphpad Prism и линию 

для нелинейной регрессии рассчитывают с помощью сигмоидального уравнения "доза-ответ" с изменяе-

мым наклоном: 

Y = нижнее значение+[верхнее значение- нижнее значение]/[ 1 + 10^((LogEC50 - X) * наклон)], 

где X представляет собой логарифм концентрации и Y представляет собой ответ. Значение IC50, ге-

нерируемое с использованием этой процедуры, представляет собой концентрацию лекарственного сред-

ства, которая производит процентную долю контрольной флуоресценции посредине между насыщением 

и плато нулевого эффекта. Как правило, выполняются три независимых анализа и сообщается среднее 

значение IC50. 

Данные обобщены в следующей таблице. 

 
Анализ пролиферации клеток с SRB (SRB GI50) 

Клеточные лини культивируют обычным образом в DMEM или RPMI1640, дополненной 10% фе-

тальной бычьей сывороткой при 37°C в 10% CO2 и насыщенной водой атмосфере. Культуры поддержи-

вают в экспоненциальной фазе роста посредством субкультивирования до начала слияния (интервалы 3-5 

дней). Суспензии из отдельных клеток получают при сборе из колбы для культивирования тканей на 80 

см
2
 с 5 мл коммерческого трипсина в EDTA. Через 5 мин отделенные клетки смешивают с 5 мл полной 

дополненной культуральной среды и центробежно осаждают (1000 об./мин в течение 7 мин). После уда-

ления надосадочной жидкости клеточный осадок ресуспендируют в 10 мл свежей среды и клетки полно-

стью разъединяют путем протягивания полного объема вверх/вниз 5 раз через иглу 19-го калибра. Кон-

центрацию клеток определяют с помощью гемоцитометра (в разведении 1/10). Подходящий объем для 

получения по меньшей мере 2-кратного избытка числа проводимых испытаний, как правило, 100-200 мл, 

получают путем разбавления суспензии клеток до 10000-40000/мл и 100 мкл/лунку переносят в 96-

луночный планшет с использованием программируемого 8-канального пульсирующего насоса, дающего 

1000-4000 клеток/лунку, оставляя колонку 12 пустой. Пластины возвращают в инкубатор на 24 ч, позво-

ляя клеткам повторно прикрепиться. 

Тестируемые соединения готовят в концентрации 10 мМ в DMSO. Аликвоты (24 мкл) разводят в 1,2 

мл культуральной среды, получая 200 мкМ, и 10 серийных 3-кратных разведений выполняют путем пе-

реноса 80 мкл к 160 мкл. Аликвоты (100 мкл) каждого разведения добавляют в лунки с помощью 8-

канальной пипетки, выполняя таким образом окончательное дополнительное 2-кратное разведение и по-

лучая дозы в диапазоне от 100 до 0,005 мкМ. Колонка 11 вмещает только чистую питательную среду. 

Каждое соединение тестируют в четырех повторах, каждый повтор представляет собой среднее для че-

тырех лунок. 

После дополнительного роста в течение 5 дней планшеты опорожняют и клетки фиксируют в 10% 

трихлоруксусной кислоте в течение 30 мин при температуре 4°C. После тщательной промывки в проточ-

ной водопроводной воде планшеты сушат и окрашивают путем добавления 50 мкл раствора 0,1% суль-

фородамина-В в 1% уксусной кислоте на 10 мин при комнатной температуре. Краситель выливают и 

планшеты тщательно промывают под струей 1% уксусной кислоты (удаляя таким образом несвязанный 

краситель) и сушат. Связанный краситель забирают в раствор путем добавления 100 мкл Tris-буфера, pH 
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8 с последующими 10 мин на встряхивателе для планшетов (примерно 500 об./мин). Оптическую плот-

ность при длине волны 540 нм в каждой лунке (пропорциональна количеству присутствующих клеток) 

определяют с использованием планшет-ридера. 

После усреднения значений холостой пробы в колонке 12 его вычитали из всех значений и резуль-

таты выражали в виде процентной доли значения без обработки (колонка 11). Полученные таким обра-

зом 10 значений (в четырех повторах) наносили на график в зависимости от логарифма концентрации 

лекарственного средства и анализировали методом нелинейной регрессии с четырьмя параметрами логи-

стического уравнения, устанавливая ограничения, если предложено при рассмотрении. Значение GI50, 

генерируемое с использованием этой процедуры, представляет собой концентрацию лекарственного 

средства, которая производит процентную долю контрольной А540 посредине между насыщением и плато 

нулевого эффекта. 

Результаты для диапазона клеточных линий обобщены ниже. 
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Исследования на ксенотрансплантатах 

Для стандартных клеточных линий клетки инокулировали подкожно в виде суспензии (0,2 мл) в бок 

бестимусных или с тяжелым комбинированным иммунодефицитом самок мышей. Группам из 7-8 мышей 

назначали лечение после стратифицированного распределения объемов опухоли. Обработку с ТВАР-01 

начинали в дни 11-14 после введения клеток. Через желудочный зонд вводили 200 мкл суспензии 

(DMSO:вода, 1:19, об./об. при 10 мл/кг). Контрольные животные получали аналогичные дозы носителя 

(DMSO:вода, 1: 19, об./об.). Обработку с TBAP-01 проводили один раз в день в течение 24 доз. 

Для ксенотрансплантатов, полученных от пациента (PDX), свежую ткань собирали непосредствен-

но после операции в RPMI, дополненную 10% FBS. Ткань переносили в стерильную чашку Петри. Нек-

ротические части опухоли удаляли и образец 5x5x5 мм имплантировали подкожно в бок мыши NOD Cb 

17 SCID. Когда опухоль достигала предельных размеров, официально разрешенных Министерством 

внутренних дел, ее вырезали и жизнеспособную ткань разрезали на кубики 5×5×5 мм и трансплантирова-

ли в дополнительных мышей NOD Cb 17 SCID с использованием той же процедуры. Геномный и гисто-

логический анализы подтвердили, что опухоли в каждой точке получали из исходного материала. После 

трансплантации опухоли RM-2 (LINE 2) (мутантный по BRAF ксенотрансплантат, полученный от паци-

ента с естественной устойчивостью к вемурафенибу), опухолям RM-17 (LINE 3) (мутантный по BRAF 

ксенотрансплантат, полученный от пациента, устойчивый к комбинации дабрафениб+траметиниб) и 

RM33S (с BRAF дикого типа и Ras дикого типа от пациента, который устойчив к ипилимумабу) позволя-

ли расти до примерно 50-60 мм
3
 до начала лечения путем ежедневного орогастрального введения через 

желудочный зонд ТВАР-01 при 20 мг/кг/день или носителя в течение 24 или 17 дней соответственно. 

Полученную от пациента клеточную линию LP2-CL2 (LINE 1) (мутантная по BRAF, получена от пациен-

та, который приобрел устойчивость к вемурафенибу в клинике через 3 месяца лечения) создавали из 

свежей ткани, собранной после операции. Клетки выращивали в RPMI, дополненной 10% FBS. 
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Результаты обобщены в следующей таблице. 

 
Исследования биомаркеров 

Клетки инокулировали подкожно в виде суспензии (0,2 мл) в бок бестимусных мышей-самок. 

Группам из 3-6 мышей назначали лечение однократной дозой тестируемого соединения (для исследова-

ний иммуноблоттинга, приведенных в табл. 13) или 4 ежедневными дозами (для иммуногистохимиче-

ских исследований, приведенных в табл. 13) через 14-21 день после введения клеток. Через желудочный 

зонд вводили 200 мкл суспензии 40-50 мг/кг ТВАР-01 в DMSO:вода. Контрольные животные получали 

аналогичные дозы носителя (DMSO:вода, 1:19, об./об.). Опухоли собирали через 2-8 ч после введения 

дозы и лизировали в 1% лизирующем буфере NP40 (100 мкл буфера/15 мг ткани) с использованием го-

могенизатора для тканей (Precellys 24). Содержание общего белка измеряли с помощью анализа на белок 

при 660 нм (Pierce) и 40 мкг общего белка загружали в SDS-page для дальнейшего иммуноблоттинга. 

Антитела к ERK2 (Santa Cruz Technologies), фосфо-MEK (Cell Signaling) и фосфо-ERK (Sigma) ис-

пользовали для иммуноблоттинга; сигнал обнаруживали с помощью вторичных флуоресцентных антител 

(Invitrogen и Li-cor) на системе Odissey (Li-cor). В качестве альтернативы, опухоли собирали через 1 час 

после заключительного введения дозы в конце терапии (24 ежедневные дозы) и обрабатывали таким же 

образом, как описано выше. 

Иммуногистохимия (IHC). Опухоли фиксировали в формалине и подготавливали, как описано в 

другом месте (см., например, Dhomen et al., 2009) для окрашивания гематоксилином и эозином, кроличь-

им pSRC (Invitrogen 44660G) и pERK (Cell Signaling 20G11). Положительные и отрицательные контроли 

включали в каждый эксперимент. Подсчет характера и интенсивности окрашивания проводили слепым 

методом. 

Данные обобщены в следующей таблице, где показана процентная доля снижения фосфо-MEK 

(ppMEK) и фосфо-ERK (ppERK) по сравнению с обработанными носителем контролями для ТВАР-01. 

pMEK и pERK нормализованы по общему ERK в обработанных образцах, а также в контрольных образ-

цах. 
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Исследования фармакокинетики 

Самок мышей BALB/cAnNCrl возрастом по меньшей мере 6 недель использовали для анализов PK. 

Мышам дозу вводили внутривенно (2 мг/кг, в смеси DMSO:Tween 20:вода 10:1:89 об ./об.) или перораль-

но с помощью желудочного зонда. Образцы брали в 7 или 8 временных точках от 5 мин до 18 или 24 ч 

при внутривенном пути и в 6 или 8 временных точках от 15 мин до 18 или 24 ч при пероральном пути. 

По три мыши использовали на временную точку на путь введения. Их помещали под галотановую или 

изофлурановую анестезию и брали кровь для получения плазмы путем терминальной сердечной пункции 

в гепаринизированные шприцы. Образцы плазмы быстро замораживали в жидком азоте и затем хранили 

при -70°C до проведения анализа. Все процедуры с участием животных проводились в соответствии с 

национальными правилами Министерства внутренних дел согласно Закону о животных (научные проце-

дуры) 1986 г. и в рамках руководящих принципов, изложенных Комитетом института по контролю эти-

ческих норм обращения с животными и Специальным комитетом по обеспечению благосостояния жи-

вотных при экспериментальном новообразовании Координационного комитета Соединенного Королев-

ства по исследованиям рака. 

Данные обобщены в следующей таблице. 

 
Ингибирование hERG 

Исследования проводили в Cyprotex Discovery в графстве Чешир, Соединенное Королевство, в со-

ответствии с протоколом разработчика. Исследования проводили на приборе IonWorks HT (Molecular 

Devices Corporation), который автоматически выполняет электрофизиологические измерения в 48 оди-

ночных клетках одновременно в специализированном 384-луночном планшете (PatchPlate). Использо-

вали клетки яичника китайского хомячка (CHO), стабильно трансфицированные hERG (клеточная линия 

получена от Cytomyx, Соединенное Королевство). Суспензию одиночных клеток получали во внеклеточ-

ном растворе (фосфатно-солевой буферный раствор Dulbecco с кальцием и магнием, pH 7-7,2) и аликво-

ты добавляли автоматически в каждую лунку PatchPlate. Затем клетки располагали над небольшим от-

верстием в нижней части каждой лунки с применением вакуума под планшетом для формирования элек-

трического уплотнения. Вакуум применяли через один компартмент, общий для всех лунок, который 

наполняли внутриклеточным раствором (забуференный до pH 7,2 с помощью HEPES). Сопротивление 

каждого уплотнения измеряли с помощью общего заземляющего электрода во внутриклеточном компар-

тменте и отдельных электродов, расположенных в каждой из верхних лунок. 

Затем обеспечивали электрический доступ к клетке с помощью циркулирования перфорирующего 

средства амфотерицина под PatchPlate и последующего измерения тока hERG до введения соединения. 

Электрод располагали во внеклеточном компартменте и применяли исходный потенциал -80 мВ в тече-
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ние 15 с. Затем активировали каналы hERG при применении этапа деполяризации до +40 мВ в течение 5 

с и затем фиксировали при -50 мВ в течение 4 с, чтобы вызвать следовой ток hERG, прежде чем вернуть-

ся к -80 мВ в течение 0,3 с. Затем автоматически добавляли тестируемое соединение в верхние лунки 

PatchPlate из 96-луночного микротитровального планшета, содержащего диапазон концентраций со-

единения ТВАР-01. Хинидин, установленный ингибитор hERG, включали в качестве экспериментально-

го контроля. ТВАР-01 растворяли в DMSO и анализировали в конечных концентрациях в диапазоне от 

100 мкМ до 32 нМ в 0,25% DMSO. Буфер, содержащий 0,25% DMSO, включали в качестве отрицатель-

ного контроля. Тестируемое соединение оставляли в контакте с клетками в течение 300 с перед регист-

рацией токов с использованием такого же протокола этапов напряжения, как и при сканировании до вве-

дения соединения. Каждую концентрацию тестировали в 4 дублирующихся лунках. 

Значения тока после введения соединения выражали в виде процентной доли значений тока до вве-

дения соединения и строили на графике в зависимости от концентрации для каждого соединения. Там, 

где наблюдалось зависимое от концентрации ингибирование, данные устанавливали по следующему 

уравнению: 

y = (ymax - ymin) / (1 + (x/x50)
s
) + ymin. 

где 

y = ( ток после введения соединения/ток до введения соединения ) × 100;  

x = концентрация;  

x50 = концентрация, необходимая для ингибирования тока на 50% (IC50); и 

s = наклон графика. 

Данные обобщены в следующей таблице. 

 
Активность по отношению к другим мишеням 

Исследования проводили в Life Technologies в Пэйсли в соответствии с протоколом разработчика. 

ТВАР-01 растворяли в DMSO и анализировали в конечных концентрациях в диапазоне от 10 мкМ до 0,5 

нМ в 1% DMSO в присутствии АТР в концентрации 100 мкМ. Значения IC50 для тестируемых соедине-

ний определяли с помощью биохимического анализа Z'-LYTE, использующего флуоресцентный фор-

мат с захваченным ферментом, основанный на различной чувствительности фосфорилированных и не-

фосфорилированных пептидов к протеолитическому расщеплению. 

Дополнительные исследования проводили в Международном центре профилирования киназ (The 

International Centre for Kinase Profiling) в Данди в соответствии с протоколом разработчика. ТВАР-01 

растворяли в DMSO и анализировали в конечной концентрации 1 мкМ в 2% DMSO относительно 131 

киназы. Анализы проводили с использованием радиоактивного (
33

Р-АТР) анализа связывания на фильт-

рах. 

Данные обобщены в следующих таблицах. 
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Следует отметить, например, что хорошо известно, что TAK1 является мишенью при таких формах 

рака, таких как лимфома и рак ободочной и прямой кишки и поджелудочной железы; TrkA является ми-

шенью при раке легких и молочной железы; DDR2 является мишенью при таких формах рака, как плос-

коклеточный рак легких; VEGFR и Tie-2 являются антиангиогенными мишенями; ABL является мише-

нью при лейкозе и YES1 является мишенью при таких формах рака, как меланома и рак молочной желе-

зы. 

Противовирусная активность 

Противовирусную активность соединений против инфекции вируса энцефаломиокарда (ECMV) 

ATCC VR-129B в клетках HepG2; инфекции вируса простого герпеса HSV-1 SC16 в клетках Vero и 

вируса гриппа A, A/Panama/2007/99 (H3N2), в клетках MDCK анализировали в KWSBiotest (Бристоль, 

Соединенное Королевство) в соответствии с протоколом разработчика. 

Клетки, разрешающие репликацию вируса, выращивали в достаточном количестве в питательной 

среде с добавками. После слияния клетки высевали на 96-луночные плоскодонные планшеты. Для опре-

деления EC50 (эффективная концентрация, 50%) среду удаляли и соединения добавляли в 10-кратной 

конечной концентрации в 0,4% DMSO за 10 мин до инфицирования вирусом. Через 1 ч после инфициро-

вания покрывающую среду добавляли в лунки с получением 1-кратной концентрации соединений для 

продолжения исследования. Лунки с контролем носителем и положительным контролем устанавливали 

для контроля любого влияния на жизнеспособность клеток. Для определения CC50 (цитотоксическая кон-

центрация, 50%) следовали тому же самому процессу, за исключением того, что добавляли только среду 

вместо инокулята вируса. 

Затем индивидуальные лунки оценивали с помощью анализа МТТ, который представляет собой ко-

личественный колориметрический анализ выживания клеток млекопитающих. Клетки инкубировали в 

течение 3 ч с раствором 1 мг/мл МТТ. Затем интенсивность окрашивания определяли путем количест-

венной оценки оптической плотности при соответствующей длине волны. Результат обеспечивает пока-

зание противовирусной эффективности каждого соединения в виде EC50, а также CC50 для демонстрации 

любого цитотоксического эффекта соединений на клетки в отсутствие вирусной инфекции. Инфициро-

ванные вирусом лунки также визуально проверяли на любой СРЕ или образование синцития. 

Эффективная концентрация (EC50) 

Способность соединений снижать индуцированную вирусами гибель клеток оценивали с использо-

ванием колориметрического анализа МТТ выживания клеток млекопитающих. Результат анализа коли-

чественно оценивали с использованием планшет-ридера для ELISA и определяли EC50 для каждого из 

соединений, анализируемых с каждым из вирусов. Результаты представляли графически вместе со стан-

дартной ошибкой среднего (SEM) для каждой группы. Рассчитывали статистическую значимость эффек-

тивности каждого соединения. 

Цитотоксическая концентрация (CC50) 

Цитотоксический эффект соединений оценивали с использованием колориметрического анализа 

МТТ выживания клеток млекопитающих. Результат анализа количественно оценивали с использованием 

планшет-ридера для ELISA и определяли CC50 для каждого из анализируемых соединений. Результаты 

представляли графически вместе со стандартной ошибкой среднего (SEM) для каждой группы. Рассчи-

тывали статистическую значимость эффективности каждого соединения. 

LPS-стимулированное высвобождение TNF-αααα из мононуклеарных клеток периферической 

крови человека (РВМС) 

Фактор некроза опухоли-α (TNF-α), секретируемый цитокин 17 кДа, играет важную роль в воспа-

лительных заболеваниях и иммунных нарушениях. TNF-α в основном секретируется активированными 

макрофагами (см., например, Shakhov et al., 1990) и моноцитами (см., например, Yao et al., 1997) в ответ 

на некоторые воспалительные и иммунологические стимулы. Например, во время бактериальной инфек-

ции липополисахарид (LPS), компонент клеточной стенки грамотрицательных бактерий, индуцирует 

высвобождение TNF-α (см., например, Martich et al., 1991). 
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Избыточная продукция таких воспалительных цитокинов, как TNF-α, была связана с такими воспа-

лительными нарушениями, как болезнь Крона (CD) и воспалительное заболевание кишечника (см., на-

пример, Кат et al., 2000; Nakamura et al., 2006), ревматоидный артрит (см., например, Keffer et al., 1991; 

McCann et al., 2010), септический шок (см., например, Link et al., 2008; Shapira et al., 1996), астма (см., 

например, Berry et al., 2007), хронический бронхит (СВ), хроническая обструктивная болезнь легких 

(COPD), острое повреждение легких (ALI) и острый респираторный дистресс-синдром (ARDS) (см., на-

пример, Mukhopadhyay et al., 2006). Снижение уровней TNF-α было ассоциировано с улучшением при 

данных состояниях. 

Активность соединения ТВАР-01 при LPS-стимулированном высвобождении TNFa из мононукле-

арных клеток периферической крови человека (РВМС) определяли в Argenta/Charles River, Коули, Окс-

форд, в соответствии с протоколом разработчика. РВМС выделяли из крови здоровых людей-

добровольцев с использованием стандартной методики центрифугирования в градиенте плотности. 

РВМС суспендировали в среде, переносили в 96-луночный планшет и инкубировали при 37°C в течение 

3 ч в увлажненном инкубаторе. После инкубирования среду заменяли и тестируемое соединение, эталон-

ное соединение (BIRB796) или соответствующий носитель добавляли к клеткам и планшет и инкубиро-

вали при 37°C в течение 1 ч. Затем после инкубирования LPS (E coli 0111:84, 10 нг/мл) или соответст-

вующий контроль носителем добавляли к клеткам и планшет возвращали в инкубатор для инкубирова-

ния в течение ночи. После инкубирования планшет центрифугировали при 300 g в течение 4 мин при 

комнатной температуре. Свободные от клеток надосадочные жидкости удаляли и хранили (заморожен-

ными) до анализа относительно уровней TNF-α с использованием доступного для приобретения набора 

для EUSA (R&D Systems). 

Тестируемое соединение растворяли в DMSO и аликвоты хранили замороженными. Для каждого 

эксперимента использовали отдельную аликвоту. Для каждого эксперимента тестируемое соединение 

разводили в DMSO (до 1000 раз в конечной аналитической концентрации) и затем разводили в среде для 

культивирования клеток с получением требуемых концентраций при сохранении постоянной концентра-

ции DMSO (конечная концентрация 0,1% DMSO в анализе). 

Кривую доза-ответ по 8 точкам проводили с тремя отдельными экспериментами (n=3). Эффект тес-

тируемого соединения в каждом эксперименте выражали в виде процентной доли ингибирования LPS-

стимулированного ответа. Данные по процентной доле ингибирования для каждого тестируемого соеди-

нения в каждом эксперименте объединяли для определения одного значения IC50 для каждого тестируе-

мого соединения. 

Обнаружили, что соединение ТВАР-01 демонстрирует сильное ингибирование с использованием 

данного анализа с IC50 3,4 нМ и 95% доверительным интервалом 2,0-5,7 нМ. 

Сравнительные данные - 1 

Данные для ТВАР-01 и известных структурно родственных соединений (АА-04 в Springer et al., 

2011; и АА-018, АА-019, АА-062, АА-084 в Springer et al., 2009) обобщены ниже. 
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Сравнительные данные - 2 

По сравнению с соединением АА-04 в Springer et al., 2011, ТВАР-01 является: 

(a) в 10 раз более сильным в анализе киназной активности BRAF;  

(b) в 8 раз более сильным в клеточном анализе pERK и 

(c) в 5 раз более сильным в анализе ингибирования пролиферации клеток. 

 
Сравнительные данные - 3 

По сравнению с соединением АА-018 в Springer et al., 2009, ТВАР-01 является: 

(a) в 7 раз более эффективным на мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы А375М при 

максимально эффективной дозе и 

(b) характеризуется в 2 раза более высокой пероральной биодоступностью. 

 
Сравнительные данные - 4 

По сравнению с соединением АА-019 в Springer et al., 2009, ТВАР-01 является: 

(a) переносимым in vivo при более высоких в 2 раза дозах (т.е. 40-50 мг/кг), несмотря на наличие 

более высокой Cmax и AUC, чем у АА-019 в той же дозе;  

(b) до 16 раз более сильным при ингибировании пролиферации клеток на BRAF-мутантных наив-

ных или с приобретенной устойчивостью к лекарственным средствам клеточных линиях и мутантных по 

RAS клеточных линиях;  

(c) в 2 раза более растворимым (т.е. имеет в 2 раза большую термодинамическую растворимость);  

(d) в 2 раза более эффективным на мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы А375М и 

мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы WM266.4 при максимально эффективной дозе;  

(e) в 1,2 раза более эффективным на мутантном по RAS колоректальном ксенотрансплантате SW620 
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при максимально эффективной дозе;  

(f) в 1,2-1,5 раза более эффективным на полученном от пациента с устойчивостью к вемурафенибу 

мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы RM-2 (LINE 2) и мутантном по BRAF ксенотранс-

плантате меланомы A375R при максимально эффективной дозе и 

(g) в 2,4 раза более эффективным на полученном от пациента с устойчивостью к дабрафени-

бу+траметинибу мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы RM-17 (LINE 3) при максимально 

эффективной дозе. 

(h) в >6,5 раза более эффективным при ингибировании биомаркера pERK в аллотрансплантате под-

желудочной железы PDAC R172H при максимально эффективной дозе,  

(i) в 2,5 раза более эффективным при ингибировании биомаркера pSRC в аллотрансплантате подже-

лудочной железы PDAC R172H при максимально эффективной дозе. 

 
Сравнительные данные - 5 

По сравнению с соединением АА-062 в Springer et al., 2009, ТВАР-01 является в 9 раз более эффек-

тивным на мутантном по BRAF ксенотрансплантате меланомы А375М при максимально эффективной 

дозе. Это удивительно и неожиданно, поскольку АА-062 имеет в 5 раз большую Cmax и в 12 раз большую 

AUC по сравнению с ТВАР-01. 

 
Сравнительные данные - 6 

По сравнению с соединением АА-084 в Springer et al., 2009, ТВАР-01 является: 

(a) в 11 раз более сильным в анализе киназной активности BRAF;  

(b) в 8 раз более сильным в клеточном анализе pERK и 

(c) в 5 раз более сильным в анализе ингибирования пролиферации клеток. 

 
Вышеизложенное описывает принципы, предпочтительные варианты осуществления и режимы ра-

боты настоящего изобретения. Тем не менее, настоящее изобретение не должно быть истолковано как 

ограниченное конкретными обсужденными вариантами осуществления. Вместо этого вышеописанные 

варианты осуществления следует рассматривать как иллюстративные, а не ограничительные. Следует 

понимать, что изменения могут быть сделаны в этих вариантах осуществления специалистами в данной 

области без отступления за пределы объема настоящего изобретения. 

Ссылки 

Ряд публикаций цитируется в данном документе для того, чтобы более полно описать и раскрыть 

настоящее изобретение и существующий уровень техники, к которому относится настоящее изобрете-

ние. Полные ссылки на данные источники представлены ниже. Каждый из источников данного докумен-

та включен посредством ссылки во всей своей полноте в настоящее раскрытие в той же степени, как если 

бы каждая отдельная ссылка конкретно и индивидуально указывалась для включения посредством ссыл-

ки. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Соединение, выбранное из соединений следующей формулы и их фармацевтически приемлемых 

солей: 

 
где 

=X- независимо представляет собой =CH- или =N-;  

-Y независимо представляет собой -Y
1
, -Y

2
, -Y

3
, -Y

4
 или -Y

5
;  

-Y
1
 независимо представляет собой -F, -Cl, -Br или -I;  

-Y
2
 независимо представляет собой -Me, -Et, -н-Pr или -изо-Pr;  

-Y
3
 независимо представляет собой -CH2F, -CHF2 или -CF3;  

-Y
4
 представляет собой -OH и 

-Y
5
 независимо представляет собой -O-Ме, -O-Et, -O-н-Pr или -O-изо-Pr. 

2. Соединение по п.1, где =X- представляет собой =CH-. 

3. Соединение по п.1, где =X- представляет собой =N-. 

4. Соединение по любому из пп.1-3, где -Y представляет собой -Y
1
. 

5. Соединение по любому из пп.1-3, где -Y представляет собой -Y
2
. 

6. Соединение по любому из пп.1-3, где -Y представляет собой -Y
3
. 

7. Соединение по любому из пп.1-3, где -Y представляет собой -Y
4
. 

8. Соединение по любому из пп.1-3, где -Y представляет собой -Y
5
. 

9. Соединение по любому из пп.1-8, где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -F. 

10. Соединение по любому из пп.1-8, где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -Cl. 

11. Соединение по любому из пп.1-8, где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -Br. 

12. Соединение по любому из пп.1-8, где -Y
1
, если присутствует, представляет собой -I. 

13. Соединение по любому из пп.1-12, где -Y
2
, если присутствует, независимо представляет собой  

-Me или -Et. 

14. Соединение по любому из пп.1-12, где -Y
2
, если присутствует, представляет собой -Me. 

15. Соединение по любому из пп.1-14, где -Y
3
, если присутствует, представляет собой -CF3. 

16. Соединение по любому из пп.1-15, где -Y
5
, если присутствует, независимо представляет собой  

-O-Ме или -O-Et. 

17. Соединение по любому из пп.11-15, где -Y
5
, если присутствует, представляет собой -O-Me. 

18. Соединение по п.1, выбранное из следующих соединений и их фармацевтически приемлемых 

солей: 
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19. Соединение по п.1, выбранное из следующего соединения и его фармацевтически приемлемых 

солей: 

 
20. Композиция для ингибирования RAF, содержащая терапевтически эффективное количество со-

единения по любому из пп.1-19 и фармацевтически приемлемый носитель или разбавитель. 

21. Композиция для лечения нарушения, содержащая терапевтически эффективное количество со-

единения по любому из пп.1-19 и фармацевтически приемлемый носитель или разбавитель, где наруше-

ние представляет собой злокачественную меланому; рак ободочной и прямой кишки; метастатический 

рак ободочной и прямой кишки; фолликулярный рак щитовидной железы; инсулярный рак щитовидной 

железы; сосочковый рак щитовидной железы; карциному яичников; карциному яичников низкой степени 

злокачественности; злокачественный ретукулоэндотелиоз; холангиокарциному; глиому низкой степени 

злокачественности у детей; пилоцитарную астроцитому; ганглиоглиому; плеоморфную ксантоастроци-

тому; множественную миелому; медуллярный рак поджелудочной железы; аденокарциному протоков 

поджелудочной железы; рак поджелудочной железы; немелкоклеточный рак легких (NSCLC); новообра-

зования яичника; перитонеальные новообразования; новообразования фаллопиевых труб; рак легких и 

ассоциированный плевральный выпот; рецидивирующий или метастатический плоскоклеточный рак го-

ловы и шеи; местнораспространенную носоглоточную карциному; глиобластому; мультиформную гли-

областому; гигантоклеточную глиобластому; глиосаркому; врожденную диффузную глиому варолиева 

моста; связанную с HIV саркому Капоши; карциному клеток почки; метастатическую аденокарциному 

желудка; острый миелоидный лейкоз (AML); гепатоцеллюлярную карциному; дерматофибросаркому; 

медуллярный рак щитовидной железы (МТС); миелодиспластический синдром; нейрофиброматоз 1 типа; 

плексиформную нейрофиброму; нейрофиброму спинного мозга; рак молочной железы; новообразования 

желчных протоков; рак шейки матки; рак предстательной железы; меланому; рак мочевого пузыря; рак 

уретры; рак мочеточника; рак почки; рак почечной лоханки; саркому; липосаркому; рак ободочной (тол-

стой) кишки; остеосаркому; синовиальную карциному; нейробластому или рабдомиосаркому. 

22. Способ получения композиции по п.20, включающий этап смешивания соединения по любому 

из пп.1-19 и фармацевтически приемлемого носителя или разбавителя. 

23. Способ получения композиции по п.21, включающий этап смешивания соединения по любому 
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из пп.1-19 и фармацевтически приемлемого носителя или разбавителя. 

24. Способ ингибирования функции RAF в клетке in vitro или in vivo, включающий приведение 

клетки в контакт с эффективным количеством соединения по любому из пп.1-19. 

25. Применение соединения по любому из пп.1-19 в способе лечения нарушения, где нарушение 

представляет собой злокачественную меланому; рак ободочной и прямой кишки; метастатический рак 

ободочной и прямой кишки; фолликулярный рак щитовидной железы; инсулярный рак щитовидной же-

лезы; сосочковый рак щитовидной железы; карциному яичников; карциному яичников низкой степени 

злокачественности; злокачественный ретукулоэндотелиоз; холангиокарциному; глиому низкой степени 

злокачественности у детей; пилоцитарную астроцитому; ганглиоглиому; плеоморфную ксантоастроци-

тому; множественную миелому; медуллярный рак поджелудочной железы; аденокарциному протоков 

поджелудочной железы; рак поджелудочной железы; немелкоклеточный рак легких (NSCLC); новообра-

зования яичника; перитонеальные новообразования; новообразования фаллопиевых труб; рак легких и 

ассоциированный плевральный выпот; рецидивирующий или метастатический плоскоклеточный рак го-

ловы и шеи; местнораспространенную носоглоточную карциному; глиобластому; мультиформную гли-

областому; гигантоклеточную глиобластому; глиосаркому; врожденную диффузную глиому варолиева 

моста; связанную с HIV саркому Капоши; карциному клеток почки; метастатическую аденокарциному 

желудка; острый миелоидный лейкоз (AML); гепатоцеллюлярную карциному; дерматофибросаркому; 

медуллярный рак щитовидной железы (МТС); миелодиспластический синдром; нейрофиброматоз 1 типа; 

плексиформную нейрофиброму; нейрофиброму спинного мозга; рак молочной железы; новообразования 

желчных протоков; рак шейки матки; рак предстательной железы; меланому; рак мочевого пузыря; рак 

уретры; рак мочеточника; рак почки; рак почечной лоханки; саркому; липосаркому; рак ободочной (тол-

стой) кишки; остеосаркому; синовиальную карциному; нейробластому или рабдомиосаркому. 

26. Применение по п.25, где нарушение представляет собой злокачественную меланому. 

27. Применение по п.25, где нарушение представляет собой рак ободочной и прямой кишки. 

28. Применение по п.25, где нарушение представляет собой аденокарциному поджелудочной желе-

зы. 

29. Применение по любому из пп.25-28, где нарушение ассоциировано с мутантной формой RAF. 

30. Применение по п.29, где нарушение является устойчивым к лечению известным ингибитором 

RAF. 

31. Применение по п.30, где нарушение является устойчивым к лечению вемурафенибом или даб-

рафенибом. 

32. Применение по п.30, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: 

известный ингибитор RAF и известный ингибитор MEK. 

33. Применение по п.30, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: 

вемурафениб или дабрафениб и траметиниб, селуметиниб, PD 325901, кобиметиниб или CI 1040. 

34. Применение по п.30, где нарушение является устойчивым к лечению  

антителом, которое связывается с CTLA-4;  

антителом, которое связывается с PD-1;  

антителом, которое связывается с PD-L1;  

антителом или антителом-конъюгатом, которое связывается с антигенным гликопротеином мела-

номы NMB;  

антителом, которое связывает противоопухолевый эндотелиальный маркер 1;  

антителом, которое связывается с VEGF;  

антителом, которое связывается с ганглиозидом GD3; или 

антителом, которое связывает изоформы интегрина. 

35. Применение по п.30, где нарушение является устойчивым к лечению ипилимумабом; пемброли-

зумабом; ниволумабом; MEDI4736; MPDL3280A; глембатумумабом ведотином; онтуксизумабом; бева-

цизумабом; KW-2871 или интетумумабом. 

36. Применение соединения по любому из пп.1-19 для изготовления лекарственного средства для 

лечения нарушения, где нарушение представляет собой злокачественную меланому; рак ободочной и 

прямой кишки; метастатический рак ободочной и прямой кишки; фолликулярный рак щитовидной желе-

зы; инсулярный рак щитовидной железы; сосочковый рак щитовидной железы; карциному яичников; 

карциному яичников низкой степени злокачественности; злокачественный ретукулоэндотелиоз; холан-

гиокарциному; глиому низкой степени злокачественности у детей; пилоцитарную астроцитому; гангли-

оглиому; плеоморфную ксантоастроцитому; множественную миелому; медуллярный рак поджелудочной 

железы; аденокарциному протоков поджелудочной железы; рак поджелудочной железы; немелкоклеточ-

ный рак легких (NSCLC); новообразования яичника; перитонеальные новообразования; новообразования 

фаллопиевых труб; рак легких и ассоциированный плевральный выпот; рецидивирующий или метаста-

тический плоскоклеточный рак головы и шеи; местнораспространенную носоглоточную карциному; гли-

областому; мультиформную глиобластому; гигантоклеточную глиобластому; глиосаркому; врожденную 

диффузную глиому варолиева моста; связанную с HIV саркому Капоши; карциному клеток почки; мета-

статическую аденокарциному желудка; острый миелоидный лейкоз (AML); гепатоцеллюлярную карци-
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ному; дерматофибросаркому; медуллярный рак щитовидной железы (МТС); миелодиспластический син-

дром; нейрофиброматоз 1 типа; плексиформную нейрофиброму; нейрофиброму спинного мозга; рак мо-

лочной железы; новообразования желчных протоков; рак шейки матки; рак предстательной железы; ме-

ланому; рак мочевого пузыря; рак уретры; рак мочеточника; рак почки; рак почечной лоханки; саркому; 

липосаркому; рак ободочной (толстой) кишки; остеосаркому; синовиальную карциному; нейробластому 

или рабдомиосаркому. 

37. Применение по п.36, где нарушение представляет собой злокачественную меланому. 

38. Применение по п.36, где нарушение представляет собой рак ободочной и прямой кишки. 

39. Применение по п.36, где нарушение представляет собой аденокарциному поджелудочной желе-

зы. 

40. Применение по любому из пп.36-39, где нарушение ассоциировано с мутантной формой RAF. 

41. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению известным ингибитором 

RAF. 

42. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению вемурафенибом или даб-

рафенибом. 

43. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: 

известный ингибитор RAF и известный ингибитор MEK. 

44. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: 

вемурафениб или дабрафениб и траметиниб, селуметиниб, PD 325901, кобиметиниб или CI 1040. 

45. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению  

антителом, которое связывается с CTLA-4;  

антителом, которое связывается с PD-1;  

антителом, которое связывается с PD-L1;  

антителом или антителом-конъюгатом, которое связывается с антигенным гликопротеином мела-

номы NMB;  

антителом, которое связывает противоопухолевый эндотелиальный маркер 1;  

антителом, которое связывается с VEGF;  

антителом, которое связывается с ганглиозидом GD3; или 

антителом, которое связывает изоформы интегрина. 

46. Применение по п.40, где нарушение является устойчивым к лечению ипилимумабом; пемброли-

зумабом; ниволумабом; MEDI4736; MPDL3280A; глембатумумабом ведотином; онтуксизумабом; бева-

цизумабом; KW-2871 или интетумумабом. 

47. Способ лечения нарушения, включающий введение субъекту, нуждающемуся в лечении, тера-

певтически эффективного количества соединения по любому из пп.1-19, где нарушение представляет 

собой злокачественную меланому; рак ободочной и прямой кишки; метастатический рак ободочной и 

прямой кишки; фолликулярный рак щитовидной железы; инсулярный рак щитовидной железы; сосочко-

вый рак щитовидной железы; карциному яичников; карциному яичников низкой степени злокачествен-

ности; злокачественный ретукулоэндотелиоз; холангиокарциному; глиому низкой степени злокачествен-

ности у детей; пилоцитарную астроцитому; ганглиоглиому; плеоморфную ксантоастроцитому; множест-

венную миелому; медуллярный рак поджелудочной железы; аденокарциному протоков поджелудочной 

железы; рак поджелудочной железы; немелкоклеточный рак легких (NSCLC); новообразования яичника; 

перитонеальные новообразования; новообразования фаллопиевых труб; рак легких и ассоциированный 

плевральный выпот; рецидивирующий или метастатический плоскоклеточный рак головы и шеи; мест-

нораспространенную носоглоточную карциному; глиобластому; мультиформную глиобластому; гиган-

токлеточную глиобластому; глиосаркому; врожденную диффузную глиому варолиева моста; связанную с 

HIV саркому Капоши; карциному клеток почки; метастатическую аденокарциному желудка; острый ми-

елоидный лейкоз (AML); гепатоцеллюлярную карциному; дерматофибросаркому; медуллярный рак щи-

товидной железы (МТС); миелодиспластический синдром; нейрофиброматоз 1 типа; плексиформную 

нейрофиброму; нейрофиброму спинного мозга; рак молочной железы; новообразования желчных прото-

ков; рак шейки матки; рак предстательной железы; меланому; рак мочевого пузыря; рак уретры; рак мо-

четочника; рак почки; рак почечной лоханки; саркому; липосаркому; рак ободочной (толстой) кишки; 

остеосаркому; синовиальную карциному; нейробластому или рабдомиосаркому. 

48. Способ по п.47, где нарушение представляет собой злокачественную меланому. 

49. Способ по п.47, где нарушение представляет собой рак ободочной и прямой кишки. 

50. Способ по п.47, где нарушение представляет собой аденокарциному поджелудочной железы. 

51. Способ по любому из пп.47-50, где нарушение ассоциировано с мутантной формой RAF. 

52. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению известным ингибитором RAF. 

53. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению вемурафенибом или дабрафе-

нибом. 

54. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: из-

вестный ингибитор RAF и известный ингибитор MEK. 

55. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению следующей комбинацией: вему-
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рафениб или дабрафениб и траметиниб, селуметиниб, PD 325901, кобиметиниб или CI 1040. 

56. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению  

антителом, которое связывается с CTLA-4;  

антителом, которое связывается с PD-1;  

антителом, которое связывается с PD-L1;  

антителом или антителом-конъюгатом, которое связывается с антигенным гликопротеином мела-

номы NMB;  

антителом, которое связывает противоопухолевый эндотелиальный маркер 1;  

антителом, которое связывается с VEGF;  

антителом, которое связывается с ганглиозидом GD3; или 

антителом, которое связывает изоформы интегрина. 

57. Способ по п.51, где нарушение является устойчивым к лечению ипилимумабом; пембролизума-

бом; ниволумабом; MEDI4736; MPDL3280A; глембатумумабом ведотином; онтуксизумабом; бевацизу-

мабом; KW-2871 или интетумумабом. 
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