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SLOUCENINY NA BAZI 4-FENYL-6-(2,2,2-TRIFLUOR-1-
FENYLETHOXY)PYRIMIDINU A ZPUSOBY JEJICH POUZITI

Popis

1. Oblast techniky

[0001] Tento vyndlez se tyka slouCenin na bazi 4-fenyl-6-(2,2,2-trifluor-1-
fenylethoxy)pyrimidinu a zpiisobt jejich pouzZiti, jejich kompozic a jejich pouziti v 1é¢bé,

prevenci a zvladani onemocnéni a poruch.

2. Dosavadni stav techniky

[0002] Neurotransmiter serotonin [5-hydroxytryptamin (5-HT)] je zapojen do mnoha
regulaci nalad v centrdlni nervové soustavé a regulaci spanku, uzkosti, alkoholismu,
zneuzivani drog, pfijmu potravy a sexualniho chovéni. V perifernich tkanich se serotonin
Udajné podili na regulaci vaskuldarniho tonu, stfevni motility, primarni hemostaze a

imunitni odpovédi zprostfedkované buiikami. Walther, D. J., et al, Science 299: 76 (2003).

[0003] Enzym tryptofan-hydroxylaza (TPH) katalyzuje rychlost omezujici krok biosyntézy
serotoninu. Byly publikovéany dvé isoformy TPH: TPH1, ktera je exprimovéna na periferii,
a to pfedeviim v gastrointestinalnim traktu (GI); a TPH2, kterd je exprimovina v
serotonergnich neuronech. /d. Isoforma TPH1 je kodovana tphl genem; TPH2 je kédovana

tph2 genem. Id.

[0004] Byly popsany mysi geneticky deficientni pro fphl gen ("knockout mysi"). V
jednom pfipadé my3i udajné exprimovaly normalni mnozstvi serotoninu v klasickych
serotonergnich oblastech mozku, ale do zna¢né miry chybél serotonin na periferii. /d. V
jiném pfipadé knockout my3i vykazovaly abnormalni srde¢ni aktivitu, ktera byla
piipisovana nedostate¢né hladiné serotoninu na periferii. Cote, F., er al, PNAS 100 (23):
13525 -13530 (2003).

[0005] Vzhledem k tomu, Ze se serotonin podili na mnoha biochemickych procesech, léky,

které ovliviiuji receptory serotoninu maji ¢asto nezadouci u¢inky. Proto existuje potieba
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novych zpisobt lé¢eni nemoci a poruch, které jsou ovlivnény, zprostiedkovany nebo

spojeny se serotoninem.

3. Podstata vynalezu

[0006] Tento vynalez se tyka, z ¢asti, sloucenin vzorce I:

(R1}m
crs
\)\/ R Ny
CFs N
Rz
I

a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli a solvati, kde: A, je pfipadn& substituovany
heterocykl; kazdy R, je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)R4, ORA, NRgRc, S(02)R4
nebo Cj4-alkyl; R, je nezavisle atom halogenu, atom vodiku, -C(O)Ra., ORA, NRgRc,
S(O2)Rx nebo Cj4-alkyl; R je atom vodiku, C(O)Ra, C(O)ORA nebo C;4-alkyl; Ry je
vodik nebo C,4-alkyl; kazdy R, je nezdvisle atom vodiku nebo C,4-alkyl; kazdy Ry je
nezavisle vodik nebo C;4-alkyl; kazdy Rc je nezavisle vodik nebo C4-alkyl; a m je 1-4.

[0007] Konkrétni slou¢eniny inhibuji TPH (napt. TPH1) aktivitu.

[0008] Tento vynalez je také zaméfen na farmaceutické kompozice a souvisi se zpusoby

léCeni, prevence a zvladani riznych onemocnéni a poruch.

4. Struény popis obrazku

[0009] Obrazek 1 ukazuje ucinek slou¢eniny podle vynélezu zavisly na davce na hladinu
5-HT v jejuné mysi. Slou¢enina byla podana peroralné v roztoku 15% Captisol® na 15, 50,
150 a 300 mpk.

5. Podrobny popis

[0010] Tento vynalez je zaloZen, z ¢asti, na objevu, Ze knockoutovani phl genu u mysi
vyznamné snizuje hladinu GI serotoninu, ale zplsobuje malo, pokud vibec, méfitelny

uc¢inek na centralni nervovy systém (CNS).



[0011] Tento vyndlez je také zaloZen na objevu sloudenin, které inhibuji TPH (napf.
TPHI). Pi podani saveim, vyhodné slou¢eniny podle vynalezu sniZuji hladiny serotoninu,
maji farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti, které umoZiiuji jejich praktické
vyuziti pro 1é¢bu, prevenci a kontrolu onemocnéni a poruch, a maji iroké bezpeénostni
rozpéti mezi farmakologickym u¢inkem a toxicitou, nebo nepfiznivymi nezadoucimi

reakcemi.

5.1. Definice

[0012] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkenyl" znamena linearni, rozvétveny a/nebo
cyklicky uhlovodik majici od 2 do 20 (napf. 2 aZ 10 nebo 2 aZ 6) atomi uhliku a zahrnujici
alespori jednu dvojnou vazbu typu uhlik-uhlik. Reprezentativni alkenylové &asti zahrnuji
vinyl, allyl, 1-butenyl, 2-butenyl, isobutylenyl, 1-pentenyl, 2-pentenyl, 3-methyl-1-butenyl,
2-methyl-2-butenylova skupina, 2,3-dimethyl-2- butenyl, 1-hexenyl, 2-hexenyl, 3-hexenyl,
1-heptenyl, 2-heptenyl, 3-heptenyl, 1-oktenyl, 2-oktenyl, 3-oktenyl, 1-nonenyl, 2-nonenyl,

3-nonenyl, 1-decenyl, 2-decenyl a 3-decenyl.

[0013] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkyl" znamena linearni fetézec, rozvétveny
a/nebo cyklicky ("cykloalkyl") uhlovodik majici od 1 do 20 (napi. 1 az 10 nebo 1 az 4)
atomil uhliku. Alkylové skupiny, které maji 1 az 4 atomy uhliku, se oznacuji jako "nizsi
alkyl." Ptiklady alkylovych skupin zahrnuji methyl, ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl, t-
butyl, isobutyl, pentyl, hexyl, isohexyl, heptyl, 4.4-dimethylpentyl, oktyl, 2,2.4-
trimethylpentyl, nonyl, decyl, undecyl a dodecyl. Cykloalkylové &asti mohou byt
monocyklické nebo vicecyklické, a pfiklady zahrnuji cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl,
cyklohexyl a adamantyl. Dalsi piiklady alkylovych &asti zahrnuji linearni, rozvétvené
a/nebo cyklické casti (napf. 1-ethyl-4-methyl-cyklohexyl). Termin "alkyl" zahrnuje
nasycené uhlovodiky, jakoz i alkenylové a alkynylové zbytky.

[0014] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkoxy" znamena -O-alkylovou skupinu.
Ptiklady alkoxyskupin zahrnuji -OCH3, -OCH,CH3, -O(CH,),CH3, -O(CH;);CHj,
-O(CH3)4CH3, -O(CH;)sCHs.
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[0015] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkylaryl” nebo "alkyl-aryl" znamena alkylovou

¢ast vazanou na arylovou &ast.

[0016] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkylheteroaryl" nebo "alkyl-heteroaryl"

znamena alkylovou ¢ast vazanou na heteroarylovou skupinu.

[0017] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkylheterocykl" nebo "alkyl-heterocykl"

znamena alkylovou ¢ast vazanou na heterocyklickou ¢ast.

[0018] Pokud neni uvedeno jinak, termin "alkynyl" znamena linearni fetézec, rozvétveny
nebo cyklicky uhlovodik majici od 2 do 20 (napf. 2 az 20 nebo 2 az 6) atomi uhliku a
zahrnujici alespon jednu trojnou vazbu typu uhlik-uhlik. Reprezentativni alkynylové &asti
zahrnuji acetylenyl, propynyl, 1-butynyl, 2-butynyl, 1-pentynyl, 2-pentynyl, 3-methyl-1-
butynyl, 4-pentinyl, 1-hexinyl, 2-hexinyl, 5-hexinyl, 1- heptynyl, 2-heptynyl, 6-heptynyl,
1-oktynyl, 2-oktynyl, 7-oktynyl, 1-noninyl, 2 noninyl, 8-noninyl, 1-decynyl, 2-decynyl a 9-
decynyl.

[0019] Pokud neni uvedeno jinak, termin "aryl" znamena aromaticky kruh nebo
aromaticky nebo ¢aste¢né aromaticky kruhovy systém sloZeny z atomi uhliku a vodiku.
Arylovy zbytek mizZe obsahovat vice kruhli vazanych nebo kondenzovanych dohromady.
Piiklady arylovych &asti zahrnuji antracenyl, azulenyl, bifenyl, fluorenyl, indan, indenyl,

naftyl, fenanthrenyl, fenyl, 1,2,3,4-tetrahydro-naftalen a tolyl.

[0020] Pokud neni uvedeno jinak, termin "arylalkyl" nebo "aryl-alkyl" znamena arylovou

¢ast vazanou na alkylovou &ast.

[0021] Pokud neni uvedeno jinak, terminy "biologicky hydrolyzovatelny amid,"
"biologicky hydrolyzovatelny ester", "biologicky hydrolyzovatelny karbamat," "biologicky
hydrolyzovatelny karbonat," "biologicky hydrolyzovatelnd ureido” a "biologicky
hydrolyzovatelny fosfat" znamenaji amid, ester, karbamat, karbonat, ureido nebo fosfat
slou¢eniny, v tomto pofadi, kde skupina bud: 1) neinterferuje s biologickou aktivitou
slou¢eniny, ale miZe pfenést na slou¢eninu vyhodné vlastnosti in vivo, jako je absorpce,

trvani u¢inku nebo nastup a¢inku; nebo 2) je biologicky neaktivni, ale je ptevedena in vivo
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na biologicky aktivni slou¢eninu. Pfiklady biologicky hydrolyzovatelnych esteri zahrnuji
nizsi alkylestery, alkoxyacyloxy estery, alkylestery alkylacylamino a estery cholinu.
Piklady biologicky hydrolyzovatelnych amidii zahrnuji nizsi alkylamidy, amidy o-
aminokyselin, alkoxyacylamidy a alkylaminoalkyl-karbonylamidy. Ptiklady biologicky
hydrolyzovatelnych karbamétl zahrnuji nizsi alkylaminy, substituované ethylendiaminy,
aminokyseliny, hydroxyalkylaminy, heterocyklické a heteroaromatické aminy a

polyetheraminy.

[0022] Pokud neni uvedeno jinak, terminy "onemocnéni nebo porucha zprostfedkovana
perifernim  serotoninem" a "onemocnéni a porucha zprostiedkovani perifernim
serotoninem” se vztahuji na onemocnéni a/nebo poruchu, kterdi ma jeden nebo vice

symptomu, jejichZ zavaznost je ovlivnéna hladinami periferniho serotoninu,

[0023] Neni-li stanoveno jinak, terminy "halogen" a "halo" zahrnuji fluor, chlor, brom a
jod.

[0024] Pokud neni uvedeno jinak, termin "heteroalkyl" se vztahuje na alkylovou skupinu
(napf. linedrni, rozvétvenou nebo cyklickou), ve které je alespon jeden z jeho atomii uhliku

nahrazen heteroatomem (napf. N, O nebo S).

[0025] Pokud neni uvedeno jinak, termin "heteroaryl" znamena arylovou &ast, kde alespor
jeden z jeho atomi uhliku byl nahrazen heteroatomem (napf. N, O nebo S). Piiklady
zahmuji akridinyl, benzimidazolyl, benzofuranyl, benzoisothiazolyl, benzoisoxazolyl,
benzoquinazolinyl, benzothiazolyl, benzoxazolyl, furyl, imidazolyl, indolyl, isothiazolyl,
isoxazolyl, oxadiazolyl, oxazolyl, ftalazinyl, pyrazinyl, pyrazolyl, pyridazinyl, pyridyl,
pyrimidinyl, pyrimidyl, pyrrolyl, chinazolinyl, chinolinyl, tetrazolyl, thiazolyl a triazinyl.

[0026] Pokud neni uvedeno jinak, termin "heteroarylalkyl" nebo "heteroaryl-alkyl"

znamena heteroarylovou ¢ast vazanou na alkylovou ¢ast.

[0027] Pokud neni uvedeno jinak, termin "heterocykl" se vztahuje na aromaticky, ¢aste¢né
aromaticky nebo nearomaticky monocyklicky nebo polycyklicky kruh nebo kruhovy

systém sloZeny z uhliku, vodiku a alespofi jednoho heteroatomu (napi. N, O nebo S).
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Heterocykl muze obsahovat nékolik (napf. dva nebo vice) kruhii kondenzovanych nebo
vazanych  dohromady. Heterocykly zahrnuji  heteroaryly. Piiklady  zahrnuji
benzo[1,3]dioxolyl, 2,3-dihydro-benzo[1,4]dioxinyl, cinnolinyl, furanyl, hydantoinyl,
morfolinyl, oxetanyl, oxiranyl, piperazinyl, piperidinyl, pyrrolidinonyl, pyrrolidinyl,
tetrahydrofuranyl,  tetrahydropyranyl,  tetrahydropyridinyl, tetrahydropyrimidinyl,
tetrahydrothiofenyl, tetrahydrothiopyranyl a valerolaktamyl.

[0028] Neni-li jinak uvedeno, termin "heterocyklalkyl" nebo "heterocykl-alkyl" se tyka

heterocyklické skupiny vazané na alkylovou skupinu.

[0029] Pokud neni uvedeno jinak, termin "heterocykloalkyl" se tyka nearomatického

heterocyklu.

[0030] Neni-li jinak uvedeno, termin "heterocykloalkylalkyl" nebo "heterocykloalkyl-

alkyl" se tyka heterocykloalkylové skupiny vazané k alkylové skupiné.

[0031] Pokud neni uvedeno jinak, terminy "kontrola", "regulace” a "fizeni" zahrnuji
prevenci opakovani specifického onemocnéni nebo poruchy nebo jednoho nebo vice jejich
symptomu, u pacienta, ktery jiZ trpi onemocnénim nebo poruchou, a/nebo prodlouzZeni
doby, Ze pacient, ktery trpi nemoci nebo poruchou je stale v remisi. Terminy zahrnuji
modulaci prahové hodnoty, vyvoj a/nebo trvani onemocnéni nebo poruchy nebo zménu

zpusobu, jakym pacient odpovida na onemocnéni nebo poruchu.

[0032] Pokud neni uvedeno jinak, termin "farmaceuticky pfijatelné soli" zahrnuje soli
piipravené z farmaceuticky pfijatelnych netoxickych kyselin nebo bazi, véetné
anorganickych kyselin a bazi a organickych kyselin a bdzi. Vhodné farmaceuticky
pfijatelné adi¢ni soli s bazemi zahmuji soli kovii pfipravené z hliniku, vapniku, lithia,
hof¢iku, drasliku, sodiku a zinku nebo organické soli pfipravené z lysinu, N,N'-
dibenzylethylendiaminu, chlorprokainu, cholinu, diethanolaminu, ethylendiaminu,
megluminu (N-methylglukaminu) a prokainu. Vhodné netoxické kyseliny zahrnuji
anorganické a organické kyseliny, jako je kyselina octovd, alginova, anthranilovou,
benzensulfonovd, benzoova, Kkafrsulfonova, citronova, ethensulfonovd, mravenéi,

fumarova, pyroslizova, galakturonova, glukonova, glukuronova, glutamova, glykolova,
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bromovodikova, chlorovodikova, isethionova, mlééna, maleinova, jable¢na, mandlova,
methansulfonova, slizova, dusi¢na, pamoova, pantothenova, fenyloctova, fosfore¢na,
propionova, salicylova, stearova, jantarova, sulfanilovd, sirova, vinna a p-toluensulfonova
kyselina. Konkrétni netoxické kyseliny zahrnuji kyselinu chlorovodikovou,
bromovodikovou, fosfore¢nou, sirovou a methansulfonovou kyselinu. Piiklady
specifickych soli zahrnuji hydrochloridové a mesylatové soli. Dali jsou dobfe znamé v
oboru. Viz, napf Remington 's Pharmaceutical Sciences, 18. ed. (Mack Publishing, Easton
PA: 1990) a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19. vydani. (Mack
Publishing, Easton PA: 1995).

[0033] Pokud neni uvedeno jinak, termin "silny TPH1 inhibitor" je slou¢enina, ktera ma
TPHI1_ICsg niZ8i nez piiblizné 10 uM.

[0034] Pokud neni uvedeno jinak, termin "prevence" zahrnuje u¢inek, ke kterému dochézi
pied onemocnénim nebo poruchou pacienta a inhibuje nebo sniZuje zavaZznost onemocnéni

nebo poruchy nebo jednoho nebo vice jejich symptomi. Termin zahrnuje profylaxi.

[0035] Pokud neni uvedeno jinak, termin "prolé¢ivo" zahrnuje farmaceuticky pfijatelné
estery, uhli¢itany, thiokarbonaty, N-acyl-derivaty, N-acyloxyalkylové derivaty, kvartérni
derivaty terciarnich aminti, N-Mannichovy baze, Schiffovy béaze, aminokyselinové
konjugaty, fosfatové estery, kovové soli a sulfonatové estery slou¢enin popsanych v tomto
textu. Pfiklady proléiv zahrnuji slouceniny, které obsahuji biologicky hydrolyzovatelny
zbytek  (napf.  biohydrolyzovatelny = amid,  biohydrolyzovatelny  karbamat,
biohydrolyzovatelny uhliditan, biohydrolyzovatelny ester, biohydrolyzovatelny fosfat nebo
biohydrolyzovatelny ureid analog). Prolé¢iva sloucenin popsanych v tomto textu jsou
snadno predstavitelnd a pfipravitelna, coz je odbornikiim v tomto oboru znamo. Viz napf.
Design of Prodrugs, Bundgaard, A. Ed, Elseview., 1985; Bundgaard, H., "Design and
Application Prodrugs," A Textbook of Drug Design and Development, Krosgaard-Larsen
and H. Bundgaard, Ed., 1991, Chapter 5, p. 113-191; and Bundgaard, H., Advanced Drug
Delivery Review, 1992, 8, 1-38.

[0036] Neni-li uvedeno jinak, "profylakticky G¢inné mnozstvi" slou¢eniny je mnoZstvi

dostatetné k prevenci onemocnéni nebo stavu nebo jednoho nebo vice symptomu
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spojenych s onemocnénim nebo stavem nebo, aby se predeslo recidivé. Profylakticky
G¢inné mnozZstvi slouceniny je takové mnozstvi terapeutického prostiedku, samotného,
nebo v kombinaci s jinymi Cinidly, které poskytuje profylakticky pfinos v prevenci
onemocnéni. Termin "profylakticky u¢inné mnozstvi" mizZe zahrnovat mnozstvi, které
zlepduje celkovou profylaxi, nebo zvysuje profylaktickou G¢innost dalsiho profylaktického
prostredku.

[0037] Pokud neni uvedeno jinak, termin "chranici skupina" nebo "ochranna skupina",
pokud je pouzit k oznaCeni ¢asti molekuly, kterd je podrobena chemické reakci, znamena
chemickou skupinu, ktera neni reaktivni za podminek této chemické reakce, a ktera mize
byt odstranéna, aby se ziskala skupina, ktera je reaktivni za téchto podminek. Chranici
skupiny jsou dobfe zndmé v oboru. Viz, napf., Greene, T.W. a Wuts, PGM Protective
Groups in Organic Synthesis (3. vydani, John Wiley & Sons: 1999).; Larock, RC,
Comprehensive Organic Transformace (ed. 2, John Wiley & Sons: 1999). Nékteré piiklady
zahrnuji benzyl, difenylmethyl, trityl, Cbz, Boc, Fmoc, methoxykarbonyl, ethoxykarbonyl
a ftalimido.

[0038] Pokud neni uvedeno jinak, termin "pseudohalogen"” se tyka polyatomového aniontu,
ktery se podoba halogenovému iontu v jeho acidobazicité, substituci a redoxni chemii, ma
obecné nizkou bazicitu a tvofi volny radikédl za podminek pfenosu atomu pfi radikalové
polymeraci. Pfiklady pseudohalogent zahrnuji azidové ionty, kyanid, kyanat, thiokyanat,

thiosiran, sulfonaty a sulfonylhalogenidy.

[0039] Pokud neni uvedeno jinak, termin "selektivni TPH1 inhibitor" je slouenina, ktera
ma TPH2_ICs, ktera je alespon pfiblizn& 10-krat vétsi nez je jeho TPH1 ICsy.

[0040] Pokud neni uvedeno jinak, termin "stereomerné obohacena kompozice" sloueniny
ozna¢uje smés dané slouCeniny a jejich stereoizomeru(i), ktera obsahuje vice dané
slouéeniny, nez jejich stereoizomeru(1i). Napfiklad stereoisomerné obohacené kompozice
(S)-butan-2-olu zahrnuje smési (S)-butan-2-olu a (R)-butan-2-olu v poméru, napfiklad,
60/40, 70/30 80/20, 90/10, 95/5 a 98/2.
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[0041] Pokud neni uvedeno jinak, termin "stereoizomerni smés" zahrnuje racemické smési,
jakoZ i stereomerné obohacené smési (napf. R/S = 30/70, 35/65, 40/60, 45/55, 55/45
60/40, 65/35 a 70/30).

?

[0042] Pokud neni uvedeno jinak, termin "stereomericky &isty" znamena kompozici, ktera
obsahuje jeden stereoisomer slou¢eniny, a je v podstaté prosta jinych stereoisomeri této
slouteniny. Napriklad, bude stereomericky &istd kompozice slouteniny majici jedno
stereocentrum v podstaté prosté opacného stereoisomeru slouceniny. Stereomericky &ista
kompozice slouceniny, majici dvé stereocentra, bude v podstaté prosta jinych
diastereomer( slouceniny. Stereomericky ¢ista kompozice slouceniny, kterd ma vice
stereocenter, ale ktera je nakreslena nebo uvedena takovym zplsobem, Ze jsou definovany
stereochemie méné neZ v3ech jejich stereocenter, je v podstaté prosta izomerd sloudeniny,
které maji jiné stereochemie na stereocentrech, pro které je definovina stereochemie.
Napriklad, "stereomericky ¢isty ((1R)-1,2-dichlorpropyl)benzen" se odkazuje na ((1R)-1,2-
dichlorpropyl)benzen, ktery je v podstaté bez ((15)-1,2-dichlorpropyl)benzenu.

[0043] Typicka stereomericky ¢ista slou¢enina obsahuje vice nez asi 80% hmotnostnich
jednoho stereoisomeru slou¢eniny a méné nez pfiblizné 20% hmotnostnich jinych
stereoisomerti slouceniny, vice nez asi 90% hmotnostnich jednoho stereoisomeru
slouceniny a méné nez asi 10% hmotnostnich jinych stereoisomert slou¢eniny, vice neZ asi
95% hmotnosti jednoho stereoisomeru slou¢eniny a méné nez asi 5% hmotnostnich jinych
stereoisomert sloueniny, vice neZz asi 97% hmotnostnich jednoho stereoisomeru
slou¢eniny a méné nez asi 3% hmotnostnich jinych stereoisomeru slou¢eniny nebo vice
nez asi 99% hmotnostnich jednoho stereoisomeru slou¢eniny a méné nez asi 1%

hmotnostni ostatnich stereoisomert slouceniny.

[0044] Pokud neni uvedeno jinak, termin "substituovany", pokud se pouziva k popisu
chemické struktury nebo skupiny, se tyka derivatu této struktury nebo ¢asti, kde jeden nebo
vice jeho atoml vodiku je substituovan atomem, chemickou skupinou nebo funkéni
skupinou jako je, ale neni to nikterak limitovano, alkohol, aldehyld, alkoxy, alkanoyloxy,
alkoxykarbonyl, alkenyl, alkyl (napf. methyl, ethyl, propyl, t-butyl), alkynyl,
alkylkarbonyloxy (-OC(O)alkyl), amid(-C(O)NH-alkyl- nebo -alkyINHC(O)alkyl),
amidinyl(-C(NH)NH-alkyl nebo -C(NR)NH,), amin (primarni, sekundarni a terciarni, jako
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alkylamino, arylamino, arylalkylamino), aroyl, aryl, aryloxy, azo, karbamoyl (-NHC(0)O-
alkyl- nebo -OC(O)NH-alkyl), karbamyl (napiiklad, CONH,, jakoz i CONH-alkyl, CONH-
aryl a CONH-arylalkyl), karbonyl, karboxyl, karboxylova kyselina, anhydrid karboxylové
kyseliny, chlorid karboxylové kyseliny, kyano, ester, epoxid, ether (naptiklad, methoxy,
ethoxy), guanidino, halogen, halogenalkyl (napf. -CCl;, -CFs, -C(CF3)), heteroalkyl,
hemiacetal, imin (primarni a sekundarni), isokyanat, isothiokyanat, keton, nitril, nitro,
kyslik (tj. aby oxoskupiny), fosfodiester, sulfid, sulfonamido (naptiklad SO,NH,), sulfon,
sulfonyl (vcetné alkylsulfonylu, arylsulfonylu a arylalkylsulfonyl), sulfoxid, thiol (napf.
sulfhydryl, thioether) a mo&ovina (-NHCONH-alkyl-).

[0045] Pokud neni uvedeno jinak, je termin "terapeuticky u¢inné mnoZstvi" slougeniny
mnoZstvi dostatetné pro poskytnuti terapeutického pfinosu pii 1é¢b&é nebo kontroly
onemocnéni nebo stavu nebo pro zpozdéni nebo minimalizaci jednoho nebo vice
symptomii spojenych s onemocnénim nebo stavem. Terapeuticky 0¢inné mnoZstvi
slou¢eniny je takové mnozZstvi terapeutického prostiedku, samotného nebo v kombinaci s
dal$imi terapiemi, které poskytuje terapeuticky pfinos v 1é¢b& nebo kontrole onemocnéni
nebo stavu. Termin "terapeuticky G¢inné mnoZstvi" miZe zahrnovat mnoZstvi, které
zlep3uje celkovou terapii, snizuje nebo se vyhyba symptomim nebo pfi¢inam onemocnéni

nebo stavu nebo zvysuje terapeutickou uginnost jiného terapeutického prostiedku.

[0046] Pokud neni uvedeno jinak, termin "TPH1_ICs," je ICsq slou¢eniny pro TPHI, jak je

stanoveno s pouZzitim testu in vitro inhibice popsané v ptikladech nize.

[0047] Pokud neni uvedeno jinak, termin "TPH2 ICs," je ICsg slouceniny pro TPH2, jak je

stanoveno s pouZitim testu in vitro inhibice popsané v piikladech nize.

[0048] Pokud neni uvedeno jinak, terminy "lé¢it", "lé¢eni" a "lécba" zahrnuje akce, ke
kterym dochazi, kdyz pacient trpi danym onemocnénim nebo poruchou, jenZ sniZuje
zavaznost onemocnéni nebo poruchy nebo jednoho nebo vice jejich symptomi, a zpozd'uje

nebo zpomaluje progresi onemocnéni nebo poruchy.
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[0049] Pokud neni uvedeno jinak, termin "zahrnuje" mé stejny vyznam jako "zahrnuje" a
termin "zahrnuje" ma stejny vyznam jako "zahrnuje, ale neni nikterak limitovano”.

Podobné termin "jako" ma stejny vyznam jako termin " jako, ale neni nikterak limitovéno."

[0050] Pokud neni uvedeno jinak, jedno nebo vice ptidavnych jmen bezprostrednd
pfedchazeji fadu podstatnych jmen, je tfeba chapat tak, Ze plati pro kazdé z podstatnych
jmen. Napfiklad fraze "pfipadné substituovany alkyl, aryl nebo heteroaryl" ma stejny
vyznam jako "pfipadné substituovany alkyl, pfipadn& substituovany aryl nebo pfipadné

substituovany heteroaryl."”

[0051] Je tieba poznamenat, Ze chemicka ¢ast, ktera tvofi ¢ast v&tsi slouéeniny, miize byt
popsana v tomto textu s obycejné pouzivanym jménem, pokud existuje jako jedina
molekula nebo nazev bézné pouzivany pro jeji radikél. Napfiklad terminy "pyridin" a
"pyridyl" maji stejny vyznam, pokud se pouzivaji k popisu skupiny pfipojené k jinym
chemickym ¢astem. To znamend, Ze dva terminy "XOH, kde X je pyridyl" a "XOH, kde X
je pyridin" maji stejny vyznam a zahrnuji slou¢eniny pyridin-2-ol, pyridin-3-ol a pyridin-4-

ol.

[0052] Je tieba také uvést, ze v pripad€, Ze stereochemie struktury nebo &asti struktury neni
uvedena napfiklad tu¢nou nebo preruSovanou ¢arou, pak strukturu nebo &ast struktury je
tieba brat tak, Ze zahrnuje vSechny stereoisomery. Podobné nazvy sloudenin, které maji
jedno nebo vice chirdlnich center, které nespecifikuji stereochemii téchto center zahrnuji
jejich ¢isté stereoizomery a jejich smési. Kromé toho pro jakykoliv atom znizornény na
vykresu s valencemi se pfedpoklada, Ze je ptipojen k dostate¢nému poétu atomu vodiku k
uspokojeni valenci. Navic, chemické vazby znazornéné jednou plnou &arou paralelné k
jedné preruSované ¢afe zahrnuji jednoduché i dvojné (napt aromatické) vazby, pokud to

dovoli valence.

5.2. Slouceniny

[0053] Tento vynélez zahrnuje, mimo jiné, slou¢eniny vzorce I:
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a jejich farmaceuticky pfijatelné soli a solvéty, kde: A, je piipadné substituovany
heterocykl; kazdy R, je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, OR4, NRgR¢ , S(02)R,
nebo Ci4-alkyl; R, je nezavisle atom halogenu, atom vodiku, C(O)R4, OR4, NRgRg, S(O5)
RA nebo C4-alkyl; Rj3 je atom vodiku, C(O)Ra, C(O)OR, nebo Cj4-alkyl; R4 je vodik
nebo C4-alkyl; kazdy R, je nezavisle atom vodiku nebo C,4-alkyl; kazdy Rg je nezavisle
vodik nebo C,4-alkyl; kazdy R¢ je nezavisle vodik nebo C;4-alkyl; a m je na 1-4.

[0054] V jednom provedeni je slou¢enina vzorce:

(R1)m
Cos WOYL
SN =

CF3 N /,

Rz

[0055] V jiném, ma vzorec:
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kde: kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)R, ORA, NgRc, S(02)R4 nebo C4-

alkyl; an je 1-3.

[0056] V jiném, ma vzorec:

(Ri)m
[ N N /\/[
| \J\ ]/o
(Rs)p CF,
nebo

\fN

Rz

(Rs)p

kde: kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)R,, OR4, NRgR(, S(O;)R, nebo

Ci4-alkyl; a p je na 1-4.

[0057] V jiném, ma vzorec:

(Rt)m

i\j\/ (\/ \l)l\OR‘
(Re)e ”
CF3 N =N

%

(R1)m O
™. HN
/v/ | - R,
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&
.
(Rs)q H

=

kde: kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, ORA, NRgR¢, S(0;)R4 nebo C,.
s-alkyl; a q je 1-2.

[0058] V jiném, ma vzorec:

(Ri)m o
N-.-’:\N OR4
o HN .
R%/ | = Ry
Rs)q CF; N_ __N

nebo

Rz
kde: kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, OR4, NRgRc, S(02)R4 nebo C,.

salkyl; aqje 1-2.
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[0059] S ohledem na rizné vzorce popsané v tomto textu, zejména sloueniny podle
predloZzeného vyndlezu, A, je aromatické. V jinych, A, neni aromatické. V nékterych
pripadech, A, je pfipadné substituovano jednim nebo vice atomy halogenu nebo nizsimi

alkyly.

[0060] V nékterych piipadech, R, je vodik nebo halogen.

[0061] V né&kterych piipadech, m je 1.

[0062] V nékterych piipadech, R; je atom vodiku nebo amino skupina.

[0063] V n&kterych piipadech, R je vodik nebo niZ3i alkyl. V jinych, R; je C(O)OR4 a Ry
je C|.4-alkyl.

[0064] V nékterych ptipadech, R4 je vodik nebo nizsi alkyl.

[0065] V n&kterych pfipadech, Rs je vodik nebo nizsi alkyl (napiiklad, methyl).

[0066] V nékterych ptipadech, n je 1.

[0067] V nékterych pripadech, p je 1.

[0068] V nékterych ptipadech, q je 1.

[0069] Tento vynalez zahrnuje stereomerné Ccisté slou¢eniny a jejich stereomerné
obohacené kompozice. Stereoizomery mohou byt syntetizovany asymetricky nebo $tépeny
s pouzitim standardnich technik, jako jsou chirdlni kolony, chiralnich $tépicich ¢inidla
nebo rozdéleni pomoci enzymii. Viz, napiiklad, Jacques, J., et al, Enantiomers, Racemates
and Resolutions (Wiley Interscience, New York, 1981); Wilen, S. H., et al, Tetrahedron
33: 2725 (1977); Eliel, EL, Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw Hill, NY,
1962); a Wilen, SH, Tables of Resolving Agents and Optical Resolutions, s. 268 (EL Eliel,
vyd., Univ. Of Notre Dame Press, Notre Dame, IN, 1972).
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[0070] Specifické slouceniny podle vynilezu jsou silnymi inhibitory TPH1. Specifické
sloueniny maji TPH1_ICsy mensi neZ asi 10, 5, 2,5, 1, 0,75, 0,5, 0.4, 0,3, 0,2, 0,1 nebo
0,05 uM.

[0071] Konkrétni slou¢eniny jsou selektivnimi inhibitory TPHI. Specifické sloudeniny
maji TPH1_ICs, ktera je asi 10, 25, 50, 100, 250, 500 nebo 1000-krat men3i neZ jejich
TPH2_ICsy.

[0072] Konkrétni slouceniny vyznamné neinhibuji lidskou tyrosinhydroxylazu (TH).
Napfiklad, konkrétni slou¢eniny maji ICso pro TH vét3i nez asi 100, 250, 500 nebo 1000
pM.

[0073] Konkrétni slou¢eniny vyznamné neinhibuji lidskou fenylalaninhydroxyldzu (PAH).
Napriklad, konkrétni slou¢eniny maji ICso pro PAH vétsi nez asi 100, 250, 500 nebo 1000
uM.

[0074] Konkrétni slouceniny podle tohoto vynalezu se v podstaté nevazou (napf. inhibuji s
ICso vetsi nez asi 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 nebo 1000 uM) s jednim nebo vice z
nasledujicich: angiotensin konvertujictho enzymu, receptor erythropoietinu (EPO), faktoru
IX, faktoru XI, integrinu (napf. a4), isoxazolinového nebo isoxazolového receptoru
fibrinogenu, metaloproteazy, neutrdlni endopeptidizy (NEP), fosfatdzy (napf.
tyrosinfosfataza), inhibitoru fosfodiesterazy (napi. PDE-4), polymerazy, PPARy, TNF-a,
vaskularni bunééné adhezni molekuly-1 (VCAM-1) nebo vitronektinového receptoru.
Schopnost slouteniny vazat se na (napiiklad inhibovat) kterykoliv z téchto cili je mozné
snadno stanovit s pouZitim metod znamych v oboru, jak je popsano v odkazech citovanych

vyse. Specifické slou¢eniny podle vynalezu neinhibuji buné¢nou adhezi.

[0075] KdyzZ se podavaji saveim (napfiklad my3im, krysam, psim, opicim nebo &lovéku),
nékteré slouceniny podle vyndlezu snadno nepfechazi krevni/mozkovou bariéru (napf.
méné nez asi 5, 2,5, 2, 1,5, 1, 0,5 nebo 0,01 procent slouéeniny v krvi pfechazi do mozku).
Schopnost nebo neschopnost slouceniny prochazet pfes krevni/mozkovou bariérou miZe

byt uréena metodami znamymi z dosavadniho stavu techniky. Viz, napiiklad, Riant, P. et
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al, Journal of Neurochemistry 51:. 421-425 (1988); Kastin, A.J., Akerstromem, V.. J.
Pharmacol. Exp. Therapeutics 294: 633 - 636 (2000); W. A. Banks, W. A., et al., J.
Pharmacol. Exp. Therapeutics 302: 1062-1069 (2002).

5.3. Syntéza slouéenin

[0076] Slouceniny podle vynilezu mohou byt pfipraveny metodami znamymi v oboru a

zpusoby popsanymi v tomto textu.

[0077] Napfiklad, slou¢eniny vzorce I mohou byt pfipraveny, jak je uvedeno ve schématu
1:
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Schéma 1

kde P, je R; nebo chranici skupina; P, je chranici skupina; P; je OR; nebo chranici
skupina; Y a Y3 jsou halogen (napi. Br, Cl) nebo vhodny pseudohalogen (napf. triflat); a
kazda skupina A;, Ry, R, a R; je definovana jinde v tomto textu.
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[0078] Slouceniny podle tohoto vynalezu mohou byt také ptipraveny postupem, ktery je

reprezentovany nize ve schématu 2:

CF3 Y1\(\|/Y3

N
~

= | (R'O)ZB N P1 P2
N 0 Y3 6

| =
CF3 N\‘//'N
4

R

0
7 | OH —
N O NP,P,
I

CFa N\fN
R, 1@

= | OH
x 0
I
CF3; N

0]
N NHR;
~N
T 1w

Rz

Schéma 2

[0079] Jednotlivé reakce uvedené ve schématech vySe mohou byt provedeny za pouziti
podminek zndmych ve stavu techniky. Napfiklad, katalyzatory na bazi palladia a podminky
vhodné pro Suzukiho kopulaci boru a skupin s obsahem halogenu jsou dobfe znamé.
Priklady jsou uvedeny niZze. Kromé toho, typy a vhodnd vyuzZiti chranicich skupin jsou
dobie znamy, napf. zpusoby jejich odstranéni a nahrazeni skupinami, jako jsou, ale neni to

nikterak limitovano, vodik (napf. hydrolyzou za kyselych nebo bazickych podminek).
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[0080] Esterové derivaty sloucenin podle vyndlezu mohou byt snadno ptipraveny za

pouziti metod, které jsou uvedeny niZe ve schématu 3:
soc

|
Ethanol zahfivini
(BoC);0, \(YQ/%
THF,

J,N

1)R4OH
podminky
kaplingu
2) odstrunéni skupiny

Boc o

3 .
o) x NH>
|
N. =N
e Y

Schéma 3

[0081] Za pouziti zptsobti znamych ze stavu techniky, syntetické postupy uvedené vyse
mohou byt snadno modifikovany pro ziskani Sirokého spektra sloudenin. Napriklad,
chirdlni chromatografie a dalsi techniky znamé v oboru mohou byt pouZity pro separaci
stereoisomert findlntho produktu. Viz, napfiklad, Jacques, J., et al, Enantiomers,
Racemates and Resolutions (Wiley Interscience, New York, 1981).; . Wilen, S. H., et al,
Tetrahedron 33: 2725 (1977); Eliel, EL, Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw
Hill, NY, 1962); a Wilen, SH, Tables of Resolving Agents and Optical Resolutions, s. 268
(EL Eliel, vyd., Univ. Of Notre Dame Press, Notre Dame, IN, 1972). Kromé toho, jak je
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uvedeno v nékterém z vySe uvedenych schémat, syntézy mohou vyuZivat chiralni vychozi

materidly za ziskani stereomericky obohacenych nebo &istych produktii.

5.4. Zpusoby pouziti

[0082] Tento vynélez se tyka zpusobu inhibice TPH, ktery zahrnuje kontakt TPH se
slou¢eninou podle tohoto vynilezu (tj. slou¢enina popsana v tomto textu). V konkrétnim
zplsobu TPH je TPHI. V jiném je TPH je TPH2. V konkrétnim zpisobu je inhibice in

vitro. V jiném je inhibice in vivo.

[0083] Jedno provedeni se tyka zptsobu inhibice TPHI u savce (napiiklad ¢loveka), které
zahrnuje podéani slouceniny podle vyndlezu savci. V konkrétnim zpisobu, TPH2 neni
vyznamné inhibovana. V jednom zplisobu sloucenina obtiZné prochazi pies

krevni/mozkovou bariéru. V jiném, slou¢enina je selektivni inhibitor TPHI1.

[0084] Tento vynalez zahrnuje zplisoby lé¢eni, prevence a kontroly riznych onemocnéni a
poruch zprostiedkovanych perifernim serotoninem, které zahrnuji inhibici TPH1 aktivity u
pacienta, ktery potfebuje takovou lécbu, prevenci nebo kontrolu. V konkrétnim provedeni
se inhibice provadi podanim terapeuticky nebo profylakticky u¢inného mnozstvi silného
TPHI inhibitoru pacientovi. Pfiklady silnych inhibitori TPH1 jsou zde popsané.

[0085] Konkrétni onemocnéni a poruchy zahrnuji syndrom karcinoidu a gastrointestinalni
onemocnéni a poruchy. Pfiklady specifickych onemocnéni a poruch zahrnuji bolesti bficha
(napf. spojené¢ s medularnim karcinomem S§titné Zlazy), uzkost, syndrom karcinoidu,
celiakii, zacpu (napf. zacpu, kterda ma iatrogenni pfi¢inu, a idiopatickou zicpu), Crohnovu
nemoc, depresi, diabetes, prujem (napi. zlu¢. kyselin prijem, sekre¢ni prijem vyvolany
enterotoxiny, prijem z iatrogennich pfi¢in, idiopaticky prijem (napf. idiopaticky sekre¢ni
prijem), a cestovatelsky prijem, zvraceni, funkéni bolesti bficha, funkéni anorektalni
poruchy, funkéni nadymani, funk¢ni dyspepsii, funkéni poruchy Zluéniku, syndrom
drazdivého tracniku (IBS, v¢etné IBD-d, IBS-c a IBS-a), nesnasenlivost laktozy, MEN
typu I a II, nauzeu, syndrom Ogilvie, syndrom cholery pankreatu, pankreatickou
nedostate¢nost, feochromacytom, skleroderm, somatiza¢ni poruchu, poruch Oddiho

svérace, ulcerativni kolitidy a Zollinger-Ellisontv syndrom.
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[0086] Mezi dalsi onemocnéni a poruchy patii kardiovaskuldrni a plicni onemocnéni a
poruchy, napfiklad akutni a chronicka hypertenze, chronickd obstrukéni plicni nemoc
(COPD), plicni embolie (napf. zZeni pridusek a plicni hypertenze po plicni embolii),
plicni hypertenzi (napf. plicni hypertenzi spojenou s portilni hypertenzi), a radiaéni
pneumonitidu (v&etné toho, Ze vede k nebo pfispiva k plicni hypertenzi). Dalsi zahrnuji
bfiSni migrény, syndrom respiraéni tisné dospélych (ARDS), syndrom krize karcinoidu,
CREST (kalcinéza, Raynaudiiv fenomén, dysfunkce jicnu, sklerodaktylie, teleangiektazie),

serotoninovy syndrom a subarachnoidalni krvaceni.

[0087] V konkrétnich zplsobech podle vynédlezu je léEby, kontroly a/nebo prevence
onemocnéni nebo poruchy dosaZzeno pfi zabranéni neZadoucich G¢inkd souvisejici s
alteraci centrdlniho nervového systému (CNS), hladiny serotoninu. Pfiklady takovych
nepfiznivych G¢inkd jsou neklid, uzkostné poruchy, deprese a poruchy spanku (napf.
nespavost a poruchy spanku) .V urcitych zpiisobech podle vynélezu je 1é¢by, kontroly
a/nebo prevence onemocnéni nebo poruchy dosaZeno zabranénim neZadoucich uginki
spojenych se zménou centralniho nervového systému (CNS), hladiny serotoninu. Pfiklady
takovych nezadoucich G¢inki zahrnuji neklid, uzkostné poruchy, deprese a poruchy spanku
(napf. nespavost a poruchy spanku).

5.5. Farmaceutické kompozice

[0088] Tento vynalez zahrnuje farmaceutické kompozice obsahujici jednu nebo vice
sloucenin podle vynalezu. Ur¢ité farmaceutické kompozice jsou jednotlivé jednotkové
davkové formy vhodné pro peroralni, mukozni (napfiklad nasalni, sublingvalni, vaginalni,
bukaélni nebo rektélni), parenteralni (napfiklad subkutanni, intraven6zni, bolusovou injekei,
intramuskularni nebo intraarteridlni) nebo transdermdlni podani do pacienta. Pfiklady
davkovych forem zahrnuji, ale nejsou omezeny na: tablety; kaplety; kapsle, napf. mékké
elastické Zelatinové kapsle; oplatky; pastilky; pastilky; disperze; ¢ipky; masti; kataplazmy
(obklady); pasty: prasky; obvazy; krémy; naplasti; roztoky; aerosoly (napfiklad nosni
spreje nebo inhalatory); gely; kapalné davkové formy vhodné pro perordlni nebo
mukosalni podani pacientovi, veetné suspenzi (napf. vodné nebo nevodné kapalné

suspenze, emulze typu olej ve vodé nebo emulze typu voda v oleji), roztoky a tinktury;
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kapalné davkové formy vhodné pro parenteralni podani pacientovi; a sterilni pevné latky
(napf. krystalické nebo amorfni pevné latky), které mohou byt rekonstituovany za
poskytnuti kapalné davkové formy vhodné pro parenteralni podani pacientovi.

[0089] Pripravek by mél byt pfizpisoben zpisobu podani. Napiiklad peroralni podani
sloueniny citlivé na degradaci v Zaludku maZe byt dosaZeno pouZitim enterosolventniho
potahu. Podobn& miize pfipravek obsahovat slozky, které usnadiiuji dodéni G&inné slozky
(slozek) do mista pisobeni. Naptiklad mohou byt slougeniny podévany v liposomalnich
pripravcich, aby byly chranény pfed degrada¢nimi enzymy, pro usnadnéni transportu v

ob&hovém systému a jejich dodani pfes buné&né membrany.

[0090] Podobné mohou byt Spatné rozpustné slouceniny zallenény do kapalnych
davkovacich forem (a davkové formy vhodné pro rekonstituci) za pomoci solubilizatori,
emulgator a povrchové aktivnich latek, jako jsou, ale neni to nikterak limitovano,
cyklodextriny (napf. a-cyklodextrin, B-cyklodextrin, Captisol®, a Encapsin ™ (viz napf.
Davis a Brewster, Nat Rev. Drug Disc. 3: 1023-1034 (2004)), Labrasol®, Labrafil®,
Labrafac®, kremafor a nevodna rozpoustédla, jako je napfiklad, ale neni to nikterak
limitovano, ethylalkohol, isopropylalkohol, ethylkarbonat, ethylacetat, benzylalkohol,
benzylbenzoat, propylenglykol, 1,3-butylenglykol, dimethylformamid, dimethylsulfoxid
(DMSO), biokompatibilni oleje ( napf. bavinikovy, podzemnicovy, kukufiény, klickovy,
olivovy, ricinovy a sezamovy olej), glycerol, tetrahydrofurfurylalkohol,
polyethylenglykoly, estery mastnych kyselin sorbitanu a jejich smési (napi. DMSO:
kukufi¢ny olej).

[0091] Spatné rozpustné slouceniny mohou byt také zatlenény do suspenzi za pouziti
dalSich technik znamych v oboru. Napfiklad nanoéastice sloudeniny mohou byt
suspendovany v kapaliné za vzniku nanosuspenze (viz, napfiklad, Rabinow, Nature Rev.
Drug Disc. 3: 785-796 (2004)). Nanocasticové formy slouéenin popsanych v tomto
dokumentu mohou byt pfipraveny metodami popsanymi v US zvefejnénych patentovych
piihladkach ¢. 2004-0164194, 2004-0195413, 2004-0251332, 2005-0042177 A1, 2005-
0031691 Al a v US patentech ¢. 5145684, 5510118, 5518187, 5534270, 5543133,
5662883, 5665331, 5718388, 5718919, 5834025, 5862999, 6431478, 6742734, 6,745,962,

kazda je zde uvedena jako odkaz. V jednom provedeni forma nano¢éstice obsahuje ¢astice,
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které maji primémou velikost ¢astic mensi nez pfiblizné 2000 nm, mensi neZ pfiblizné
1000 nm nebo méné nez pfiblizné 500 nm.

[0092] Kompozice, tvar a typ davkovaci formy se bude typicky lisit v zavislosti na pouziti.
Napfiklad davkova forma pouZivana pii akutni 1ébé onemocnéni miiZze obsahovat vétsi
mnozstvi jedné nebo vice u¢innych slozek nez davkova forma pouZita pfi chronické 1é&bé
stejného onemocnéni. Podobné parenteralni davkova forma milZe obsahovat mensi
mnoZstvi jedné nebo vice u¢innych sloZek nez peroralni davkova forma pouzita pfi 1é¢bé
stejného onemocnéni. Takové rozdily budou ziejmé odbornikiim v oboru. Viz, napiiklad,

Remington 's Pharmaceutical Sciences, 18. ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

5.5.1. Peroralni davkové formy

[0093] Farmaceutické kompozice podle vynalezu vhodné pro peroralni podani mohou byt
pouzivany jako diskrétni davkové formy, jako jsou napiiklad, ale neni to nikterak
limitovano, tablety (napf. Zvykaci tablety), kaplety, kapsle a tekutiny (napf. ochucené
sirupy). Takové davkové formy obsahuji pfedem urlend mnoZstvi G&innych slozek a
mohou byt pfipraveny farmaceutickymi metodami dobfe znamymi odbornikiim v oboru.
Viz obecné€, Remington 's Pharmaceutical Sciences, 18. ed., Mack Publishing, Easton PA
(1990).

[0094] Typické perordlni davkové formy se pfipravuji smichanim aktivni sloZk(ek) v
dokonalé smési s alespoii jednim excipientem podle standardnich farmaceutickych technik.
Excipienty mohou mit celou fadu forem v zavislosti na formé pfipravku poZadovaného pro

podani.

[0095] Vzhledem ke snadnosti podani, tablety a kapsle pfedstavuji nejvyhodnéjsi peroralni
davkové jednotkové formy. Pokud je to Zadouci, mohou byt tablety potaZzeny pouzitim
standardnich vodnych nebo nevodnych technik. Takové davkové formy mohou byt
pfipraveny béZnymi farmaceutickymi metodami. Obecné, farmaceutické kompozice a
davkové formy se pfipravuji stejnomémym a dokonalym smisenim a¢innych sloZek s
kapalnymi nosi¢i, jemné rozmélnénymi pevnymi nosi¢i nebo obéma, a naslednym

tvarovanim produktu do pozadovaného tvaru v pfipadé potieby. Rozvoliiovadla mohou byt
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zaClenéna do pevnych davkovych forem k rychlému rozpusténi. Lubrikanty mohou byt
pouzity pro usnadnéni vyroby lékovych forem (napfiklad tablet).

5.5.2. Parenterilni davkové formy

[0096] Parenterdlni davkové formy mohou byt podévény pacientim riiznymi zpisoby,
véetné subkutdnni, intravenézni (v&etné bolusové injekce), intramuskularni a
intraarteridlni. ProtoZe jejich podéni typicky obchézi pfirozenou ochranu pacienta proti
kontaminujicim latkam, jsou parenteralni davkové formy specificky sterilni nebo schopné
sterilizace pfed podanim pacientovi. Piiklady parenterdlnich dédvkovych forem zahrnuji
roztoky pfipravené k injekei, suché produkty pfipravené k rozpudténi nebo suspendovani

ve farmaceuticky pfijatelném nosi¢i pro injekci, suspenze pfipravené pro injekci a emulse.

[0097] Vhodné nosice, které mohou byt pouZity pro poskytnuti parenteralnich davkovych
forem podle vynalezu, jsou dobfe znamy odbornikim v tomto oboru. Pfiklady zahrnuji:
vodu pro injekce USP; vodné pomocné prostiedky, jako je injekce chloridu sodného,
Ringertiv roztok, injekci dextrozy, injekei dextrézy a chloridu sodného a injekci Ringerova
roztoku s laktatem; s vodou misitelné nosice, jako je ethylalkohol, polyethylenglykol a
polypropylenglykol; a nevodné nosice, jako je kukufi¢ny olej, olej z bavinikovych semen,
araSidovy olej, sezamovy olej, ethyloleat, isopropylmyristat a benzylbenzoat.

6. Priklady provedeni vynilezu

6.1. Produkce my3i s narudenym tphl genem

[0098] Exon 3 my3Siho TPHI genu byl odstranén zacilenim na gen v podstaté podle
zpusobu, ktery popsal Wattler a spol., Biotechniques 26 (6): 1150-6. (1999). Vysledna
“knockout” zvifata byla méla normélni TPH aktivitu v mozku, ale drasticky sniZenou

expresi TPH ve stievech.

6.2. Fyziologické u¢inky naruseni tphl genu
[0099] Homozygotni my3i (-/-) pro narudeni tphl byly studovany spoletné s my3$mi
heterozygotnimi (+/-) pro naruseni genu spolu s divokym typem (+/+). Béhem této analyzy

byly mys$i pfedmétem lékaiského oSetfeni pomoci integrovanych sad Ilékatskych
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diagnostickych postupi, jejichZ cilem byla vyhodnotit funkci hlavnich organovych soustav
u saveu. Studiem homozygotni (-/-) “knockout™ mysi v uvedeném poétu spoletnd s
heterozygotnim (+/-) a divokym typem (+/+) byla ziskana spolehliv&jsi a opakovatelna
data.

[0100] Naruseni tphl genu pfedevsim zaséhlo isoformu TPH (TPH1) v GI traktu a mélo
maly nebo Zadny ucinek na izoformu TPH (TPH2) v mozku. Naruseni genu nemélo zadné
méfitelné nezddouci uCinky na centrdlni nervovy systém. To bylo potvrzeno
imunochemicky na serotoninu, kde serotonin byl vyrazné sniZzen nebo chybél v Zaludku,
duodenu, jejunu, ileu, slepém stfevu a tlustém stfevu, zatimco hladina serotoninu nebyla

ovlivnéna v raphe neuronti.

[0101] Neékteré homozygotni (-/-) mysi pro naruleni genu tphl vykazovaly sniZeni

trombozy bez vyznamného zvyseni krvaceni nebo jinych nepiiznivych reakci.

6.3. Charakteristika pomoci HPLC

[0102] V nékterych z nasledujicich syntetickych piikladi jsou uvedeny retenéni &asy z
vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC). Rizné podminky pouZité pro ziskani

téchto reten¢ni ¢ast jsou popsany nize:

Metoda A: YMC-ODS-A PACK 3,0x50mm; Rozpoustédlo A = H,0, 0,1% TFA;
Rozpoustédlo B = MeOH, 0,1% TFA; B% od 10 do 90% v prub&hu 4 min .; pritokova
rychlost = 2 ml/min.; pozorovanavinova délka = 220 a 254 nm.

Metoda B: YMC-Pack ODS-A 3.0x50mm; Rozpoustédlo A = 90% voda, 10% MeOH s
0,1% TFA: Rozpoustédlo B = 90% MeOH, 10% vody s 0,1% TFA; B% od 0 do 100% v
prubéhu 4 min.; pritok, rychlost = 2 ml/min.; pozorovana vinova délka = 220 a 254 nm.
Metoda C: ShimPack VP ODS 4,6x50mm; Rozpoustédlo A = 90% H,0, 10% MeOH, 1%
TFA; Rozpoustédlo B = 10% H,0, 90% MeOH, 1% TFA; B% od 0 do 100% v prubéhu 2
min.; prutokova rychlost = 3,5 ml/min .; pozorovana vinova délka = 220 a 254 nm.

Metoda D: Shim VP ODS 4,6x50 mm; Rozpoustédlo A = H,0 s 0,1% TFA; Rozpoustédlo
B = MeOH s 0,1% TFA; B% od 0 do 100% v prib&hu 4 min.; pratokova rychlost = 3

ml/min.; pozorovana vinova délka = 254 nm.
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Metoda E: YMC Pack ODS-A 4,6 x 33 mm; Rozpoustédlo A = H,0, 0,1% TFA;
Rozpoustédlo B = MeOH s 0,1% TFA; B% od 10 do 90% v priibéhu 3 min.; pritok 2
ml/min .; pozorovana vinova délka 220 a 254 nm.

Metoda F: YMC-Pack ODS-A 3,0x50 mm; Rozpoustédlo A = 90% H,0, 10% MeOH, 1%
TFA; Rozpoustedlo B = 10% H,0, 90% MeOH, 1% TFA; B% od 10 do 90% v priib&hu 4

min.; pritokova rychlost = 2 ml/min. pozorovana vinova délka = 220 a 254 nm.

6.4. Syntéza  (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny

[0103]
N’l
™
CH
O A\ NH;
|
CF3 N. =N
Y
NH,

[0104] Tetrabutylamonium-fluorid (0,027ml, 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl pfidan
k roztoku 4-pyridin-4-yl-benzaldehydu (500 mg, 2,73 mmol) a
trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF3) (485 pl, 3,28 mmol) v 5 ml THF pii teploté 0 °C.
Vysledna smés byla zahfivéna na teplotu mistnosti a michana pfi teploté mistnosti po dobu
4 hodin. Reakéni smés byla poté smichana s 5 ml IN kyseliny chlorovodikové a michana
pii teploté mistnosti pfes noc. Rozpoustédlo bylo odpafeno do sucha, bylo pfidano 9 ml
IM vodného roztoku uhli¢itanu sodného, vodna faze byla extrahovana chloroformem
(3x10ml), a spojené chloroformové vrstvy byly promyvany vodou, suseny nad MgSOj.
Organické rozpoustédlo bylo odstranéno za vakua, ¢imz bylo ziskdno 360 mg 2,2,2-
trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-fenyl)ethanolu, vytézek: 51 %.

[0105] Smés 2,22-trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-fenyl)ethanolu (100 mg, 0,40 mmol), 2-
amino-4,6-dichlorpyrimidinu (60 mg, 0,38 mmol) a uhli¢itanu cesného (468 mg, 1,44
mmol) byla rozpusténa ve 2 ml 1,4-dioxanu v 50 ml uzaviené vialce. Smés byla zahfivana
pii 110 °C pies noc, potom byla ochlazena na teplotu mistnosti; 10 ml ethylacetatu bylo
pfidano a pak zfiltrovano pres celit. Filtrat byl koncentrovén, ¢imz bylo ziskano 120 mg 4-
chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylaminu, vytézek: 80
%.
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[0106] Ve vialce pro mikrovinnou reakei, 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-
fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylamin (30 mg, 0,080 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (21 mg,
0,098 mmol) a 1 ml acetonitril a 0,7 ml vody bylo smichano. Potom 0,3 ml IN vodného
roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidano ke smési, poté 5 molarnich procent dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena
do sucha. Zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a potom &istén pomoci Prep- LC, ¢imz
bylo ziskdno 6,7 mg (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-pyrimidin-4-yl-
fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny. '"H NMR (400 MHz, CD;0D)
d (ppm) 8,82 (s, 2H), 8.26 (s, 2H), 8,02 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,86 ( d,
J =8,4 Hz, 2H), 7,45 (d, ] = 8 Hz 2 H), 6,89 (q, ] = 6,8 Hz, 1 H), 6,81 (d, ] = 2 Hz, 1 H),
4,29 (t, ] = 1,6 Hz, 'H), 3,39 (m, 1 H), 3,19 (m, 1 H).

6.5. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyridin-4-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny

[0107]
=z P 0
N OH
o} SN NH,
CF3 Nl\,;, N

[0108] Tetrabutylamonium-fluorid (0,027ml, 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl pfidan
k  roztoku 2-pyridin-4-yl-benzaldehydu (500  mg, 23 mmol) a
trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF;) (485 pl, 3,28 mmol) v 5 ml THF pfi teploté 0 °C.
Vznikla smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana pfi teploté mistnosti po dobu 4
hodin. Reakéni smés byla poté smichdna s 5 ml 1N kyseliny chlorovodikové a michana pfi
teploté mistnosti pres noc. Rozpoustédlo bylo odpafeno do sucha, bylo pfidano 9 ml 1M
vodného roztoku uhli¢itanu sodného, vodna faze byla extrahovana chloroformem
(3x10ml), a spojené organické vrstvy byly promyvany vodou, suSeny nad MgSO,.
Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskdno 300 mg 2,2,2-trifluor-1-(2-
pyridin-4-yl-fenyl)ethanolu, vytézek: 43 %.
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[0109] Smés 2,2,2-trifluor-1-(2-pyridin-4-yl-fenyl)ethanolu (100 mg, 0,40 mmol), 4,6-
dichlor-pyrimidinu (54 mg, 0,38 mmol) , uhli¢itanu cesného (468 mg, 1,44 mmol) a 1,4-
dioxanu (1 ml) byla zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Reakéni smés byla ochlazena na
teplotu mistnosti. Bylo pfidano 10 ml ethylacetatu a poté byla smés prefiltrovana pres celit.
Filtrat byl koncentrovén, ¢imz bylo ziskano 110 mg 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyridin-
4-yl-fenyl)ethoxy|pyrimidinu, vytézek: 76 %.

[0110] V mikrovinné vialce byl smichan 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-pyridin-4-yl-
fenyl)ethoxy]pyrimidin (30 mg, 0,082 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (21 mg, 0,098
mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml vody. Potom bylo pfiddno 0,3 ml IN vodného roztoku
uhli¢itanu ~ sodného ke smési, poté 5 molarnich procent dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni bafika byla uzaviena a zahiivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena
do sucha. Zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a potom ¢&istén pomoci Prep- LC, &im2
bylo ziskéno 19 mg (S)-2-Amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyridin-4-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-yl }-fenyl)-propionové kyseliny. '"H NMR (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 8,94
(d, J =6 Hz, 2H), 8,79 (d, ] = 1,2 Hz, 1 H), 8,15 (m, 4H), 7,84 (t, ] = 5,2 Hz, 'H), 7,62 (m,
3H), 7,46 (m, 3H). 6,66 (q, J = 6,4 Hz, 1 H), 4,31 (q, J = 6 Hz, 1 H), 3,41 (m, 1 H), 3,26
(m, 1 H).

6.6. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-(4-methyl-thiofen-3-yl)-
fenyl]-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0111]

SN
0
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OH
o) I N NH,
N\[,)N
NH,

[0112] Ve vialce pro mikrovinnou reakci, 3-brom-4-methyl-thiofen (653 mg, 3,69 mmol),
2-formylfenylboronova kyselina (500 mg, 3,36 mmol) a 7 ml acetonitrilu byly smichany
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dohromady. 6,7 ml 1 N vodného roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidiano k vyse
uvedenému roztoku, poté 5 molarnich procent dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého
komplexu. Reaké¢ni baiika byla uzaviena a zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut s
ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni bylo pfidano 50 ml ethylacetatu, organicka vrstva
byla oddélena, promyta vodou, vysusena siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo
odpateno, ¢imZ byl ziskan surovy produkt, ktery byl ¢istén na ISCO CombiFlash kolong,
¢imz bylo ziskano 530 mg 2-(4-methyl-thiofen-3-yl)benzaldehydu, vytézek: 78 %.

[0113] Tetrabutylamonium-fluorid (0,013 ml; 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl p¥idan
k  roztoku  2-(4-methylthiofen-3-yl)benzaldehydu (260 mg, 1,29 mmol) a
trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF;3) (228 pl, 1,54 mmol) v 5 ml THF pfi teploté 0 °C.
Vznikla smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana pfi teploté¢ mistnosti po dobu 4
hodin. Reak¢ni smés byla poté smichana s 5 ml IN kyseliny chlorovodikové a michana pti
teplot¢ mistnosti pfes noc. Produkt byl extrahovan ethylacetatem (3x50 ml). Organicka
vistva byla oddélena a sulena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo
odpafeno, ¢imz bylo =ziskdno 340 mg  2,2,2-trifluor-1-[2-(4-methyl-thiofen-3-
yh)fenyl]ethanolu, vytézek 97 %.

[0114] Smeés 2,2,2-trifluor-1-[2-(4-methyl-thiofen-3-yl)fenyl]ethanolu (100 mg, 0,37
mmol), 2-amino-4,6 dichlor-pyrimidinu (54 mg, 0,33 mmol), uhli¢itanu cesného (481 mg,
1,48 mmol) a 1,4-dioxanu (1 ml) byla zahfivana na teplotu 110 °C ptes noc. Reakéni smés
byla ochlazena na teplotu mistnosti; Bylo pfidano 10 ml ethylacetatu. Smés potom byla
filtrovana pies celit, filtrat byl zahustén, ¢imZ bylo ziskano 100 mg 4-chlor-6-{2,2,2-
trifluor-1-[2-(4-methyl-thiofen-3-yl)-fenyl]ethoxy } pyrimidin-2-ylaminu, vytéZek: 76 %.

[0115] Ve vialce pro mikrovinnou reakci, 4-chlor-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(4-methyl-thiofen-
3-yD)fenyl]ethoxy} -pyrimidin-2-ylamin (30 mg, 0,075 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (19
mg, 0,09 mmol), 1 ml a 0,7 ml acetonitrilu a vody bylo smichano. 0,3 ml 1 N vodného
roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidano ke smési, poté 5 molarnich procent dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpaiena
do sucha. Zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a poté ¢istén na preparativni HPLC,
¢imz bylo ziskano 15,1 mg (S)-2-amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-(4-methyl-
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thiofen-3-yl)-fenyl]-ethoxy}-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny. '"H NMR (400
MHz, CD;0D) & (ppm) 7,94 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,80 (s, 1 H), 7,50 (m, 5H), 7.25 (m, 2H),
7,03 (s, 'H), 6,94 (s, 'H), 4,31 (t, ] = 5,6, 1 H), 3,48 (m, 1 H), 3,26 (m, 1 H), 1,98 (s, 3H).

6.7. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-(5-methyl-thiofen-3-yl)-
fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0116]
S =
0
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OH
O I N NH,
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[0117] Ve vialce pro mikrovinnou reakci, 4-brom-2-methyl-thiofen (653 mg, 3,69 mmol),
2-formyl-fenylboronova kyselina (500 mg, 3,36 mmol) a 7 ml acetonitrilu bylo smichéno.
6,7 ml 1 N vodného roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidano k vyse uvedenému roztoku,
poté 5 molarnich procent dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika
byla uzaviena a zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovlnami. Po
ochlazeni bylo pfidano 50 ml ethylacetétu, organické vrstva byla oddélena, promyta vodou,
vysudena siranem sodnym, organické rozpoustédlo bylo odpafeno a zbytek &istén ISCO,
¢imz bylo ziskano 550 mg 2-(5-methyl-thiofen-3-yl)benzaldehydu, vytézek 81 %.

[0118] Tetrabutylamonium-fluorid (0,028ml, 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl pfidén
k roztoku 2-(5-methylthiofen-3-yl)benzaldehydu (550 mg, 1,29 mmol) a
trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF;) (483 pl, 3,27 mmol) v 10 ml THF pfi 0 °C.
Vznikla smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana pfi teploté mistnosti po dobu
4 hodin. Reakéni smés byla poté smichana s 10 ml IN kyseliny chlorovodikové a smés
byla michana pfi pokojové teploté ptes noc. Produkt byl extrahovéan ethylacetatem (3x50
ml). Organicka vrstva byla oddélena a sufena nad siranem sodnym. Organické
rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskano 650 mg 2,2,2-trifluor-1-[2-(5-methyl-
thiofen-3-yl)fenyl]ethanolu, vytézek: 87 %.
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[0119] Smés 2,2,2-trifluor-1-[2-(5-methyl-thiofen-3-yl)fenyl]ethanolu (100 mg, 0,37
mmol), 2-amino-4,6-dichlor-pyrimidinu (54 mg, 0,33 mmol), uhli¢itanu cesného (481 mg,
1,48 mmol) a 1,4-dioxanu (2 ml) byla zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Reakéni smés
byla ochlazena na teplotu mistnosti; Bylo pfidano 10 ml ethylacetatu. Smés potom byla
filtrovdna pfes celit, filtrat byl zahustén, ¢imzZ bylo ziskano 90 mg 4-chlor-6-{2,2,2-trifluor-
1-[2-(5-methyl-thiofen-3-yl)-fenyl]ethoxy } pyrimidin-2-ylaminu, vytéZek: 68 %.

[0120] Ve vialce pro mikrovlnnou reakci, 4-chlor-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(5-methyl-thiofen-
3-yDfenyl]ethoxy}-pyrimidin-2-ylamin (30 mg, 0,075 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (19
mg, 0,09 mmol), 1 ml a 0,7 ml acetonitrilu a vody bylo smichano. 0,3 ml 1 N vodného
roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidano ke smési, poté 5 moléamich procent dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena
do sucha. Zbytek byl rozpuitén v 2,5 ml methanolu a poté ¢istén preparativni LC, &imz
bylo ziskdno 10,1 mg (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-(5-methyl-
thiofen-3-yl)-fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny. '"H NMR (400
MHz, CD;0D) é (ppm) 7.83 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 7,2 Hz, 1 H), 7,34 (m, 4H),
7,26 (m, 1 H), 7,12 (d, J =12 Hz, 1 H), 6,92 (g, ] = 6,8, 1 H), 6,82 (d, ] = 1,2 Hz, 1 H),
6,64 (s, 1 H), 4,21 (t,J =5,6 Hz, lH), 3,29 (m, 1 H), 3,20 (m, 1 H), 2,47 (s, 3H).

6.8. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-furan-3-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny

[0121]
==
0
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NH2

[0122] Ve wvialce pro mikrovlnnou reakci, 3-brom-furan (590mg, 4,02mmol), 4-

formylfenylboronova kyselina (600 mg, 4,02 mmol) a 7 ml acetonitrilu bylo smichano. 8
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ml 1 N vodného roztoku uhli¢itanu sodného pak bylo pfidano do smési, poté 5 moléarnich
procent dichlorbis-(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzavfena a
zahfivédna na 150 °C po dobu 7 minut s mikrovinnym ozafovanim. Po ochlazeni bylo
pfidéno 50 ml ethylacetatu, organicka vrstva byla oddélena, promyvéna vodou, susena nad
siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz byl ziskan surovy produkt,
ktery byl ¢istén na ISCO, ¢imz bylo ziskéano 410 mg 4-furan-3-yl-benzaldehydu. Vytézek:
60 %.

[0123] Tetrabutylamonium-fluorid (0,024 ml; 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl pfidan
k roztoku 4-furan-3-yl-benzaldehydu (410 mg, 2,38 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu
(TMSCFs3) (423 pl, 2,86mmol) v 5 ml THF pii teploté 0 °C. Vznikld smés byla zahfivana
na teplotu mistnosti a michdna pfi teploté mistnosti po dobu 4 hodin. Reakéni smés byla
poté smichana s 5 ml IN kyseliny chlorovodikové a michana pfi teploté mistnosti pfes noc.
Produkt byl extrahovan ethylacetatem (3x50 ml). Organicka vrstva byla oddélena a su$ena
nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imZ bylo ziskdno 480 mg
2,2,2-trifluor-1-(4-furan-3-yl-fenyl)ethanolu, vytézek: 83 %.

[0124] Smés 2,2,2-trifluor-1-(4-furan-3-yl-fenyl)ethanolu (100 mg, 0,4 mmol), 2-amino-
4,6-dichlor-pyrimidinu (60 mg, 0,36 mmol), uhli¢itanu cesného (468 mg, 1,44 mmol) a
1,4-dioxanu (1 ml) byla zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Reakéni smés byla
ochlazena na teplotu mistnosti; Bylo pfidano 10 ml ethylacetitu. Smés potom byla
filtrovana pfes celit, filtrat byl zahu$tén, ¢imZ bylo ziskdno 110 mg 4-chlor-6-[2,2,2-
trifluor-1-(4-furan-3-yl-fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylaminu, vytézek: 72 %.

[0125] Ve vialce pro mikrovlnnou reakci, 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-furan-3-yl-
fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylamin (30 mg, 0,081 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (20 mg,
0,098 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml vody bylo smichano. Potom 0,3 ml 1N vodného
roztoku uhliéitanu sodného bylo pfidano ke smési, poté 5 molarnich procent dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena
do sucha. Zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a poté ¢istén preparativni LC, ¢imz
bylo ziskano 7,2 mg (S)-2-amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-furan-3-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny. 'H NMR (400 MHz, CD;OD) &
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(ppm) 7,96 (m, 3H), 7,61 (m, 5H), 6,81 (s, 1 H), 6,77 (d, ] = 6,8 Hz, 1 H), 6,74 (d, J =
4,8Hz, 'H), 4,27 (q, J = 5.6 Hz, 1 H), 3,36 (m, 1 H), 3,21 (m, 1 H).

6.9. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-{2-amino-6-{1-[2-(5-dimethylaminomethyl-furan-2-yl)-
fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0126]

0
CF
y OH
By
N NH,
\

[0127] Triacetoxyborohydrid sodny byl pfidan (844 mg, 4 mmol) k roztoku 5-brom-furan-
2-karbaldehydu (350 mg, 2 mmol) a dimethylaminu (2 ml, 2M roztok v THF) v 10 ml 1,2-
dichlorethanu (DCE). Pak bylo pfidano 0,2 ml HOAc. Smés byla michéna pfi teploté
laboratofe pfes noc, natez bylo pfidano 15 ml DCE. Organicka faze byla promyvana
vodou, sudena nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rota¢ni odparce,

¢imz bylo ziskano 400 mg (5-brom-furan-2-ylmethyl)dimethylaminu, vytézek: 97 %.

[0128] V mikrovinné vialce, (5-brom-furan-2-ylmethyl)dimethylamin (385 mg, 1,88
mmol), 2-formyl fenylboronova kyselina (288 mg, 1,93 mmol) a 3,7 ml acetonitrilu byly
smichany. Potom 3,7 ml IN vodného roztoku uhli¢itanu sodného bylo pfidano ke smési,
poté 5 molarnich procent dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika
byla uzaviena a zahtivana na 150 °C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovinami. Po
ochlazeni bylo pfidano 20 ml IN kyseliny chlorovodikové. Smés byla extrahovana
ethylacetitem (3x10ml) a ethylacetatova vrstva byla odstranéna. 1IN NaOH roztok byl
pfidan do vodné faze k upravé pH na 10, kterd potom byla extrahovana ethylacetitem
(3x20 ml). Spojena organicka vrstva byla promyvana vodou a susena nad siranem sodnym.
Rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskdno 300 mg 2-(4-dimethylaminomethyl-
cyklopenta-1,3-dienyl)benzaldehydu, Vytézek: 69 %.
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[0129] Tetrabutylamonium-fluorid (0,013 ml; 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl ptidan
k roztoku 2-(4-dimethylaminomethyl-cyklopenta-1,3-dienyl)benzaldehydu (287mg, 1,25) a
trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF;) (222 pl, 1,5 mmol) v 5 ml THF pfi 0 °C. Vznikla
smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana pfi teploté mistnosti po dobu 4 hodin.
Reakéni smés byla poté smichana s 5 ml IN kyseliny chlorovodikové a michéna pfi teploté
mistnosti pfes noc. Produkt byl extrahovén ethylacetdtem (3x50 ml). Organické vrstva byla
oddelena a suena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpateno, &im2 bylo
ziskano 250 mg 1-[2-(5-dimethylaminomethyl-furan-2-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanolu,
vytézek 66 %.

[0130] Smés 1-[2-(5-dimethylaminomethyl-furan-2-yl)fenyl]-2,2,2-trifluorethanolu (225
mg, 0,75 mmol), 2-amino-4,6-dichlor pyrimidinu (111 mg, 0,67 mmol), uhli¢itanu cesného
(978 mg, 3,01 mmol) a 1,4-dioxanu (3 ml) byla zahfivdna na teplotu 110 °C pies noc.
Reakéni smés byla ochlazena na teplotu mistnosti; Bylo pfidano 10 ml ethylacetitu. Smés
potom byla filtrovana pfes celit, filtrat byl zahustén, ¢imz bylo ziskano 110 mg 4-chlor-6-
{1-[2-(5-dimethylaminomethyl-furan-2-yl)fenyl]2,2,2-trifluorethoxy } -pyrimidin-2-
ylaminu, vytézek 87 %.

[0131] Ve vialce pro mikrovinnou reakci, 4-chlor-6-{1-[2-(5-dimethylaminomethyl-furan-
2-yl)-fenyl]2,2,2-trifluor-ethoxy }-pyrimidin-2-ylamin (37 mg, 0,087 mmol), 4-borono-L-
fenylalanin (22 mg, 0,10 mmol), 1 ml acetonitril a 0,7mol vody bylo smichdno. Potom
bylo pfidano 0,3 ml IN vodného roztoku uhli¢itanu sodného, poté 5 molarnich procent
dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahfivana
na 150 °C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reak&éni smés
odparena do sucha. Zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a poté &istén preparativni LC,
¢imZ bylo ziskano 16 mg (S)-2-amino-3-[4-{2-amino-6-{1-[2-(5-dimethylaminomethyl-
furan-2-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny. 'H
NMR (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 7.88 (d, ] = 8,4 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 7,6 Hz, 1 H), 7,62
(d,J=7,6 Hz, 1 H), 7,42 (m , 2H), 7,40 (d, J = 1,6 Hz, 2H), 7,34 (d, ] = 8,4 Hz, 1 H), 6,89
(q, J = 3,6 Hz, 2H), 6,66 (s, 1 H), 4,54 (s, 2H), 4,20 (g, J =6 Hz, 1 H), 3,3 (m, 1 H), 3,14
(m, 1 H), 2,84 (s, 6H).
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6.10. Syntéza S)-2-Amino-3[4-(2-amino-6-{1-[2-(6-kyano-pyridin-3-yl)-fenyl]-2,2,2-
trifluor-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0132]
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[0133] V mikrovinné vialce, 5-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-pyridin-2-
karbonitril (279 mg, 1,51 mmol), 2-brom-benzaldehyd (230 mg, 1 mmol) a byly smichany
s 2 ml acetonitrilu. Potom bylo pfidano 2 ml IN vodného roztoku uhli¢itanu sodného, poté
5 moldrnich procent dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni batika byla
uzaviena a zahfivana na 100 °C po dobu 10 minut s mikrovinnym ozafovanim. Po
ochlazeni bylo pfiddno 50 ml ethylacetatu, organicka vrstva byla oddélena, promyvéana
vodou a suSena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, &imZ byl
ziskan surovy produkt, ktery byl ¢istén na ISCO, ¢imz bylo ziskano 150 mg 5-(2-formyl-
fenyl)-pyridin-2-karbonitrilu, vyt&Zzek 72 %.

[0134] Tetrabutylamonium-fluorid (5,3 pl, 1,0 M roztok v tetrahydrofuranu) byl pfidan k
roztoku  5-(2-formyl-fenyl)-pyridin-2-karbonitrilu (110 mg, 0,53 mmol) a
trifluormethyltrimethylsilanu (120 pl, 0,81 mmol) v 5 ml THF se pfi 0 °C. Vznikla smés
byla zahfivana na teplotu mistnosti a michéna pfi teploté¢ mistnosti po dobu 4 hodin.
Reakéni smés byla poté smichana s 5 ml IN kyseliny chlorovodikové a michana pfi teploté
mistnosti pfes noc. Produkt byl extrahovén ethylacetatem (3x50 ml). Organicka vrstva byla
oddélena a suSena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo
ziskdno 140 mg  5-[2-(2.2,2-trifluor-1-hydroxy-ethyl)-fenyl]-pyridin-2-karbonitrilu,
vytézek 95 %.

[0135] Smés 5-[2-(2,2,2-trifluor-1-hydroxy-ethyl)-fenyl]-pyridin-2-karbonitrilu (46 mg,
0,165 mmol), (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonyl-

amino-propionové kyseliny (59 mg, 0,15 mmol), uhli¢itanu cesného (195 mg, 0,6 mmol) a
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1,4 -dioxanu (1 ml) byla zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Reakéni smés byla
ochlazena na teplotu mistnosti, poté nalita do 5 ml vody. Byla pfiddna 1M HCI k tpravé
pH na 4.5, vodna faze byla extrahovéna ethylacetatem (3x10ml). Spojend organické vrstva
byla promyvana vodnym roztokem chloridu sodného a suiena nad siranem sodnym.
Rozpoustédlo bylo odpareno, ¢imz bylo ziskano 80 mg surové (S)-3-[4-(2-amino-6-{1-[2-
(6-kyanopyridin-3-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxy-
karbonylamino-propionové kyseliny, vytézek 84 %.

[0136] 80 mg (S)-3-[4-(2-amino-6-{1-[2-(6-kyanopyridin-3-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-
ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionové kyseliny bylo
rozpusténo v 30% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu (5 ml). Smés byla
michana pfi teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Rozpoustédlo bylo odpafeno a zbytek
¢istén preparativni HPLC, ¢imz bylo ziskano 12,6 mg (S)-2-amino-3[4-(2-amino-6-{1-[2-
(6-kyano-pyridin-3-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové
kyseliny. "H NMR (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 8,86 (s, 1 H), 8,17 (d, J =2 Hz, 1 H), 8,15
(d, J=2Hz, 1 H), 7,96 (m, 2H), 7,59 (m , 1 H), 7,36 (m, 3H), 6,7 (s, 1 H), 6,65 (d, ] = 6.8
Hz, 1 H), 4,25 (m, 1 H), 3,47 (m, 1 H), 3,23 (m, 1 H).

6.11. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-imidazol-1-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl }-fenyl)-propionové kyseliny

[0137]

[0138] K 2-imidazol-1-yl-benzaldehydu (0,344 g, 2 mmol) v THF (8 ml) byl pfidan
trifluormethyltrimethylsilan (0,341 g, 2,4 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na teplotu
0-5 °C (lazen z ledové vody) a tetra-n-butylamonium-fluorid (0,035 ml, 0,035 mmol, 1 M
v THF) byl pfidan. Ledova lazeri byla odstranéna a smés byla michana pfi teploté mistnosti
po dobu 6 hodin. 2N HCI (5 ml) byla pfidana a reakéni smés byla dale michana po dobu 3
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hodin pfi teploté mistnosti. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce za sniZeného
tlaku. Surovy zbytek byl rozpustén v DCM (30 ml), promyvan vodou (20 ml), roztokem
chloridu sodného (20 ml) a suSen nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstran&no,
¢imz byl ziskén surovy 2,2,2-trifluor-1-(2-imidazol-1-yl-fenyl)ethanol (0,45 g, 93%), ktery
byl pouzit piimo v dal$im kroku.

[0139] 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (0,107 g, 0,65 mmol), 2,2,2-trifluor-1-(2-imidazol-
1-yl-fenyl)ethanol (0,157g, 0,65 mmol ) a NaH (0,03 g, 0,78 mmol) byly pfidiny k
bezvodému THF (10 ml) pod atmosférou dusiku. Reakéni smés byla michana pfi teploté
40-45 °C po dobu 6 hodin a poté byla ochlazena na teplotu mistnosti a rozloZena vodou
(0,2 ml). Reak¢ni smés byla koncentrovana, ¢imZ byl ziskan surovy 4-chlor-6-[2,2,2-
trifluor-1-(2-imidazol-1-yl-fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylamin (0,24 g,> 90% ¢&istota podle
LCMS), ktery byl pouzit pfimo v nasledujicim kroku.

[0140] Vy3e uvedeny surovy meziprodukt (0,24 g), L-p-borono-fenylalanin (0,140 g, 0,67
mmol), uhli¢itan sodny (0,14 g, 1,32 mmol), a dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex
(15 mg, 0,021 mmol) byl rozpustén ve smési MeCN (2,0 ml) a H,0 (2,0 ml) v nadobg& pro
mikrovlnnou reakci. Reakéni smés byla uzaviena a michana v mikrovinném reaktoru o
teploté 150 °C po dobu 6 minut. Smés byla filtrovana a filtrat byl koncentrovan. Zbytek
byl rozpusttn v MeOH a H,O (1:1), a ¢iStén na preparativni HPLC za pouziti
MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz bylo ziskano (S)-2-amino-3-(4-[2-
amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-imidazol-1-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl]-fenyl-
propionové kyseliny ve formé TFA soli. LCMS: M + 1 = 499. 'H-NMR (400 MHz,
CD;0D): & (ppm) 3,20 - 3,41 (m, 2H), 4,30 (t, 1 H), 6,61 (m, 1 H), 6,88 (s, 'H ), 7.48 (d,
2H), 7,69 (d, 'H), 7,72-7,81 (m, 2H), 7,83 (m, 1 H), 7,98 (m, 3H), 8,02 (m, 1 H), 9.40 (m,
'H).

6.12.  Syntéza  (S)-2-Amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyrazol-1-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
[0141]
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[0142] K 2-pyrazol-1-yl-benzaldehydu (0,344 g, 2 mmol) v THF (8 ml) byl pfidan
trimethyl-trifluormethylsilan (0,341 g, 2,4 mmol). Smés byla ochlazena na 0-5 °C (l4zef z
ledové vody) a tetra-n-butylamonium-fluorid (0,035 ml, 0,035 mmol, 1 M v THF) byl
pfidan. Ledova lazeri byla odstranéna a smés byla michéna pfi teplot& mistnosti po dobu 6
hodin. 2N HCI (5 ml) byl pfidan a reakéni smés byla déle michana pfi teploté mistnosti po
dobu 3 hodin. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce za sniZeného tlaku. Zbytek
byl rozpustén v DCM (30 ml), promyvéan vodou (20 ml), roztokem chloridu sodného (20
ml) a suen nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno za vakua, &imz byl ziskan
surovy 2,2,2-trifluor-1-(2-pyrazol-1-yl-fenyl)ethanol (0,45 g, 93 %), ktery byl pfimo pouzit

v nasledujicim experimentu.

[0143] 4,6-Dichlorpyrimidin (0,082 g, 0,55 mmol), 2,2,2-trifluor-1-(2-pyrazol-1-yl-
fenyl)ethanol (0,121 g, 0,50 mmol), NaH ( 0,03 g, 0,78 mmol) byly ptidany k bezvodému
THF (10 ml) v atmosféfe dusiku. Reak&ni smé&s byla michana pfi teploté 40-45 °C po dobu
6 hodin, a pak byla ochlazena na teplotu mistnosti a rozloZzena vodou (0,2 ml). Reaké&ni
smés byla koncentrovana, ¢imz byl ziskan surovy 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyrazol-1-
yl-fenyl)ethoxy]pyrimidin (0,20 g,> 90% cistota podle LCMS), ktery se pouZil pfimo v

nasledujicim stupni.

[0144] Surovy meziprodukt (0,20 g), L-p-borono-fenylalanin (0,105 g, 0,50 mmol),
uhli¢itan sodny (0,105 g, 1 mmol), dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex (15 mg,
0,021 mmol) byl rozpustén ve smési MeCN (2,0 ml) a H>O (2,0 ml) ve vialce na
mikrovinnou reakci. Vialka byla uzaviena a reakéni smés byla zahfivana v mikrovinném
reaktoru o teploté 150 °C po dobu 6 minut. Smés byla filtrovana a filtrat byl koncentrovan.
Zbytek byl rozpustén v MeOH a H,O (1:1) a poté &istén preparativni HPLC za pouziti
MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz byla ziskana (S)-2-amino-3-(4-[6-
[2,2,2-trifluor-1-(2-pyrazol-1-yl-fenyl)-ethoxy|-pyrimidin-4-yl]-fenyl-propionova kyselina
ve formé TFA soli. LCMS: M + 1 = 484. 'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 3,20 -
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3,40 (m, 2H), 4,30 (t, 1 H), 6,63 (s, 1 H), 7,10 (m, 1 H), 7.50 (m, 3H) , 7,60 (m, 3H), 7,84
(m, 2H), 8,16 (m, 3H), 8,68 (s, 1 H).

6.13. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(3-trifluormethyl-pyrazol-
1-yl)-fenyl]-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0145]
CF3
[,\].—— O
N7 -
O\ NH,,
I
NH,

[0146] 2,2,2-Trifluor-1-(2-jod-fenyl)ethanol (0,331 g, 1,1 mmol), 3-trifluormethylpyrazol
(0,136 g, 1,0 mmol), Cul (0,019 g, 0,1 mmol) , K»CO; (0,290 g, 2,1 mmol), (1R,2R)-N,N'-
dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,028 g, 0,2 mmol) a toluen (10 ml) byly spojeny v 20
ml tlakové vialce. Smés byla zahfivana na teplotu 130 °C (teplota olejové lazn&) po dobu
12 hodin. Reakéni smés byla zfedéna ethylacetitem a promyvéna H,O (2 x 20 ml),
roztokem chloridu sodného a vysusena siranem sodnym. Odstranénim rozpoustédla byl
ziskan surovy produkt, ktery byl ¢istén ISCO sloupcovou chromatografii za pouZiti 5-10%
ethylacetatu v hexanu jako rozpoustédla, ¢imz bylo ziskano 140 mg 2,2,2-trifluor-1-[2-(3-
trifluor-methylpyrazol-1-yl)fenyl]ethanolu.

[0147] 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (0,074 g, 045 mmol), 2,2,2-trifluor-1-[2-(3-
trifluormethyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-ethanol (0,140g, 0,45 mmol) a NaH (0,022 g, 0,59
mmol) byly pfidany k bezvodému THF (10 ml) v atmosféfe dusiku. Reakéni smés byla
michana pfi teploté 40-45 °C po dobu 6 hodin a pak byla ochlazena na teplotu mistnosti a
rozloZzena vodou (0,2 ml). Reakéni smés byla koncentrovana, ¢imz byl ziskan surovy 4-
chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-[2-(3-trifluormethyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-ethoxy]-pyrimidin-2-
ylamin (0,21 g,> 90% ¢istota podle LCMS), ktery se pouzil pfimo v dal$im kroku.

[0148] Surovy meziprodukt (0,21 g), L-p-borono-fenylalanin (0,1 g, 0,48 mmol), uhli¢itan
sodny (0,1 g, 0,94 mmol) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex (15 mg, 0,021
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mmol) byl rozpustén ve smési MeCN (2,0 ml) a H,O (2,0 ml) v nadobé pro mikrovinnou
reakci. Vialka byla uzaviena a reakéni smés byla zahfivana v mikrovinném reaktoru o
teploté 150 °C po dobu 6 minut. Reakéni smés byla filtrovana a filtrat byl koncentrovan,
¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl rozpustén v MeOH a H,O (1:1) a &stén
preparativni HPLC za pouZiti MeOH/H,O/TFA systému jako rozpoustédla, &imZ bylo
ziskéno  (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-(3-trifluormethyl-pyrazol-1-yl-
fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl]-fenyl-propionové kyseliny ve formé TFA soli. LCMS: M +
1 = 567. '"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § (ppm) 3,2 (m, 1 H), 3,35 (m, 1 H), 4,30 (t, 1 H),
6,80 (s, 1 H), 6,85 (m, 'H), 6,98 (d, 'H), 7,45 (d, 2H), 7,59 (m, 1 H), 7,68 (m, 2H), 7,88 (m,
1 H), 7,95 (d, 2H), 8,20 (1 H).

6.14. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{1-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-
2,2, 2-trifluor-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0149]
54-—-— 0
N/
OH
@;/o X NH,
I
CF, N =N

[0150] 2,2,2-Trifluor-1-(2-jod-fenyl)ethanol (0,331 g, 1,1 mmol), 3,5-dimethylpyrazol
(0,096 g, 1,0 mmol), Cul (0,019 g, 0,1 mmol), K»CO; (0,290g, 2,1 mmol), (1R,2R)-N,N'-
dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,028 g, 0,2 mmol) a toluen (10 ml) byly spojeny v 20
ml tlakové vialce a smés byla zahfivana na 130 °C (teplota olejové 14zn&) po dobu 12
hodin. Reakéni smés byla zfedéna ethylacetitem a promyta H,O (2 x 20 ml), roztokem
chloridu sodného a susena nad siranem sodnym. Odstranénim rozpoustédla byl ziskan
surovy produkt, ktery byl ¢istén na ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-10%
ethylacetatu v hexanu jako rozpoustédla, ¢imz byl ziskan 1-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-
fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol (120 mg).

[0151] 2-Amino-4,6-dichlor pyrimidinu (0,074 g, 0,45 mmol), 1-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-
1-yD)fenyl]-2,2,2-trifluorethanol (0,120 g, 0.45 mmol), NaH (0,022 g, 0,59 mmol) byly
pfidany k bezvodému THF (10 ml) v atmosféte dusiku. Reakéni smés byla michéna pfi
teploté 40-45 °C po dobu 6 hodin, a pak byla ochlazena na teplotu mistnosti a rozloZzena
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vodou (0,2 ml). Reakeni smés byla koncentrovana, &imz byl ziskan surovy 4-chlor-6-{1-
[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy]pyrimidin-2-ylaminu (0,195 g,>
90% cistota podle LCMS), ktera se pouzil pfimo v nasledujicim stupni.

[0152] Surovy meziprodukt (0,195 g), L-p-borono-fenylalanin (0,10 g, 0,48 mmol),
uhli¢itan sodny (0,10 g, 0,95 mmol) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex (15 mg,
0,021 mmol) byl rozpudtén ve smési MeCN (2,0 ml) a H,O (2,0 ml) ve vialce pro
mikrovinnou reakci. Vialka byla uzaviena a reakéni smés byla zahfivana v mikrovinném
reaktoru o teploté 150 °C po dobu 6 minut. Smés byla filtrovéna a filtrat byl koncentrovan,
¢imZ byl ziskan surovy produkt, ktery byl rozpustén v MeOH a H,0 (1:1) a ¢&i$tén na
preparativni HPLC za pouziti MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz bylo
ziskano (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-[ 1-(2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-
trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny ve formé TFA soli. LCMS:
M+1 = 527. "H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 4,32 (t, 1 H), 3,39 (m, 1 H), 3,25 (m, 1
H), 2,30 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 7,92 (m, 3H), 7,68 (m, 2H), 7,50 (d, 2H), 7,42 (m, 1 H), 6,92
(m, 1 H), 6,89 (s, 1 H), 6,17 (s, 1 H).

6.15. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(3-fenyl-pyrazol-1-yl)-
fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0153]

/
. OH
0 I N NH,

[0154] 2,2,2-Trifluor-1-(2-jod-fenyl)ethanol (0,331 g, 1,1 mmol), 3-fenylpyrazol (0,144 g,
1,0 mmol), Cul (0,019g, 0,1 mmol), K,CO3 (0,290 g, 2,1 mmol), (1R,2R)-N,N'-dimethyl-
cyklohexan-1,2-diamin (0,028 g, 0,2 mmol) a toluen (10 ml) byly ptevedeny do 20 ml
tlakové vialky a smés byla zahfivana na 130 °C (teplota olejové lazn&€) po dobu 12 hodin.
Reakéni smés byla zfedéna ethylacetatem a promyta H,O (2 x 20 ml), roztokem chloridu

sodného a suSena nad siranem sodnym. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy
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produkt, ktery byl ¢istén ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-10% ethylacetétu v
hexanu, jako rozpoustédla, ¢&imz byl ziskan 2,2,2-trifluor-1-[2-(3-fenyl-pyrazol-1-
yl)fenyl]ethanol (75 mg).

[0155] 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (0,041 g, 0,25 mmol), 2,2,2-trifluor-1-[2-(3-fenyl-
pyrazol-1-yl)fenyl]ethanol (0,070 g, 0,22 mmol) a NaH (0,012 g, 0,31 mmol) byly ptidany
k bezvodému THF (7 ml) v atmosféfe dusiku. Reakéni smés byla michéna p#i teploté 40-
45 °C po dobu 6 hodin, a pak byla ochlazena na teplotu mistnosti a rozlozena vodou (0,04
ml). Reak&ni smés byla koncentrovana, ¢im2 byl ziskan surovy 4-chlor-6-{2,2,2-trifluor-1-
[2-(3-fenyl-pyrazol-1-yl)fenyl]ethoxy]-pyrimidin-2-ylamin (0,110 g,> 90% ¢istota podle
LCMS), ktery pouzil pfimo v nasledujicim stupni.

[0156] Surovy meziprodukt (0,110 g), L-p-borono-fenylalanin (0,050 g, 0,24 mmol),
uhli¢itan sodny (0,050 g, 0,48 mmol) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex (8 mg,
0,010 mmol ) byly rozpustény ve smési MeCN (2,0 ml) a H,O (2,0 ml) ve vialce pro
mikrovinnou reakci. Vialka byla uzaviena a reakéni smés byla zahtivana v mikrovlnném
reaktoru o teploté 150 °C po dobu 6 minut. Smés byla filtrovana a filtrat byl koncentrovan,
¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl rozpustén v MeOH a H,O (1:1) a ¢istén
preparativni HPLC za pouziti MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz byla
ziskéna (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(3-fenyl-pyrazol-1-
yD)fenyl]ethoxy} pyrimidin-4-yl)fenyl]propionova kyselina ve formé& TFA soli. LCMS: M +
1 =575. '"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 3,20 (m, 1 H), 3,38 (m, 1 H), 4,30 (t, 1 H),
6,80 (s, 1 H), 7,00 (s, 'H), 7,30 -7,48 (m, 7H), 7,62 (m, 3H), 7,90 (m, 4H), 8,10 (s, 1 H).

6.16. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2 2-trifluor-1-[5-methoxy-2-(4-methyl-
pyrazol-1-yl)-fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0157]
e i
N/ -
? 0 | N NH;
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[0158] 1-(2-Brom-5-methoxy-fenyl)-2,2.2-trifluor-ethanol (0,570 g, 2,0 mmol), 4-
methylpyrazol (0,164 g, 2,0 mmol), Cul (0,057 g, 0,3 mmol), K>CO; (0,580¢g, 4,2 mmol),
(1IR,2R)-N,N'-dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,071 g, 0,5 mmol) a toluen (10 ml) byly
spojeny v 20 ml tlakové vialce a smés byla zahfivana na 130 °C (teplota olejové lazn&) po
dobu 12 hodin. Reakéni smés byla zfedéna ethylacetdtem a promyta H,O (2 x 20 ml),
roztokem chloridu sodného a suSena nad siranem sodnym. Po odstranéni rozpoustédla byl
ziskan surovy produkt, ktery byl ¢istén ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-10%
ethylacetatu v hexanu, jako rozpoustédla, ¢imz byl ziskan 2,2 2-trifluor-1-[5-methoxy-2-
(4-methyl- pyrazol-1-yl)fenyl]ethanolu (90 mg).

[0159] 2,2,2-Trifluor-1-[5-methoxy-2-(4-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]ethanol (0,090g, 0,31
mmol), (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-
propionova kyselina (0,122 g, 0,31 mmol), 1,4-dioxan (2 ml), CS,CO; ( 0,503 g, 1,55
mmol) byly smichany v mikrovinné vialce a zahfivany na 180 °C po dobu 45 min. Reaké&ni
smés byla filtrovana a koncentrovana. Ke zbytku byl pfidan 5% methanol v DCM (50 ml).
Smés byla filtrovéana. Filtrat byl koncentrovan, ¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl
promyt 20% TFA v DCM (30 ml) a smés byla michdna po dobu 30 minut pfi teploté
mistnosti. LCMS indikovala dokon¢eni reakce za vzniku pozadovaného produktu. Reakéni
smés byla koncentrovana, ¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl rozpudtén v MeOH a
H,O (1:1) a ¢idtén preparativni HPLC za pouziti MeOH/H,O/TFA systému, jako
rozpoustédla, ¢&¢imz byla ziskdna (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[5-
methoxy-2-(4-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-ethoxy]-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionova

kyselina.

[0160] LCMS: M + 1 = 543. "H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 2,20 (s, 3H), 3,22 (m,
1 H), 3,40 (m, 1 H), 3,84 (s, 3H), 4,35 (1, 1 H), 6,84 (s, 'H), 6,98 (m, 1 H), 7,18 (m, 1 H),
7,26 (m, 1 H), 7.40 (d, "H), 7,48 (d, 2H), 7,66 (d, 2H), 7,96 ( d, 2H).

6.17. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{(R)-2,2,2-trifluor-1-[2-(3-methyl-pyrazol-1-
yl)-fenyl]-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0161]
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[0162] R-1-(2-brom-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (1,53 g, 6 mmol), 3-methylpyrazol (0,492
g, 6 mmol),Cul (0,456 g, 2,4 mmol), K,CO; (2,07 g, 15 mmol), (1R,2R)-N,N'-dimethyl-
cyklohexan-1,2-diamin (0,170g, 1,2 mmol) a toluen (10 ml) byly spojeny v 20 ml tlakové
vialce a smés byla zahfivana na 130 °C (teplota olejové 14zn&) po dobu 12 hodin. Reakéni
smés byla zfedéna ethylacetatem a promyta H>O (2 x 20 ml), roztokem chloridu sodného a
suSena nad siranem sodnym. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy produkt, ktery
byl €istén ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-10% ethylacetatu v hexanu, jako
rozpoudtédla, ¢imZ byl ziskan R-2,2,2-trifluor-1-[2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]ethanol
(1,8 ).

[0163] 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (1,2 g, 7,4 mmol), R-2,2,2-trifluor-1-[2-(3-methyl-
pyrazol-1-yl)fenyl]ethanol (1,8 g, 7,03 mmol) a NaH (0,380 g, 10 mmol) byly pfidany k
bezvodému THF (40 ml) pod atmosférou dusiku. Reakéni smés byla michana pfi teploté
40-45 °C po dobu 6 hodin a pak byla ochlazena na teplotu mistnosti a rozloZena vodou (0,1
ml). Reakéni smés byla odpafena, ¢imz byl ziskan 4-chlor-6-{R-2,2,2-trifluor-1-[2-(3-
methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]ethoxy] pyrimidin-2-ylamin (3,0 g.> 90% ¢istota podle LCMS),

ktery se pouzil pfimo v nasledujicim stupni.

[0164] Surovy meziprodukt (0,750 g), L-p-borono-fenylalanin (0,420 g, 2,0 mmol),
uhli¢itan sodny (0,430 g, 4.0 mmol) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladnaty komplex (30 mg,
0,043 mmol) byly rozpustény ve smési MeCN (7,0 ml) a H,O (7,0 ml) ve vialce na
mikrovinnou reakei. Vialka byla uzaviena a reakéni smés byla zahfivana v mikrovinném
reaktoru o teploté 150 °C po dobu 7 minut. Smés byla filtrovana a filtrat byl koncentrovan,
¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl rozpustén v MeOH a H,O (1:1) a &istén
preparativni HPLC za pouziti MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz byla
ziskana (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-2,2,2-trifluor-1-[2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-
fenyl]-ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionova kyselina ve formé TFA soli. LCMS: M
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+ 1 = 514. "H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 2,40 (s, 3H), 3,30 (m, 1 H), 3,42 (m, 1
H), 4,38 (t, 1 H), 6,21 (s, 'H), 7,02 (s, 'H), 7,18 (m, 1 H), 7,54 (d, 'H), 7,61 (m, 4H), 7,82
(m, 2H), 7,97 (d, 2H).

6.18. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-
2,2 2-trifluor-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0165]
= i
cl N7
OH
CF3 NN

[0166] 1-(4-Chlor-2-jod-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (0,840 g, 2,5 mmol), 3-methylpyrazol
(0,230 g, 2,8 mmol),Cul (0,190 gramii , 1,0 mmol), K2CO; (0,863 g, 6,25 mmol), (1R,2R)-
N,N'-dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,071 g, 0.5 mmol) a toluen (10 ml) byly spojeny
ve 20 ml tlakové vialce a smés byla zahfivana na 130 °C (teplota olejové lazn€) po dobu 12
hodin. Reakéni smés byla zfedéna ethylacetitem a promyta H,O (2 x 20 ml), roztokem
chloridu sodného a sulena nad siranem sodnym. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan
surovy produkt, ktery byl ¢istén na ISCO sloupcovou chromatografii za pouZiti 5-10%
ethylacetatu v hexanu, jako rozpoustédla, ¢imz byl ziskan 1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-
1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol (240 mg).

[0167] 1-[4-Chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol (0,120 g, 0.41
mmol), (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-
propionova kyselina (0,176 g, 0,45 mmol), 1,4-dioxan (4 ml) a CS,CO; (0,533 g, 1,64
mmol) byly smichany v 20 ml uzaviené vialce a smés byla zahfivana na teplotu 100 °C po
dobu 12 hodin. Smés byla koncentrovana. Ke zbytku byl pfidan 10% methanol v DCM (50
ml) a smés byla filtrovana. Filtrat byl koncentrovan, ¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery
byl vzat do smési THF/3N kyseliny chlorovodikové (30 ml/15 ml) a vysledna smés byla
michana pfi 40-45 °C po dobu 12 hodin. LCMS indikovala dokonéeni reakce na
pozadovany produkt. Reakéni smés byla zahusténa, ¢imz byl ziskan surovy produkt, ktery
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byl rozpusttn v  MeOH a H,O (l1:1) a ¢&idtén preparativni HPLC za pouziti
MeOH/H,O/TFA systému, jako rozpoustédla, ¢imz byla ziskana (S)-2-amino-3-[4-(2-
amino-6- {1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-
yl)-fenyl]-propionové kyselina ve form& TFA soli. LCMS: M + 1 = 547. '"H-NMR (400
MHz, CD;0D): & (ppm) 2,30 (s, 3H), 3,10-3,30 (m, 2H), 4,20 (t, 1 H), 6,32 (d, 'H), 6,74
(s, 'H), 7,0 (g, "H), 7,38 (d, 2H), 7,50 (m, 2H), 7,72 (m, 1 H), 7,90 (m, 3H).

6.19. Syntéza ethylesteru (8)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-
pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0168]

-
/\N N\P j 0
N o

CF, NH,

Cl

[0169] Sloucenina uvedend v nazvu byla pfipravena nékolikastupiiovou reakci, jak je

popsano nize:

[0170] Krok 1: Syntéza 1-(2-brom-4-chlor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanonu.

Do 500 ml dvojhrdlé barky s kruhovym dnem obsahujici bezvody methanol (300 ml) byl
pfidan thionylchlorid (29,2 ml, 400 mmol) pfi teploté 0-5 °C (lazei z ledové vody) v
prib&hu 10 minut. Vodni ledova lazen byla odstranéna a byla pfiddna 2-brom-4-chlor-
benzoova kyselina (25 g, 106 mmol). Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em po
dobu 12 hodin. Priubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a LCMS. Po ukonéeni reakce
byla reak¢ni smés zahusténa. Surovy produkt byl rozpudtén v dichlormethanu (DCM, 250
ml), promyvan vodou (50 ml), nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (50 ml), roztokem
chloridu sodného (50 ml), susen nad siranem sodnym a koncentrovén, &imz byla ziskana 2-
brom-4-chlor-benzoova kyselina (26 g, 99%), ktera byla pfimo pouZita v nasledujicim
kroku.
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[0171] Methylester 2-brom-4-chlor-benzoové kyseliny (12,4 g, 50 mmol) v toluenu (200
ml) byla ochlazena na -70 °C a byl pfidan trifluormethyltrimethylsilan (13 ml, 70 mmol).
Tetrabutylamonium-fluorid (1 M, 2,5 ml) byl pfidan po kapkach a reakéni smés se nechala
ohfat na teplotu mistnosti béhem 4 hodin, potom byla 10 hodin michana pfi teploté
mistnosti. Reakéni smés byla koncentrovana, &imZ byl ziskan surovy [1-(2-brom-4-chlor-
fenyl)-2,2,2-trifluor-1-methoxy-ethoxy]-trimethyl-silan. Surovy meziprodukt byl rozpustén
v methanolu (100 ml) a byla pfidana 6 N kyselina chlorovodikova (100 ml). Smés byla
udrZovéana pfi 45-50 °C po dobu 12 hodin. Methanol byl odstranén a surovy produkt byl
extrahovan dichlormethanem (200 ml). Spojena DCM vrstva byla promyvana vodou (50
ml), NaHCO; (50 ml), roztokem chloridu sodného (50 ml) a suSena nad siranem sodnym.
Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy produkt, ktery byl &istén ISCO sloupcovou
chromatografii za pouziti 1-2% ethylacetatu v hexanu, jako rozpoustédle, ¢imz byl ziskan
1-(2-brom-4-chlor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (10 g, 70%). 'H-NMR (300 MHz, CDCly):
3 (ppm) 7,50 (d, 'H), 7.65 (d, 'H), 7.80 (s, 1 H).

[0172] Krok 2: Zpisob ptipravy R-1-(2-brom-4-chlor-fenyl-2,2,2-trifluor-ethanolu.

Do katecholboranu (IM v THF, 280 ml 280 mmol) ve dvoulitrové trojhrdlé baiice s
kulatym dnem byl pfidian S-2-methyl-CBS-oxazaborolidin (7,76 g, 28 mmol) pod
atmosférou dusiku a vysledna smés byla michéna pfi teploté¢ mistnosti po dobu 20 minut.
Reakéni smés byla ochlazena na teplotu -78 °C (suchy led/aceton), a 1-(2-brom-4-chlor-
fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanonu (40 g, 139 mmol) v THF (400 ml) byl pfidan po kapkach v
pribéhu 2 h. Reakéni smés se nechala ohfat na -36 °C a smés byla michana pfi této teploté
po dobu 24 hodin, a dile byla michana pfi teploté -32 °C po dal$ich 24 hodin. 3N NaOH
(250 ml) byl pfidan a chladici lazen byla nahrazena ledem - vodni lazni. Pak bylo pfidano
30% peroxidu vodiku ve vodé (250 ml) po kapkach v prib&hu 30 minut. Ledova lazen byla
odstranéna a smés byla michéana pfi teplot¢ mistnosti po dobu 4 hodin. Organicka vrstva
byla oddélena, odpafena a znovu byla rozpuiténa v etheru (200 ml). Vodné vrstva byla
extrahovéna etherem (2 x 200 ml). Spojené organické vrstvy byly promyvany 1IN vodnym
roztokem kyseliny, NaOH (4 x 100 ml), roztokem chloridu sodného a suseny nad siranem
sodnym. Odstranénim rozpoustédla byl ziskan surovy produkt, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii za pouziti 2 az 5% ethylacetatu v hexanu jako rozpoustédla, &imz byl
ziskan pozadovany alkohol 36,2 g (90%, ee> 95%). Alkohol (36,2 g) byl krystalizovéan z
hexanu (80 ml) pro ziskani R-1-(2-brom-4-chlor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanolu 28,2 g



49

(70%; 99 az 100 % ee). 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 5,48 (m, 1 H), 7.40 (d, 'H),
7,61 (d, 2H).

[0173]  Krok  3:  Syntéza  R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-2,2,2-
trifluorethanolu.

R-1-(2-brom-4-chlor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (15,65 g, 54,06 mmol), 3-methylpyrazol
(5,33 g, 65 mmol),Cul (2,06 g, 10,8 mmol), K,COs (15,7 g, 113,5 mmol), (1R,2R)-N,N'-
dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (1,54 g, 10,8 mmol) a toluen (80 ml) byly spojeny v 250
ml tlakové vialce a zahfivany na 130 °C (teplota olejové lazné) po dobu 12 hodin. Reakéni
smés byla zfedéna ethylacetatem a promyvéana H,O (4 x 100 ml), roztokem chloridu
sodného a sudena nad siranem sodnym. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy
produkt, ktery byl ¢idtén ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-10% ethylacetitu v
hexanu, jako rozpoustédla, ¢imz byl ziskan R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-
2,2,2-trifluor-ethanol (13,5 g, 86%). 'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 2,30 (s, 3H),
4,90 (m, 1 H), 6,20 (s, 1 H), 6,84 (d, 'H), 7,20 (s, 'H), 7,30 (d, 'H), 7,50 (d, 'H).

[0174] Krok 4: Syntéza ethylesteru (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-chlor-2-(3-
methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]1-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl } -propionové
kyseliny.

R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol (17,78 g, 61,17 mmol),
(8)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionova
kyselina (20,03 g, 51 mmol), 1,4-dioxan (250 ml) a CS,CO; ( 79,5 g, 244 mmol) byly
smichény v trojhrdlé kruhové baiice o objemu 500 ml a zahfiviny na teplotu 100 °C
(teplota olejové lazné€) po dobu 12-24 hodin. Prabéh reakce byl monitorovan LCMS. Po
ukonceni reakce se smés ochladila na teplotu 60 °C a voda (250 ml) a THF (400 ml) byly
pfidany. Organickd vrstva byla oddélena a promyta solnym roztokem (150 ml).
Rozpoustédlo bylo odstranéno, ¢imz byl ziskan surovy produkt, BOC chranény, ktery byl
rozpudtén v THF (400 ml), 3N kyseliny chlorovodikové (200 ml). Smés byla zahfivana pfi
35-40 °C po dobu 12 hodin. THF bylo odstranéno za vakua. Zbyld vodna vrstva byla
extrahovana isopropylacetatem (2 x 100 ml) a oddélené koncentrovana, ¢imz byl ziskén
zpét nezreagovany alkohol (3,5 g). Stopy zbylého organického rozpoustédla byly

odstranény z vodné frakce za vakua.

e @
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[0175] Do litrové baiiky vybavené regulétorem teploty a pH metrem byl ptidan H3PO,4 (40
ml, 85% ve vod¢) a voda (300 ml), potom 50% NaOH ve vodé, k tpravé pH na 6,15.
Teplota byla zvy3ena na 58 °C a vy3e uvedeny kysely vodny roztok byl ptidan po kapkach
do vyrovnavaci paméti se soucasnym piidavanim 50% roztoku hydroxidu sodného ve vodé
tak, Ze byla udrzovana hodnota pH mezi 6,1 aZ 6,3. Po dokon&eni pfidavani, vysrazena
pevna latka byla filtrovdna a promyvana horkou vodou (50-60 °C) (2 x 200 ml) a suSena,
¢imz byla ziskdna surova (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-
pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-triftuor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl }-propionova kyselina
(26,8 g, 95%). LCMS a HPLC analyza ukézala ¢istotu asi 96 aZ 97%.

[0176] Do bezvodého ethanolu (400 ml) byl pfidan SOCI, (22 ml, 306 mmol) pii 0-5 °C.
Byla pfidana surova kyselina (26,8 g) z vySe uvedené reakce. Vodni ledové lazeii byla
odstranéna a reakéni smés byla zahfivéana pfi teploté 40-45 °C po dobu 6-12h. Poté, co byla
reakce dokoncena, byl odstranén ethanol za vakua. Ke zbytku byla pfidana ledova voda
(300 ml) a extrahovana isopropyl-acetatem (2 x 100 ml). Vodny roztok byl neutralizovan
nasycenym Na,COs pro tpravu pH na 6,5. Roztok byl extrahovan ethyl-acetatem (2 x 300
ml). Kombinované ethylacetatové vrstvy byly promyty solnym roztokem a zahustény, &im2
bylo ziskano 24 g surového esteru (HPLC ¢istota 96-97%). Surovy ester byl poté &istén
ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5% ethanolu v DCM jako rozpoustédle, &imz
byla ziskéana (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-
2,2, 2-trifluor-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl } -propionova kyselina (20,5 g, 70%, HPLC
Eistota 98%). LCMS M + 1 = 575. '"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 1,10 (t, 3H),
2,25 (s, 3H), 2,85 (m, 2H), 3,65 (m, 'H), 4,00 (g, 2H), 6,35 (s, 1 H), 6,60 (s, 1 H), 6,90 (m,
1 H), 7,18 (d, 2H), 7,45 (m, 2H), 7,70 (d, 'H), 7,85 ( m, 3H).

6.20. Syntéza (S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-((R)-1-(4-chlor-2-(3-methyl-1H-pyrazol-1-
yDfenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propanoové kyseliny
[0177]
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[0178] Ethylester (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-
fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl}-propionové kyseliny (22,2 g, 38.6
mmol) byl rozpustén v THF (220 ml) a vodé (50 ml). Byl pfidin monohydrét hydroxidu
lithného (5,56 g, 132 mmol). Reakéni smés byla michéna pfi teploté mistnosti po dobu 12
hodin. THF bylo odstranéno a voda (100 ml) byla pfidéna ke zbytku k ziskani &irého

roztoku.

[0179] Do litrové kadinky vybavené regulatorem teploty a pH metrem byl pfidan H3POj,
(40 ml, 85% ve vodg), voda (300 ml) a 50% hydroxid sodny ve vod& pro upravu pH na
6,15. Teplota byla zvySena na 58 °C a vodna Li sul slou¢eniny byla po kapkéch pfidana do
pufru se sou¢asnym piidanim 3M HCI tak, Ze hodnota pH byla udrzovéna na 6,1 az 6,2. Po
dokonceni pfidavani byla vysraZena pevna latka filtrovana a promyvéna horkou vodou (50-
60 °C) (2 x 200 ml) a sulena, ¢imZ byla ziskana (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-
chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl } -
propionova kyselina (19,39 g, 92%), LCMS a HPLC analyza ukézala ¢istotu sloueniny
byla asi 98-99% LCMS M + 1 = 547. "H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 2,40 (s,. 3H),
3,22-3,42 (m, 2H), 4,38 (t, 1 H), 6,42 (s, 1 H), 7,10 (s, 1 H), 7,21 (m, 1 H), 7,60 (m, 4H),
7.81 (d, 1 H), 7,92 (m, 3H).

6.21.  Syntéza  (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-thiazol-2-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
[0180]
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[0181] Do 40 ml mikrovinného reaktoru bylo pfidano 1,04 g 2-formylfenylboronové
kyseliny (6,9 mmol), 1,14 g 2-bromthiazolu (6,9 mmol), 240 mg palladium-bistrifenyl-
fosfindichloridu (Pd(PPh;),Cl,, 0,34 mmol). Potom bylo do smési pfiddno 13,8 ml 1M
Na,CO; (13,8 mmol) a 10 ml CH3;CN. Reaktor byl uzavien a reakéni smés vloZena do
mikrovinného zafizeni pii teploté¢ 160 °C po dobu 5 minut. LCMS ukézala dokon&eni
reakce s poZzadovanym produktem. Reakéni smés byla potom nalita do délici nalevky.
Potom bylo pfidino 200 ml methylenchloridu a 100 ml vody pro extrakei.
Methylenchloridové vrstva byla suSena nad MgSQO,. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan
surovy produkt, ktery byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu s eluci smési
hexany/ethylacetat (5/1 aZ 2/1) byl ziskan ¢isty 2-thiazol-2-yl-benzaldehyd (0,5 g, vytéZek:
38 %).

[0182] Do 50 ml bariky s kulatym dnem bylo pfiddno 184 mg 2-thiazol-2-yl-benzaldehydu
(0,97 mmol) a 10 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF). Potom bylo pfiddno 1454 mg
(1,02 mmol trifluormethyltrimethylsilanu) a 20 pl 1M terc-butylammonium-fluoridu v
THF (0,02 mmol) do roztoku. Smés byla michana pfi teplot& laboratofe pfes noc, natez
bylo pfiddno 10 ml IN kyseliny chlorovodikové a reakéni smés byla michéna pfi teploté
mistnosti po dobu 15 minut. THF byl odstranén za sniZeného tlaku a smés byla
extrahovana methylenchloridem (3 x 50 ml). Spojené CH,Cl, vrstvy byly suSeny nad
MgS0,. Odstranéni rozpoustédla bylo ziskano 262 mg surového produktu, ktery byl
piiblizné z 95% ¢isty a byl pouzit v dal$im kroku bez dal3iho ¢iténi.

[0183] 2,2,2-Trifluor-1-(2-thiazol-2-yl-fenyl)ethanol (260 mg, 1 mmol), (S)-3-[4-(2-
amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionova  kyselina
(390 mg, 1 mmol), uhli¢itan cesny (1,3 g, 4 mmol) a 10 ml 1,4-dioxanu bylo smichano v
50 ml uzaviené vialce. Reakéni smés byla zahfivana na 100 °C po dobu 3 dni. Byla
pfidana voda (20 ml) a pak 1 N vodny roztok HCI pomalu pfidan k Gpravé pH na hodnotu
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4, pak byl 1,4-dioxan odstranén za sniZeného tlaku a vyslednd smés byla extrahovana
methylenchloridem (3 x 50 ml). Spojena methylenchloridova vrstva byla sufena nad
MgSOs. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy produkt, ktery byl potiebny k
dalsimu reakénimu kroku bez dalsiho &isténi.

[0184] Vy3e uvedeny surovy produkt byl rozpuitén v 5 ml methylenchloridu a bylo
piidano 0,4 ml trifluoroctové kyseliny. Smés byla michéna pii teploté mistnosti pfes noc.
Kyselina trifluoroctové byla odstranéna za vakua, ¢imZ byl ziskan surovy produkt, ktery
byl ¢istén preparativni HPLC, ¢imz bylo ziskano 63 mg &istého produktu. HPLC; YMC
Pack ODS-A 3x50 mm, 7um; Rozpoustédlo A = voda s 0,1% TFA; Rozpouitédlo B =
methanol s 0,1% TFA. Rozpoustédlo B 10 az 90% po dobu 4 minut; Pritokova rychlost =
2 ml/min; RT = 3 min. HPLC &istota = 100%. LCMS: M + 1 = 515,9. "H NMR (400 MHz,
CD;0D) & 8,06 ppm (2H, m); 7,92 (2H, d, J = 8 Hz); 7,84 (1H, m); 7,81 (1H, m); 7,77
(1H, d, J = 4 Hz); 7,57 (2H, m); 7.45 (2H, d, J = 8 Hz); 6,84 (1H, s); 4,30 (2H, dd, ] = 8
Hz); 3,38 (2H, dd, ] = 12, 2 Hz); 3,23 (2H, dd, ] = 12, 8 Hz).

6.22. Syntéza (S)-2-Amino-3-{4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(pyridin-3-yloxy)-fenyl]-
ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové  kyseliny;  (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-
{2,2,2-trifluor-1-[4-(pyridin-3-yloxy)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové
kyseliny: (S)-2-Amino-3-[4-(6-{2,2.2-trifluor-1-[4-(pyridin-3-yloxy)-fenyl]-ethoxy } -
pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny; (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-
1-(4-thiofen-2-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové  kyseliny;  (S)-2-
Amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(4-imidazol- 1-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl }-fenyl)-
propionové Kyseliny; a (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-[1,2,4]triazol-1-
yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny

[0185]
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[0186] Slou¢eniny uvedené v nazvu byly pfipraveny za pouziti obecného postupu, ktery je
uveden niZe:
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[0187] V tomto postupu byl tetra-n-butylamonium-fluorid (0,05 ekv.) pfidan ke smési
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substituovaného benzaldehydu (1 ekv.) a trifluormethyltrimethylsilanu (1,2 ekv.) v THF
pii teploté 0 °C. Teplota se pak nechala ohfat na teplotu mistnosti. Smés byla michéna pfi
teploté mistnosti po dobu 5 hodin, potom byla zfedéna ethylesterem kyseliny octové,
promyvana vodou, roztokem chloridu sodného a vysusena MgSO,. Rozpoustédlo bylo
odstranéno za sniZeného tlaku, ¢imz byl ziskan trifluor-alkohol jako surovy produkt, ktery
byl pouzit v dal$im kroku bez dal3iho &isténi.

[0188] Vy3e uvedeny pfipraveny alkohol (1 ekv.) byl rozpudtén v bezvodém 1,4-dioxanu.
Byl pfidan najednou hydrid sodny (60% v mineralnim oleji, 1,2 ekv.) a smés byla michana
pii teploté mistnosti po dobu 30 minut. 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (1 ekv.) byl pfidan a
vyslednd smés byla michana pii teplot¢ 80 °C po dobu 2 hodin. Rozpoustédlo bylo
odstranéno a zbytek byl suspendovan v ethylacetatu, ktery byl promyvan vodou, suen nad
MgSOy a poté byl zahudtén, ¢imz byl ziskan Zadany produkt, jod-monochloridem, ktery
byl pouzit v dal$im kroku bez dalsiho &isténi.

[0189] VySe uvedeny surovy produkt (1 ekv.) byl pfidan do 5 ml mikrovinné vialky
obsahujici 4-borono-L-fenylalanin (1 ekv.), Na,CO; (2 ekv.), acetonitril (2 ml), vodu (2
ml) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladium (0,05 ekv.). Vialka byla uzaviena a smés byla
zahfivéna na teplotu 150 °C po dobu 5 minut v mikrovinném zéfeni. Smés byla ochlazena,
byla filtrovana pies injekéni filtr a pak byly odsebe odd&leny na reverzni fazi preparativni
HPLC za pouziti YMC-Pack ODS 100x30 mm ID sloupec (MeOH/H,O/TFA systému
rozpoustédlo). Cisté frakce byly spojeny a koncentrovany za vakua. Produkt byl potom
suspendovan v 5 ml vody, zmrazen a lyofilizovan, ¢imZ byl ziskan produkt ve formé soli

kyseliny trifluoroctové (TFA).

[0190] (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(pyndin-3-yloxy)-fenyl]-
ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl}-propionova kyselina. 'H-NMR (400 MHz, CD;OD) &:
3,05-3,40 (m, 2H), 3,81 (m, 1 H), 6,64 (s, 1 H), 7,01 (d, 'H), 7,15-7,54 (m, 7H), 7,74 (d,
'H), 7,94 (d, 2H), 8,35 (m, 2H).

[0191] (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[4-(pyridin-3-yloxy)-fenyl]-
ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl}-propionova kyselina. 'H-NMR (400 MHz, CD;0D) é:
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3,20-3,41 (m, 2H), 4,30 (m, 1 H), 6,81 (m, 2H), 7,17 (m, 2H), 7,46-7,69 (m, 6H), 7,93 (d,
2H), 8,41 (s, 2H).

[0192] (8)-2-Amino-3-[4-(6-{2.2,2-trifluor-1-[4-(pyridin-3-yloxy)-fenyl]-ethoxy}-
pyrimidin-4-yl)-fenyl}-propionova kyselina. '"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &: 3,15-3,35
(m, 2H), 4,25 (t, 1 H), 6,90 (q, 'H), 7,25 (d, 2H), 7.45 (d, 2H), 7.71 ( m, 3H), 7,99 (m, 3H)
8,14-8,18 (m, 1 H), 8,55 (d, 'H), 8,63 (d, 'H), 8,84 (d, 'H).

]

[0193] (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-(4-thiofen-2-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-y1}-fenyl}-propionova kyselina. '"H-NMR (400 MHz, CD;0D) 8: 3,03 az 3,31
(m, 2H), 4,19 (m, 1 H), 6,68 (m, 2H), 7,00 (m, 'H), 7,31-7,36 (m, 4H), 7,52 (m, 2H), 7,62
(d, 2H), 7,85 (d, 2H).

[0194] (S)-2-Amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(4-imidazol-1-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-
yl}-fenyl)-propionové kyselina. 'H-NMR (400 MHz, CD;OD) 8: 3,03 az 3,31 (m, 2H),
4,19 (m, 1 H), 6,88 (m, 1 H), 7,32 - 8,63 (m, 11H), 8,64 (s, lH), 9.25 (s, 1 H).

[0195] (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-[ 1,2,4]triazol-1-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionova kyselina. 'H-NMR (400 MHz, CD;OD) &:
3,07-3,36 (m, 2H), 4,16 (m, 1 H), 6,65 (s, 1 H), 6,75 (m, 1 H), 7,31 (d, 2H), 7,69 ( d, 2H),
7,85 (m, 4H), 8,08 (s, 1 H), 9,03 (s, 1 H).

6.23. Syntéza  (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-thiofen-3-yl-
fenyl)ethoxyl-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny; (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-
{2,2,2-trifluor-1-[4-fluor-2-(4-methylthiofen-2-yl)-fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-
propionové kyseliny; a (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{1-[2-(3,5-dimethyl-isoxazol-4-yl)-
4-fluor-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0196]
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[0197] Slouceniny uvedené v nédzvu byly pfipraveny za pouZiti obecného postupu, ktery je

uveden nize:
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[0198] V tomto postupu bromem substituovany benzylaldehyd (1 ekv) byl pfidan do 20 ml

mikrovinné vialky, kterd obsahovala aromatickou heterocyklickou kyselinu (1 ekv),
NayCO; (2 ekv), acetonitril (8 ml)/vodu ( 8 ml) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladium (0,05
ekv). Vialka byla uzaviena a michana pfi teploté 150 °C po dobu 6 minut v mikrovlnném
zafeni. Reak¢ni smés byla ochlazena, byla filtrovéana pfes injekéni filtr a pak byla ziedéna
ethylacetatem a promyvéna vodou. Nakonec byl pfidan silikagel a &istén chromatografii

eluci smési hexanu a ethylacetatu.
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[0199] Shora pfipravené aldehydy pak byly podrobeny stejnym reakcim jaké jsou popsany
vy3e v prikladu 22.

[0200] (8)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-thiofen-3-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionova kyselina. '"H-NMR (400 MHz, CD;0D) é: 8.3.-
30.03. (m, 2H), 4,19 (m, 1 H), 6,61 (s, 1 H), 6,84 (m, 1 H), 7,02-7013 (m, 2H), 7,22 (dd
'H), 7,32 (d, 2H), 7,47 (m, 1 H), 7,77 (m, 1 H), 7,84 (d, 2H).

]

[0201] (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-(4-methyl-thiofen-2-y)-
fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionova kyselina. 'H-NMR (400 MHz, CD;0D)
6: 2,26 (s, 3H), 3,09 do 3,30 (m, 2H), 4,20 (m, 1 H), 6,64 (s, 1 H), 6,95 (m, 2H), 7,13 ( m,
3H), 7,34 (d, 2H), 7,69 (m, 1 H), 7,83 (d, 2H).

[0202] (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{1-[2-(3,5-dimethyl-isoxazol-4-yl)-4-f luor-f enyl]-
2,2,2-trifluor-ethoxy } pyrimidin-4-yl)fenyl]propionova kyselina. 'H-NMR (400 MHz,
CD;0D) &: 1,89-2,19 (m, 6H), 2,97-3,30 (m, 2H), 3,83 (m, 1 H), 6,55 (d, 'H), 6,74 - 6,87
(m, 'H), 7,00 (m, 1 H), 7.7.24-7.33 (m, 3H), 7.88 (m, 3H).

6.24. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[ 5-fluor-2-(3-methyl-pyrazol-
1-yl)-fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0203]

N
o HzN
F I

[0204] Smés methylesteru 2-brom-5-fluor-benzoové kyseliny (1 g, 4,292 mmol), NaBH,
(0,423 g, 11,159 mmol) a LiCl (0,474 g, 11,159 mmol) ve smési THF/EtOH (20 m1/10 ml)
byla michana pii teplot¢ mistnosti pfes noc. Byl pfidan vodny roztok kyseliny
chlorovodikové (10 ml, 2N) a smés byla michana po dobu asi 10 minut. Potom bylo
organické rozpoustédlo odstranéno za nizkého vakua. Zbytek byl ziedén vodou a

extrahovan ethyl-acetitem. Organicka vrstva byla promyvana vodnym roztokem NaHO;
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(10%), vodou a roztokem chloridu sodného a potom byl suden (MgSQOy) a koncentrovén,
¢imZ bylo ziskédno 852 mg (96,8% surovy vytéZek) surového produktu, (2-brom-5-fluor-
fenyl)methanolu , jako bilé pevné latky, ktera byla pouZita bez dalsiho &isténi.

[0205] K roztoku (2-brom-5-fluor-fenyl)methanolu (0,852 g, 4,156 mmol) v DCM (15 ml)
byl pfidan MnO; (4,254 g, 85%, 41,56 mmol). Smés byla michéna pfi teploté mistnosti po
dobu dvou dnii a pak byla filtrovana a promyvana DCM. Filtrat byl koncentrovén, &imz
bylo ziskano 777 mg 2-brom-5-fluor-benzaldehydu (92% vytézek). Nové vyrobeny
aldehyd (0,777 g, 3,828 mmol) byl potom rozpustén v bezvodém THF (10 ml) a ochlazen
na 0 °C. Byl pfidan trifluormethyltrimethylsilan (1,13 ml, 7,656 mmol) a nasledn&
tetrabutylamonium-fluorid (0,020 g, 0,076 mmol). Teplota se pak nechala ohfat na teplotu
mistnosti. Smés byla michdna 5 hodin pfi teplot® mistnosti, potom byla zfedéna
ethylesterem kyseliny octové, promyvéana vodou, roztokem chloridu sodného a vysusena
MgSO4. Rozpoustédlo bylo odstranéno za sniZeného tlaku, ¢imz byl ziskan 2-brom-5-
fluor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol, 1,1 g (90% Cistota) jako surovy produkt, ktery byl
pouzit pro dalsi krok bez dal3iho &isténi.

[0206] 2-Brom-5-fluor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (0,990 g, 3,263 mmol, 90%), 3-
methylpyrazol (0,476 g, 4,895 mmol), Cul (0,367 g, 1,632 mmol), K,CO; (1,334 g, 8,158
mmol), (1R,2R)-N,N'-dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,110 g, 0,653 mmol) a toluen (10
ml) byly spojeny v 20 ml mikrovinné injekéni vialce, kterd potom byla uzaviena a
zahfivana pfi teplot¢ 180 °C po dobu 40 minut. Smés byla filtrovana a promyvéana
ethylacetatem. Filtrat byl promyvan vodou, 3-krat, a potom byl pfidin silikagel k
pfipraveni vrstvy. Slou¢enina byla ¢iSténa ISCO sloupcovou chromatografii za pouziti 5-
10% ethylacetatu v hexanu jako elu¢niho &inidla, &imz bylo ziskano 75 mg 1-(5-fluor-2-
(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl)-2,2,2 trifluor-ethanolu. 'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8: 2,29
(s, 3H), 4,90 (m, 1 H), 6,21 (d, 'H), 7,07 - 7,11 (m, 1 H), 7,19 do 7,22 (m, 'H), 7,29-7,32
(m, 1 H), 7,51 (d, 'H).

(0207] VySe vyrobeny alkohol (0,075 g, 0,273 mmol) byl rozpustén v bezvodém 1,4-
dioxanu (3 ml), najednou byl pfidan hydrid sodny (0,013 g, 0,328 mmol, 60% v
mineralnim oleji) a smés byla michana pfi teploté mistnosti po dobu 30 minut. Byl pfidan

2-amino-4,6-dichlor-pyrimidin (0,045 g, 0,273 mmol). Smés byla michana pfi teploté 80
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°C po dobu asi 2 hodin. Rozpoustédlo bylo odstranéno a zbytek byl suspendovén v
ethylacetatu, ktery byl promyvan vodou, suSen nad MgSO; a odpafen za vzniku
poZadovaného monochloridu 100 mg (0,249 mmol), ktery byl pfidan do mikrovinné 5 ml
injekéni vialky obsahujici 4-borono-L-fenylalanin (0,052 g, 0,249 mmol), Na,COs (0,053
g, 0,498 mmol), smés acetonitrilu (2 ml)/voda (2 ml) a dichlorbis(trifenylfosfin)palladium
(5 mg, 0,007 mmol). Vialka byla uzaviena a michéna pfi teploté 150 °C po dobu 5 minut v
mikrovinném zéfeni. Reakéni smés byla ochlazena, filtrovana pres injekéni filtr a poté
oddélena na preparativni HPLC s reverzni fazi za pouziti YMC-Pack ODS 100x30 mm ID
sloupce (systém rozpoustédel MeOH/H,O/TFA). Cisté frakce byly zahustény za vakua.
Produkt byl potom suspendovan v 5 ml vody, zmraZen a lyofilizovan, &imZ byla ziskana
(S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6- {(R)-1-[5-fluor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-
trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl } -propionova kyselina, 37 mg jako trifluoroctova
sil. "H-NMR (400 MHz, CD;0D): § 2,29 (s, 3H), 3,08-3,30 (m, 2H), 4,19 (g, 1 H), 6,32
(d, 'H), 6,82 (s, 1 H), 6,85 (m, 1 H), 7.26 (m, 1 H), 7,33 (d, 2H), 7,42 (m, 2H), 7,75 (d,
'H), 7,87 (d, 2H).

6.25. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6{2,2,2-trifluor-1-[5-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-
1-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0208]

N
e} NH,
cI’ : Y ™

[0209] Pozadovné slouceniny byly pfipraveny z R-1-[5-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-
yDfenyl]-2,2,2-trifluor-ethanolu, ktery byl pfipraven za pouziti stejného postupu, jak je
popsano vySe pro R-1-[4-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol.
Zejména, R-1-[5-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanol (0,959 g,
3,318 mmol) byl rozpustén v bezvodém 1,4-dioxanu (8 ml). Najednou byl pfidan hydrid
sodny (0,159 g, 3,982 mmol, 60% v minerdlnim oleji) a smés byla michana pfi teploté
mistnosti po dobu 30 minut. 2-Amino-4,6-dichlor-pyrimidin (0,544 g, 3,318 mmol) byl
pfidan. Smés byla michana pii teplot¢ 80 °C po dobu asi 2 hodin. Rozpoustédlo bylo
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odstranéno a zbytek byl suspendovén v ethylacetatu, ktery byl promyvan vodou, susen nad
MgSO; a poté byl zahustén, ¢imz byl ziskan poZzadovany produkt, jodmonochlorid 1,38 g,
ktera se pouzil pfimo bez dal3iho &isténi.

[0210] VySe pfipraveny monochlorid (0,460 g, 1,104 mmol) byl p#idan do 20 ml
mikrovinné vialky, kterd obsahovala 4-borono-L-fenylalanin (0,277 g, 1,325 mmol),
Na,CO; (0,234 g, 2,208 mmol), smés acetonitrilu (8 ml)/voda (8 ml) a
dichlorbis(trifenylfosfin)palladia (0,039 g, 0,055 mmol). Vialka byla uzaviena a smés byla
michana pfi teplot¢ 150 °C po dobu 10 minut pod mikrovinnym zifenim. Smés byla
ochlazena, filtrovana pfes injekéni filtr a vrstvy pak od sebe oddéleny preparativni HPLC s
reverzni fazi za pouziti YMC-Pack ODS 100x30 mm ID sloupce (systém rozpoustédel
MeOH/H,0/TFA). Cisté frakce byly zahustény za vakua. Produkt byl potom suspendovén
v 5 ml vody, zmraZen a lyofilizovéan, ¢imZ bylo ziskdno 580 mg (S)-2-amino-3-[4-(2-
amino-6-{R-1-[5-chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy} -pyrimidin-
4-yl)-fenyl }-propionové kyseliny. 'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & 2,40 (s, 3H), 3,29-3,46
(m, 2H), 4,38 (q, 1 H), 6,45 (d, 'H), 7,09 (s, 1 H), 7,24 ( m, 'H), 7,53-7,70 (m, 4H), 7,82 (s,
1 H), 7,90 (d, 'H), 7.97 (d, 2H).

6.26. Syntéza (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[4-(2-oxo-pyrrolidin-1-yl)-
fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0211]
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[0212] 4-(2-oxo-pyrrolidin-1-yl)benzaldehyd (500 mg, 2,64 mmol) v THF (20 ml) byl
ochlazen na 0 °C a byl pfidan trifluormethyltrimethylsilan (375 mg, 2,64 mmol).
Tetrabutylamonium-fluorid (1 M, 0,1 ml) byl pfidan po kapkach a reakéni smés se nechala

ohfat na teplotu mistnosti béhem 1 hodiny a déle byla michana pfes noc pfi pokojové
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teploté. Po ukonc¢eni reakce byla pfidana 3N HCI (5 ml) a reakéni smés byla michédna po
dobu 2 hodin. Smés byla koncentrovana. Byla pfiddna voda (20 ml) a smés byla
extrahovana EtOAc (2x20 ml) a promyvana NaHCO; (20 ml), roztokem chloridu sodného
(20 ml) a sulena nad siranem sodnym a zahusténa, &imZ bylo ziskdno 590 mg
pozadovaného produktu, ktery byl pouZit v dalim kroku bez daliho &isténi (vytézek 86
%).

[0213] Roztok 4,6-dichlor-pyrimidin-2-ylaminu (700 mg, 2,69 mmol), NaH (194 mg, 8,07
mmol, 60%) a 1-(4-(2,2,2-trifluor-1-hydroxy-ethyl)fenyl)pyrrolidin-2-onu (441 mg, 2,69
mmol) v suchém THF (10 ml) byl michan pfi teplot¢ mistnosti pfes noc. Po ukonéeni
reakce bylo odstranéno THF za snizeného tlaku. Voda (10 ml) byla pfidana, zatimco smés
byla ochlazena na teplotu 0 °C. Smés potom byla extrahovéna dichlormethanem (2x40 ml).
Spojeny organicky roztok byl susen nad Na,SO,4. Odstranénim rozpoustédla bylo ziskano
498 mg pozadovaného produktu s 92% Cistotou, ktery byl pouzit v daldim kroku bez
dal3iho ¢isténi (vytéZzek 498 mg, 48 %).

[0214] Procesni vialka Emrys (20 ml) pro mikrovlnné reakce byla naplnéna 1-(4-(2-amino-
6-chlor-pyrimidin-4-yloxy)-2,2,2-trifluor-ethyl)-fenyl)pyrrolidin-2-onem (200 mg, 0,51
mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (108 mg, 0,51 mmol) a 5 ml acetonitrilu. 5 ml vodného
roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) bylo pfidéno k vy3e uvedenému roztoku a nasledné 5%
mol dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a
zahfivana na 160 °C po dobu 7 minut mikrovinnym zéfenim. Po ochlazeni byla reakéni
smés odpafena do sucha. Zbytek byl rozpustén ve 4 ml methanolu a ¢istén preparativni LC,
&imz bylo ziskano 153 mg produktu (vytézek 58 %). 'H-NMR (400 MHz, CD;OD): &
(ppm) 2,1 (m, 2H), 2.5 (t, 2H), 3,05-3.4 (m, 2H), 3,85 (t, 2H), 42 (m, 1 H) , 6,6 (m, 1 H),
6,75 (s, 'H), 7,3 (d, 2H), 7,5 (d, 2H), 7.6 (d, 2H), 7.9 (d, 2H).

6.27. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{(R)-2,2,2-trifluor-1-[5-fluor-2-(3-methyl-
pyrazol-1-yl)-fenyl]-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0215]
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[0216] R-1-(2-brom-5-fluor-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethanol (4.0 g, 14,65 mmol), 3-
methylpyrazol (1,56 g, 19,04 mmol), Cul ( 0,557g, 2,93 mmol), K,CO; (4,25 g, 30,76
mmol), (IR,2R)-N,N'-dimethyl-cyklohexan-1,2-diamin (0,416 g, 2,93 mmol) a toluen (15
ml) byly smichdany v 50 ml uzaviené vialce a vysledna smés byla zahtivana na 130 °C
(teplota olejové lazn€) po dobu 2 dni. Reakéni smés byla ziedéna ethylacetitem a
promyvana H,O (4 x 30 ml), roztokem chloridu sodného a suSena nad siranem sodnym. Po
odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy produkt, ktery byl &istén ISCO sloupcovou
chromatografii za pouziti 5-10% ethylacetatu v hexanu jako rozpoustédla, &imz bylo
ziskano 1,75 g R-2,2.2-trifluor-1-[5-fluor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl]ethanolu
(Vytézek: 44%). "H-NMR (400 MHz, CDCl5): & (ppm) 2,35 (s, 3H), 5,0 (m, 1 H), 6,3 (s,
'H), 7,1 (m, 1 H), 7,20 (s, 'H), 7,35 (d, 'H), 7,50 (s, 1 H).

[0217] Roztok 4, 6-dichlor-pyrimidin-2-ylaminu (938 mg, 5,72 mmol), NaH (188 mg, 1,5
ekv. 8,17 mmol, 60%) a R-222-trifluor-1-[5-fluor-2-(3-methyl-pyrazol-1-
ylfenyl]ethanolu (1,5 g, 1 ekv. 5,45 mmol) v suchém THF (10 ml) byl michén pii teploté
mistnosti pfi teplot¢ 50 °C pfes noc. Po ukonleni reakce bylo THF odstranéno za
snizen¢ho tlaku. Byla pfidana voda (10 ml) k zastaveni reakce. Smés potom byla
extrahovana dichlormethanem (2x40 ml). Spojeny organicky roztok byl susen nad Na,;SO;.
Odstranénim rozpoustédla byl ziskan poZadovany produkt s 92% Eistotou, ktery byl pouZit
v dalsim kroku bez dalsiho ¢iténi (vytézek: 85 %).

[0218] Procesni vialka Emrys (20 ml) pro mikrovinné reakce byla naplnéna chlor-6-R-
2.2, 2-trifluor-1-(5-fluor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-2-ylaminem

(2,18 g, 5,45 mmol), 4-borono-L-fenylalanin (1,13 g, 5,45 mmol), uhli¢itan sodny (1 M
10,90 ml, 2 ekv.) byl pfidin do vy3e uvedeného roztoku a nasledné 5% mol
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dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu (191 mg, 0,27 mmol) a 5 ml acetonitrilu a
5 ml H,O. Reakéni barika byla uzaviena a smés byla zahfivana na teplotu 160 °C po dobu
10 minut mikrovinnym ozafovanim. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena do sucha.
Zbytek byl rozpuidtén v H,O (10 ml) a extrahovan etherem. Etherova vrstva byla
odstranéna. Pak byla vétSina vody ve vodné fazi odstranéna za vakua a poté bylo pfidano
10 ml methanolu. Surovy produkt byl ¢istén preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskano 1,163 g
(vytézek 75 %) produktu. 'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 2.4 (s, 3H), 3,35 (m, 'H),
3,5 (m, 1 H), 4,36 (m, 'H), 6,4 (s, "H), 7,0 (s, 'H), 7,1 (m, 1 H), 7,4 (m, 1 H), 7,55 (m, 4H),
7.85 (s, 'H), 8,0 (d, 2H).

6.28. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[4-(6-methoxy-pyridin-2-yl)-
fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0219]
“
o7 N
CF,
OH
)
i NH,

N\fN

NH

[0220] Tetrabutylamonium-fluorid (TBAF) (0,1 ml 1M v THF) byl pfidan k roztoku 4-(6-
methoxy-pyridin-2-yl)benzaldehydu (213 mg, 1 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu (0,2
ml, 1,2 mmol) v 10 ml THF pfi 0 °C. Smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana
po dobu 4 hodin. Reakéni smés byla poté smichana s 12 ml 1 M kyseliny chlorovodikové a
michana pfes noc. Produkt byl extrahovan ethylacetatem (3 x 20ml). Organicka vrstva byla
oddélena a suSena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo
ziskano 0,25 g 1-[4-(6-methoxy-pyridin-2-yl)fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanolu, ktery byl pfimo
pouzit v dalsim kroku bez ¢isténi. Vytézek: 90 %.

[0221] Bylo pfidano Cs,COs (375 mg, 1 mmol) k roztoku 1-[4-(6-methoxy-pyridin-2-yl)-
fenyl]-2,2,2-trifluor-ethanolu (67 mg, 0,2 mmol) v 10 ml bezvodého 1,4-dioxanu. Smés
byla michana po dobu 5 minut, pak byla pfidana (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-
yl)fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionova kyselina (78 mg, 0,2 mmol) a smés byla
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zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Po ochlazeni bylo pfidano 5 ml vody a ethyl-acetat
(20 ml) byl pouzit k extrakci produktu. Organicka vrstva byla vysudena nad siranem
sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rota¢ni odparce, ¢imz bylo ziskano 112 mg (S)-
3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[4-(6-methoxy-pyridin-2-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-
4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionové kyseliny (vytézek: 88 %).

[0222] VySe uvedeny produkt (112 mg) byl pfidan do 5 ml 30% roztoku TFA/DCM. Po
ukonceni reakce bylo rozpoustédlo odpafeno, &imz byl ziskan surovy produkt, ktery byl
Cistén preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskdno 5 mg (8)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-
trifluor-1-[4-(6-methoxy-pyridin-2-yl)-fenyl]-ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]propionové
kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 8,18 (d, J = 8,4 Hz, 2 H), 7,94 (d, ] = 8,4
Hz, 2 H), 7,74 (m, 3 H), 7,60 (d, J = 8,4 Hz, 2 H), 7,52 (d, ] = 7,2 Hz, 1 H), 7,08 (s, 1 H),
6,86 (m, 1 H), 6,82 (d, ] =8,1 Hz 1 H), 4,37 (t, 1 H), 4,03 (s, 3 H), 3,5 (m, 2 H).

6.29. Syntéza  (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-fluor-4-(5-methoxy-
pyridin-3-yl)-fenyl]-ethoxy }-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0223]

N |
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F o) OH
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[0224] TBAF (0,1 ml) byl pfidan k roztoku 4-brom-2-fluor-benzaldehydu (2,03 g, 10
mmol) a TMSCF; (20 ml, 12 mmol) v 10 ml THF pfi 0 °C. Vznikla smés byla zahfivana
na teplotu mistnosti a michana po dobu 4 hodin. Reakéni smés byla poté smichéna s 12 ml
3M kyseliny chlorovodikové a michana pfes noc. Produkt byl extrahovén ethylacetatem (3
X 20ml). Organickd vrstva byla oddé€lena a sufena nad siranem sodnym. Organické
rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskano 2.4 g 1-(4-brom-2-fluor-fenyl)-2,2,2-
trifluor-ethanolu (vytézek: 90 %).

[0225] Cs,CO; (8,45 g, 26 mmol) byl pfidan k roztoku 1-(4-brom-2-fluor-fenyl)-2,2,2-

trifluor-ethanolu (1,4 g, 5,2 mmol) v 10 ml bezvodého 1,4-dioxanu, smés byla michana po
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dobu 5 minut, pak byla pfiddna (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-terc-
butoxykarbonylamino-propionova kyselina (2,0 g, 5 mmol) a vyslednd smés byla
zahfivana na teplotu 110 °C pfes noc. Po ochlazeni bylo pfiddno 5 ml vody a ethyl-acetat
(20 ml) byl pouzit k extrakci produktu. Organické vrstva byla vysudena nad siranem
sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce, &imz bylo ziskéno 2,6 g (S)-3-
(4-{2-amino-6-[1-(4-brom-2-fluorfenyl)-2,2,2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl} fenyl)-2-
tertbutoxykarbonylamino-propionové kyseliny (vytézek: 82 %).

[0226] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna (S)-3-(4-{2-amino-6-[1-(4-brom-2-fluor-
fenyl)-2,2,2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl } -fenyl)-2-terc-butoxykarbonylamino-
propionovou kyselinou (130 mg, 0,2 mmol), 3-methoxy-5-(4.4,5,5-tetramethyl-| 1,3,2]
dioxaborolan-2-yl)pyridinem (70 mg, 0,3 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml vody. K této
smési bylo pfidano 0,4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a nasledné 14 mg
(5% mol) dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a
zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reaké&ni
smés odpafena do sucha, zbytek byl rozpustén ve 2.5 ml methanolu a ¢i§tén preparativni
HPLC, ¢imz bylo ziskano 51 mg (S)-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-fluor-4-(5-
methoxypyridin-3-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonyl-

aminopropionové kyseliny.

[0227] Vy3e uvedeny produkt (51 mg) byl rozpustén v 5 ml 30% roztoku TFA/DCM.
Smés byla michdna pfi teploté mistnosti pfes noc. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskén
surovy produkt, ktery byl €istén preparativni HPLC, &imzZ bylo ziskano 17 mg (S)-2-
amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor- 1-[2-fluor-4-(5-methoxy-pyridin-3-yl)-fenyl]-etho-
xy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny. 'H NMR (300 MHz, CD;0D) & (ppm):
8,73 (s, 1 H), 8,56 (s, 1 H), 8,25 (s, 1 H), 7,94 (d, J = 8,2 Hz, 2 H), 7,77 (m, 3H), 7,55 (d, J
= 8,4 Hz, 2 H), 7,16 (m, 1 H), 7,00 (s, 1 H), 4,35 (t, 1 H), 4,09 (s, 3 H), 3,4 (m, 2 H).

6.30. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor-1-[4-(2-fluor-pyridin-4-yl)-
fenyl]-ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0228]
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[0229] Cs,CO; (16,25 g, 50 mmol) byl pfidian do roztoku (S)-1-(4-bromfenyl)-2,2,2-
trifluor-ethanolu (2,55 g, 11,0 mmol) v 10 ml bezvodého 1,4-dioxanu a smés byla michana
po dobu 5 minut a potom byla pfidana (S)-3-[4-(2-amino-6-chlor-pyrimidin-4-yl)fenyl]-2-
terc-butoxykarbonylamino-propionova kyselina (3,92 g, 10 mmol). Vyslednd smés byla
zahfivéana na teplotu 110 °C pies noc. Po ochlazeni bylo pfidano 5 ml vody a ethyl-acetat
(20 ml) byl pouzit k extrakci produktu. Organické vrstva byla vysudena nad siranem
sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rota&ni odparce, ¢imz bylo ziskano 5,2 g (S)-3-
(4-{2-amino-6-[(S)-1-(4-brom-fenyl)-2,2,2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl } fenyl)-2-terc-
butoxykarbonylamino-propionové kyseliny (vytéZzek: 82 %).

[0230] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna (S)-3-(4-{2-amino-6-[(S)-1-(4-bromfenyl)-
2,2 2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl } -fenyl)-2-terc-butoxykarbonylaminopropionovou

kyselinou (139 mg, 0,23 mmol), 2-fluorpyridin-4-boronovou kyselinou (40 mg, 0,27
mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 mililitrd vody. K této smési bylo pfidano 0,4 ml vodného
roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a nasledné 14 mg (5% mol) dichlor-
bis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahiivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena
do sucha a zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu. Produkt byl ¢&istén pomoci
preparativni HPLC, ¢imzZ bylo ziskéano 70 mg (S)-3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor-1-[4-
(2-fluor-pyridin-4-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-

propionové kyseliny.

[0231] VySe uvedeny produkt (70 mg) byl rozpusdtén v 5 ml 30% TFA v DCM. Reakéni
smés byla michéna pfi teplot¢ mistnosti pfes noc. Odstranénim rozpoustédla byl ziskan
surovy produkt, ktery byl ¢idtén preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskano 52 mg (S)-2-
amino-3-[4-(2-amino-6-{(8)-2,2,2-trifluor-1-[4-(2-fluor-pyridin-4-yl)-fenyl]-ethoxy} -
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pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;0D) é (ppm) 8,17
(d, J=5,7Hz, 1 H), 7,85 (d, ) = 8,4 Hz, 2 H), 7,77 (d, ] = 6,9 Hz, 2H), 7,67 (d, ] = 8,2 Hz,
2H), 7,53 (m, 1 H), 7,38 (d, J = 8,4 Hz ,, 2H), 7,30 (s, 1 H), 6,76 (m, 2H), 4,21 (t, 1 H), 3,2
(m, 2 H).

6.31. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor-1 -[4-(5-methoxy-pyridin-3-
yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0232]
&
| CFs 0
OH
e ™ NH,
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[0233] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna (S)-3-(4-{2-amino-6-[(S)-1-(4-bromfenyl)-
2,2 2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl }-fenyl)-2-terc-butoxykarbonylaminopropionovou
kyselinou (139 mg, 0,23 mmol), 3-methoxy-5-(4.,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]-dioxaborolan-2-
yDpyridinem (69 mg, 0,27 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 mililitrii vody. K této smési bylo
pfidano 0,4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M), nasledovalo 14 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut s ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpaiena
do sucha, zbytek byl rozpustén ve 2,5 ml metanolu a &i§tén preparativni HPLC, &imzZ bylo
ziskdno 60 mg (S)-3-[4-(2-amino-6-(S)-2,2,2-trifluor-1-[4-(5-methoxy-pyridin-3-yl)-
fenyl]-ethoxy} -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionové kyseliny.

[0234] VySe uvedeny produkt (60 mg) byl rozpustén v 5§ ml 30% TFA v DCM. Reakéni
smés byla michana pfi teplot¢ mistnosti pfes noc. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskén
surovy produkt, ktery byl ¢istén preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskano 48 mg (S)-2-
amino-3-[4-(2-amino-6- {(8S)-2,2,2-trifluor-1-[4-(5-methoxy-pyridin-3-yl)-fenyl]-ethoxy} -

pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;0D) & (ppm): 8,54
(d,J=1,5Hz, 1 H), 8,37 (d, ] =2,7 Hz, 1 H), 8,03 (dd, J =2,7 Hz, 1,5 Hz, 'H), 7,84 (d, ] =
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8,2 Hz, 2 H), 7,78 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,4 Hz ,, 2H),
6,81 (s, 1 H), 6,75 (m, 1 H), 4,22 (t, 1 H), 3,95 (t, 3 H), 3,25 (m, 2 H).

6.32. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor-1 -[4-(4-trifluormethyl-
pyridin-3-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny

[0235]
G
CFs CF4 o
OH
0
il NH,
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[0236] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna (S)-3-(4-{2-amino-6-[(S)-1-(4-bromfenyl)-
2,2,2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl } -fenyl)-2-terc-butoxykarbonylaminopropionovou
kyselinou (139 mg, 0,23 mmol), 4-trifluormethylpyridin-3-boronovou kyselinou (61 mg,
0,3 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml vody. K této smési bylo pfiddano 0,4 ml vodného
roztoku uhli¢itanu sodného (1 M), poté 14 mg dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého
komplexu. Reaké¢ni barika byla uzaviena a zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut
ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena do sucha, zbytek byl
rozpustén ve 2,5 ml methanolu a ¢istén preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskano 20 mg (S)-
3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor-1-[4-(4-trifluormethyl-pyridin-3-yl)-fenyl]-ethoxy } -
pyrimidin-4-yl)-fenyl]-2-terc-butoxykarbonylamino-propionové kyseliny.

[0237] Vy3e uvedeny produkt (20 mg) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA v DCM. Rezkéni
smés byla michdna pfi teploté mistnosti pfes noc. Odstranénim rozpoustédla byl ziskan
surovy produkt, ktery byl ¢istén preparativni HPLC, &¢imZ bylo ziskano 10 mg (S)-2-
amino-3-[4-(2-amino-6-{(S)-2,2,2-trifluor- 1-[4-(4-trifluormethyl-pyridin-3-yl)-fenyl]-
ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;0D) &
(ppm): 8,72 (d, J=5,1 Hz, 1 H), 8,55 (s, 1 H), 7,87 (d,J=8,2,2 H), 7,72 (d, ) = 5,0 Hz, 1
H), 7,63 (d, ] = 8,2 Hz, 2H), 7,36 (m, 4H), 6,81 (m, 1 H), 6,70 (s, 1 H), 4,20 (t, 1 H), 3,22 (
m, 2 H).
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6.33. Syntéza (8)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[(S)-2,2.2-trifluor-1-(4-isoxazol-4-vl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny

[0238]
0
Ng [
CF,
OH
0
e NH,
N\',;N
NH,

[0239] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna (S)-3-(4-{2-amino-6-[(S)-1-(4-bromfenyl)-
2,2 2-trifluor-ethoxy]-pyrimidin-4-yl }-fenyl)-2-terc-butoxykarbonylaminopropionovou
kyselinou (139 mg, 023 mmol), 4-(4,4,55-tetramethyl-[1,3,2] dioxaborolan-2-
yDjisoxazolem (57,5 mg, 0,3 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml vody. K této smési bylo
pfidano 0,4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1M) a nésledné 14 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés odpafena do
sucha, zbytek byl rozpustén ve 2,5 ml methanolu a &istén preparativni HPLC, &mi bylo
ziskano 20 mg (S)-3-(4-{2-amino-6-[(S)-2,2,2-trifluor-1-(4-isoxazol-4-yl-fenyl)-ethoxy]-
pyrimidin-4-yl}-fenyl)-2-terc-butoxykarbonylamino-propionové kyseliny.

[0240] Vy3e uvedeny produkt (20 mg) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA v DCM. Smés byla
michdna pfi teplot¢ mistnosti pfes noc. Po odstranéni rozpoustédla byl ziskan surovy
produkt, ktery byl ¢istén preparativni HPLC, ¢imz bylo ziskano 10 mg (S)-2-amino-3-(4-
{2-amino-6-[(S)-2,2,2-trifluor- 1-(4-isoxazol-4-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl }-fenyl)-
propionové kyseliny. 'H NMR (300 MHz, CD;0D) 6 (ppm) 9,03 (s, 1 H), 8,77 (s, 1 H),
7,84 (m, 2H), 7,63 (d, ] =8,2, 1 H), 7,56 (d, ] = 8,4 Hz, 1 H), 7,50 (m, 1 H), 7,37 (m, 3H),
6,70 (m, 2H), 4,20 (t, 1 H), 3,22 (m, 2 H).

6.34. Syntéza (S)-2-Amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
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[0242] Mikrovlnné vialka (20 ml) byla naplnéna 2-formylfenylboronovou kyselinou (290
mg, 2,0 mmol), 5-brom-pyrimidinem (316 mg, 2,0 mmol) a 8 ml acetonitrilu. K této smési
bylo pfidano 4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a poté 100 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika byla uzaviena a zahfivéna na 150
°C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés extrahovana
ethylacetatem. Organicka vrstva byla odpafena k ziskani surového produktu, ktery byl
¢istén na ISCO, ¢imz bylo ziskano 220 mg 2-pyrimidin-5-yl-benzaldehydu.

[0243] Tetrabutylamonium-fluorid (TBAF, 0,1 ml 1M v THF) byl pfidan k roztoku 2-
pyrimidin-5-yl-benzaldehydu (184 mg, 1 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu (TMSCF;,
0,2 ml, 1,2 mmol) v 10 ml THF pfi teploté 0 °C. Smés byla zahfivana na teplotu mistnosti
a michéna po dobu 4 hodin. Smés pak byla zpracovana 3 ml 1 M kyseliny chlorovodikové
a michana pfes noc. Produkt byl extrahovan ethylacetdtem (3 x 20ml). Organické vrstva
byla oddélena a suena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, &imz
bylo ziskano 0,21 g 2,2,2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-yl-fenyl)ethanolu (vytéZek: 84%), ktery
byl pfimo pouzit v dal$im kroku bez ¢isténi.

[0244] Cs,CO3 (325 mg, 1,0 mmol) byl pfidan k roztoku 2,2,2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-
yl-fenyl)ethanolu (72 mg, 0,28 mmol) v 10 ml bezvodého THF. Smés byla michéna po
dobu 20 minut, byl pfidan 2-amino-4,6-dichlor-pyrimidin (36,7 mg, 0,22 mmol) a reakéni
smés byla zahfivana pfi teploté¢ 110 °C, dokud reakce neskontila. Po ochlazeni na teplotu
mistnosti bylo pfiddno 5 ml vody a ethyl-acetat (20 ml) byl pouZit k extrakci produktu.
Organickd vrstva byla suSena nad siranem sodnym. Rozpouitédlo bylo odstranéro na
rotalni odparce, ¢imz bylo ziskano 76 mg surového 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-
pyrimidin-5-yl-fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylaminu ( Vytézek: 92 %).
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[0245] Mikrovinnd vialka (2 ml) byla naplnéna shora uvedenym surovym meziproduktem
(38 mg, 0,1 mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (31 mg, 0,15 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7
ml vody. K této smési bylo pfidiano 0,3 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M)a
nasledné 4 mg, 5 mol% dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baiika
byla uzaviena a zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovinami. Po
ochlazeni byla reakéni smés odpafena do sucha, zbytek byl rozpustén ve 2,5 ml methanolu
a poté Cistén preparativni HPLC, ¢imzZ bylo ziskano 10 mg (S)-2-amino-3-(4-{2-amino-6-
[2.2,2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl} -fenyl)-propionové
kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;OD) & (ppm) 9,21 (s, 1 H), 8,87 (s, 2 H), 7,86 (d, ] =
8,4, 2 H), 7,75 (m, 1 H), 7,53 (m, 2H), 7,37 (d, J = 8,2, 1 H), 7,33 (m, 1 H), 6,72 (s, 1 H),
6,58 (m, 1 H), 4,20 (t, 1 H), 3,22 (m, 2 H).

6.35.  Syntéza  (S)-2-amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-thiofen-3-yl-fenyl)-
ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
[0246]
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[0247] Mikrovinné vialka (20 ml) byla naplnéna 2-formylfenylboronovou kyselinou (290
mg, 2,0 mmol), 3-brom-thiofenem (326 mg, 2,0 mmol) a 8 ml acetonitrilu. K této smési
bylo pfiddno 4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a poté 50 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni bafika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés extrahovana
ethylacetditem. Organicka vrstva byla odpafena k ziskani surového produktu, ktery byl
€istén na ISCO, ¢imz bylo ziskano 211 mg 2-thiofen-3-yl-benzaldehydu.

[0248] Tetrabutylamonium-fluorid (TBAF, 0,1 ml 1M v THF) byl pfidén k roztoku 2-
thiofen-3-yl-benzaldehydu (100 mg, 0,53 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu (0,1 ml,
0,64 mmol) v 10 ml THF se pfi teploté 0 °C. Smés byla zahi{vana na teplotu mistnosti a
michana po dobu 4 hodin. Smés pak byla zpracovana s 3 ml 1 M kyseliny chlorovodikové

a michdna pfes noc. Produkt byl extrahovan ethylacetdtem (3 x 20 ml). Organicka vrstva
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byla odd¢lena a sudena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz
bylo ziskano 0,12 g 2.2.2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-yl-fenyl)ethanolu, ktery byl pfimo
pouzit v dal3im kroku bez dal3iho ¢isténi (vytézek: §9%).

[0249] Cs,CO; (325 mg, 1,0 mmol) bylo pfidéno k roztoku 2,2,2-trifluor-1-(2-thiofen-3-yl-
fenyl)ethanolu (72 mg, 0,28 mmol) v 10 ml bezvodého THF a smé&s byla michéna po dobu
20 minut. 2-Amino-4,6-dichlor-pyrimidin (36,7 mg, 0,22 mmol) pak byl pfidan a smés
byla zahfivéna na teplotu 110 °C, dokud reakce neskon¢ila. Po ochlazeni bylo pfidéno 5 ml
vody a ethyl-acetat (20 ml) byl pouzit k extrakci produktu. Organické vrstva byla vysusena
nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce, ¢imz bylo ziskéno
67 mg 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-pyrimidin-5-yl-fenyl)ethoxy]-pyrimidin-2-ylaminu
(vytézek : 78 %).

[0250] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna shora uvedenym surovym materidlem (40
mg, 0,1 mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (31 mg, 0,15 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml
vody. K této smési bylo pfidano 0,3 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a potom
5% mol dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a
zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut mikrovinnym zéfenim. Po ochlazeni byla reakéni
smés odpafena do sucha. Zbytek byl rozpuitén v 2,5 ml methanolu a poté &istén
preparativni HPLC, ¢imZ bylo ziskano 11,8 mg (S)-2-amino-3-(4-{2-amino-6-[2,2,2-
trifluor-1-(2-thiofen-3-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl} -fenyl)-propionové kyseliny. 'H
NMR (300 MHz, CD;0D) & (ppm): 7,84 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,66 (d, ] = 7,6 Hz, 1 H),
7,53 (m, 1 H), 7,40 (m, 5H) , 7,30 (m, 1 H), 7,17 (m, 1 H), 6,91 (m, 1 H), 6,82 (s, 1 H),
4,23 (t, 1 H), 3,25 (m, 2 H).

6.36. Syntéza (S)-2-Amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(1-methyl-1H-pyrazol-4-
yl)-fenyl]-ethoxy}-pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny
[0251]
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[0252] Mikrovlnna vialka (20 ml) byla naplnéna 2-brom-benzaldehydem (208 mg, 1,0
mmol), 1-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2] dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazolem (222
mg, 1,2 mmol) a 8 ml acetonitrilu. K této smési bylo pfidano 2,4 ml vodného roztoku
uhli¢itanu sodného (1 M), poté 50 mg dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu.
Reakéni banka byla uzaviena a zahfivina na 150 °C po dobu 5 minut s ozafovanim
mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés extrahovéna ethylacetdtem. Organické vrstva
byla odpafena, ¢imZ byl ziskan surovy material, ktery byl ¢istén na ISCO, &imz bylo
ziskano 181 mg 2-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)benzaldehydu (96% vytézek).

[0253] Tetrabutylamonium-fluorid (0,1 ml 1M v THF) byl pfidan k roztoku 2-(1-methyl-
1H-pyrazol-4-yl)benzaldehydu (100 mg, 0,53 mmol) a trifluormethyltrimethylsilan (0,12
ml, 0,6 mmol) v 10 ml THF pfi 0 °C. Smés byla zahfivéana na teplotu mistnosti a michana
po dobu 4 hodin. Smés pak byla zpracovana s 3 ml 1M kyseliny chlorovodikové a michana
pfes noc. Produkt byl extrahovéan ethylacetitem (3 x 20 ml). Organicka vrstva byla
oddélena a sudena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, &imz bylo
ziskano 0,12 g 2.2 2-trifluor-1-[2-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl-fenyl)ethanolu, ktery byl
pfimo pouzit v dalsim kroku bez ¢isténi (Vytézek: 89 %).

[0254] Cs,CO3 (325 mg, 1,0 mmol) byl pfidan k roztoku 2,2,2-trifluor-1-[2-(1-methyl-1H-
pyrazol-4-yl)fenyl]ethanolu (60 mg, 0,2 mmol) v 10 ml bezvodého THF a smés byla
michdna po dobu 20 minut. 2-Amino-4,6-dichlor-pyrimidin (32 mg, 0,2 mmol) byl pfidan
a potom byla reakéni smés zahiivana pii teploté 110 °C, dokud nebyla reakce skon¢ena. Po
ochlazeni bylo pfidano 5 ml vody a ethyl-acetat (20 ml) byl pouZit k extrakci produktu.
Organické vrstva byla vysudena nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na
rotatni odparce, ¢imZ bylo ziskano 70 mg 4-chlor-6-{2,2 2-trifluor-1-[2-(1-methyl-1H-
pyrazol-4-yl)fenyl]ethoxy } pyrimidin-2-ylaminu (vytézek: 92 %).
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[0255] Mikrovinna vialka (2 ml) byla napln&na shora uvedenym surovym materidlem (38
mg, 0,1 mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (31 mg, 0,15 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,7 ml
vody. K této smési bylo pfidano 0,3 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a potom
5% mol dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a
zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla smés
odpafena do sucha, zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a poté &istén preparativni
HPLC, ¢imz bylo ziskdno 5,6 mg (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{2,2,2-trifluor-1-[2-(1-
methyl-1H-pyrazol-4-yl)-fenyl]-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-propionové kyseliny.

6.37. Syntéza (S)-2-amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(2-furan-3-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimi-
din-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
[0256]

CF;

o OH
— S
/ i NHZ
o N. =N

[0257] Mikrovinna vialka (20 ml) byla naplnéna 2-formylfenylboronovou kyselinou (298
mg, 2,0 mmol), 3-brom-furanem (350 mg, 2,4 mmol) a 8 ml acetonitrilu. K této smési bylo
pfidano 4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a poté 100 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni smés extrahovana
ethyl-acetatem. Organicka vrstva byla odpafena, ¢imz byl ziskan surovy material, ktery byl
¢istén na ISCO, ¢imz bylo ziskéno 110 mg 2-furan-3-yl-benzaldehydu (30% vytézek).

[0258] Tetrabutylamonium-fluorid (0,1 ml IM v THF) byl pfidan k roztoku 2-furan-3-yl-
benzaldehydu (110 mg, 0,64 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu (109 mg, 0,78 mmol) v
10 ml THF pfi 0 °C. Smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michana po dobu 4 hodin.
Smés pak byla zpracovdna s 3 ml IM kyseliny chlorovodikové a michana pfes noc.
Produkt byl extrahovén ethylacetatem (3 x 20ml). Organicka vrstva byla oddélena a susena

nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskano 0,130 g
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2,2,2-trifluor-1-(2-furan-3-yl-fenyl)ethanolu, ktery byl pfimo pouzit v dal§im kroku bez
dal$iho ¢isténi (vytézek: 90 %).

[0259] Bylo pfidéno 60% NaH (12 mg, 0,3 mmol) k roztoku 2,2,2-trifluor-1-(2-furan-3-yl-
fenyl)ethanolu (54 mg, 0,2 mmol) v 10 ml bezvodého THF. Smés byla michana po dobu
20 minut a potom byl pfidén 4,6-dichlor-pyrimidin (30 mg, 0,2 mmol). Smé&s potom byla
zahtivéna na teplotu 70 °C, dokud nebyla reakce skonéena. Po ochlazeni bylo pfidano 5 ml
vody k ukonceni reakce a ethyl-acetat (20 ml) byl pouzit k extrakei produktu. Organicka
vrstva byla susena nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce,
¢imZ bylo ziskdno 67 mg 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-furan-3-yl-fenyl)ethoxy]pyrimidinu
(vyteézek: 94 %).

[0260] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna shora uvedenym surovym materialem (38
mg, 0,1 mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (31 mg, 0,15 mmol), 1 ml acetonitrilem a 0,7
ml vody. K této smési bylo pfidano 0,3 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a
potom 5% mol dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla
uzaviena a zahfivana na 150 °C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni
byla reak¢ni smés odpafena do sucha, zbytek byl rozpudtén v 2,5 ml methanolu a poté
CiStén preparativni HPLC, ¢imzZ bylo ziskano 6 mg (S)-2-amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-
(2-furan-3-yl-fenyl)-ethoxy]-pyrimidin-4-yl} -fenyl)-propionové kyseliny. 'H NMR (300
MHz, CD;0D) é (ppm): 8,82 (s, 1 H), 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,73 (m, 2H), 7,46 (m,
6H), 6,82 (m, 1 H), 6,54 (s, 1 H), 4,20 (t, 1 H), 3,22 (m, 2 H).

6.38. Syntéza (S)-2-amino-3-(4-{6-{2,2 2-trifluor-1-(2-furan-2-yl-fenyl)-ethoxyl-
pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny
[0261]

o OH
07N N NH,
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[0262] Mikrovinna vialka (20 ml) byla napInéna 2-formylfenylboronovou kyselinou (298
mg, 2,0 mmol), 2-brom-furanem (350 mg, 2,4 mmol) a 8 ml acetonitrilu. K této smési bylo
pfidano 4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a poté 100 mg dichlorbis-
(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni barika byla uzaviena a zahfivana na 150
°C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovlnami. Po ochlazeni byla reakéni smés extrahovéna
ethylacetatem. Organickd vrstva byla odpafena k ziskani surového produktu, ktery byl
¢istén na ISCO, ¢imz bylo ziskano 123 mg 2-furan-2-yl-benzaldehydu (34% vytézek).

[0263] Tetrabutylamonium-fluorid (0,1 ml 1M v THF) byl pfidan k roztoku 2-furan-2-yl-
benzaldehydu (123 mg, 0,71 mmol) a trifluormethyltrimethylsilanu (120 mg, 0,86 mmol) v
10 ml THF pfi 0 °C. Smés byla zahfivana na teplotu mistnosti a michéna po dobu 4 hodin.
Reakéni smés byla poté smichdna s 3 ml 1 M kyseliny chlorovodikové a michina pres
noc. Produkt byl extrahovén ethylacetatem (3 x 20 ml). Organicka vrstva byla oddélena a
susena nad siranem sodnym. Organické rozpoustédlo bylo odpafeno, ¢imz bylo ziskino
0,150 g 2,2,2-trifluor-1-(2-furan-3-yl-fenyl)ethanolu, ktery byl pouzit pfimo v dal§im
kroku bez dal3iho ¢isténi (vytézek: 90 %).

[0264] Byl pfidan 60% NaH (12 mg, 0,3 mmol) k roztoku 2,2,2-trifluor-1-(2-furan-2-yl-
fenyl)ethanolu (55 mg, 0,2 mmol) v 10 ml bezvodého THF. Smés byla michdna po dobu
20 minut a potom byl pfidan 4,6-dichlor-pyrimidin (29 mg, 0,2 mmol). Smés potom byla
zahfivana na teplotu 110 °C, dokud nebyla reakce skonéena. Po ochlazeni bylo pfidano 5
ml vody a ethyl-acetat (20 ml) byl pouzit k extrakci produktu. Organickd vrstva byla
vysudena nad siranem sodnym. Rozpousdtédlo bylo odstranéno na rotaéni odparce, &imz
bylo ziskano 60 mg 4-chlor-6-[2,2,2-trifluor-1-(2-furan-2-yl-fenyl)ethoxy]pyrimidinu,
(vytézek 80 %).

[0265] Mikrovinna vialka (2 ml) byla naplnéna vyse uvedenym surovym materialem (60
mg, 0,2 mmol), 4-borono-L-fenylalaninem (62 mg, 0,3 mmol), 1 ml acetonitrilu a 0,6 ml
vody. K této smési bylo pfidano 0,4 ml vodného roztoku uhli¢itanu sodného (1 M) a potom
5% mol dichlorbis(trifenylfosfin)palladnatého komplexu. Reakéni baika byla uzaviena a
zahiivana na 150 °C po dobu 5 minut ozafovanim mikrovinami. Po ochlazeni byla reakéni
smés odpafena do sucha, zbytek byl rozpustén v 2,5 ml methanolu a ¢istén preparativni
HPLC, ¢imz bylo ziskano 6 mg (S)-2-amino-3-(4-{6-[2,2,2-trifluor-1-(2-furan-2-yl-fenyl)-
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ethoxy]-pyrimidin-4-yl}-fenyl)-propionové kyseliny. '"H NMR (300 MHz, CD;0D) &
(ppm): 8,66 (s, 1 H), 8,11 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,77 (m, 2 H), 7,54 (m, 6H), 6,86 (d ,J =33
Hz, 1 H), 6,66 (m, 1 H), 4,20 (t, 1 H), 3,22 (m, 2 H).

6.39. Dal3i slou¢eniny

[0266] Dalsi slouceniny pfipravené s pouZitim zplsobii zndmych z dosavadni techniky

a/nebo podle popisu v tomto textu, jsou uvedeny niZe:

' Metoda
: _ LCMS
‘Slouéenina HPLC (Cas
(M+1) )
(min))
(2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(4-(pyridin-3- &1 "
yDfenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina -
(28)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(2-(2-methylpy- -
;,
ridin-4-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(25)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(2-(4-methylthio- =~ .
fen-3-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina -
|
(2S)-3-(4-(6-(1-(2-(1H-pyrazol-1-yl i
(2S)-3-(4-(6-(1-(2- -1-yh)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)-2-
| . e sl y- ‘ g 499 A (2,86)
‘aminopyrimidin-4-yl)fenyl)-2-aminopropionové kyselina
|
(2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(4-(furan-2-yl)fe- i i
nyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
2S)-2-amino-3-(4-(6-(2,2,2-trifluor-1-(2-(pyridin-3-yloxy)fe-
(28) (( ( .( (py | yloxy) 512 A (136)
nyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
2S)-3-(4-(6-(1-(2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)fenyl)-2,2.2-trifluoretho-
(28)-3-(4-(6-(1-(2~( Y-) Y). | 500 A@17)
Xy)-2-aminopyrimidin-4-yl)fenyl)-2-aminopropionova kyselina
;-((2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-triﬂuor-1’(2—(furan-3- 499 &
yDfenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(25)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(4-(furan-2-yl)-3-
. . ( y. 529 A (3,32)
‘methoxyfenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
| (2S)-2-amino-3-(4-(5-(2,2,2-trifluor-1-(2-(furan-2-yl)fenyl)etho- 484 E --
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Metoda
. LCMS
Slougenina HPLC (Cas
(M+1) )
(min))
xy)pyrazin-2-yl)fenyl)propionova kyselina
1(28)-3-(4-(5-(1 -(2-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)- - B
‘pyrazin-2-yl)fenyl)-2-aminopropionova kyselina N
(28)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(1-(4,5-dimethoxy-2-(1H-pyrazol-
1-yDfenyl)- 2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova | 559 A (2,86)
kyselina
| (2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(2-(2-methyl-1H-
imidazol-1-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova 513 A (2,30)
:kysclina
\ (25)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(2-(5-methylthio- s M
fen-2-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina N
'(2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(1-(2-(5-(dimethylkarbamo-
yDfuran-2-yl)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)pro- | 570 A --
pionova kyselina
(2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-
(thiofen-2-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova 533 A(1,61)
kyselina
(2S)-2-amino-3-(4-(6-(2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-(thiofen-2-

) 518 A (1,65)
yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(28)-2-amino-3-(4-(6-(2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-(thiofen-3-

. o _ _ 518 A (3,76)
yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(2S)-2-amino-3-(4-(6-(2,2,2-trifluor-1-(4-fluor-2-(4-methylthio-

‘ o _ _ 532 A (3,88)
fen-2-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(8)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-((R)-2.2,2-trifluor-1-(4-(6-fluorpyri-

o A re o o
'din-3-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina

i(2S)—3 -(4-(6-(1-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)- |499 A (2,07)
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Metoda
. LCMS
Slou¢enina HPLC (Cas
(M+1)
(min))
i2-aminopyrimidin-4-yl)fenyl)-2-aminopr0pionové kyselina
(2S)-2-amino-3-(4-(6-(2,2,2-trifluor-1-(4-(thiofen-2-yl)fenyl)etho-

o ) ) RS 500 A (3,74)
'xy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-((R)-2,2,2-trifluor-1-(4-(pyrimidin-
| - oo SIL | AQ@6T)
;:5-yl)fenyl)ethoxy)pynmldm-4-yl)fenyl)proplonové kyselina
?(25)-2-mnino-3-(4-(6-( 1-(2-(3,5-dimethylisoxazol-4-yl)-4-fluorfe-
nyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova 531 A (1,55)
kyselina
(S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-((R)-2,2,2-trifluor-1-(4-(2-methyl-
pyridin-4-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova 524 A (2,28)
kyselina

28)-3-(4-(6-(1-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)fenyl)-2,2,2-

2 e VD s | Aq2e)
trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)-2-aminopropionova kyselina
(28)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(4-(piperidin-1-
(28) (4-( % (‘ (pipe . 530 B (3,00)
ylmethyl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(28)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(2-fluor-4-(2-
methylpyridin-4-yl)fenyl)ethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova |542 A (2,42)
kyselina

2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(1-(4-(6-chlorpyridazin-3-yl)fenyl)-

(28) (4-( ( rpyri yDtenyl) 5t A(3.33)
2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova kyselina
(25)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(1-(4-(4-terc-butylthiazol-2-
'yDfenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova 572 A (1,82)
kyselina
(2S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(2,2,2-trifluor-1-(3'-methoxy-3-(3-
‘methyl-1H-pyrazol-1-yl)bifenyl-4-yl)ethoxy)pyrimidin-4- 619 A (3,54)
yl)fenyl)propionova kyselina
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| Metoda
. LCMS
'Slou¢enina HPLC (Cas
| (M+1) .
(min))
(285)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-(1-(5-chlor-2-(3-methyl-1H-
‘pyrazol-1-yl)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4- 547 A (3,20)
yl)fenyl)propionova kyselina

6.40. Inhibiéni testy in vitro

[0267] Lidsky TPHI, TPH2, tyrosinhydroxylaza (TH) a fenylalaninhydroxylaza (PH) byly
vSechny ziskdny pomoci genl, které maji nasledujici pristupova &isla: X52836,
AY(098914, X05290, a U49897.

[0268] PIné délky kodujici sekvence lidského TPH1 byly klonovany do bakteridlniho
expresniho vektoru pET24 (Novagen, Madison, WI, USA). Jedna kolonie BL21 (DE3)
bunék nesoucich expresni vektor byla o¢kovana do 50 ml L kultivaéniho (LB)-kanamycin
média a nechala se rist az pfi 37 °C pfes noc s tfepanim. Polovina kultury (25 ml) pak byla
pienesena do 3 litrového média, které obsahovalo 1,5% kvasniény extrakt, 2% Baceto
pepton, 0,1 mM tryptofan, 0,1 mM siran Zeleznato-amonny a 50 mM fosfatového pufru
(pH 7,0), a kultivovédno do ODggo = 6 pii 37 °C s kyslikem, doplnéném na 40%, pH bylo
udrZzovano na 7,0 a byla pfidana glukéza. Exprese TPH1 byla indukovéna s 15% D-
laktézou po dobu 10 hodin pfi 25 °C. Buiiky byly odstfedény a jednou promyvany
fyziologickym roztokem pufrovanym fosfaty (PBS).

[0269] TPHI1 byla purifikovana afinitni chromatografii diky své vazbé na pterin. Bun&&na
peleta byla resuspendovéna v lyzaénim pufru (100 ml/20 g), obsahujicim 50 mM Tris-Cl,
pH 7,6, 0,5 M NaCl, 0,1% Tween-20, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, smés inhibitoru protedzy
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) a 1 mM fenylmethansulfonylfluorid
(PMSF), a buiiky byly lyzovany mikrofluidizérem. Lyzat byl odstfedén a supernatant byl
nanesen na sefarézovou 4B kolonu spfaZenou s pterinem, ktera byla ekvilibrovéana v pufru
obsahujicim 50 mM Tris, pH 8,0, 2 M NaCl, 0,1% Tween-20, 0,5 mM EDTA a 2 mM
DTT. Kolona byla promyvana 50 ml tohoto pufru a TPH1 byl eluovan pufrem obsahujicim
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30 mM NaHCO;3, pH 10,5, 0,5 M NaCl, 0,1% Tween-20, 0,5 mM EDTA, 2 mM DTT a
10% glycerolu. Eluovany enzym byl ihned neutralizovan 200 mM KH,POy, pH 7,0, 0,5 M
NaCl, 20 mM DTT, 0,5 mM EDTA a 10% glycerolu a skladovén pfi -80 °C.

[0270] Lidska tryptofanhydroxyldza typu II (TPH2), tyrosinhydroxyliza (TH) a
fenylalaninhydroxylaza (PAH) byly exprimovany a ¢istény v podstaté stejnym zpiisobem,
aZ na to, Ze buriky byly doplnény tyrosinem pro TH a fenylalaninem pro PAH béhem ristu.

[0271] Aktivity TPH1 a TPH2 byly méfeny v reakéni smési obsahujici 50 mM 4-
morfolinpropansulfonové kyseliny (MOPS), pH 7,0, 60 uM tryptofanu, 100 uM siranu
amonného, 0,5 mM tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP), 0,3 mM 6-methyltetrahydropterinu,
0,05 mg/ml katalazy a 0,9 mM DTT. Reakce byla zahdjena pfidanim TPH1 na finalni
koncentraci 7,5 nM. Pocéte¢ni rychlost reakci byla stanovena po zméné fluorescence pfi
360 nm (vlnova délka excitace = 300 nm). TPH1 a TPH2 inhibice byla stanovena méfenim
jejich aktivity pfi riznych koncentracich slou¢eniny a u¢innost dané sloudeniny byla
vypoctena za pouZiti rovnice:

vy —b

()

kde v je potatecni rychlost pfi dané koncentraci slouceniny C, v, je v, kdy C =0, b je

v=b+

signal pozadi, D je sklon podle Hilla, ktery je pfiblizné roven 1, a ICsy je koncentrace

slou¢eniny, ktera inhibuje polovinu maximalni aktivity enzymu.

[0272] Lidské TH a PAH aktivity je moZno stanovit méfenim mnoZstvi *H,O
generovaného pomoci L-[3,4-’H]-tyrosinu a L-[4-’H]-fenylalaninu. Enzym (100 nM) byl
nejprve inkubovan s jeho substratem pfi 0,1 mM po dobu asi 10 minut a poté byl pfidan k
reakéni smési obsahujici 50 mM MOPS, pH 7,2, 100 mM siranu amonného, 0,05% Tween-
20, 1,5 mM TCEP, 100 pM siranu Zeleznato-amonného, 0,1 mM tyrosinu nebo
fenylalaninu, 0,2 mM 6-methyltetrahydropterinu, 0,05 mg/ml kataldzy a 2 mM DTT.
Reakce se nechaly probihat po dobu 10-15 minut a byly zastaveny pfidanim 2 M kyseliny
chlorovodikové. Smési potom byly filtrovany pfes aktivni uhli a radioaktivita ve filtratu
byla stanovena scintilaénim ¢&italem. Aktivity slou¢enin na TH a PAH byly stanoveny za
pouziti tohoto testu a vypo¢itavany stejnym zpisobem jako na TPH1 a TPH2.
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6.41. Inhibi¢ni test na bunééné bazi (CBA)

[0273] Dva typy buné&nych linii byly pouZity pro screening: RBL2H3 je bunééna linie z
mastocytomu potkani, kterd obsahuje TPH1 a produkje 5-hydroxytrypotamin (SHT)
samovoln&; BON je lidska bunétna linie karcinoidu, ktera obsahuje TPHI1 a produkuje 5-
hydroxytryptofan (SHTP). CBA byly provadény ve formatu 96-jamkové desticky. Pouzita
mobilni faze v HPLC obsahovala 97% 100 mM octanu sodného, pH 3,5 a 3% acetonitrilu.
Byla pouzita kolona WatersC18 (4,6 x 50 mm) na Waters HPLC (model 2795). Vice
kanélovy fluormetr (model 2475) byl pouZit pro monitorovani pritoku a nastaven byl na

280 nm jako excita¢ni vinové délku a 360 nm jako emisni vinovou délku.

[0274] RBL CBA: Buky byly kultivovany v kompletnim médiu (obsahujicim 5% hovézi
sérum) po dobu 3-4 hodin, aby doSlo k navézéni bunék na jamky destitky (7K
bunék/jamku). Potom byly do kazdé jamky pfidany slou¢eniny v koncentraénim rozmezi
od 0,016 uM do 11,36 uM. Kontroly byly buiiky v kompletnim médiu bez slouceniny.
Buriky byly odebrany po 3 dnech inkubace pfi 37 °C. Buiiky bez pfitomné slou¢eniny mély
> 95% konfluenci. Médium bylo odstranéno z desky a buiky byly lyzovany stejnym
objemem 0,1 N roztoku hydroxidu sodného. Velka ¢ast bunééného lyzatu byla zpracovana
smisenim se stejnym objemem IM TCA a poté byla filtrovana pfes sklenéné vlikno.
Filtraty byly naneseny na HPLC s reverzni fazi pro analyzu koncentraci SHT. Malé &ast
bunééného lyzatu byla rovnéZz pouzita k méfeni koncentrace proteinu bunék, coZ odrazi
cytotoxicitu sloucenin v pouzité koncentraci. Koncentrace proteinu byla méfena pomoci
metody BCA.

[0275] Praimémé hladiny SHT v buiikach bez slouteniny byly pouZity jako maximalni
hodnota v ICsy odvozena podle vyse uvedené rovnice. Minimalni hodnota SHT byla bud’
nastaven na 0 nebo z bunék, které byly o3etfeny nejvyssi koncentraci sloueniny v pfipadé,

Ze slou¢enina nebyla cytotoxicka pfi této koncentraci.

[0276] BON CBA: Buiky byly kultivovany ve stejném objemu DMEM a F12K s 5%
hovézim sérem po dobu 3-4 hodin (20K bunék/jamku) a slou¢enina byla pfiddna v
koncentraci pohybujici se v rozmezi 0,07 uM do 50 uM. Buiiky byly inkubovany pii
teploté 37 °C pies noc. Padesat pM kultury supernatantu pak bylo odebrano pro SHTP
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méfeni. Supernatant byl smichén s ekvivalentnim objemem 1M TCA a pak filtrovén pies
sklenéné vldkno. Filtrat byl nanesen na HPLC s reverzni fizi pro méfeni koncentrace
SHTP. Zivotaschopnost bunék byla méfena zbyvajicich bunék na Promega CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay. Uginnost slouceniny pak byla vypoétena stejnym
zplusobem jako v RBL CBA.

6.42. Utinky in vivo

[0277] In vivo UCinky slouceniny byly stanoveny pfipravenim roztokd, které pak byly
davkovany perordlné. Obecné, 14 tydni starym samcim C57 albino my3i byla podadvana
slou¢enina jednou denné, peroralni sondou v mnoZstvi 5-10 ml/kg po dobu &tyf po sobé
nasledujicich dni. P&t hodin po posledni ddvce byla zvifata rychle usmrcena. Kazdé zviie
bylo anestetizovano pomoci isofluranu. Krev byla odebrana metodou kardidlni tuby s
pouzitim 1 ml stiikacky a jehly 25 5/8, 250 ul krve bylo umistnéno do capiject vialek
obsahujicich EDTA, které byly drzeny za mirné rotace. Zvife pak bylo dekapitovano, cely
mozek byl odebran a zmrazen, jejunum, ileum a traénik byly vy¢&istény od tuku a obsahu
lumen, pak zmraZeny. 5-HT bylo extrahovano z krve nebo tkani a méfeno pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), kterd byla vybavena in-line
fluorescenénim detektorem. Vzorky krve byly odebirany pro analyzu expozice. Viechny
studie na zvifatech byly provedeny s protokoly schvélenymi instituci The Institutional

Animal Care and Use Committee.

[0278] Obrazek 1 ukazuje ucinek slouceniny podle vynalezu zéavisly na ddvce na hladiny
5-HT u mysi.

[0279] V3echny publikace (napf. patenty a patentové piihlasky) uvedené vyse v tomto

textu jsou zahrnuty formou odkazu v celém svém rozsahu.

07T, RY 78 GUTTMANN
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloué¢enina vzorce [:

(Ri)m

@f/\/l ORy4
xJYO N HN<o,
CF; N__N
L
|

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil nebo solvat, kde:
A, je pfipadné substituovany heterocykl;
kazdy R, je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, OR4, NRgRc, S(03)R, nebo C4-
alkyl;
R, je nezdvisle halogen, atom vodiku, C(O)R, OR4, NRgRc, S(O2)R4 nebo C4-alkyl;
R3 je atom vodiku, C(O)R,, C(O)OR, nebo Cj4-alkyl;
R4 je atom vodiku nebo C,4-alkyl;
kazdy R, je nezavisle atom vodiku nebo C,4-alkyl;
kazdy Rg je nezavisle atom vodiku nebo C,4-alkyl;

kazdy Rc je nezavisle atom vodiku nebo C,4-alkyl; a
m je 1-4.

2. Slou€enina podle naroku 1, kterd mé vzorec:

(Re) (Rt ]
gy
H.N \)\/0 N HN<e.

CF3 N N
L
kde:

kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, ORA, NRgRc, S(02)R4 nebo C4-
alkyl; a
nje 1-3.

7
ROTT, R%g@eummr
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3. Slou¢enina podle naroku 1, ktera ma vzorec:

Raln it

ey .

S/ \\J\,o N HN\RS
(Rs)n CF; N. N

%

kde:
kazdy Rs je nezdvisle halogen, atom vodiku, C(O)Rs, OR4, NRgRc, S(02)RA nebo Cu4-
alkyl; a
nje 1-3.

4. Slou¢enina podle naroku 1, ktera ma vzorec:

Ryl 9
s
\kl - | 0 N WN.

(Re)n CFy; N N
L

kde:
kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Rs, ORA, NRgR¢, S(0;)R4 nebo C4-
alkyl; a
nje 1-3.

5. Slou¢enina podle naroku 1, ktera ma vzorec:

. (Ri)m
(3 A
// x 0

(Rs)p CFJ

kde:
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kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, ORs, NRgRc, S(O2)R4 nebo Cj4-
alkyl: a
pje 1-4.

6. Sloucenina podle naroku 1, kterd mé vzorec:

(Ri)m
/@N‘-_f\ﬂ
Rely N7
CFy; N

kde:

kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)RA, OR4, NRgR¢, S(02)R4 nebo Cju-
alkyl; a

qje 1-2.

7. Sloucenina podle naroku 1, ktera ma vzorec:

(Ro)m 0
Mf’\N OR,
‘7@ 0 l N |-1N\R3
Rek CF3 NN

kde:

kazdy Rs je nezavisle halogen, atom vodiku, C(O)RA, ORA, NRgRc, S(03)Ra nebo Cjy-
alkyl; a

qje 1-2.

8. Slou¢enina podle naroku 1, kterd ma vzorec:



a aseee L] L] . LLJ
. o L L] L] LA

. ses - L] L] Ld L]

Ll L . L] L] L L4

L] L] L] L] L
aem a0e LL] seee LL L] L

88
Ron g
/¢N e
(RsJq S - ™ i ™
CF3 N N

kde:

kazdy Rs je nezdvisle halogen, atom vodiku, C(O)Ra, ORA, NRgRc, S(0,)R4 nebo C;4-
alkyl; a

qje 1-2.

9. Slou¢enina podle kteréhokoliv z naroki 1-8, kde R, je atom vodiku nebo halogen.

10. Sloucenina podle kteréhokoliv z naroki 1-8, kde R; je atom vodiku nebo amino.

11. Slou¢enina podle kteréhokoliv z naroki 1-8, kde Rj je atom vodiku nebo C;4-alkyl.

12. Slouc¢enina podle kteréhokoliv z naroku 1-8, kde Ry je atom vodiku nebo C,4-alkyl.

13. Slou¢enina podle kteréhokoliv z naroki 2-8, kde Rs je atom vodiku nebo C,4-alkyl.

14. Sloucenina podle naroku 1, ktera je (S)-2-amino-3-(4-(2-amino-6-((R)-1-(4-chlor-2-(3-
methyl-1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2,2,2-trifluorethoxy)pyrimidin-4-yl)fenyl)propionova
kyselina

15. Slouc¢enina podle naroku 1, kteréd je ethylester (S)-2-amino-3-[4-(2-amino-6-{R-1-[4-
chlor-2-(3-methyl-pyrazol-1-yl)-fenyl]-2,2,2-trifluor-ethoxy } -pyrimidin-4-yl)-fenyl]-

propionové kyseliny.

16. Kompozice obsahujici slou¢eninu podle kteréhokoliv z narokii 1 az 15 a farmaceuticky

piijatelny excipient nebo fedici roztok.
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17. Sloucenina podle nékterého z néroki 1 aZ 15, nebo kompozice podle naroku 16, pro
pouziti jako léCiva pfi Ié¢eni, prevenci nebo zvladani onemocnéni nebo poruchy vybrané
ze skupiny, sestavajici z karcinoidnich krizi, karcinoidniho syndromu, Crohnovy choroby,
kardiovaskularni nebo plicnih onemocnéni nebo poruch, syndromu drazdivého stfeva,

sklerodermie, serotoninového syndromu a ulcerézni kolitidy.

/)
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Obréazek
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