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Pozadi vyndlezu
Hied4n{ novych terapeutickych ¢inidel bylo v neddvnych letech velmi usnadnéno lepsi
znalost{ struktury enzymii a jinych biomolekul, souvisejicich s onemocnénimi. J ednou z

dalezitych skupin enzymi, které byly extenzivné studovdny, jsou proteinkinazy.

Proteinkindzy predstavuji velkou rodinu strukturné podobnych enzymd, které jsou
odpovédné za fizeni riznych pochodl pfenosu signilu v buiice (Hardie, G. a Hanks, S. The
Protein Kinase Facts Book, I and II, Academic Press, San Diego, Calif.: 1995). M4 se za to,
7e proteinkindzy se vyvinuly ze spole¢ného plivodniho genu kvili zachovani jejich struktury a
katalytické funkce. TémeF viechny kindzy obsahuji podobnou katalytickou doménu o 250-300
aminokyselindch. Kindzy je mozno rozdélit na rodiny podle substrati, které fosforyluji
(naptiklad protein-tyrosin, protein-serin/threonin, lipidy, atd.). Byly identifikovany sekvenéni
motivy, které obecné odpovidajf kazd€ z t€chto kindzovych rodin (viz napiiklad Hanks, S. K.,
Hunter, T., FASEB J. 1995, 9, 576-596; Knighton a spol., Science 1991, 253, 407-414; Hiles
a spol., Cell 1992, 70, 419-429; Kunz a spol., Cell 1993, 73, 585-596; Garcia-Bustos a spol.,
EMBO J. 1994, 13, 2352-2361).

Proteinkindzy obecné zprostfedkovavaji intraceluldrn{ signalizaci tim, Ze ovliviiuji
transfer fosforylu z nukleosid-trifosfdtu na proteinovy akceptor, ktery se G¢astni signalni
drahy. Tyto fosforylagni udalosti pisobi jako molekuldrn{ "on/off" pfepinace, které mohou
modulovat nebo regulovat biologickou funkci cilového proteinu. Tyto fosforylaéni udalosti
jsou nakonec spustény jako diisledek riiznych extraceluldrnich i jinych stimull. Jako ptiklady
takovych stimuld je moZno uvést signaly environmentalniho a chemického stresu (napfiklad
osmoticky Sok, tepelny Sok, ultrafialové zafeni, bakteridlni endotoxin a H,O,), cytokiny
(naptiklad interleukin-1 (IL-1) a nddorovy nekroticky faktor a (TNF-a)), a ristové faktory
(napiiklad faktor stimulujici granulocyto-makrofdgové kolonie (GM-CSF) a fibroblastovy
rastovy faktor (FGF)). Extraceluldrni stimul mtZe ovlivnit jednu nebo vice bunécnych
odpovédi, spojenych s riistem buiiky, migract, diferenciaci, sekreci hormont, aktivaci
transkripénich faktor, svalovou kontrakei, metabolizmem glukosy, fizenim syntézy proteinl
a regulaci bun&ného cyklu. Mnoho onemocnén{ souvisi s abnormélni buné¢nou odpovédi,
sputénou proteinkindzami zprostiedkovanymi udélostmi, jak uvedeno vySe. Tato
onemocnéni zahrnuji, aniZ by vy&et byl omezujici, autoimunitni onemocnén, zanétliva

onemocnéni, kostni onemocnéni, metabolickd onemocnéni, neurologickd a



neurodegenerativni onemocnéni, rakovinu, kardiovaskuldrni onemocnéni, alergie a astma,
Alzheimerovu chorobu a hormonélni onemocnéni. V oboru medicinalni chemie bylo proto

vyvinuto velké Gsilf nalézt inhibitory proteinkindz, Gi¢inné jako terapeuticka Cinidla.

Iniciace, progrese a dokon¢eni bun&éného cyklu u savcil jsou regulovény riiznymi
komplexy cyklin-dependentnich kindz (CDK), které jsou kritické pro rast bun€k. Tyto
komplexy zahrnuj{ pfinejmensim katalytickou (samotnou CDK) a regulaéni (cyklinovou)
cyklin A (CDK1- rovnéZ zndmy jako cdc2, a CDK?2), cyklin B1-B3 (CDK1) a cyklin D1-D3
(CDK2, CDK4, CDK35, CDKG®), cyklin E (CDK2). Kazdy z téchto komplexu se ucastni urcité
fize bunééného cyklu. Nicméng, ne vSichni lenové rodiny CDK se ucastni pouze fizeni
bun&éného cyklu. Tak naptiklad kindzy CDK 7, 8 a 9 se ticastni fizen{ transkripce a CDKS

hraje ur¢itou dlohu v neurondln{ a sekre¢n{ funkci buriky.

Aktivita kindz CDK je regulovédna postransla¢ng, a to pfechodnymi asociacemi s
jinymi proteiny a zmé&nami jejich intraceluldrn{ lokalizace. Vyvoj nddort je tzce spjat s
genetickou zménou a deregulaci CDK a jejich regulétord, coZ naznacuje, Ze inhibitory CDK
mohou byt pouZitelnd protirakovinova terapeutika. Po¢atecni vysledky skutecné naznacuji, Ze
transformované a normaln{ buiiky se 1i§f v narocich napfiklad na cyklin A/CDK2 a Ze muze
byt moZné vyvinout nova antineoplasticka ¢inidla, kterd nejsou obecné vici hostiteli toxicka,
jako je tomu u konvenénich cytotoxickych a cytostatickych lé€iv. Zatimco inhibice CDK,
souvisejicich s bun&&nym cyklem, je jasné relevantni napiiklad u onkologickych aplikaci,
nemus{ tomu tak byt u inhibice CDK, regulujicich RNA polymerédzu. Na druh€ strane,
inhibice funkce CDK9/cyklin T je v soucasnosti spojovana se zabranénim replikace HIV, a
objevem nové biologie CDK tak pokracuje otevirdni novych terapeutickych indikaci pro

inhibitory CDK (Sausville, E. A., Trends Molec. Med. 2002, 8, S32-S37).

Funkei kindz CDK je fosforylovat a tim aktivovat nebo desaktivovat urcité proteiny,
v&etné naptiklad retinoblastomovych proteint, laminu, histonu H1 a slozek mitotického
vieténka. Katalyticky krok, zprostfedkovany kindzami CDK, zahrnuje reakci pfenosu
fosfatové skupiny z ATP na makromolekuldrni enzymovy substrét. Bylo nalezeno nékolik
skupin slouéenin (piehled napt.: Fischer, P.M., Curr. Opin. Drug Discovery Dev. 2001,4, 623-

634), majicich antiproliferativni vlastnosti v diisledku CDK-specifického ATP-antagonizmu.
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Na molekuldrn{ drovni zprosttedkovdni aktivity komplexu cdk/cyklin vyZaduje fadu
stimula¢nich a inhibi¢nich, fosforylagnich nebo defosforyla¢nich uddlosti. Fosforylace cdk
probihé ptisobenim skupiny cdk aktivujicich kindz (CAK) a/nebo kinéz jako jsou weel, Mytl
a Mik1. Defosforylace probihd pisobenim fosfatz, jako jsou cdc25(a & c), pp2a nebo KAP.
Aktivitu komplexu cdk/cyklin je ddle moZno regulovat dvéma rodinami endogennich
bunéénych proteinovych inhibitord: rodinou Kip/Cip nebo rodinou INK. Proteiny INK

specificky v&Zi cdk4 a cdk6. Protein p16™*

(rovnéZz zndmy jako MTS 1) je potencidlni nador
potladujici gen, ktery je mutovén nebo deletovan ve velkém mnoZstvi primérnich rakovin.
Rodina Kip/Cip obsahuje proteiny jako p21CPLWall o7KiPl 3 p575P2, Jak je zminéno vye,
p21 je indukovdn p53 a je schopen inaktivovat komplexy cdk2/cyklin(E/A) a
cdk4/cyklin(D1/D2/D3). Atypicky nizké Groven exprese p27 byla pozorovéna u rakoviny
prsu, tlustého stfeva a prostaty. Naproti tomu bylo zji$t€no, Ze nadmérna exprese cyklinu E v
solidnich nadorech koreluje se $patnou prognézou pacientl. Nadmérna exprese cyklinu D1 je

spojovana s karcinomy jicnu, prsu, skvaméznim karcinomem a nemalobunécnym

karcinomem plic.

Kli¢ové role kinaz cdk a jejich asociovanych proteind pfi koordinaci a fizeni
bun&ného cyklu v proliferujicich butikdch jsou zminény vySe. Byly rovnéz popsany nékteré
biochemické drihy, pii kterych cdk hraji kli€ovou roli. Vyvoj monoterapii pro 1ébu
proliferativnich poruch, jako jsou rakoviny, za pouZiti terapeutik, kterd jsou genericky cilena
na cdk, nebo na specifické cdk, je proto potencidlné velmi Zidouci. Inhibitory cdk by se
rovné& piipadné mohly pouZit i pro 1é¢bu jinych stavi, jako jsou mezi jinym virové infekee,
autoimunitni onemocné&n{ a neurodegenerativni onemocnéni. Terapeutické piipravky, cilené
na cdk, mohou také poskytovat klinické vyhody pfi 1é¢bé vySe uvedenych onemocnéni pfi
pouZiti v kombina&ni terapii, at’ jiZz s existujicimi nebo novymi terapeutickymi latkami.
Protirakovinové terapie, cilené na cdk, by ptipadné mohly byt vyhodng&jsi neZ mnoho
stavajicich protirakovinovych ldtek, protoZe by pfimo neinteragovaly s DNA a mély by proto

snizovat riziko vyvoje sekundarnich nddort.

Stale tedy existuje potieba nalézat nov terapeutické latky pro terapii humannich
onemocnéni. V souladu s uvedenym je proto velmi nutné vyvijet inhibitory proteinkindz jako

jsou CDK1, CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7, CDK8 a CDK9.



Souhrn vyndlezu

Existuje stdle potieba novych postupt a terapii pro poruchy, souvisejici s
proteinkindzami. RovnéZ existuje poteba sloucenin, pouZitelnych pfi terapii nebo prevenci
nebo zmirnén{ jednoho nebo vice symptoma rakoviny, odmitdni $té€pu a autoimunitnich
onemocnéni. Déle jsou Zadouci metody pro modulaci aktivity proteinkindz, jako jsou CDKI,
CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7, CDK8 a CDKO9, za pouZit{ zde poskytnutych sloucenin
podle vynélezu. V jednom z aspekti pfedloZeny vynalez poskytuje slouCeninu, kterou je
dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-

d]pyrimidin-6-karboxylové nésledujiciho vzorce:
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Podrobny popis vyndlezu
Ptedlozeny vynalez zahrnuje slou¢eninu dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-

piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové néasleduj iciho
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PtedloZeny vyndlez dale zahrnuje slougeninu dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové, majici

nésledujici vzorec:
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V jednom z provedeni predloZeny vynalez zahrnuje slou€eninu podle vynélezu pro

N
H

pouZiti v profylaxi nebo terapii chorobného stavu, jak je zde popsan.

V jiném provedeni predloZeny vyndlez zahrnuje pouZiti slouCeniny podle vynalezu pro
vyrobu lé¢iva, pficemz toto 1é&ivo je pro kterékoliv jedno nebo vice ze zde definovanych

pouZiti.

V jiném provedeni predloZeny vyndlez zahrnuje farmaceutickou kompozici, kterd

obsahuje slou¢eninu podle vyndlezu a farmaceuticky pfijatelny nosic.

V jiném provedeni piedloZeny vynélez zahrnuje farmaceutickou kompozici, kterd
obsahuje slougeninu podle vynalezu a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ ve forme vhodné pro
oralni podani.

Vyraz "farmaceuticky pfijatelny"” znamend molekuldrni entity a kompozice, které jsou
fyziologicky tolerovatelné a typicky pfi podani ¢lovéku nezpiisobuji alergickou nebo podobné
nezddouci reakci, jako je porucha trdvent, zdvraté a podobng. Vyraz "farmaceuticky
pfijatelny", jak je zde pouzit, s vyhodou znamend, Ze doty¢ny subjekt je schvalen kontrolni
agenturou federdln{ nebo stétn{ vlady, nebo je uveden v U.S. lékopisu nebo v jiném obecné

uzndvaném lékopisu pro pouZiti u zvitat, a zvIaste u cloveka.



1
(@)}

1
sece
ceve

.

eee
LN N X ]
-
[ EX X KR J

Vyraz "nosi¢" znamen4 fedidlo, adjuvans, excipient nebo vehikulum, se kterym je
slougenina poddvana. Takovymi farmaceutickymi nosi¢i mohou byt sterilni kapaliny, jako
voda a oleje, véetné olejl z ropy, Zivo¢isnych, rostlinnych nebo syntetickych olejd, jako jsou
ara$idovy olej, séjovy olej, minerdlni olej, sezamovy olej a podobné. Jako nosice, zvlasteé pro
injekéni roztoky, je s vyhodou pouZzivdna voda nebo vodné fyziologické roztoky a vodné
roztoky dextrosy a glycerolu. Vhodné farmaceutické nosice jsou popsany E. W. Martinem v
publikaci "Remington's Pharmaceutical Sciences".

Vyraz "terapeuticky G&inné mnoZstvi", jak je zde pouZit, znamend mnoZstvi, které
postaduje ke sniZenf o pfinejmensim 15 procent, s vyhodou o pfinejmenSim 50 procent, jeste
vyhodngji o pfinejmensim 90 procent, a nejvyhodnéji k prevenci, klinicky vyznamného
deficitu v aktivit&, funkci a odpovédi pacienta. Alternativné terapeuticky G¢inné mnoZstvi
znamend mnoZstvi, které postacuje k tomu, aby u pacienta vyvolalo zlepSen{ klinicky

vyznamného stavu nebo symptomu.

Vyraz "¢inidlo" znamen4 vSechny materialy, které je moZno pouZit k piipravé
farmaceutickych a diagnostickych kompozic, nebo to mohou byt slou¢eniny, nukleové
kyseliny, polypeptidy, fragmenty, izoformy, varianty nebo jiné materidly, které¢ mohou byt

nezdvisle pouZity pro takové icely, viechny v souladu s pfedloZenym vynélezem.

Vyraz "analog", jak je zde pouZit, znamend malou organickou slouceninu, nukleotid,
protein nebo polypeptid s podobnou nebo identickou aktivitou nebo funkei(funkcemi) jako
slou¢enina, nukleotid, protein nebo polypeptid nebo sloudenina podle pfedloZeného vynalezu,
kterd ma Z4adanou aktivitu a terapeuticky di¢inek (napfiklad inhibici riistu nadoru), avSak
nemusi nutné obsahovat sekvenci nebo strukturu, ktera je podobnd nebo identicka jako

sekvence nebo struktura preferovaného provedeni.

Vyraz "derivat" znamend bud’to slougeninu, protein nebo polypeptid, ktery obsahuje
aminokyselinovou sekvenci mate¢ného proteinu nebo polypeptidu, ktery byl zménén
zavedenim nahradnich aminokyselinovych zbytkd, deleci nebo pfidavky, nebo znamend
nukleovou kyselinu nebo nukleotid, ktery byl modifikovan bud’to zavedenim néhradnich
nukleotidd nebo deleci, piidavky nebo mutacemi. Derivéty nukleové kyseliny, nukleotidu,

proteinu nebo polypeptidu maji podobnou nebo identickou funkei jako mate¢ny polypeptid.
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Predlozeny vynalez zahrnuje viechny farmaceuticky pfijatelné izotopicky znacené
slougeniny podle vynilezu, ve kterych jeden nebo vice atomi je nahrazeno atomy o stejném
atomovém &isle, aviak o atomové hmoté nebo hmotovém &isle jiném neZ je atomova hmota

nebo hmotové &islo, obvykle se ptirozené vyskytujic.

Piiklady izotopt, které jsou vhodné pro inkorporaci do slou¢enin podle vynélezu,
zahrnuji izotopy vodiku, jako jsou ’H a *H, uhliku jako jsou e, B a "¢, chiloru jako je ¢,
fluoru jako jelgF, jodu jako jsou 1231 2 "I, dusiku jako jsou PN a "N, kysliku jako jsou 10,

170 a 'O, fosforu jako je 32p, a siry jako je 8.

Uréité izotopicky znacené sloudeniny, napiiklad takové, které maji inkorporovany
radioaktivni izotop, jsou uZite¢né pro studium distribuce 1éku a/nebo substritové tkane.
Radioaktivni izotopy tritium, t.]. 3H, a 14-uhlik, t.j. *C, jsou pro tento tGéel obzvlasté vhodné,
nebot’ je 1ze snadno inkorporovat i detekovat.

Substituce t&z8imi izotopy, jako je deuterium, t.j. ’H, miZe piinést i urdité terapeutické
vyhody, plynouci z v&t$i metabolické stability, napiiklad del3{ in vivo polo€as nebo niZsi

nutné ddvkovani, a tudiz miZe byt za n¢kterych okolnosti preferovéna.

Substituce izotopy, které emituji pozitrony, jako jsou e, B, 50 a *N, miize byt
vvhodn4 pii studiich pomoci pozitronové emisni tomografie (PET), pouZité pfi studiu
y P p p g p p

obsazeni receptoru substratu.

Izotopicky znadené slouceniny podle pfedloZzeného vyndlezu se obecné mohou
piipravit obvyklymi postupy, které jsou odbornikiim v oboru znamy, nebo postupy, které jsou
analogické postupiim, popsanym v doprovézejicich ptikladech a pfipravach, za pouZit{

pifslusnych izotopicky znagenych reaktantl misto diive pouZitych reaktantl neznacenych.
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Biologicka aktivita

Zde popsané slougeniny jsou inhibitory cyklin-dependentnich kindz. Tak napiiklad
sloudenina podle vyndlezu je inhibitorem cyklin-dependentnich kindz, a zvlaste cyklin-
dependentnich kindz, zvolenych z CDK 1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDK6 a CDK9, a
vyhodnéji zvolenych z CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDKS a CDK9.

Zde popsané sloudeniny jsou rovn&Zz aktivni vici glykogen syntéze kinaze-3 (GSK-3).
ProtoZe jsou aktivni pii modulaci nebo inhibici CDK a glykogen syntazy kinazy, da se
oéekavat, Ze se budou moci pouZit pro ziskan{ prostiedkii pro zastaveni nebo znovuziskani
kontroly bunééného cyklu v abnormaln¢ se délicich butikédch. Predpokldda se proto, Ze tyto
slougeniny budou uZite¢né pfi terapii nebo prevenci proliferativnich poruch, jako jsou
rakoviny. RovnéZ se predpokldda, Ze tyto slouceniny budou uZiteCné pfi terapii chorobnych
stavi, jako jsou virové infekce, diabetes typu II nebo non-inzulindependentni diabetes
mellitus, autoimunitn{ onemocnéni, traumata hlavy, mrtvice, epilepsie, neurodegenerativni
onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, onemocnéni motorickych neuroni, progresivni
supranuklerni obrna, kortikobazélni degenerace a Pickova nemoc, napfiklad autoimunitni

onemocnéni a neurodegenerativni onemocnéni.

Jedna podskupina onemocnén{ a chorobnych stavi, u které se pfedpoklada, Ze
slougeniny budou pouZitelné, zahrnuje virové infekce, autoimunitni onemocnéni a

neurodegenerativn{ onemocnéni.

Kinazy CDK hrajf roli v regulaci bun&éného cyklu, apoptozy, transkripce, diferenciace
a funkce CNS. Inhibitory CDK by mohly byt pouZitelné pfi terapii onemocnéni, u kterych
existuje porucha proliferace, apoptozy nebo diferenciace, jako je rakovina. Konkrétn¢ nadory
RB-+ve mohou byt viii inhibitorim CDK zvlasté citlivé. To zahrnuje nadory, nesouci mutace
v ras, Raf, receptorech riistového faktoru, nebo nadmérnou expresi receptort ristového
faktoru. Citlivost mohou déle vykazovat i nadory s hypermethylovanymi promotérovymi
oblastmi CDK, jakoZ i nadory s nadmé&rmou expresi cyklinovych partnert cyklin-

dependentnich kindz. Vi¢i inhibitorim CDK mohou byt citlivé rovnéZ nddory RB-ve.

P¥iklady rakovin, které mohou byt inhibovany, zahrnuji, aniz by vycet byl omezujici,

karcinomy, napitklad karcinom mocového méchyfte, prsu, tlustého stieva (naptiklad



kolorektdln{ karcinomy, jako je adenokarcinom tlustého stfeva a adenom tlustého stfeva),
karcinom ledvin, epidermalni karcinom, karcinom jater, plic, naptiklad adenokarcinom,
malobun&ny plicni karcinom a nemalobun&ény plicni karcinom, karcinom jicnu, Zluéniku,
vajeéniki, pankreatu, napiiklad exokrinnf karcinom pankreatu, karcinom Zaludku, hrdla
délozniho, $titné Zl4zy, nosu, hlavy a krku, karcinom prostaty nebo karcinom kiZe, naptiklad
karcinom skvaméznich bunék; hematopoeticky nador lymfoidni linie, naptiklad leukémie,
akutni lymfocytarni leukémie, chronickd lymfocytérni leukémie, lymfom B-bungk (jako je
difuzni B-velkobun&ény lymfom), lymfom T-bun&k, mnohoéetny lymfom, Hodgkiniv
lymfom, ne-Hodgkintiv lymfom, vlasatobuné&ny lymfom nebo Burkettv lymfom;
hematopoeticky nador myeloidnf linie, naptiklad akutni a chronickd myelogenni leukémie,
myelodysplasticky syndrom nebo promyelocytarn{ leukémie; folikularn{ karcinom Stitné
?14zy; nadory mezenchymadlniho piivodu, napiiklad fibrosarkom nebo habdomyosarkom;
nddory centralni nebo periferni nervové soustavy, napiiklad astrocytom, neuroblastom, gliom
nebo schwannom; melanom; seminom; teratokarcinom; osteosarkom; xeroderma

pigmentosum; keratoakantom; folikularn{ karcinom Stitn€ zldzy; nebo Kaposiho sarkom.

Rakoviny mohou byt takové, které jsou citlivé viigi inhibici jedné nebo vice cyklin-
dependentnich kindz, zvolenychi z CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDKS5 a CDKG6, napiiklad
jedné nebo vice kindz CDK, zvolenych z CDK1, CDK2, CDK4 a CDKS5, naptiklad CDKl1
a/nebo CDK2. Zda konkrétni rakovina je nebo neni citlivd viiéi inhibitoru cyklin-dependentni
kindzy, je moZno uréit za pouZiti testu ristu bunék, jak je popsén niZe v pfikladech, nebo

metodou v oddilu "Diagnostické metody".

Je znamo, ¥e CDK rovné? hraji roli v apoptdze, proliferaci, diferenciaci a transkripci,
a proto inhibitory CDK by mohly byt rovnéZ pouZitelné pfi terapii nerakovinovych
onemocnéni, jako jsou: virové infekce, napiiklad herpeticky virus, virus nestovic, Epsteintv-
Barrav virus, virus Sindbis, adenovirus, HIV, HPV, HCV a HCMV; vyvoj AIDS u HIV-
infikovanych jedincti (prevence); chronické zdnétlivd onemocnéni jako je napiiklad
systémicky lupus erythematosus, autoimunitni glomerulonefritida, revmatick4 artritida,
lupénka, zanétlivé onemocnéni stfeva a autoimunitni diabetes mellitus; kardiovaskuldrni
onemocnéni jako jsou napifklad srden{ hypertrofie, restendza, ateroskleroza;
neurodegenerativni poruchy jako jsou napiiklad Alzheimerova choroba, demence spojend s

AIDS, Parkinsonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza, retinitis pigmentosa, spindini
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svalova atrofie a cerebeldrni degenerace; glomerulonefritida; myelodysplastické syndromy,
ischemické poskozeni souvisejici s infarkty myokardu, mrtvice a reperfuzni poskozeni,
arytmie, ateroskler6za, jaterni onemocnéni zplisobend toxiny nebo alkoholem, hematologicka
onemocnéni, napiiklad chronickd anémie a aplastickd anémie; degenerativni onemocnéni
muskuloskeletdlniho systému jako naptiklad osteoporéza a artritida, aspirin-senzitivni
rinosinusitida, cystickd fibroza, roztrouden skler6za, onemocnéni ledvin, oéni onemocnéni

véetné st4Fim podminéné makularni degenerace, uveitida a rakovinové bolesti.

Bylo rovné? zji§téno, Ze nékteré inhibitory cyklin-dependentnich kinaz je moZno
pouZivat v kombinaci s jinymi protirakovinovymi latkami. Tak napiiklad flavopiridol, ktery je
inhibitorem cyklin-dependentni kindzy, se pouZivé s jinymi protirakovinovymi latkami v
kombinaéni terapii.

U ptedmétnych farmaceutickych kompozic, pouZiti nebo metod terapie onemocnéni nebo
chorobného stavu, zahrnujictho abnormélni rist bunék, timto onemocnénim nebo chorobnym

stavem zahrnujicfm abnormaln{ riist bun&k, je v jednom z provedeni rakovina.

Jedna skupina rakovin zahrnuje huménni rakoviny prsu (naptiklad primérni nadory
prsu, node-negativni rakovinu prsu, invazivni duktdlni adenokarcinomy prsu, non-
endometrioidni rakoviny prsu); a lymfomy z pla$tovych bun¢k. Vedle toho jsou dal$imi
rakovinami kolorektélni a endometridln{ rakoviny.

Jin4 podskupina rakovin zahrnuje hematopoetické nadory lymfoidni linie, naptiklad
leukémii, chronickou lymfocytarni leukémii, lymfom pla$tovych bun€k a lymfom B-bun¢k
(jako je difuzn{ B-velkobunéény lymfom).

Jednou konkrétn{ rakovinou je chronickd lymfocytdrni leukémie.

Jinou konkrétni rakovinou je lymfom pld§tovych bunek.

Jinou konkrétni rakovinou je difuzni B-velkobuné¢ny lymfom.
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Jina podskupina rakovin zahrnuje rakovinu prsu, rakovinu vaje¢nikd, rakovinu
tlustého stieva, rakovinu prostaty, rakovinu jicnu, skvamozni rakovinu a nemalobunéfné

karcinomy plic.

Jin4 podskupina rakovin zahrnuje rakovinu prsu, rakovinu pankreatu, kolorektalni

rakovinu, rakovinu plic a melanom.

Dals{ podskupina rakovin, tedy rakovin u kterych slougeniny s inhibi¢ni aktivitou vigi
CDK4 mohou zv143té poskytnout terapeuticky benefit, zahrnuje retinoblastomy, malobunééné
karcinomy plic, nemalobunééné karcinomy plic, sarkomy, gliomy, rakoviny pankreatu, hlavy,

krku a prsu, a lymfomy plastovych bunék.

Dal3{ podskupina rakovin, u kterych slou¢eniny s inhibi¢ni aktivitou vici CDK4
mohou zvl14§té poskytnout terapeuticky benefit, zahrnuje malobuné¢nou rakovinu plic,
nemalobun&nou rakovinu plic, rakovinu pankreatu, rakovinu prsu, glioblastoma multiforme,
T-bunéénou ALL a lymfom plastovych bunék. Dal3{ podskupina rakovin, u kterych by
terapie sloueninami podle vynélezu mohla byt uZite¢nd, zahrnuje sarkomy, leukémie,

gliomy, familiarni melanomy a melanomy.

Diagnostické metody

Pted podanim slouceniny podle vynilezu je nutno provéfit, zda onemocnéni nebo
chorobny stav, kterym pacient trpi nebo miiZe trpét, je takové povahy, Ze bude reagovat na
terapii slou¢eninou, kterd je aktivni vii¢i cyklin-dependentnim kindzdm. Tak napiiklad
biologicky vzorek, odebrany pacientovi, se miiZe podrobit analyze, aby se zjistilo zda
chorobny stav nebo onemocnéni jako je rakovina, kterym pacient trpi nebo muZe trpét, je
charakterizovéino genetickou abnormalitou nebo abnormdlni expresi proteinil, vedouci k
nadmérné aktivaci CDK nebo k senzitizaci drdhy k normalni aktivit¢ CDK. Piiklady takovych
abnormalit, které vedou k aktivaci nebo senzitizaci signdlu CDK2, zahrnuji upregulaci
cyklinu E, (Harwell R.M., Mull B.B., Porter D.C., Keyomarsi K.; J. Biol. Chem. 2004, Mar
26:279(13): 12695-705), nebo ztrdtu p21 nebo p27, nebo piitomnost variant CDC4
(Rajagopalan H., Jallepalli P.V., Rago C., Velculescu V.E., Kinzler K.W., Vogelstein B.,
Lengauer C.; Nature 2004 Mar 4; 428 (6978):77-81). Nédory s mutanty CDC4 nebo

upregulaci, zv1asté nadm&rnou expresi, cyklinu E, nebo ztrdtou p21 nebo p27, mohou byt viici
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inhibitorim CDK zv143t& citlivé. Vyraz upregulace zahrnuje zvySenou expresi nebo
nadmé&rnou expresi, véetné genové amplifikace (t.j. mnohondsobnych kopii genu) a zvysené

exprese transkripénim efektem, a hyperaktivitu a aktivaci, v€etn¢ aktivace mutacemi.

U pacienta tedy miZe byt proveden diagnosticky test, detekujici marker, ktery je
charakteristicky pro upregulaci cyklinu E, nebo ztrétu p21 nebo p27, nebo pritomnost variant
CDC4. Vyraz diagnéza zahrnuje screening. Markerem rozumime genetické markery,
naptiklad méfeni slozeni DNA pro identifikaci mutaci CDC4. Vyraz marker rovnéZ zahrnuje
markery, které jsou charakteristické pro upregulaci cyklinu E, a zahrnuji enzymovou aktivitu,
hladiny enzymu, stav enzymu (napiiklad zda je nebo nenf fosforylovdn) a hladiny mRNA
zmin&nych proteinti. Nadory s upregulaci cyklinu E, nebo ztrdtou p21 nebo p27 mohou byt
zvl143té citlivé vadi inhibitorim CDK. Screening nddort muZe byt pred aplikaci zameten
zv145t& na upregulaci cyklinu E nebo na ztrdtu p21 nebo p27. Pacient tedy miZe byt podroben
diagnostickému testu, detekujicimu marker, ktery je charakteristicky pro upregulaci cyklinu E

nebo pro ztratu p21 nebo p27.

Diagnostické testy jsou typicky provadény na biologickém vzorku, zvoleném ze
vzorki biopsie nadoru, ze vzorkt krve (izolace a obohaceni uvolnénych nédorovych bunek),
ze stolice, ze sputa, z analyzy chromosomd, pleuralni tekutiny, peritonedlnf tekutiny nebo

modi.

Bylo nalezeno (Rajagopalan a spol., Nature, 2004 Mar 4; 428 (6978): 77-81), Ze u
huméannich kolorektédlnich rakovin a endometridlnich rakovin existujf mutace v CDC4 (rovné€z
znamé jako Fbw7 nebo Archipelago) (Spruck a spol., Cancer Res. 2002,Aug 15; 62 (16):
4535-9). Identifikace existence mutace CDC4 miiZze znamenat, Ze pro pacienta by byla zvlasté
vhodn4 terapie poddnim inhibitoru CDK. Nédory se pted terapii mohou s vyhodou testovat na
piitomnost variant CDC4. Screening bude typicky zahrnovat ptimé sekvenovani, microarray

mikro&ipovou analyzu oligonukleotidl nebo specifickou protilatku pro mutanta.

Metody identifikace a analyzy mutaci a upregulace proteini jsou odbornikovi v oboru
dobie znamy. Metody screeningu by mohly zahrnovat, aniZ by vycet byl omezujici,
standardni metody, jako je reverzné transkripéni polymerazova fetézovd reakce (RT-PCR)

nebo in-situ hybridizace.
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Pti screeningu za pouziti RT-PCR se tdroveit mRNA v nddoru uréi vytvofenim cDNA
kopie mRNA a naslednou amplifikaci cDNA za pouZiti PCR. Metody amplifikace PCR i
volba primert a amplifikaénich podminek jsou odbornikovi v oboru zndmy. Manipulace s
nukleovymi kyselinami a PCR se provadgjf standardnimi metodami, jak jsou napiiklad
popséany v publikacich Ausubel, F.M. a spol., edit. Current Protocols in Molecular Biology,
2004, John Wiley & Sons Inc., nebo Innis, M.A. a spol., edit. PCR Protocols: a guide to
methods and applications, 1990, Academic Press, San Diego. Reakce a manipulace, zahrnujici
techniky prace s nukleovymi kyselinami, jsou popsany také v publikaci Sambrook a spol.,
2001, 3. vyd., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Alternativng Ize pouZit komer&né dostupnou soupravu pro RT-PCR (napfiklad Roche
Molecular Biochemicals), nebo pouZit metodologii, popsanou v U.S patentovych spisech
4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659, 5,272,057, 5,882,864 a 6,218,529, na které se

zde odkazujeme.

Pifkladem in situ hybridiza¢ni techniky pro hodnoceni exprese mRNA by byla
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) (viz Angerer, 1987 Meth. Enzymol., 152: 649). In
situ hybridizace obecné zahrnuje nésledujici hlavni kroky: (1) fixaci analyzované tkang;

(2) ptedhybridizagni o3etfeni vzorku, aby se zvySila pfistupnost cilové nukleové kyseliny a
snizily se nespecifické vazby; (3) hybridizaci smési nukleovych kyselin na nukleovou
kyselinu v biologické struktufe tkdng; (4) post-hybridizaéni promyvéni, aby se odstranily
fragmenty nukleovych kyselin, které nejsou v hybridizaci vazény, a (5) detekei
hybridizovanych fragmentii nukleové kyseliny. Sondy, pouZité v takovych aplikacich jsou
typicky znacené, napiiklad radioizotopy nebo fluorochromy. Preferované sondy jsou
dostate&n dlouhé, naptiklad od piiblizné 50, 100 nebo 200 nukleotidd do piiblizné 1 000
nebo vice nukleotidil, aby se umoznila specifickd hybridizace s cilovou nukleovou kyselinou
nebo kyselinami za striktnich podminek. Standardni metody provadéni FISH jsou popsany v
publikacich Ausubel, F.M. a spol., edit., Current Protocols in Molecular Biology, 2004, John
Wiley & Sons Inc, a v publikaci "Fluorescence In Situ Hybridization: Technical Overview",
John M. S. Bartlett v Molecular Diagnosis of Cancer, Methods and Protocols, 2. vyd.; [SBN:
1-59259-760-2; March 2004, str. 077-088; Series: Methods in Molecular Medicine.

Alternativné se proteinové produkty, exprimované z mRNA, mohou testovat

imunohistochemif vzork® nddorti, imunoanalyzou na pevné fazi na mikrotitraénich
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desti¢kach, Western blotovanim, dvojrozmérnou elektroforézou na polyakrylamidovém gelu s
SDS, metodou ELISA, prittokovou cytometrif i jinymi metodami, které jsou v oboru znamy
pro detekci specifickych proteintl. Detekéni metody by zahrnovaly pouZiti mistné
specifickych protilatek. Odbornikovi bude ziejmé, Ze viechny takové dobfe zndmé techniky
pro detekci upregulace cyklinu E, nebo ztréty p21 nebo p27, nebo pro detekcei variant CDC4,
by se v tomto ptipadé mohly aplikovat.

Viechny tyto techniky by se tedy mohly pouZit pro identifikaci nadord, kter€ jsou

zv14§té vhodné pro terapii podle predloZeného vyndlezu.

Nédory s mutanty CDC4 nebo s upregulaci, zvlasté s nadmérnou expresi, cyklinu E,
nebo ztratou p21 nebo p27, mohou byt viéi inhibitorim CDK zv1a3t€ citlivé. U nédort je pred
1é&bou moZno s vyhodou provadét screening na upregulaci, zvlasté na nadmérnou expresi,
cyklinu E (Harwell R.M., Mull B.B., Porter D.C., Keyomarsi K.; J. Biol. Chem. 2004 Mar 26;
279(13): 12695-705) nebo na ztrdtu p21 nebo p27, nebo na varianty CDC4 (Rajagopalan H.,
Jallepalli P.V., Rago C., Velculescu V.E., Kinzler K.W., Vogelstein B., Lengauer C.; Nature
2004 Mar 4; 428(6978): 77-81).

Pacienti s lymfomem z plastovych bun¢k (MCL) by mohli byt vybirani pro terapii
slou¢eninou podle vyndlezu za pouZiti zde zminénych diagnostickych testl. MCL je vyrazna
klinickopatologick4 entita non-Hodgkinova lymfomu, ktera je charakterizovéna proliferaci
malych aZ stfedné velkych lymfocyti s koexpresi CD5 a CD20, s agresivnim a
nevylétitelnym klinickym prib&hem a &asto s translokacf t(11;14)(q13;q32). Nadmérnd
exprese mRNA cyklinu D1, nalezen v lymfomu z plastovych bunék (MCL), je kritickym
diagnostickym markerem. Yatabe a spol. (Blood 2000 Apr 1; 95(7): 2253-61) predpokladajt,
7e test na cyklin D1 by mél byt zahrnut do standardnich kriterif pro MCL, a Ze na bazi téchto
novych kriterii by se méla zkoumat netradiéni terapie tohoto nevylé€itelného onemocnéni.
Jones a spol. (J. Mol. Diagn. 2004 May; 6(2): 84-9) pro usnadnéni diagnézy lymfomu z
plastovych bunék (MCL) vyvinuli pro expresi cyklinu D1 (CCND1) kvantitativni reverzné
transkripéni PCR test v redlném ¢ase. Howe a spol. (Clin. Chem. 2004 Jan; 50(1): 80-7)
pouZili kvantitativn{ RT-PCR v redlném &ase pro vyhodnoceni exprese mRNA cyklinu D1 a
nalezli, Ze kvantitativa RT-PCR pro mRNA cyklinu D1, normalizovand na mRNA CD19, je

mozno pouZit pii diagnéze MCL v krvi, v kostn{ dfeni a v tkdni. Alternativné se za pouZiti
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vy$e zminénych diagnostickych testi mohou pro terapii inhibitorem CDK vybirat pacienti s
rakovinou prsu. Nadorové buiiky obvykle nadmérn€ exprimujf cyklin E a u rakoviny prsu
byla nadm&rmé exprese cyklinu E zji§téna (Harwell a spol., Cancer Res., 2000, 60, 481-489).

Rakovinu prsu je tedy mozno 1é¢it zv1aste inhibitory CDK, jak jsou vynélezem poskytnuty.

Vedle toho je moZno rakovinu analyzovat na ztratu funkce INK4a a RB ana

nadmé&rnou expresi cyklinu D1 nebo CDK4 nebo mutaci CDK4. Ztrita RB a mutace,

INK4 INK4
6 Kda 6 a

inaktivujici funkci pl , nebo hypermethylace pl se objevuji u mnoha typl nadori.
Inaktivace Rb je u 100 % retinoblastomii a u 90 % malobunénych plicnich karcinomd.
Cyklin D1 je amplifikovan u 40 % rakovin hlavy a krku, nadmérné exprimovén u 50 %
rakovin prsu a u 90% lymfomi z plastovych bunek. Delece p16 je u 60 % nemalobunéénych
plicnich karcinomi a u 40 % rakovin pankreatu. Amplifikace CDK4 je u 20 % sarkomi a u

10 % gliomit. Udalosti, které vedou k inaktivaci RB nebo p16™**

v dasledku mutace, delece
nebo epigenetického utlumen, nebo vedou k nadmérné expresi cyklinu D1 nebo Cdk4, je
mozno identifikovat za pouZiti zde popsanych technik. Nadory s upregulact, zv1asté s
nadmérnou expresi cyklinu D nebo CDK4, nebo se ztritou INK4a nebo RB, mohou byt vici
inhibitorim CDK zvl4sté citlivé. U pacientl se tedy miZe provadét diagnosticky test na
marker, ktery je charakteristicky pro nadmérnou expresi cyklinu D nebo CDK4 nebo pro
ztratu INK4a nebo RB.

K rakovinam, u kterych dochazi ke ztraté funkce INK4a a RB a k nadmérné expresi
cyklinu D1 nebo CDK4, patfi malobun&&n4 rakovina plic, nemalobunécna rakovina plic,
rakovina pankreatu, rakovina prsu, glioblastoma multiforme, T-bunécna ALL a lymfom
pldstovych bunék. Proto pacienti s malobunéénou rakovinou plic, nemalobunéénou rakovinou
plic, rakovinou pankreatu, rakovinou prsu, s glioblastoma multiforme, s T-bunécnou ALL as
lymfomem pl4stovych bun¢k mohou byt vybirdni pro terapii inhibitorem CDK za pouZit{
vyse popsanych diagnostickych testil, a zvlasté mohou byt lé€eni inhibitorem CDK, jak je

poskytnut v tomto vynalezu.

Pacienty se specifickymi rakovinami, zpasobenymi aberacemi v signdlni draze
D-Cyklin-CDK4/6-INK4-Rb, by bylo moZno najit za pouZiti zde popsanych technik, a potom
je lg&it inhibitorem CDK4, jak je zde poskytnut. Mezi piiklady abnormalit, které aktivuji nebo

senzitizuji nddory viéi signdlu CDK4, patii aktivace receptoru napiiklad Her-2/Neu u



rakoviny prsu, mutace ras napifklad u rakoviny pankreatu, kolorektalni rakoviny nebo
rakoviny plic, mutace raf napiiklad u melanomu, mutace p16 napiiklad u melanomu, delece
p16 naptiklad u rakoviny plic, methylace p16 napiiklad u rakoviny plic, nebo nadmérna
exprese cyklinu D napiiklad u rakoviny plic. Pacient by se tedy pro terapii slou¢eninou podle
vynédlezu mohl vybirat podle zde popsanych diagnostickych testd, které identifikuji upregulaci
drahy D-Cyklin-CDK4/6-INK4-Rb, zptisobenou napiiklad nadmérnou expresi cyklinu D,
mutaci CDK4, mutaci nebo deleci pRb, deleci p16-INK4, mutaci, delecf nebo methylaci p16,
nebo upstream aktivaénimi udalostmi CDK4/6 kindzy, napiiklad mutacemi Ras nebo
mutacemi Raf nebo hyperaktivnimi nebo nadmérné exprimovanymi receptory jako

Her-2 /Neu.

Slouéenina podle piedlozeného vynalezu je zvlasté vyhodna v tom, Ze je selektivnim
inhibitorem CDK4oproti jinym cyklin-dependentnim kindzam. Spis PCT/US2007/069595
genericky popisuje slougeniny tohoto typu, avSak sloucenina podle nyni predloZeného
vynalezu vykazuje zvy3enou Géinnost a selektivitu vii¢i CDK4 oproti jinym cyklin-

dependentnim kindzdm. To je vyhodné pfi vyvoji l€€iva, vhodného pro pouZiti jako inhibitor

CDKA4.

Konkrétngji, a s ohledem na generickou aplikaci, nsledujici slou€eniny (ze spisu

PCT/US2007/069595) v tabulce 3 jsou chemotypem, ktery je podle souCasného stavu

svv e

TABULKA 3 (soucasny stav techniky)

Sloudenina Priklad éislo

NI/\tEwO 200
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Nisledujici tabulka 4 ukazuje inhibici vi¢i relevantnim cilim slou¢enin podle

soudasného stavu techniky v porovnani se sloueninami podle pfedloZeného vynalezu.

TABULKA 4
Sloucenina ¢islo IC50 (uM) Selektivita
200 (soucasny stav) CDK4: 0,005
CDK1:>1,6
CDK2:>14
201(soucasny stav) CDK4: 0,11
CDK1: 7,5
CDK2: 10,3
202 (soucasny stav) CDK4: 2,5
CDKI1: >15
CDK2: >15
74, ptedloZeny vynalez CDK4: 0,01 vy$8i nez 11 000 nasobna
CDKI1: 113 selektivni vici CDK4

CDK2: 76
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Slou¢enina ¢islo IC50 (uM) Selektivita

*63, predloZeny vyndlez CDK4: 0,008
CDKI1: >15
CDK2: >15

*26, ptedloZeny vynilez CDK4: 0,026
CDK1: >15
CDK2: >15

*referenéni pfiklad

Vyborn4 selektivita slou¢eniny podle pfedloZeného vyndlezu oproti jinym ¢lenim
rodiny CDK a jinym kindzdm znamend, Ze ve srovndni s jinymi slouceninami o nizsi
selektivit® by slou¢enina podle vynalezu méla snizené vedlejsi aktivity, a proto by riziko jeji
nepredvidatelné toxicity v buikdch bylo mensi. Jestlize porovndme vysledky analyzy
bun&ného cyklu, provedené se slou¢eninou podle pfedloZeného vyndlezu a napfiklad se
slou¢eninou 200 podle soucasného stavu techniky, je zfejmé, Ze zatimco sloucenina podle
vyndlezu udrzuje vyhradng zastaveni v G1-fazi dokonce i v koncentracich 10 uM, sloucenina
200 potiné vyvolavat bloky G2/M féze pfi koncentracich 1 a 10 uM, coZ je odrazem jejich
necilovych aktivit v koncentracich vy$§ich nez 1uM. Navic, inhibi¢n{ d€inky inhibitoru CDK4
jsou absolutné zdvislé na piitomnosti retinoblastomového proteinu (pRb). Aktivity
uvazovanych inhibitord CDK4 v pRb-negativnich buiikdch naznacuji, Ze tyto slouCeniny maji
necilové a ne tak selektivn{ aktivity. V porovnéni se slouc¢eninou podle pfedloZzeného
vyndlezu, kterd je inertn{ v pRb-negativnich buiikdch, sloucenina 200 skute¢n€ inhibuje
bunéénou proliferaci pRb-negativnich bungk pii vysokych koncentracich, coZ ilustruje jeji

necilové aktivity.

Dile bylo nalezeno, Ze zatimco aktivita CDK4 nenf pro normélni proliferaci
fibroblastovych bunék nutnd, inhibice CDKI1 je povaZovéna za nezadouci efekt. Ocekavd se,
7e na rozdil od slougenin podle stavajiciho stavu techniky budou mit slouceniny podle
vynalezu niZi{ cytotoxicitu pfi poddvdni zvifatim. Slou¢enina podle vyndlezu je proto lepsi
inhibitor CDK4 v porovnén{ s inhibitory se stejnymi skelety o stejné i¢innosti K4, aviak o
niz&i selektivité viigi CDK nebo jinym kindzdm, protoze tato sloucenina by méla mit vyssi

terapeuticky index neZ sloudeniny méné selektivni.



Testy
Inhibici proteinkindzové aktivity slou¢eninou podle vynalezu je moZno méfit za
pouziti mnoha testd, které jsou v oboru k dispozici. Pfiklady takovych testl jsou popsdny niZe

v ptikladech provedeni.

Farmaceutické kompozice

Vyraz "G¢inné mnoZstvi" slouceniny je mnoZstvi, které je nezbytné nebo postacujici
pro terapii nebo prevenci poruchy, souvisejici s proteinkindzou, naptiklad pro prevenci
riiznych morfologickych a somatickych symptomi poruchy, souvisejici s proteinkinazou,
a/nebo onemocnéni nebo chorobného stavu, ktery je zde popséan. Tak napfiklad, G¢innym
mnozstvim slou¢eniny podle vyndlezu je mnoZstvi, které je postacujici pro 1é¢bu jedince,
trpiciho poruchou souvisejici s proteinkinézou. Utinné mnoZstvi miZe byt riizné v zavislosti
na takovych faktorech, jako je velikost a hmotnost jedince, na typu onemocnéni nebo na
konkrétni pouZité sloudening podle vyndlezu. Tak napiiklad volba slouceniny podle vynélezu
muize ovlivnit to, conazyvéne "Gé¢innym mnoZstvim". Odbornik v oboru by byl schopen
studovat zde uvedené faktory a bez velkého experimentovani stanovit G¢inné mnoZstvi
slouCenin podle vynalezu.

Ucinné mnoZstvi miize byt ovliviiovdno reZimem poddvéni. Slouceninu podle
vynélezu je mozno poddvat jedinci bud’ pfed zacdtkem poruchy souvisejici s proteinkinézou,
nebo po ném. Déle, miiZe se poddvat nékolik délenych dévek nebo nekolik stiidavych davek,
denné nebo postupné, nebo lze davku poddvat kontinudlng infuzi, nebo ji Ize podat bolus
injekci. Dile, ddvky slougeniny(sloucenin) podle vyndlezu lze proporciondlné zvySovat nebo
snizovat podle poZzadavki terapeutické nebo profylakticke situace.

Slougeninu podle vynilezu je moZno pouZit pro terapii chorobnych stavi, poruch nebo
onemocnéni, jak jsou zde popsdny, nebo pro vyrobu farmaceutickych kompozic pro pouZiti
pii terapii téchto onemocnéni.

Vyraz "farmaceutickd kompozice" zahrnuje piipravky, vhodné pro podani saveum,
napiiklad ¢lovéku. KdyZ se sloueniny podle pfedloZeného vynélezu poddvaji jako léCiva
savci, napifklad ¢lovéku, mohou se poddvat jako takové nebo jako farmaceutickd kompozice,
obsahujici napiiklad 0,1 az 99,5 % (vyhodné&ji 0,5 az 90 %) aktivni slozky v kombinaci s
farmaceuticky ptijatelnym nosi¢em.

Vyraz "farmaceuticky pfijatelny nosi¢" je v oboru bézny vyraz a zahrnuje

farmaceuticky piijatelny materidl, kompozici nebo vehikulum, vhodné pro podévani sloucenin



podle piedlozeného vynalezu savciim. Takové nosice zahrnuji kapalné nebo pevné plnivo,
fedidlo, excipient, rozpou$tédlo nebo enkapsulacni materidl, ucastnici se pfenosu nebo
transportu predmétného ¢inidla z jednoho orgdnu nebo &asti t&la do jiného orgdnu nebo Cdsti
téla. Kazdy nosi¢ musi byt "pfijatelny" v tom smyslu, Ze je kompatibilni s ostatnimi sloZkami
formulace a ne$kodny pro pacienta. Nékterymi ptiklady materidlil, které mohou slouzit jako
farmaceuticky pfijatelné nosice, jsou ndsledujici latky: cukry jako je laktosa, glukosa a
sacharosa; $kroby jako je kukufi¢ny 3krob a bramborovy Skrob; celulosa a jeji derivaty jako je
sodna stl karboxymethylcelulosy, ethylcelulosa a acetat celulosy; praskovany tragant; slad;
Yelatina; mastek; excipienty jako je kakaové mdslo a ¢ipkové vosky; oleje jako je araSidovy
olej, bavinikovy olej, svétlicovy olej, sezamovy olej, olivovy olej, kukufi¢ny olej a s6jovy
olej; glykoly jako je propylenglykol; polyoly jako je glycerin, sorbitol, mannitol a
polyethylenglykol; estery jako je ethyloledt a ethyllaurat; agar; pufry jako je hydroxid
hofednaty a hydroxid hlinity; alginové kyselina; apyrogenni voda; isotonicky fyziologicky
roztok; Ringertiv roztok; ethylalkohol; roztoky fosftovych pufri; a jiné netoxické
kompatibilni latky, pouZivané ve farmaceutickych formulacich.

Kompozice mohou rovn&Z obsahovat smécedla, emulgétory a lubrikanty jako jsou
sodnd st laurylsulfatu a steardt hofe¢naty, jakoZ i barviva, rozvoliiovaci €inidla, potahova
&inidla, sladidla, ochucovadla a parfemacni latky, konzervanty a antioxidanty.

Ptiklady farmaceuticky pfijatelnych antioxidantl zahrnuji: ve vod€ rozpustné
antioxidanty, jako je kyselina askorbov4, cysteinhydrochlorid, bisulfat sodny, metabisulfit
sodny, sifi¢itan sodny a podobné&; v oleji rozpustné antioxidanty jako je askorbylpalmitat,
butylovany hydroxyanisol (BHA), butylovany hydroxytoluen (BHT), lecitin, propylgallat,
a-tokoferol, a podobné; a &inidla, chelatujici kovy, jako je kyselina citronovd, kyselina
ethylendiamintetraoctovd (EDTA), sorbitol, kyselina vinng, kyselina fosfore¢nd a podobné.

Formulace podle predloZeného vynélezu zahrnuji takové, které jsou vhodné pro orélni,
nasélni, topickou, bukalni, sublingvalni, rektdlnf, vagindln{ a/nebo parenteralni aplikaci. Tyto
formulace mohou byt s vyhodou v jednotkové davkové form& a mohou se pfipravit jakoukoliv
z metod, které jsou ve farmaceutické praxi dobfe zndmy. MnoZstvi aktivni sloZky, které lze
spojit s materidlem nosice aby se ziskala jednotkova dévkova forma, bude obecné takové
mnoZstvi sloudeniny, které vyvold terapeuticky efekt. Vedle sta procent se toto mnozstvi bude
pohybovat v rozmez{ od pfiblizné 1 procenta do pfiblizn¢ devadesati deviti procent aktivni
slozky, s vyhodou od pfiblizn& 5 procent do pfiblizn¢ 70 procent, nejvyhodnéji od pfiblizné

10 procent do piiblizné 30 procent.
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Metody piipravy t&chto formulaci nebo kompozic zahrnuji krok spojenti slouceniny
podle piedlozeného vynilezu s nosi¢em a popiipadé s jednou nebo vice pifsadami. Obecn€ se
formulace pfipravuji homogennim a dikladnym smichdnim slouCeniny podle predloZeného
vynilezu s kapalnymi nosi¢i nebo s jemnymi ¢asticemi pevného nosice, nebo s obéma, a
pokud je to nutné, s naslednym formovanim produktu.

Formulace podle vyndlezu, vhodné pro oralni aplikaci, mohou byt ve formé tobolek,
oplatek, pilulek, tablet, pastilek (za pouZiti ochucené bdze, obvykle sacharosy a arabské gumy
nebo tragantu), praski, granuli, nebo jako roztok nebo suspenze ve vodné nebo nevodné
kapaling, nebo jako emulze olej ve vodé nebo voda v oleji, nebo jako elixir nebo sirup, nebo
jako pastilky (s pouZitim inertni baze, jako je Zelatina a glycerin, nebo sacharosa a arabska
guma) a/nebo jako Gstni voda, a podobné, kde kazdé z forem jako aktivni sloZku obsahuje
dané mnoZstvi slou¢eniny podle piedloZzeného vynilezu. Slouceninu podle pfedloZeného
vynélezu je také mozno poddvat jako bolus, lektvar nebo pastu.

V pevnych ddvkovych formach podle vyndlezu pro ordlni podéni (tobolky, tablety,
pilulky, draZé, pra¥ky, granule, a podobn¢) se aktivni slozka smicha s jednim nebo vice
farmaceuticky piijatelnymi nosici, jako je citrdt sodny nebo hydrogenfosfore¢nan vapenaty
(dikalciumfosfat), a/nebo s kteroukoliv pifsadou z nésledujici mnoZiny, kterou tvofi: plnidla
nebo nastavovadla jako jsou $kroby, laktosa, sacharosa, glukosa, mannitol, a/nebo kyselina
kfemicité; pojiva jako jsou napiiklad karboxymethylcelulosa, algindty, Zelatina,
polyvinylpyrrolidon, sacharosa a/nebo arabskd guma; zvlh¢ovadla jako glycerol;
desintegraéni ¢inidla jako je agar-agar, uhli¢itan vapenaty, bramborovy nebo tapiokovy skrob,
alginov4 kyselina, jisté silikdty a uhli¢itan sodny; zpomalovace rozpoustén{ jako je parafin;
urychlovage absorpce jako jsou kvarterni amoniové slouceniny; smacedla jako naptiklad
cetylalkohol a glycerolmonosteardt; absorbenty jako kaolin a bentonitovy jil; lubrikanty jako
mastek, steardt vapenaty, steardt hofe¢naty, tuhé polyethylenglykoly, laurylsulfat sodny a
jejich smési; a barviva. V piipadé tobolek, tablet a pilulek mohou farmaceutické kompozice
obsahovat také pufry. Pevné kompozice podobného typu je téZ moZno pouZit jako ndplné v
mékkych i tvrdych Zelatinovych tobolkdch za pouZiti takovych excipientl jako jsou laktosa
nebo mlé&né cukry jakoZ i vysokomolekuldrni polyethylenglykoly a podobné.

Tablety se mohou pfipravovat lisovanim nebo formovénim, popfipadé s jednou nebo
vice provoznimi pfisadami. Lisované tablety se mohou piipravovat s pouZitim pojiva
(napiiklad Zelatiny nebo hydroxypropylmethylcelulosy), lubrikantu, inertniho fedidla,

konzervantu, rozvoliiovadla (napiiklad sodnd sl Skrobového glykoldtu nebo sodna siil
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zesitované karboxymethylcelulosy), povrchové aktivniho Cinidla nebo dispergentu.
Formované tablety je moZno pripravovat tvarovanim smési praSkované slouceniny, zvlhéené
inertnim kapalnym fedidlem za pouZiti vhodného zafizeni.

Tablety a jiné pevné ddvkové formy farmaceutickych kompozic podle predloZeného
vynalezu, jako jsou drazé, tobolky, pilulky a granule, se mohou poptipad¢ ryhovat nebo
piipravovat s potahy a plasti, jako jsou enterické a jiné potahy, které jsou odbornikiim v oboru
farmaceutického formulovan{ dobte zndmy. Mohou byt také formulovény tak, aby
poskytovaly pomalé nebo ¥izené uvolfiovani obsaZené aktivni slozky, a to napiiklad za pouZit
hydroxypropylmethylcelulosy v riiznych pomérech, ¢imZ se ziskd z4dany profil uvolfiovéini,
nebo za pouZit{ jinych polymernich matric, liposomt a/nebo mikrokulicek. Mohou se
sterilizovat, napiiklad filtracf ptes filtr, zadrZujici bakterie, nebo inkorporaci sterilizujicich
&inidel ve formé sterilnich pevnych kompozic, které je moZno rozpustit ve sterilni vodé nebo
v jiném sterilnim injektabilnim médiu tésn& pfed pouZitim. Tyto kompozice mohou také
popiipadé obsahovat opacifikaéni ¢inidla a mohou mit takové sloZent, Ze uvolnuji aktivni
slozku(slozky) pouze, nebo prednostné, v uréité ¢4sti gastrointestindlniho traktu, popfipadé
opozdéné. Ptiklady pouZitelnych matricovych kompozic zahrnuji polymerni ldtky a vosky.
Aktivni slozka miZe byt také v mikroenkapsulované formé, podle potfeby s jednim nebo vice
vySe popsanymi excipienty.

Kapalné d4vkové formy pro oralni podan{ slou¢enin podle vyndlezu zahrnuji
farmaceuticky pfijatelné emulze, mikroemulze, roztoky, suspenze, sirupy a elixiry. Vedle
aktivnf slozky mohou kapalné ddvkové formy obsahovat inertn{ fedidlo, obvykle pouZzivané
ve farmaceutické praxi, jako je napifklad voda nebo jin rozpoustédla, solubiliza¢ni ¢inidla a
emulgtory, jako jsou ethylalkohol, isopropylalkohol, ethylkarbonat, ethylacetit,
benzylalkohol, benzylbenzoat, propylenglykol, 1,3-butylenglykol, oleje (zvlaste bavinikovy
olej, arasidovy olej, kukufiény olej, kli¢kovy olej, olivovy olej, ricinovy olej a sezamovy
olej), glycerol, tetrahydrofurylalkohol, polyethylenglykoly a estery mastnych kyselin a
sorbitanu, a jejich smési.

Vedle inertnich fedidel mohou ordlni kompozice obsahovat také adjuvans, jako jsou
smacedla, emulgatory a suspenda¢ni ¢inidla. sladidla, ochucovadla, barviva, parfemacni latky
a konzervanty.

Suspenze mohou vedle aktivnich slouCenin obsahovat suspendacni €inidla, jako jsou
napiiklad ethoxylované isostearylalkoholy, polyoxyethylensorbitol a sorbitanové estery,

mikrokrystalick4 celulosa, metahydroxid hlinity, bentonit, agar-agar a tragant, a jejich smési.
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Formulace farmaceutickych kompozic podle vynélezu pro rektdlni nebo vagindlni
aplikaci mohou byt ve formé &ipkd, které lze piipravit smichdnim slouceniny podle vynilezu
s jednim nebo vice vhodnymi nedraZdivymi excipienty nebo nosi¢i, kterymi jsou naptiklad
kakaové maslo, polyethylenglykol, vosk pro &ipky nebo salicyldt, a které pfi teplot¢ mistnosti
jsou tuhé, aviak pii télesné teploté jsou kapalné, a tudiZ v kone¢niku nebo vagindlni dutiné
roztaji a uvolni aktivni slouCeninu.

Formulace podle pfedloZzeného vyndlezu, které jsou vhodné pro vagindlni aplikaci,
zahrnuji také pesary, tampony, krémy, gely, pasty, pény nebo sprejové formulace, které
obsahuji vhodné v oboru zndmé nosicCe.

Dévkové formy pro topickou nebo transdermalnf{ aplikaci sloueniny podle
ptedlozeného vyndlezu zahrnuji prasky, spreje, masti, pasty, krémy, pletové vody, gely,
roztoky, naplasti a inhalaén{ formulace. Aktivn{ sloucenina se miiZe za sterilnich podminek
smichat s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em a podle potieby s jakymikoliv konzervanty,
pufry nebo propelanty.

Masti, pasty, krémy a gely mohou vedle aktivni slou¢eniny podle pfedloZenc¢ho
vyndlezu navic obsahovat excipienty jako jsou Zivoci3né a rostlinné tuky, oleje, vosky,
parafiny, $kroby, tragant, derivéty celulosy, polyethylenglykoly, silikony, bentonity, kyselina
kfemi&itd, mastek a oxid zine¢naty, nebo jejich smési.

Pragky a spreje mohou vedle slou¢eniny podle ptedloZzeného vynalezu obsahovat
excipienty, jako je laktosa, mastek, kyseliny kfemi¢itd, hydroxid hlinity, kfemicitany véapenaté
a polyamidovy prések, nebo smési téchto litek. Spreje mohou navic obsahovat obvyklé
propelanty, jako jsou chlorfluoruhlovodiky a té€kavé nesubstituované uhlovodiky jako butan a
propan.

Transderméln{ naplasti maji navic tu vyhodu, Ze poskytuji fizeny piisun slouceniny
podle piedlozeného vynalezu do téla. Takové ddvkove formy je moZno piipravit rozpusténim
nebo dispergovanim slou¢eniny ve vhodném médiu. Mohou se pouZit také zesilovace
absorpce, aby se zvysil pristup slou¢eniny kiiZi. Rychlost takového pristupu je mozno fidit
bud’ ¥idici membranou nebo dispergovanim aktivn{ slou¢eniny v polymerni matrici nebo gelu.

Oftalmologické formulace, oéni masti, prasky, roztoky a podobn€ jsou rovnéz
zahrnuty v rozsahu pfedloZeného vyndlezu.

Farmaceutické kompozice podle piedloZeného vynilezu, které jsou vhodné pro
parenteralnf aplikaci, zahrnuj{ slou¢eninu podle vyndlezu v kombinaci s jednim nebo vice

farmaceuticky piijatelnymi sterilnimi isotonickymi vodnymi nebo nevodnymi roztoky,
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disperzemi, suspenzemi nebo emulzemi, nebo ve formé sterilnich prasku, které mohou byt
rekonstituovany na sterilni injektabilni roztoky nebo disperze tésné pted pouZitim, a které
mohou obsahovat antioxidanty, pufry, bakteriostatika, rozpusténé ldtky, které udrZuji
formulaci isotonickou s krvi zamy3leného pifjemce, nebo suspendaéni nebo zahuStovaci
¢inidla.

Piiklady vhodnych vodnych a nevodnych nosict, které je moZno pouZit ve
farmaceutickych kompozicich podle vynélezu, zahrnuji vodu, ethanol, polyoly (jako je
glycerol, propylenglykol, polyethylenglykol, a podobné), a jejich vhodné smési, rostlinné
oleje jako je olivovy olej, a injektabilni organické estery jako je ethyloledt. Patfi¢nou fluiditu
Ize udrZovat napiiklad pouZitim potahovych materidld, jako je lecitin, v ptipad€ disperzi
dodrzovanim pozadované velikosti astic, a pouZivanim surfaktantd.

Tyto kompozice mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzervanty, smécedla,
emulgatory a dispergenty. Ochranu pfed pisobenim mikroorganizmu lze zajistit pfidavkem
riznych baktericidnich a fungicidnich &inidel, napiiklad parabenu, chlorbutanolu, fenolu,
kyseliny sorbové a podobn&. RovnéZ milZe byt Zadouci ptidat do kompozic isotonicka €inidla,
jako jsou cukry, chlorid sodny a podobné. Vedle toho lze vyvolat prodlouZenou absorpci u
injektabiln{ farmaceutické formy tim, Ze se pfidaji absorpci zpomalujici Cinidla, jako jsou
monostearat hlinity a Zelatina.

V n&kterych pifpadech je pro prodlouZeni G¢inku léku Zidouct, aby se u subkutinniho
nebo intramuskuldrntho injek&niho poddni zpomalila jeho absorpce. Toho Ize dosahnout
pouZitim kapalné suspenze krystalického nebo amorfniho materidlu, ktery je $patné rozpustny
ve vodé. Rychlost absorpce 1é¢iva potom zavisi na rychlosti jeho rozpouSteni, kterd zase muizZe
z4viset na velikosti krystalii a na krystalové form&. Alternativné se prodlouZené absorpce
parenteralné aplikovaného é¢iva dosdhne jeho rozpusténim nebo suspendovanim v olejovém
vehikulu.

Injektabiln{ depotni formy se pfipravujf utvofenim matric s mikroenkapsulovanymi
predmétnymi slouteninami v biodegradabilnich polymerech jako polylaktid-polyglykolid.
Uvoltiovani 1é¢iva je moZno #dit v zdvislosti na poméru lé¢iva k polymeru a na charakteru
pouzitého polymeru. Ptiklady jinych biodegradabilnich polymert zahrnuji poly(orthoestery) a
poly(anhydridy). Depotni injektabilni formulace se rovnéz pfipravuji zapouzdfenim léCiva v
liposomech nebo mikroemulzich, které jsou kompatibilni s t€lesnou tkani.

Piipravky podle ptedloZeného vyndlezu se mohou podavat oraln¢, parenterdlne,

topicky nebo rektdlné. Samoziejmé se poddvaji ve formach, které jsou pro dané podani
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vhodné. Tak napiiklad jsou poddvany ve formé tablet nebo tobolek, injek¢né€, inhalaci, jako
o¢ni kapky, masti, ¢ipky atd., injekci, infuzi nebo inhalacf; topicky jako kapky nebo maste; a
rektdln& jako &ipky. Preferovano je ordlni a/nebo intravendzni podani.

Vyrazy "parenterdln{ podédni" a "podén parenterdlné", jak jsou zde pouZity, znamenaji
zptsoby podani jiné neZ je enterdlni a topické podéni, obvykle injekci, a zahrnuje, aniz by
vy&et byl omezujic, intravendzni, intramuskuldrni, intraarteridlni, intratekaln,
intrakapsuldrni, intraorbitaln{, intrakardidlni, intradermalni, intraperitonealni, transtrachedlni,
subkutdnni, subkutikuldrni, intraartikularni, subkapsularni, subarachnoidélni, intraspindlni a
intrasterndlni injekci a infdzi.

Z1n "

Vyrazy "systémové podani”, "poddn systemicky

"non

periferni poddni" a "podén
periferné”, jak jsou zde pouZity, znamenaji, Ze sloucenina, lé¢ivo nebo jiny materidl se poda
jinak neZ ptimo do centrdlniho nervového systému, a to tak, Ze latka vstoup{ do pacientova
systému a podléh4 tedy metabolizmu a jinym podobnym pochodiim; naptiklad se litka podd
subkutdnné.

Tyto sloudeniny je moZno terapeuticky poddvat ¢lovéku i jinym ZivoCichim
jakymkoliv vhodnym zplisobem, zahrnujicim oralni podéni, nasiln{ podéni, jako napfiklad
sprejem, rektalni podani, intravagindlni poddni, parenteralni podénf, intracisterndlni poddni a
topické podani, a to jako prasky, masti nebo kapky, véetné bukdlniho a sublingvalniho podani.

Bez ohledu na zvoleny zpiisob podani se slou¢enina podle predloZeného vynalezu,
kterd mfiZe byt pouZita ve vhodné hydratované formé, a/nebo ve formé farmaceutické
kompozice podle predloZeného vynélezu, formuluje do farmaceuticky pfijatelnych déavkovych
forem za pouZit{ konvenénich metod, které jsou odbornikiim v oboru znamy.

Skuteénd ddvkova mnozstvi aktivnich sloZek ve farmaceutickych kompozicich podle
ptedlozeného vynilezu se mohou ménit tak, aby se ziskalo takové mnoZstvi aktivni slozky,
které je schopno dosahnout Zddanou terapeutickou odpovéd’ pro daného pacienta, danou
kompozici a zplsob podéni, aniZ by bylo pro pacienta toxicke.

Zvolené davkové mnoZstvi bude zdviset na mnoha faktorech, véetné aktivity pouZzité
konkrétni slou¢eniny podle predloZeného vynalezu nebo jejiho esteru, soli nebo amidu, na
zpisobu podéni, na ¢ase poddni, na rychlosti exkrece pouZit€ konkrétn{ slouceniny, na délce
terapie, na jinych léivech, slou¢eninach a/nebo materidlech pouZitych v kombinact s
pouzitou konkrétni slou¢eninou, na stafi, pohlavi, hmotnosti, kondici, celkovém zdravotnim
stavu a anamnéze 1é¢eného pacienta, a na podobnych faktorech, které jsou v lékaiské praxi

dobfe zndmy.
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Lékat nebo veterinat s béZnou lékaiskou praxi mize snadno urdit a pfedepsat ucinné
mnoZstvi potfebné farmaceutické kompozice. Tak naptiklad, l€kaf nebo veterinaf by mohl
zaéit u takovych ddvek slou¢eniny podle ptedloZeného vynélezu, piitomné ve farmaceutické
kompozici, které jsou mens{ nez dévky, potiebné pro vyvolani Zddaného terapeutického
t¢inku, a postupné ddvkovani zvySovat aZ se dosahne Zidaného vysledku.

Obecné vhodnou denni ddvkou slouceniny podle pfedloZeného vyndlezu bude takové
mnoZstvi sloudeniny, které je nejmensi divkou schopnou vyvolat terapeuticky tcinek. Takova
Gi¢innd ddvka bude obecné zdviset na vySe uvedenych faktorech. Pacientovi podané
intravenézni a subkuténni d4vky slougenin podle ptedloZzeného vyndlezu se obecné pii pouZziti
pro indikované analgetické i¢inky budou pohybovat v rozmezi od ptiblizn¢ 0,0001 do
piiblizné 100 mg na kilogram télesné hmotnosti za den, vyhodnéji od pfiblizne 0,01 do
pfiblizné 50 mg na kg za den, a jedté vyhodnéji od piiblizné 1,0 do pfiblizn¢ 100 mg na kg za
den. U¢innym mnozstvim je takové mnoZstvi, které 1é¢1 chorobny stav souvisejici s
proteinkindzami.

Podle potieby je d¢innou denni ddvku aktivni slou¢eniny moZno podavat jako dve, tfi,
Styti, pét, Sest nebo vice délenych ddvek, podanych oddélené v patfi¢nych intervalech béhem
dne, poptipadé ve forme¢ ddvkovych jednotek.

I kdy? je moZné podavat slouceninu podle pfedloZeného vyndlezu samotnou, je

74

vyhodné&jii ji poddvat jako farmaceutickou kompozici.

Synteticky postup

Zde popsané slouceniny se pfipravuji z béZné dostupnych sloucenin za pouZiti
postupt, které jsou odbornikiim v oboru zndmy, v&etné jakékoliv nebo jakychkoliv z
nésledujicich podminek, bez omezeni: V rozsahu tohoto textu je jako "chranici skupina”
oznadena pouze snadno odstranitelnd skupina, kterd nen{ sou¢dsti daného konecného produktu
slou¢enin podle predloZeného vynélezu, pokud z kontextu neplyne opak. Ochrana funkinich
skupin takovymi chranicimi skupinami, samotné chranici skupiny a jejich Stépné reakce jsou
popsany napiiklad ve standardnich pfirugkach, jako napfiklad v publikaci Science of
Synthesis: Houben-Weyl, Methods of Molecular Transformation, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Némecko, 2005, str. 41627 a nésled. (URL: http://www.science-of-synthesis.com
(elektronickd verze, 48 svazki)); v publikaci J. F. W. McOmie, "Protective Groups in Organic
Chemistry", Plenum Press, London and New York 1973, v publikaci T. W. Greene a P. G. M.
Wauts, "Protective Groups in Organic Synthesis", 3. vyd., Wiley, New York 1999, v publikaci
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"The Peptides"; sv. 3 (edit.: E. Gross a J. Meienhofer), Academic Press, London and New
York 1981, v publikaci "Methoden der organischen Chemie" (Methods of Organic
Chemistry), Houben Weyl, 4. vyd., sv. 15/1, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974, v publikaci
H.-D. Jakubke a H. Jeschkeit, " Aminoséuren, Peptide, Proteine" (Amino acids, Peptides,
Proteins), Verlag Chemie, Weinheim, Deerfield Beach, and Basel 1982, a v publikaci Jochen
Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate: Monosaccharide und Derivate" (Chemistry of
Carbohydrates: Monosaccharides and Derivatives), Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974.
Charakteristické pro chranici skupiny je to, Ze je Ize snadno odstranit (t.j. bez vzniku
nez4doucich sekundarnich reakci) napitiklad solvolyzou, redukci, fotolyzou nebo alternativné
za fyziologickych podminek (napiiklad enzymatickym St€penim).

Soli zde popsanych slouenin, majicich pfinejmens$im jednu solitvornou skupinu, je
mozno piipravit zplisobem, kterd je sdm o sob& zndm. Tak naptiklad soli slou¢enin podle
predloZeného vynalezu, majicich kyselé skupiny, se mohou tvofit z téchto sloucenin napiiklad
pusobenim sloudenin kovil, jako jsou alkalické soli vhodnych organickych karboxylovych
kyselin, naptiklad sodnd sil kyseliny 2-ethylhexanové, plisobenim organickych slougenin
alkalickych kovi a kovii alkalickych zemin, jako jsou odpovidajici hydroxidy, uhli¢itany nebo
hydrogenuhligitany jako hydroxid, uhli¢itan nebo hydrogenuhlicitan sodny nebo draselny,
plisobenim odpovidajicich vdpenatych sloudenin nebo amoniaku nebo vhodného organického
aminu, a to s vyhodou za pouZiti stechiometrického mnoZstvi nebo pouze malého piebytku
solitvorného ¢inidla. Adiéni soli sloucenin podle pfedloZeného vyndlezu s kyselinami se
ziskaji obvyklym zpisobem, naptiklad reakef téchto sloucenin s kyselinou nebo vhodnym
méni¢em aniontd. Vnitén{ soli slou¢enin podle piedloZzeného vynélezu, obsahujicich kysel€ i
bézické solitvorné skupiny, napiiklad volnou karboxylovou skupinu a volnou aminoskupinu,
se mohou tvofit napiiklad neutralizac{ soli, jako jsou adi¢ni soli s kyselinou, do
isoelektrického bodu, napiiklad slabou kyselinou, nebo plisobenim iontoménici. Soli 1ze
pievést obvyklym zpiisobem na volné slougeniny; kovové a amonné soli Ize pievést napiiklad
ptisobenim vhodnych kyselin, a adiéni soli s kyselinami napiiklad puisobenim vhodného
bézického ¢inidla.

Smési izomeru, které 1ze ziskat podle vynélezu, je moZno rozdélit na individualni
izomery zpisoby, které jsou samy o sobé zndmy; diastereoizomery je mozno separovat
napiiklad rozdélenfm mezi vicefazové smési rozpoustédel, krystalizaci a/nebo chromatogratif,
naptiklad na silikagelu nebo stfedotlakou kapalinovou chromatografif na koloné s reverzni

faz{, a raceméty je moZno $tépit napiiklad tvorbou soli s opticky ¢istymi solitvornymi Einidly
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a oddélenim takto ziskatelné smési diastereoizomerd, naptiklad frak¢ni krystalizaci, nebo je
Ize §t&pit chromatografii na kolondch s opticky aktivnim materidlem. Meziprodukty a kone¢né
produkty je mozno zpracovat a/nebo Cistit za pouZit{ standardnich metod, napiiklad za pouZiti

chromatografickych metod, distribu¢nich metod, (re)krystalizace, a podobng.

Obecné pokusné podminky

Nésledujici odstavce se tykaji obecn& viech postupti, zminénych v tomto popisu.

Syntetické kroky, vedouci ke sloutenindm, se mohou provadet za reak&nich
podminek, které jsou samy 0 sob& zndmy, véetné téch, které jsou konkrétng popsany, ato v
nepiftomnosti, nebo obvykle v piitomnosti, rozpoustédel nebo fedidel, véetn€ napiiklad
rozpoustédel nebo fedidel, kterd jsou inertni vii¢i pouZitym reaktantim a rozpousteji je, v
neptitomnosti nebo v pitomnosti katalyzitorti, kondenzacnich nebo neutraliza¢nich ¢inidel,
napiiklad iontom&nicu, jako jsou katexy, naptiklad v H" cyklu; podle charakteru reakce
a/nebo reaktantt pii sniZené, normalni nebo zvysené teploté, napiiklad v rozmezi teplot od
piiblizné -100 °C do priblizng 190 °C, véetné napiiklad od ptiblizn€ -80 °C do pfibliZné
150 °C, napiiklad od -80 °C do -60 °C, pfi teplot€ mistnosti, pfi -20 °C az 40 °C, nebo pfi
teploté refluxu, a to pfi atmosférickém tlaku nebo v uzaviené nddobé, a kde je to vhodné za
tlaku a/nebo v inertnf atmosféte, napiiklad v atmosféfe argonu nebo dusiku.

Ve viech reakénich stadiich je mozno vzniklé smési izomerti délit na individudlni
izomery, napiiklad na diastereoizomery nebo enantiomery, nebo na jakékoliv 74dané smési
izomert, napiiklad racematy nebo smési diastereoizomert, naptiklad metodami, analo gickymi
metoddm popsanym v publikaci Science of Synthesis: Houben-Weyl Methods of Molecular
Transformation, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Némecko 2005.

Mezi rozpoustédla, ze kterych se mohou volit vhodnd rozpoust&dla pro danou reakci,
pati{ ta, kterd jsou konkrétné zmin&na, nebo naptiklad voda, estery, jako jsou niZ${ alkanoéty
niz%ich alkyl®, napiiklad ethylacetét, ethery jako jsou alifatické ethery, napfiklad diethylether,
nebo cyklické ethery, napiiklad tetrahydrofuran nebo dioxan, kapalné aromatické uhlovodiky
jako benzen nebo toluen, alkoholy jako methanol, ethanol nebo 1- nebo 2-propanol, nitrily
jako acetonitril, halogenované uhlovodiky jako methylenchlorid nebo chloroform, amidy
kyselin jako dimethylformamid nebo dimethylacetamid, baze jako heterocyklické dusikaté
béze, naptiklad pyridin nebo N-methylpyrrolidin-2-on, anhydridy karboxylovych kyselin jako

anhydridy nizSich alkanovych kyselin, napiiklad acetanhydrid, cyklicke, linearni nebo
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rozvétvené uhlovodiky jako cyklohexan, hexan nebo isopentan, nebo smési téchto
rozpoustédel, napiiklad vodné roztoky, pokud neni v popisu postupti uvedeno jinak. Takové
smési rozpoustédel je téZ moZno pouZit pii zpracovéni, napiikiad pfi chromatogratii nebo
separaci.

Slou&eniny, v&etné jejich soli, Ize ziskat také ve form& hydrétil, nebo jejich krystaly
mohou napiiklad inkludovat rozpoustédlo, pouZité pfi krystalizaci. Mohou byt pfitomny i
razné krystalové formy.

PtedloZeny vyndlez se tykd rovnéZ takovych zplisobt ptipravy, pfi kterych se
sloudenina, kterou lze v kterémkoliv stupni ziskat jako meziprodukt, pouZije jako vychoz{
materidl a provedou se zbyvajici kroky, nebo pfi kterych vychozi materidl vznikd za reakénich
podminek nebo se pouZije ve formé derivétu, napiiklad v chranéné forme nebo ve formé soli,
nebo sloudenina, kterou lze ziskat zpisobem podle vynélezu, vznika za reak¢nich podminek

podle vyndlezu a dale reaguje in situ.

Kombinace

Slou¢eninu podle pfedloiéného vynélezu je téZ moZno u jedince pouZit pro terapii
poruchy, souvisejici s proteinkindzou, v kombinaci s jinymi ¢inidly, napiiklad s dal§im
proteinkindzovym inhibitorem, ktery je nebo nenf slou¢eninou podle vynalezu.

Vyrazem "kombinace" se rozumi bud'to fixni kombinace v jediné ddvkové jednotce,
nebo souprava &4sti pro kombinované podanf, kde slouenina podle pfedloZeného vynélezu a
jeji kombina¢n{ partner se mohou nezdvisle poddvat souCasn€ nebo oddélené v takovych
asovych intervalech, které zejména umoZiuji, aby tito partnefi vykazovali kooperativni,
naptiklad synergicky, G¢inek, nebo se jim rozumf jakdkoliv kombinace téchto zpusobil.

Slou&enina podle vyndlezu se miZe poddvat soucasné nebo postupne s
protiz4nétlivym, antiproliferativnim, chemoterapeutickym Cinidlem, s imunosupresantem,
protirakovinovym &inidlem, s cytotoxickym ¢inidlem nebo inhibitorem kindz. Dals{ piiklady
&inidel, které je moZno poddvat v kombinaci se slou¢eninou podle vynilezu, zahrnuji, aniZ by
vy&et byl omezujici, inhibitor PTK, cyklosporin A, CTLA4-Ig, protilitky zvolené z anti-
ICAM-3, anti-IL-2 receptoru, anti-CD45RB, anti-CD?2, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD80, anti-
CD86, a monoklondlni protilatky OKT3, ¢inidla, blokujici interakci mezi CD40 a gp39, fizni
proteiny konstruované z CD40 a gp39, inhibitoryNF-kappa B funkce, nesteroidni
protizdnétlivé léCiva, steroidy, slougeniny zlata, antiproliferativni ¢inidla, FK506,

mykofenol4t mofetil, cytotoxicka lé¢iva, inhibitory TNF-a, protilatky anti-TNF nebo
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rozpustny receptor TNF, rapamycin, leflunimid, inhibitory cyklooxygendzy-2, paklitaxel,
cisplatinu, karboplatinu, doxorubicin, karminomycin, daunorubicin, aminopterin, methotrexat,
methopterin, mitomycin C, ekteinascidin 743, porfiromycin, 5-fluoruracil, 6-merkaptopurin,
gemcitabin, cytosin-arabinosid, podofyllotoxin, etoposid, etoposid-fosfit, teniposid,
melphalan, vinblastin, vinkristin, leurosidin, epothilon, vindesin, leurosin, nebo jejich
derivéty.

Sloudenina podle predloZeného vynalezu i jakékoliv dal3{ €inidlo se miZe formulovat
do oddglenych davkovych forem. Alternativng, aby se sniZil pocet ddvkovych forem,
poddvanych pacientovi, miize se slou¢enina podle vyndlezu a jakekoliv dalsi €inidlo
formulovat spole¢né v jakékoliv kombinaci. Tak napiiklad inhibujici slou¢enina podle
vyndlezu se miZe formulovat v jedné davkové forme€ a dalsi ¢inidlo se muiZe formulovat
spole&né v jiné ddvkové forms. Jakékoliv oddélené ddvkové formy se mohou podévat
soucasné nebo v riznou dobu.

Alternativné kompozice podle ptedloZeného vynalezu obsahuje dal3{ €inidlo, jak je
zde popsdno. Kazd4 slozka muZe byt piitomna v individudlnich kompozicich, v

kombinovanych kompozicich nebo v jediné kompozici.

Piiklady provedeni

V praktickém provedeni predloZeného vynélezu jsou pouZivany, pokud neni uvedeno
jinak, obvyklé techniky bun&&né biologie, bun€tnych kultur, molekuldrni biologie, transgenni
biologie, mikrobiologie a imunologie, které jsou odbornikiim v tomto oboru znamy. Priklady

1-10, 10A, 11 -27,29 - 73 a 75-110 jsou uvedeny pro porovnani (referencni piiklady).
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Experimentalni metody

Analytické metody

V ptikladech jsou ptipravené slouceniny charakterizovany kapalinovou chromatografif
a hmotnostni spektroskopii, za pouZiti niZe uvedenych systému a pracovnich podminek. V
piipadech, kde jsou piitomny atomy s riznymi izotopy a je uvaddéna jedind hmota, hmota
uvedend pro slougeninu je monoizotopick4 hmota (napiiklad **Cl; "Br atd.). Jak je popsano
niZe, je pouZito n€kolik systémd, které maji velmi podobné vybaveni a pracuji za podobnych

podminek. PouZité pracovni podminky jsou rovnéZz popsény niZe.
LCMS analyza se provad{ za pouZit{ nésledujicich metod:

Waters Platform LC-MS system:

HPLC systém: Waters 2795
MS detektor: Micromass Platform LC
PDA detektor: Waters 2996 PDA

Cistota se m&H UV diode array detektorem (210-340 nm)

Metoda A

Eluent A: H>O (10 mM NH4HCO; pufr nastaven (NH;OH) na pH = 9,2)
Eluent B: CH;CN
Gradient: 05-95% eluent B béhem 15 minut

Pratok: 0,8 ml/min
Kolona: Waters XBridge C18 5u 2,1 x 50 mm
Metoda B

Eluent A: H>O (10 mM NH4HCO;5 pufr nastaven (NH4OH) na pH=9,2)
Eluent B: CH-CN

Gradient: 05-95% eluent B béhem 3,5 minut

Pratok: 0,8 ml/min

Kolona: Waters XBridge C18 5u 2,1 x 50 mm
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Metoda C

Eluent A: H,0 (0,1 % kyseliny mravenci)
Eluent B: CH;CN (0,1 % kyseliny mravendi)

Gradient: 5-95% eluent B béhem 3,5 minut

Pratok: 0,8 ml/min

Kolona: Phenomenex Synergi 4 ¢ MAX-RP 80A, 2,0 x 50 mm
Metoda D

Eluent A: H,0 (0,1 % kyseliny mravenci)

Eluent B: CH;CN (0,1 % kyseliny mravenci)

Gradient: 5-95% acetonitril/voda béhem 7,75 minut

Pritok: 1,0 ml/min

Kolona: Inertsil ODS3 100x3 mm C18

Waters Fractionlynx LC-MS systém:

HPLC Systém: 2767 autosampler - 2525 bindrn{ gradientovd pumpa
MS detektor: Waters ZQ
PDA detektor: Waters 2996 PDA

Cistota se m&H UV diode array detektorem (200-340 nm)

Metoda E

Eluent A: H,O (10 mM NH4HCO; pufr nastaven (NH4OH) na pH = 9,2)
Eluent B: CH;CN

Gradient: 05-95% eluent B béhem 3,5 minut

Pritok: 2,0 ml/min

Metoda pro preparativni MS kapalinovou chromatografii (LCMS)

Waters Fractionlynx systém:

2767 Dual Loop Autosampler/Fraction Collector

2525 preparativni pumpa

CFO (column fluidic organiser) pro volbu kolon

RMA (Waters reagent manager) jako piidavné ¢erpadlo
Waters ZQ Mass Spectrometer

Waters 2996 Photo Diode Array detektor

Waters ZQ Mass Spectrometer.
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Software:
Masslynx 4.1
Waters MS, pracovni podminky:
Napéti na kapilére: 3,5kV (3.2 kV pii ES negativnim)
Napéti na vstupnim kuZelu: 25V
Teplota zdroje: 120 °C
Multiplikator: 500V
Skenovaci rozsah: 125-800 amu
Ioniza¢ni méd: ElectroSpray pozitivni nebo

ElectroSpray negativni

Jakmile analytick4 chromatografie poskytne dobry chromatogram, zvoli se vhodn4
preparativni metoda stejného typu. Typické pracovni podminky jsou:

Kolona:

Waters XBridge C18 5p 100 x 19 mm nebo Phenomenex Gemini, 5, 100 x 21,2mm)
Mobilni faze:

Rozpoustédlo A: H>O + 10 mM NH4HCO; + NH,OH, pH =9,2

Rozpoustédlo B: CH;CN

Priitok: 24 ml/min

Gradient: Obecné viechny gradienty maji poc¢ate¢ni krok 0,4 min s 95% A + 5% B. Pak se
podle analytického chromatogramu zvoli 3,6 min gradient, aby se docilila dobrd separace
(napiiklad od 5% do 50% B pro slabé adsorbované slouceniny; od 35% do 80% B pro stfedné
adsorbované slouceniny atd.).

Promyti: Po ukonceni gradientu se pracuje v reZimu wash po dobu 1,2 minuty.

Re-ekvilibrace: Pro pfipravu systému na dalsi pracovni cyklus se provede reekvilibrace po

dobu 2,1 minut.
Nastaveny prutok: 1 ml/min.

VSechny slouceniny se obvykle rozpusti ve 100% MeOH nebo 100% DMSO.
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Experimentalni postupy

Obecny postup A (BOC-deprotekce)

Vychozi materidl se podrobi reakci s pfebytkem HCI (4M roztok v dioxanu). V pifpadé
potieby se pro lepsi rozpustnost piidd MeOH a/nebo CHCls. Po 16 hodindch se vzorek odpaii
ve vakuu a zbytek se pfecisti chromatografii na SiO,, chromatografii na iontoméniéi nebo

preparativn{ LCMS.

Nitrilové analogy

Priklad A

K michanému roztoku 5-brom-2-nitropyridinu (4,93 g, 24,3 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
piperazin-1-karboxylové (4,97 g, 26,7 mmol) v CH;CN (60 ml) se pfida DIPEA (4,65 ml,
26,7 mmol). Smés se zahfiva k refluxu 72 hodin, potom se ochladi na teplotu mistnosti a
vylouCeny produkt se izoluje filtraci. Filtrat se zahusti a piecisti se bleskovou chromatografif
(eluent 30% EtOAc/petrolether). Spojené produkty se prekrystaluji ze smési
EtOAc/petrolether, ¢imZ se ziska terc-butylester kyseliny 4-(6-nitro-pyridin-3-yl)-piperazin-1-
karboxylové (4,50 g, vytéZzek 80 %). MS(ESI) m/z 308 (M+H)".

Priklad B

Smés terc-butylesteru kyseliny 4-(6-nitro-pyridin-3-yl)-piperazin-1-karboxylové (3,40 g, 11,0
mmol) a 10% Pd-C (400 mg, 0,376 mmol) v ethanolu (100 ml) a ethylacetatu (100 ml) se

michd pres noc pfi tlaku vodiku 1 atm. Smés se zfiltruje a zahusti, ¢imZ se ziska
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terc-butylester kyseliny 4-(6-amino-pyridin-3-yl)-piperazin-1-karboxylové (2,87 g, vytézek
94 %). MS(ESI) m/z 278 (M+H)".

Referen¢ni priklad 104
7-Cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-

karbonitril

OFEt
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K michanému roztoku (5-brom-2-chlorpyrimidin-4-yl)-cyklopentylaminu (1,00 g, 3,62 mmol)
a PdCly(dppf).dichlormethanu (148 mg, 0,181 mmol) v THF (10 ml) se postupné ptidd Et;N
(0,757 ml, 5,43 mmol) a 3,3-diethoxypropyn (0,778 ml, 5,43 mmol) pfi teploté mistnosti.
Smés se odplyni v proudu N», micha se pfi teploté¢ mistnosti 10 minut a potom se ptida Cul
(29 mg, 0,154 mmol). Reakéni nddoba se evakuuje, naplni se N (3x) a zah#iva se 48 hodin na
60 °C. Smés se nechd zchladnout, zfed{ se EtOAc, zfiltruje se a rozdéli se mezi vodu a
ethylacetat. Faze se oddéli a vodna vrstva se dale extrahuje EtOAc (3x), spojen€ organické
extrakty se vysusi (MgSQOy), zfiltruji se a zahusti. Zbytek se precisti chromatografii na SiO,
(eluce gradientem 5% EtOAc/petrolether do 20% EtOAc/petrolether), ¢imz se ziska [2-chlor-
5-(3,3-diethoxy-prop-1-ynyl)-pyrimidin-4-yl]-cyklopentylamin (636 mg, 54 %).

MS(ESI) m/z 324,2 (M+H)".
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K michanému roztoku [2-chlor-5-(3,3-diethoxy-prop- 1-ynyl)-pyrimidin-4-yl]-cyklopentyl-
aminu (7,50 g, 23,3 mmol) v THF (45 ml) se pfidd IN TBAF v THF (100 ml, 116 mmol) pfi
teplot€ mistnosti. Reakéni smés se zahi{va pod refluxem pfes noc. Po ochlazen{ se smés
rozd€li mezi HO a dichlormethan. Faze se oddéli a vodna vrstva se extrahuje
dichlormethanem (2x). Spojené organické extrakty se vysusi (MgSOQy), zfiltruji se a zahusti.
Zbytek se preCisti chromatografii na SiO, (eluce gradientem 10% EtOAc/petrolether do 30%
EtOAc/petrolether), ¢imz se ziskd 2-chlor-7-cyklopentyl-6-diethoxymethyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin (5,68 g, 76 %). MS(EST) m/z 324,1 (M+H)".

K michanému roztoku 2-chlor-7-cyklopentyl-6-diethoxymethyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu
(6,29 g, 19,5 mmol) v 1,4-dioxanu (68 ml) se pii teploté mistnosti pfidd konc. HCI (19 ml).
Reak¢ni smés se michd 30 minut, a potom se neutralizuje 2N vodnym roztokem NaOH a
nasycenym vodnym roztokem NaHCOs. Smés se extrahuje EtOAc (3x), spojené organické
extrakty se vysuSi (MgSOy), zfiltruji se a zahusti, ¢imZ se ziska 6 g surového 2-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbaldehydu ve formé béZové pevné litky. K
michané suspenzi surového 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karbaldehydu v MeCN (125 ml) a H,O (125 ml) se pti teploté mistnosti pfidd HoN-SOsH
(6,62 g, 58,5 mmol). Reakéni smés se michd 3 hodiny, naceZ se pH nastavi na >10 piiddnim
2N vodného roztoku NaOH, a reak¢énf smés se michd 1 hodinu. Smés se extrahuje do
dichlormethanu (3x) a spojené organické extrakty se vysusi (MgSOy), zfiltruji se a zahusti.
Zbytek se piecisti chromatografii na SiO, (eluce gradientem 5% EtOAc/petrolether do 20%
EtOAc/petrolether), ¢imZ se ziskd 4,00 g 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karbonitrilu ve formé bilé pevné litky ve vytézku 83 %. MS(ESI) m/z 247,0 M+H)".
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Buchwaldova metoda A

K michanému roztoku 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbonitrilu (80
mg, 0,324 mmol) v toluenu (5,0 ml) se postupn¢ pfidd Pd,(dba); (16 mg, 0,0162 mmol),
2-di-terc-butylfosfino-2',4',6'-triisopropylbifenyl (14 mg, 0,0324 mmol) a terc-butylester
kyseliny 4-(6-aminopyridin-3-yl)-piperazin-1-karboxylové (p¥iklad B) (99 mg, 0,357 mmol).
Sm¢és se odplyni v proudu N», nacez se piidd LIHMDS (1M v THF; 0,650 ml, 0,650 mmol).
ReakCni smés se zahi{vd na 110 °C pfes noc. Pak se smés pii teploté mistnosti zfedi EtOAc,
zfiltruje se a zahusti. Zbytek se pfecisti chromatografii na SiO; (eluce EtOAc) a ziskany
material (35 mg) se rozetfe se smési (1:1) EtOAc/petrolether, ¢imZ se ziska terc-butylester
kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-
piperazin-1-karboxylové (20 mg).

Za pouZiti obecného postupu A se z terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin- 1 -karboxylové (20 mg) zisk4
surovy produkt, ktery se pfecisti chromatografii na koloné¢ SCX (eluce 1:17 smési 2M NH; v
MeOH/dichlormethan) a poskytne pevnou ldtku. Rozetieni s diethyletherem poskytne
7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karbonitril (8,8 mg, 7 %) (pro 2 kroky). MS(ESI) m/z 389,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 9,68 (1H, s), 8,91 (1H, s), 8,11 (1H, d), 8,01 (1H, d), 7,51
(1H, s), 7,43 (1H, dd), 5,07 (1H, kvintet), 3,10-2,99 (4H, m), 2,92-2,78 (4H, m), 2,32-2,08
(4H, m), 2,08-1,92 (2H, m), 1,82-1,66 (2H, m).
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Referencni priklad 47
7-Cyklopentyl-2-((4-dimethylaminopiperidin)-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo [2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitril

Za pouZiti postupil, popsanych v prikladu A, se ze 4-dimethylaminopiperidinu (2,60 g, 18,4
mmol) ziska dimethyl-[1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-piperidin-4-yl]-amin (3,90 g, 80 %) (pfecistén
srdzenim). MS(ESI) m/z 250,1 (M+H)".

Za poutZiti postup(, popsanych v prikladu B, se z dimethyl-[1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-
piperidin-4-yl]-aminu (3,90 g, 15,6 mmol) ziskd 5-(4-dimethylaminopiperidin- 1 -yl)-pyridin-
2-ylamin (3,32 g, 97 %). [M-H]" = 219, 1.

Podle Buchwaldovy metody A se reakci 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karbonitrilu (95 mg, 0,385 mmol) a 5-(4-dimethylaminopiperidin-1-yl)-pyridin-2-ylaminu
(93 mg, 0,424 mmol) ziska 7-cyklopentyl-2-((4-dimethylaminopiperidin)- 1-yl-pyridin-2-
ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbonitril (77 mg, 46 %) [po rozetfeni s 1:1 smési
EtOAc/petrolether].
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MS(ESI) m/z 431,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 9,66 (IH, s), 8,90 (1H, s), 8,09 (1H, d), 8,02 (1H, d), 7,51
(IH, s), 7,45 (1H, dd), 5,07 (1H, kvintet), 3,74-3,62 (2H, m), 2,75-2,63 (2H, m), 2,30-2,08
(11H, m), 2,08-1,92 (2H, m), 1,92-1,81 (2H, m), 1,81-1,66 (2H, m), 1,59-1,44 (2H, m).

Referenéni priklad 2
rac-7-Cyklopentyl-2-[5-(3-methyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitril
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Za pouZiti postupu, popsanych v prikladu A, se z terc-butylesteru kyseliny 2-methyl-
piperazin-1-karboxylové (1,08 g, 5,40 mmol) ziskd terc-butylester kyseliny 2-methyl-4-(6-
nitro-pyridin-3-yl)-piperazin-1-karboxylové (0,610 g, 39 %) (po chromatografii na SiO»;
eluce 2% MeOH/dichlormethan). MS(ESI) m/z 323 (M+H)".

Za pouZit{ postupdl, popsanych v pFikladu B, se terc-butylester kyseliny 2-methyl-4-(6-nitro-
pyridin-3-yl)-piperazin- 1-karboxylové (600 mg, 1,52 mmol) hydrogenuje na Pd-C v reaktoru
H-cube (Thales) (misto v atmosféfe vodiku), ¢imzZ se zisk4 terc-butylester kyseliny 4-(6-
amino-pyridin-3-yl)-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (544 mg, 98 %). MS(ESI) m/z 293
(M+H)".
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Za pouZiti Buchwaldovy metody A se reakc{ 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitrilu (95 mg, 0,385 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-(6-amino-
pyridin-3-yl)-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (124 mg, 0,424 mmol) zisk4 terc-butylester
kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-
2-methyl-piperazin-1-karboxylové (128 mg) [po chromatografii na SiOy; eluce smési 1-2,5%
MeOH/dichlormethan, a po ndsledném rozetfeni s diethyletherem]. Produkt se pouZije pfimo

v nésledujicim kroku.

Za pouziti obecného postupu A se z terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin- 1 -karboxylové
ziska 7-cyklopentyl-2-[5-(3-methyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitril (91 mg, 59 % pro 2 kroky) [po pfecisténi na koloné Strata-NHp;
eluce 1:1 smé&si MeOH/dichlormethan a ndsledné rozetteni s diethyletherem]. MS(ESI) m/z
403,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 10,00 (1H, s), 9,00-8,87 (2H, m), 8,64-8,51 (1H, m), 8,17-
8,05 (2H, m), 7,61 (1H, d), 7,55 (1H, s), 5,10 (1H, kvintet), 3,85-3,67 (2H, m), 3,50-3,36 (2H,
m), 3,20 (1H, dd), 2,97 (1H, t), 2,75 (1H, t), 2,32 (3H, s), 2,29-2,10 (4H, m), 2,08-1,94 (2H,
m), 1,82-1,68 (2H, m), 1,29 (3H, d).
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Referencni priklad 106
7-Cyklopentyl-2-(5-[1,4]diazepan-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-

karbonitril

Za poutziti postuptl, popsanych v pFikladu A, se reakci terc-butylesteru kyseliny
[1,4]diazepan-1-karboxylové (1,08 g, 5,40 mmol) v CH3CN (20 ml) zisk4 terc-butylester
kyseliny 4-(6-nitro-pyridin-3-yl)-[1,4]diazepan- 1-karboxylové (533 mg) [po chromatografii
na SiOy; eluce smési 2% MeOH/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 323 (M+H)".

7<0J<‘:

Za pouziti postupu, popsanych v prikladu B, se terc-butylester kyseliny 4-(6-nitro-pyridin-3-
yl)-[1,4]diazepan-1-karboxylové (490 mg, 1,52 mmol) hydrogenuje na Pd-C v reaktoru
H-cube (Thales) (misto v atmosféte vodiku), ¢imzZ se ziska terc-butylester kyseliny 4-(6-

amino-pyridin-3-yl)-[1,4]diazepan-1-karboxylové (544 mg, 98 %). MS(ESI) m/z 293 (M+H)".
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Za pouziti Buchwaldovy metody A se reakci 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitrilu (95 mg, 0,385 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-(6-amino-
pyridin-3-yl)-[1,4]diazepan--karboxylové (124 mg, 0,424 mmol) ziska terc-butylester
kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yli]-
[1,4]diazepan-1-karboxylové (96 mg) [po chromatografii na SiO,; eluce smési 1-3%
MeOH/dichlormethan, a po ndsledném rozetteni s diethyletherem]. Produkt se pouZije ptimo

v ndsledujicim kroku.

Za pouziti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(6-kyano-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-[ 1,4]diazepan-1-
karboxylové ziskd 7-cyklopentyl-2-(5-[1,4]diazepan-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitril (71 mg, 46 % pro 2 kroky [po pfecisténi na kolon¢ Strata-NHp;
eluce 1:1 smési MeOH/dichlormethan, a po nasledném rozetieni s diethyletherem]. MS(ESI)
mlz 403,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 9,01 (1H, s), 8,67 (2H, s), 7,95-7,80 (2H, m), 7,73-7,54 (2H,
m), 5,14 (1H, kvintet), 3,75 (2H, t), 3,54 (2H, t), 3,34-3,26 (2H, m), 3,23-3,14 (2H, m), 2,33
(3H, s), 2,27-2,13 (4H, m), 2,13-1,93 (4H, m), 1,83-1,67 (2H, m).

Referenéni priklad 105

7-Cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-

karbonitril

""’“@Hij;%—a
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Za pouZiti Buchwaldovy metody A se reakci 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karbonitrilu (95 mg, 0,385 mmol) a 5-(terc-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-
pyridin-2-ylaminu (101 mg, 0,424 mmol) (pfiklad C) ziska 114 mg 2-[5-(terc-butyl-
dimethyl-silanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karbonitrilu [po chromatografii na SiO,; eluce smési 1-2% MeOH/dichlormethan, a po

nasledném rozetfeni s diethyletherem].

K michanému roztoku 2-[5-(terc-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbonitrilu v THF (2,0 ml) se ptid4 pyridin.HF
(0,080 ml) pfi 0 °C. Reak¢ni smés se michd pfi teploté mistnosti 16 hodin a potom se zied{
ethylacetdtem, promyje se nasycenym roztokem NaHCOs, vysusi se (MgSOy), zfiltruje se a
zahusti. Rozetfeni s diethyletherem poskytne 7-cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-
ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbonitril (68 mg, vytéZek 53 % (pro 2 kroky)).
MS(ESI) m/z 335,0 M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 9,96 (1H, s), 8,97 (1H, s), 8,33-8,21 (2H, m), 7,75 (1H, dd),
7,55 (1H, s), 5,19 (1H, t), 5,10 (1H, kvintet), 4,49 (2H, d), 2,37-2,10 (4H, m), 2,10-1,92 (2H,
m), 1,85-1,67 (2H, m).

Referencni priklad 9
Dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-kyanoethyl)-piperazin-[-yl]-pyridin-2-ylamino}-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Opakovanim postupi, popsanych v piikladu A (aZ na zahiivani na 130 °C po dobu 1 hodiny
v mikrovlnném apardtu CEM Discovery, misto zahfivan{ za refluxu), se z 3-piperazin-1-yl-
propionitrilu (510 mg, 3,63 mmol) ziska 3-[4-(6-nitro-pyridin-3-yl)-piperazin-1-yl]-
propionitril jako bild krystalicka pevna latka (212 mg, 25 %) [po chromatografii na SiO;;
eluce smési 0-10% methanol/dichlormethan, a po nésledné rekrystalizaci ze smési ethylacetét

/petrolether]. MS(EST) m/z 262,1 (M+H)".
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Opakovénim postupt, popsanych v prikladu B, se reakci 3-[4-(6-nitro-pyridin-3-yl)-
piperazin-1-yl]-propionitrilu (200 mg, 0,763 mmol) ziska 3-[4-(6-amino-pyridin-3-yl)-
piperazin-1-yl]-propionitril (165 mg, 94 %), ktery se bez dalsiho ¢istén{ pouzije v
ndsledujicim kroku. MS(ESI) m/z 232,1 (M+H)".

Za pouZiti Buchwaldovy metody A se reakc{ 3-[4-(6-amino-pyridin-3-yl)-piperazin-1-yl]-
propionitrilu (173 mg, 0,751 mmol) a dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,683 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
2-{5-[4-(2-kyano-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino}-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (34 mg, 10 %) [po pie€isténi preparativni LCMS].

MS(ESI) m/z 488,2 (M+H)* (metoda B).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,72 (1H, s), 8,24 (1H, d), 7,99 (1H, d), 7,51 (1H, dd), 6,62
(1H,s), 4,82-4,72 (1H, m), 3,23 (4H, t), 3,17 (6H, s), 2,82-2,65 (8H, m), 2,62-2,48 (2H, m),
2,17-1,98 (4H, m), 1,86-1,64 (2H, m).
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Referen¢ni priklad 25
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2,2,2-trifluorethyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-
ylamino}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

/N/Q
AN

Opakovénim postupd, popsanych v piikladu A (aZ na zahtivani na 130 °C po dobu 1 hodiny
v mikrovinném apardtu CEM Discovery, misto zahiivani za refluxu), se reakc{
1-(2,2,2-trifluorethyl)-piperazinu (1,31g, 5,41 mmol) ziska 1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-4-(2,2,2-
trifluorethyl)-piperazin (210 mg, 15 %) [po pteéi§téni chromatografii na SiO,; eluce smés{

0-10% methanol/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 291,1 (M+H)".

CF,  ,— N
N N—</:>—NH
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Opakovanim postupt, popsanych v pfikladu B, se reakc{ 6-nitro-pyridin-3-yl)-4-(2,2,2-
trifluorethyl)-piperazinu (210 mg, 0,724 mmol) ziska 5-[4-(2,2,2-trifluorethyl)-piperazin-1-
yl]-pyridin-2-ylamin (158 mg, 84 %), ktery se bez dalstho ¢isténi pouZije v ndsledujicim

kroku. MS(EST) m/z 261,1 (M+H)".

Buchwaldova metoda B

Smés 5-[4-(2,2,2-trifluorethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylaminu (158 mg, 0,607 mmol),
dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
(118 mg, 0,405 mmol), Pd,(dba); (18,5 mg, 0,020 mmol), BINAP (25 mg, 0,040 mmol) a
terc-butoxidu sodného (70 mg, 0,728 mmol) v dioxanu (3,5 ml) se odplyn{ a zahfiva se na
100 °C po dobu 1 hodiny v mikrovinném generdtoru CEM Discover. Reakéni smés se rozdéli
mezi dichlormethan a nasyceny roztok NaHCO;. Organick4 vrstva se oddéli a vodna vrstva se

extrahuje dal$im dichlormethanem. Spojené organické faze se promyji solankou, vysusi se
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(MgSOy), zfiltruji se a zahustf. Surovy produkt se precisti chromatografif na silikagelu (eluce
0 az 10% methanol/dichlormethan), ¢imZ se ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-
[4-(2,2,2-trifluorethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové, ktery se dale precist{ rozetfenim s acetonitrilem (115 mg, 55 %).

MS(ESID) m/z 517,2 (M+H)" (metoda A).

'"H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,72 (1H, s), 8,24 (1H, d), 7,98 (1H, d), 7,50 (1H, dd), 6,62
(1H, s), 4,81-4,72 (1H, m), 3,27-3,09 (12H, m), 2,89 (4H, t), 2,61-2,49 (2H, m), 2,16-2,01
(4H, m), 1,81-1,69 (2H, m).

Referencni piiklad 8
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-[1,4]diazepan-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

o
A
7 N

Za pouziti Buchwaldovy metody A se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,13 g, 0,444 mmol) ziska terc-butylester
kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-
pyridin-3-yl]-[1,4]diazepan-1-karboxylové (66 mg, 27 %) [po pfecisténi chromatografii na
S10,, eluce 0-3% MeOH v dichlormethanu].

MS(ESI) m/z 549,3 (M+H)".

Za pouziti obecného postupu A se terc-butylester kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoy!-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-[ 1 ,4]diazepan-1-
karboxylové (66 mg, 0,12 mmol) pfevede na dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
[1,4}diazepan-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (35 mg,

65 %), ktery se zisk4 jako nazloutld pevna latka [po pfeciSténi chromatografii na kolon¢ SCX;
eluce 15% (2 M NH; v MeOH)/DCM]. MS(ESI) m/z 449,2 (M+H)" (metoda C).

'"H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,69 (1H, s), 8,08 (1H, d), 7,83 (1H, d), 7,30 (1H, dd), 6,60
(1H, s), 4,76 (1H, kvintet), 3,63 (4H, t), 3,17 (7H, s), 3,09 (2H, t), 2,91 (2H, t), 2,61-2,45 (2H,
m), 2,17-1,93 (7H, m), 1,80-1,63 (2H, m).
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Referenéni priklad 13
Dimethylamid kyseliny rac-2-[5-(3-amino-pyrrolidin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo{2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

|

O N

A

/

Y0

Opakovanim postuptl, popsanych v piikladu A, se terc-butylester kyseliny pyrrolidin-3-yl-
karbamové (2,52 g, 13,5 mmol) pfevede na terc-butylester kyseliny [1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-
pyrrolidin-3-yl]-karbamové, ktery se ziska jako Zlutd pevnd latka (2,16 g, 57 %) [po rozetien{
s EtOAc].

[M+H]"= 309,2.

IS ReYa ™

Opakovanim postuptl, popsanych v prikladu B, se reakci terc-butylesteru kyseliny [1-(6-
nitro-pyridin-3-yl)-pyrrolidin-3-yl]-karbamové (2,16 g, 7,01 mmol) ziska terc-butylester
kyseliny [1-(6-amino-pyridin-3-yl)-pyrrolidin-3-yl]-karbamové jako purpurova pevna latka
(1,12 g, 56 %) [po chromatografii na SiO»; eluce smési 2,5-7,5% MeOH/dichlormethan).
[M+H]"=279,2.

|

O N

7 N/O
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I

Za pouziti Buchwaldovy metody A se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,13 g, 0,444 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
[1-(6-amino-pyridin-3-yl)-pyrrolidin-3-yl]-karbamové (0,136 g, 0,488 mmol) ziska
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terc-butylester kyseliny { 1-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-pyrrolidin-3-yl}-karbamové (35 mg, 15 %) (po
chromatografii na SiO,, eluce smési 0-3% MeOH/dichlormethan).

MS(EST) m/z 535,3 (M+H)".

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny{ 1-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-pyrrolidin-3-yl } -
karbamové (35 mg, 0,0655 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny rac-2-[5-(3-amino-pyrrolidin-
1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-6-karboxylové jako
Zluta pevnd latka (11 mg, 39 %) [po chromatografii na SiO,; eluce smési 5% (2,0 M NH; v
MeOH)/DCM]. MS(ESI) m/z 435,2 (M+H)" (metoda C).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,68 (1H, s), 8,10 (1H, d), 7,66 (1H, d), 7,11 (1H, dd), 6,60
(1H, s), 4,79-4,66 (1H, m), 3,76-3,65 (1H, m), 3,60-3,46 (2H, m), 3,17 (6H, s), 3,15-2,87 (2H,
m), 2,62-2,44 (2H, m), 2,37-2,22 (1H, m), 2,17-1,98 (4H, m), 1,98-1,80 (1H, m), 1,80-1,63
(2H, m).

Referenéni priklad 19
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-methyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

I

Q. N\

A
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N{H_@_N\/_—J(NH

Za pouZiti Buchwaldovy metody A se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,142 g, 0,485 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
(+/-)-4-(6-amino-pyridin-3-yl)-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (0,156 g, 0,533 mmol)
ziska terc-butylester kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin- I-karboxylové (260 mg, 97 %) (po
chromatografii na SiOy; eluce smési 0-3% MeOH/dichlormethan).

MS(ESI) m/z 549,3 (M+H)".
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Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-
piperazin-1-karboxylové (260 mg, 0,474 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-[5-(3-methyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-6-karboxy-
lové jako béZova pevnd litka (67 mg, 31 %) [po chromatografii na SiO»; eluce smés{

5% (2,0 M NH3 v methanolu/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 449,4 (M+H)" (metoda D).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,23 (1H, s), 8,76 (1H, s), 8,13 (1H, d), 7,98 (1H, d), 7,41
(IH, dd), 6,60 (1H, s), 4,80-4,67 (1H, m), 3,46 (2H, t), 3,06 (6H, s), 3,02-2,90 (1H, m), 2,90-
2,74 (2H, m), 2,61-2,49 (2H, m), 2,49-2,27 (2H, m), 2,27-2,08 (2H, m), 1,98 (4H, s), 1,65
(2H, d), 1,03 (3H, d).

Referen¢ni piiklad 5
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-fluorethyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-
ylamino}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové

|
Os N

K roztoku hydrochloridu amidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-
ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,318 mmol) a uhli¢itanu
draselného (132 mg, 0,955 mmol) v acetonitrilu (3 ml) a DMF (2 ml) se ptidd 1-brom-2-
fluorethan (0,035 ml, 0,478 mmol) a reakéni smés se zahiiva 24 hodin na 80 °C v uzaviené
reakCni vialce. Po ochlazeni se reakéni smes rozdélf mezi dichlormethan a vodu. Organicka
vrstva se odd€li a vodn4 vrstva se dale extrahuje dichlormethanem. Spojené organické faze se
promyji solankou, vysusi se (MgSQOy), zfiltruji se a zahusti. Surovy produkt se piedisti
chromatografii na silikagelu (eluent 0 az 10% methanol/dichlormethan), &imzZ se ziska
dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-fluorethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (84 mg, 55 %) jako téméf bild pevnd
latka.

MS(ESI) m/z 481,2 (M+H)" (metoda B).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,23 (1H, s), 8,75 (1H, s), 8,14 (1H, d), 7,99 (1H, d), 7,43
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(IH, dd), 6,60 (1H, s), 4,79-4,68 (1H, m), 4,64 (1H, t), 4,53 (1H, 1), 3,14 (4H, t), 3,06 (6H, s),
2,72 (1H, v), 2,68-2,60 (5H, m), 2,49-2,37 (2H, m), 1,98 (4H, s), 1,65 (2H, d).

Referencni piiklad 84
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-kyanomethyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

I
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Opakovanim postupti, popsanych v ptikladu 5, se reakci hydrochloridu dimethylamidu
kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karboxylové (150 mg, 0,318 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-kyanomethyl-
piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové
jako téméf bild pevna latka (99 mg, 66 %). MS(ESI) m/z 474,4 (M+H)" (metoda B).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 9,25 (1H, s), 8,75 (1H, s), 8,15 (1H, d), 8,04-7,97 (1H, d),
7,48-7,41 (1H, dd), 6,59 (1H, s), 4,78-4,69 (1H, m), 3,81 (2H, s), 3,18 (4H, t), 3,06 (6H, s),
2,66 (5H, t), 2,43 (1H, d), 1,99 (4H, s), 1,70-1,61 (2H, m).

Referenéni priklad 14
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-methoxy-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Opakovénim postupt, popsanych v piikladu 5, se z hydrochloridu dimethylamidu kyseliny
7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1 -yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-



karboxylové (150 mg, 0,318 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-
methoxy-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové jako téméf bild pevnd latka (46 mg, 29 %). MS(ESI) m/z 493,5 M+H)"
(metoda B).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 9,22 (1H, s), 8,75 (1H, s), 8,14 (1H, d), 7,98 (1H, d), 7,42
(IH, dd), 6,60 (1H, s), 4,78-4,69 (1H, m), 3,48 (2H, t), 3,26 (3H, s), 3,18-3,09 (4H, m), 3,06
(6H, s), 2,65-2,52 (6H, m), 2,47-2,35 (2H, m), 1,98 (4H, s), 1,71-1,58 (2H, m).

Referenéni piiklad 10
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-karbamoylmethyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

O N

A
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Opakovanim postupu, popsanych v piikladu 5, se z hydrochloridu dimethylamidu kyseliny
T-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (100 mg, 0,212 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-karbamoylmethyl-
piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové
(66 mg, 63 %) jako téméf bild pevna latka [po chromatografii na SiO, ; eluce 0 aZz 10% (2M
NH; v methanolu/dichlormethan). MS(ESI) m/z 492,3 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 9,22 (1H, s), 8,75 (1H, s), 8,14 (1H, d), 7,99 (1H, d), 7,43
(1H, dd), 7,25-7,17 (1H, m), 7,17-7,10 (1H, m), 6,59 (1H, s), 4,77-4,70 (1H, m), 3,17 (4H, t),
3,06 (6H, s), 2,94 (2H, s), 2,61 (4H, t), 2,44 (2H, s), 1,98 (4H, s), 1,65 (2H, d).
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Referencni priklad 33
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-{4-[2-(2-hydroxy-ethoxy)-ethyl]-piperazin-1-yl }-
pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolof2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

z27 X
P
Iz Z

OO
" Q
{

H

K michanému roztoku terc-butyldimethylchlorsilanu (50 hmotn.% roztok v toluenu, 8,38 ml,
24,08 mmol) a imidazolu (1,78 g, 26,09 mmol) v DMF (10 ml) se pti 0 °C ptida po kapkach
2-(2-chlorethoxy)ethanol (2,13 ml, 20,07 mmol). Reakéni smés se potom micha 1 hodinu pfi
0 °C, a potom se ohfeje na teplotu mistnosti a micha se dalich 17 hodin. Reak¢ni smés se
rozdeli mezi diethylether a solanku. Spojené organické faze se potom vysusi (MgSOy),
zfiltrujf se a zahusti za sniZzeného tlaku, ¢im?7 se ziskd produkt (76 mg, 0,318 mmol), ktery se

bez dalSiho €iSténi ptimo pouZije déle.

Opakovanim postupil, popsanych v pfikladu 5, se z hydrochloridu dimethylamidu kyseliny
7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-6-
karboxylové (100 mg, 0,212 mmol) ziska dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-{4-[2-
(2-hydroxy-ethoxy)-ethyl]-piperazin-1-yl }-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové jako témét bild pevna latka (13 mg, 12 %).

MS(ESI) m/z 523,5 (M+H)" (metoda D).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 9,22 (1H, s), 8,75 (1H, s), 8,14 (1H, d), 7,99 (1H, d), 7,43
(1H, dd), 6,60 (1H, s), 4,79-4,68 (1H, m), 4,61 (1H, t), 3,57 (2H, t), 3,50 (2H, q), 3,44 (2H, v),
3,15-3,09 (4H, m), 3,06 (6H, s), 2,60 (4H, t), 2,54 (2H, t), 2,48-2,37 (2H, m), 2,05-1,91 (4H,
m), 1,71-1,59 (2H, m).



Referen¢ni priklad 88
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-dimethylamino-acetyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové

|
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K roztoku hydrochloridu dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-
2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (80 mg, 0,170 mmol),
N,N-dimethylglycinu (18 mg, 0,170 mmol) a diisopropylethylaminu (0,089 ml, 0,509 mmol)
v DMF (1 ml) se pfidd TBTU (55 mg, 0,170 mmol) a reakéni smes se michd pfi teploté
mistnosti 1 hodinu. Pfidd se methanol (0,5 ml) a reakéni smés se piecisti chromatografif na
silikagelu (gradient 0-10% 2M NHj3 v methanolu/dichlormethan), ¢imz se ziskd dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-dimethylamino-acetyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové, ktery se dale ptecisti rozetfenim s
acetonitrilem, a ziska se potom jako téméf bild pevnd latka (69 mg, 78 %).

MS(ESI) m/z 520,4 (M+H)" (metoda D).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,75 (1H, s), 8,28-8,21 (1H, m), 8,01 (1H, d), 7,61-7,55
(1H, m), 6,65 (1H, s), 4,83-4,75 (1H, m), 4,22 (2H, s), 3,84 (2H, 1), 3,64 (2H, 1), 3,28-3,21
(4H, m), 3,18 (6H, s), 2,92 (6H, s), 2,60-2,50 (2H, m), 2,16-2,02 (4H, m), 1,80-1,70 (2H, m).

Referencni piiklad 12
Dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-amino-acetyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Opakovanim postupil, popsanych v piikladu 88, se reakci hydrochloridu dimethylamidu
kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karboxylové (150 mg, 0,318 mmol) a N-BOC-glycinu (56 mg, 0,318 mmol) zisk4 surovy
produkt, ktery preciSténim chromatografii na SiO, (eluent 0-7% methanol/dichlormethan)
poskytne terc-butylester kyseliny (2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl}-2-oxo-ethyl)-karbamové,

ktery se ptimo pouZije v dal§im kroku.

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny (2-{4-[6-(7-cyklopentyl-
6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl }-
2-oxo-ethyl)-karbamové ziska dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-amino-acetyl)-piperazin-1-
yl]-pyridin-2-ylamino }-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako
naZloutld pevnd latka (96 mg, 61 %) [po pieciSténi chromatografii na SiO»; eluent 0-10% (2M
NH; v methanolu)/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 492,3 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,73 (1H, s), 8,28 (1H, d), 8,02 (1H, d), 7,55 (1H, dd), 6,64
(1H, s), 4,82-4,73 (1H, m), 3,97 (2H, s), 3,88-3,78 (2H, m), 3,65 (2H, t), 3,28-3,19 (4H, m),
3,17 (6H, s), 2,55 (2H, d), 2,09 (4H, m), 1,82-1,69 (2H, m).

Benzylaminové analogy

Obecny postup B (redukéni aminace pisobenim Na(OAc);BH)

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (1 molekv.) a amin (1,1 molekv.) se rozpusti v dichlormethanu

(~ 30 obj.) a smés se micha do vyCeteni (v piipadech, kdy se amin pouZiva jako
hydrochloridova stl, se piidd se 1 molekv. Et;N). V piipad€ potieby se pfidd MeOH a/nebo

1 kapka kyseliny octové, aby se usnadnilo rozpoustén{ a tvorba iminu. Potom se ke smési
piidd Na(OAc);BH (1,5 - 2 molekv.) a v michan{ se pokracuje pfi teplot€ mistnosti dalSich 16
hodin. Reakéni smés se rozloZi pfidanim vodného roztoku NaHCOs a produkt se extrahuje
dichlormethanem, ethylacetdtem nebo smési CHCl3/i-PrOH (2:1). Spojené organické frakce
se vysusi (NaSO4 nebo MgSO,), zfiltruji se a rozpoustédlo se odpaii. Surovy produkt se

precisti chromatografii na SiO.
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Obecny postup C (redukéni aminace pusobenim NaCNBH;3 nebo NaBHj)

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (1 molekv.) a amin (1-2 molekv.) se rozpusti bud’to ve smési
dichlorethan/THF (3:1) nebo ve smési MeOH/dichlormethan (40 obj.). Smés se mich4 pfi
20-40 °C po dobu 16 hodin, potom se ochladi na 0 °C a piida se NaCNBH3 nebo NaBH4 (1,5 -
2 molekv.) a smé&s se michd pfi teplot¢ mistnosti 5 hodin. Pokud je to nutné, ptida se pro
usnadnéni reakce dal§i MeOH a/nebo kyselina octova. Smés se potom rozloZ{ vodnym
roztokem NaHCO; (10 ml) a produkt se extrahuje diethyletherem, dichlormethanem nebo
smési CHCl3/iPrOH (1:1). Spojené organické faze se vysusi (MgSOy), zfiltruji se a

rozpou§tédlo se odpafi. Surovy produkt se piecisti chromatografii na SiO».

Piiklad C
5-(terc-Butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamin

OTBDMS

K roztoku (6-chlor-3-pyridinyl)methanolu (12,5 g, 87 mmol) a imidazolu (7,2 g, 105 mmol) v
THF (120 ml) se pfid4 roztok TBDMSCI (15,8 g, 105 mmol) v THF (60 ml). Smés se micha
pfi teploté mistnosti po dobu 5 hodin, a potom se zahust{ ve vakuu na 1/4 pivodniho objemu.
Suspenze se potom rozdéli mezi vodu (60 ml) a EtOAc (60 ml). Organicka vrstva se promyje
jednou vodou, jednou 5% roztokem KH,POys, jednou nasycenym roztokem NaHCO; a
nakonec jednou solankou. Potom se vysusi (MgSO,), zfiltruje, a rozpoustédlo se odpaii ve
vakuu. Zisk4 se tak 5-(terc-butyldimethylsilanyloxymethyl)-2-chlorpyridin jako bezbarva
kapalina (22,4 g, 83 %). MS(ESI) m/z 258,0 (M+H)".

5-(terc-Butyldimethylsilanyloxymethyl)-2-chlorpyridin (5,58 g, 21,6 mmol), BINAP (0,4 g,
0,64 mmol) a benzofenonimin (4,7 g, 25,9 mmol) se rozpust{ v toluenu (50 ml) a roztok se
odplyni dusikem. Pfidd se terc-butoxid sodny (2,91 g, 30,3 mmol) a Pda(dba); (0,2 g, 0,22
mmol) a roztok se znovu odplyni. Smés se zahi{va na 80 °C po dobu 6 hodin a potom se
ponechd zchladnout na teplotu mistnosti. Smés se ¢tyfndsobné ziedi Et,O a potom se roztok

zfiltruje. Odpateni rozpoustédla ve vakuu poskytne surovy benzhydryliden-[5-(terc-butyl
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dimethylsilanyloxymethyl)-pyridin-2-yl]-amin. Tento produkt se rozpusti v MeOH (50 ml) a
v roztoku hydroxylaminu (2,85 ml 50% vodného roztoku, 46,5 mmol) a roztok se micha pii
teploté mistnosti 16 hodin. Smés se zahust{ ve vakuu a zbytek se potom rozpusti v Et,O

(50 ml) a zfiltruje se. Filtrat se promyje solankou, vysusi se (MgSOs) a rozpoustédlo se potom
odpaii ve vakuu. Surovy ¢erveny olej se precisti chromatografii na SiO, (gradient petrolether:
EtOAc = 8:1 az 100% EtOAc), a ziskany oranZovy olej po rozetfeni s hexanem zkrystaluje.
Nakonec se odstrani ve vakuu rozpoustédlo, ¢imZ se ziskd 5-(terc-butyldimethyl-
silanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamin jako oranZova pevnd litka (2,9 g, 56,1 %).

MS(ESI) m/z 239,2 (M+H)".

Referencni piiklad 108
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d] yrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakc{ 5-(terc-butyldimethyl- silanyloxymethyl)-
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pyridin-2-ylaminu (0,980 g, 4,098 mmol) a dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové ziskd dimethylamid kyseliny 2-[5-(terc-butyl-
dimethylsilanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (1,136 g, 84 %) [po chromatografii na SiO»; eluent 0-5% MeOH/dichlormethan).
MS(ESD) m/z 495,3 (M+H)".



Dimethylamid kyseliny 2-[5-(terc-butyldimethylsilanyloxymethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,1 g, 0,202 mmol) se rozpusti v
suchém THF (1 ml). Pfida se po kapkach TBAF (1M roztok v THF) (0,303 mi, 0,303 mmol) a
smés se potom michd 16 hodin pfi teploté mistnosti. Potom se odpafi rozpoustédlo a surovy
produkt se piedisti chromatografif na SiO; (eluent 0-10% MeOH/dichlormethan), ¢imz se
ziska dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-6-karboxylové (60 mg, 78 %).

MS(ESI) m/z 381,2 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,77 (1H, s), 8,45 (1H, d), 8,25 (1H, d), 7,82 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,81-4,75 (1H, m), 4,62 (2H, s), 3,18 (6H, s), 2,65-2,53 (2H, m), 2,11 (4H, d), 1,84~
1,72 (2H, m).

Referencni priklad 107
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové
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Metoda MnO,

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (4,49 g, 11,8 mmol) se rozpusti v dichlormethanu
(175 ml) a methanolu (75 ml). Za stalého michanf{ se pfid4 aktivovany MnO, (85%, 51,1 g,
503 mmol) ve 4 ddvkéch béhem 48 hodin. Po dal$ich 16 hodindch se smés zfiltruje. Filtrat se
zahfeje na 38 °C a ve dvou ddvkach se pfida dalsi MnO, (24 g, 236 mmol) béhem 5 hodin.
Smés se dale michd 12 hodin, pak se ochladi a zfiltruje. Zahusténi ve vakuu poskytne pevnou
l4tku, kterd se rozetie s MeOH (10 ml), ¢imz se ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
(5-formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (3,8 g, 85 %).
MS(ESI) m/z 379,2 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 1047 (1H, s), 9,94 (1H, s), 8,91 (1H, s), 8,82 (1H, d), 8,49
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(1H, d), 8,18 (1H, dd), 6,69 (1H, s), 4,83-4,73 (1H, m), 3,06 (6H, s), 2,48-2,38 (2H, m), 2,02
(4H, s), 1,68 (2H, d).

Dessova-Martinova perjodinanova metoda

Suspenze Dessova-Martinova perjodinanu (0,435 g, 1,06 mmol) v dichlormethanu (5 ml) a
terc-BuOH (0,1 ml) se micha pii teploté mistnosti 15 minut. K této smési se pfidé roztok
dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-hydroxymethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo
[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,3 g, 0,79 mmol) ve smési dichlormethan:THF (5 ml:7 ml)
b&hem 5 minut. Reakéni smés se micha 1 hodinu pfi teploté mistnosti, naceZ se pfid4 ether
(50 ml) a IM NaOH (25 ml). Smés se mohutné michd 10 minut a potom se fize odd¢li.
Vodna vrstva se zpétné extrahuje etherem (25 ml). Spojené organické frakce se promyji
vodou, solankou, vysu$i se (MgSQy) zfiltruji, a rozpoustédlo se odpaif, ¢imZ se ziska
dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové jako bild pevna ldtka (0,244 g, 82 %).

Referenéni piiklad 75
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((3S,5R)-3,5-dimethyl-piperazin- 1-ylmethyl)-
pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,396 mmol)
a terc-butyl-(2R,6S)-2,6-dimethylpiperazin-1-karboxylatu (93 mg, 0,436 mmol) ziskd
terc-butylester kyseliny (2S,6R)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-2,6-dimethylpiperazin-1-karboxylové (170 mg,
74 %) [po chromatografii na SiO,; eluent 0-10% MeOH)/dichlormethan].

MS(ESI) m/z 577,3 (M+H)".

Za pouZiti obecného postupu A se reakei terc-butylesteru kyseliny (2S,6R)-4-[6-(7-
cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-
ylmethyl]-2,6-dimethyl-piperazin-1-karboxylové (170 mg, 0,295 mmol) ziska dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((3S,5R)-3,5-dimethyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (128 mg, 91 %) [po chromatografii na
Si0»; eluent 0-10% (2M NH; v MeOH)/DCM]. MS(ESI) m/z 477,3 (M+H)" (metoda B).
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'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,78 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,22 (1H, d), 7,79 (1H, dd), 6,66
(1H, s), 4,83-4,75 (1H, m), 3,61 (2H, s), 3,30-3,21 (2H, m), 3,18 (6H, 5), 3,01 (2H, d), 2,65-
2,52 (2H, m), 2,11 (4H, d), 1,98 (2H, t), 1,84-1,71 (2H, m), 1,24 (6H, d).

Referenéni piiklad 77
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-methoxy-ethyl)-piperazin- 1-ylmethyl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,264 mmol)
a 1-(2-methoxyethyl)piperazinu (42 mg, 0,291 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-methoxy-ethyl)-piperazin-1-ylmethyl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 71 %) [po chromatografii na Si0»; eluent
0-10% (2M NH; v MeOH)/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 507,3 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,77 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,21 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,74 (1H, m), 3,61-3,47 (4H, m), 3,35 (3H, s), 3,18 (6H, 5), 2,81-2,41 (12H, m),
2,11 (4H, d), 1,77 (2H, d).

Referenéni priklad 62
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-isopropyl-piperazin- 1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,396 mmol)
a N-isopropoylpiperazinu (56 mg, 0,436 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
[5-(4-isopropyl-piperazin- | -ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (103 mg, 53 %) [po chromatogratii na SiO»; eluent 0-10% (2M NH3 v
MeOH)/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 491,3 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,78 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,22 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,84-4,77 (1H, m), 3,56 (2H, s), 3,33-3,28 (1H, m), 3,18 (6H, s), 2,78-2,49 (10H, m),
2,11 (4H, d), 1,78 (2H, d), 1,11 (6H, d).

Referenéni priklad 85
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin- 1 -ylmethyl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,396 mmol)
a N-(2-hydroxyethyl)piperazinu (57 mg, 0,436 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin- 1-ylmethyl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako téméf bild pevnd litka (78 mg, 40 %) [po
chromatografii na SiOs; eluent 0-10% (2M NH; v MeOH)/DCM].

MS(ESID) m/z 493,3 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,77 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,21 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,74 (1H, m), 3,69 (2H, 1), 3,55 (2H, s), 3,18 (6H, s), 2,73-2,47 (12H, m), 2,11
(4H, d), 1,78 (2H, d).



Referenéni piiklad 34
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-methansulfonyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-
2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouZiti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,396 mmol)
a 1-methansulfonylpiperazinu (72 mg, 0,436 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-
cyklopentyl-2-[5-(4-methansulfonyl-piperazin- 1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako témér bild pevna latka (97 mg, 46 %) [po
chromatografii na SiO,; eluent 0-10% (2M NH; v MeOH)/DCM].

MS(ESID) m/z 527,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,77 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,22 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,80-4,75 (1H, m), 3,60 (2H, s), 3,30-3,25 (4H, m), 3,18 (6H, s), 2,86 (3H, s), 2,66-
2,54 (6H, m), 2,11 (4H, d), 1,83-1,72 (2H, m).

Referencni priklad 61
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-acetyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu B se reakcf dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,528 mmol)
a l-acetylpiperazinu (75 mg, 0,581 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-acetyl-
piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové jako témét bild pevnd litka (96 mg, 37 %) [po chromatografii na SiO,; eluent
0-10% (2M NH; v MeOH)/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 491,2 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,77 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,22 (1H, d), 7,81 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,84-4,74 (1H, m), 3,63 (2H, t), 3,57 (4H, d), 3,18 (6H, s), 2,65-2,44 (6H, m), 2,19-
2,03 (7TH, m), 1,78 (2H, d).

Referenéni priklad 54
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-methyl-piperazin- 1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidin-6-karboxylové

Za pouZiti obecného postupu C se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,298 g, 0,788 mmol)
a terc-butylesteru kyseliny 2-methyl-piperazin-1-karboxylové (0,316 g, 1,58 mmol) ziska
terc-butylester kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]
pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-2-methyl-piperazin-1-karboxylové jako naZloutly
olej (0,341 g, 77 %) [po precisténi chromatografii na SiO;; eluent 2-6% MeOH/DCM].
MS(ESI) m/z 563,3 (M+H)".

Za pouziti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-2-methyl-
piperazin-1-karboxylové (0,341 g, 0,606 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-[5-(3-methyl-piperazin- 1 -ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidin-6-
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karboxylové jako bila pevna ldtka (70 mg, 25 %) [po chromatografii na SiO»; eluent 0-10%
(2M NH; v MeOH)/dichlormethan). MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,77 (1H, s), 8,42 (1H, d), 8,21 (1H, s), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,82-4,73 (1H, m), 3,54 (2H, s), 3,18 (6H, s), 3,04-2,94 (1H, m), 2,94-2,76 (4H, m),
2,67-2,51 (2H, m), 2,20-2,01 (5H, m), 1,85-1,73 (3H, m), 1,08 (3H, d).

Referenc¢ni piiklad 10A
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-hydroxy-azetidin-1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidin-6-karboxylové

Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové a 3-hydroxy-
azetidiniumchloridu (73 mg, 0,667 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-
(3-hydroxy-azetidin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo [2,3-d] pyrimidin-6-
karboxylové jako naZloutld pevna latka (0,131 g, 47 %) [po chromatografii na SiO»; eluent
0-5% (2M NH; v MeOH)/DCM]. MS(ESI) m/z 436,2 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, CDCl,): 8,78 (1H, s), 8,59-8,41 (2H, m), 8,23 (1H, d), 7,65 (1H, dd),
6,47 (1H, s), 4,88-4,72 (1H, m), 4,55-4,42 (1H, m), 3,84-3,42 (4H, m), 3,17 (6H, s), 3,02 (2H,
t), 2,68-2,53 (2H, m), 2,07 (4H, d), 1,73 (2H, d).
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Referen¢ni priklad 66
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[((R)-2-hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu C se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 0,132 mmol)
a (R)-2-aminopropan-1-olu (20 mg, 0,264 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-{5-[((R)-2-hydroxy- 1-methyl-ethylamino)-methyl]-pyridin-2-yl-amino-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové jako bila pevnd latka (36 mg, 62 %).

MS(ESI) m/z 438,3 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, CDC13): 8,75 (1H, s), 8,47 (1H, d), 8,28 (1H, d), 7,73 (1H, dd), 6,47
(1H, s), 4,88-4,77 (1H, m), 3,90 (1H, d), 3,77 (1H, d), 3,67 (1H, dd), 3,36 (1H, dd), 3,18 (6H,
s), 2,98-2,88 (1H, m), 2,67-2,53 (2H, m), 2,10 (4H, d), 1,75 (2H, d), 1,16 (3H, d).

Referenéni priklad 55
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((S)-3-methyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

SR
N/
J
N o
Ch

Za pouziti obecného postupu C se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (3,8 g, 10,05 mmol) a
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terc-butylesteru kyseliny (S)-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (5,03 g, 25,13 mmol) ziska
terc-butylester kyseliny (S)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]
pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-2-methyl-piperazin- 1-karboxylové€ jako bild pevna
latka (2,45 g, 45 %) [po chromatografii na SiO,; eluent 50% EtOAc/petrolether).

MS(ESI) m/z 563,3 (M+H)".

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny (S)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-2-methyl-
piperazin-1-karboxylové (2,45 g, 4,35 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
[5-((S)-3-methyl-piperazin- 1 -ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (1,3 g, 65 %) [po chromatografii na SiO»; eluent 5% (2,0M NH; v
MeOH)/dichlormethan). MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)" (metoda A).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,77 (1H, s), 8,42 (1H, d), 8,21 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,54 (2H, s), 3,18 (6H, s), 3,03-2,92 (1H, m), 2,92-2,77 (4H, m),
2,67-2,51 (2H, m), 2,20-2,01 (5H, m), 1,86-1,70 (3H, m), 1,07 (3H, d).

Referencni piiklad 76
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-hydroxy-piperidin- 1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouziti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,2 g, 0,529 mmol) a
piperidin-4-olu (56 mg, 0,556 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-
hydroxy-piperidin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové jako bil4 pevn4 latka (25 mg, 10 %) [po pfecistén{ preparativni LCMS a dal$im
&isténi chromatografii na SiO»; eluent 0-7% (2N NH; v MeOH/EtOAc)].

MS(ESI) m/z 464,3 (M+H)" (metoda B).
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'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,77 (1H, s), 8,42 (1H, d), 8,20 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,72-3,60 (1H, m), 3,54 (2H, s), 3,18 (6H, s), 2,83 (2H, d), 2,67-
2,50 (2H, m), 2,24 (2H, 1), 2,11 (4H, d), 1,89 (2H, d), 1,77 (2H, d), 1,69-1,51 (2H, m).

Referenéni priklad 42
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-ylmethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného pestupu B se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,35 g, 0,926 mmol)
a terc-butylesteru kyseliny piperazin-1-karboxylové (0,19 g, 1,02 mmol) zisk4 terc-butylester
kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-
pyridin-3-ylmethyl]-piperazin-1-karboxylové jako bild pevna latka (0,333 g, 60 %). Tento
materiél se pouZije ptimo v ndsledujicim reakénim kroku. MS(EST) m/z 549,3 (M+H)".

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-piperazin-1-
karboxylové (0,333 g, 0,607 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin- 1-ylmethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako
bily prasek (135 mg, 50 %) [po piecisténi DOWEXem 550A a dal$im €isténi chromatografii
na SiO»; eluent 0-12% (2N NH;3 v MeOH/dichlormethan)].

MS(ESI) m/z 449,4 (M+H)" (metoda D).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,78 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,21 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,54 (2H, s), 3,18 (6H, ), 2,88 (4H, 1), 2,79-2,35 (6H, m), 2,11
(4H, d), 1,78 (2H, d).
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Referené¢ni piiklad 43
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-methyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu B se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,2 g, 0,529 mmol) a
N-methylpiperazinu (58 mg, 0,582 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-
(4-methyl-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové jako téméF bild latka (0,144 g, 60 %) [po dalSim pteiSténi chromatografii na
Si0;; eluent 2-5% (2N NH; v MeOH)/dichlormethan].

MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)" (metoda B).

"H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,78 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,21 (1H, s), 7,79 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,56 (2H, s), 3,18 (6H, s), 2,98-2,35 (10H, m), 2,30 (3H, s), 2,11
(4H, d), 1,78 (2H, d).

Referen¢ni piiklad 73
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3,8-diaza-bicyklo[3.2.1]okt-3-ylmethyl)-pyridin-
2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu B se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
formyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (0,153 g, 0,405 mmol)
a terc-butylesteru kyseliny 3,8-diaza-bicyklo[3.2.1]oktan-8-karboxylové (95 mg, 0,445 mmol)
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zisk4 terc-butylester kyseliny 3-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-3,8-diaza-bicyklo[3.2.1]oktan-8-karboxylové
jako téméf bila pevn4 latka (0,186 g, 80 %) [po piecisténi chromatografii na SiOy; eluent
0-5% MeOH/EtOAc]. MS(ESI) m/z 575,3 (M+H)".

Za pouziti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 3-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-ylmethyl]-3,3-diaza-
bicyklo[3.2.1]oktan-8-karboxylové (0,186 g, 0,324 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(3,8-diaza-bicyklo[3.2.1]okt-3-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako bild pevna litka (0,105 g, 68 %) [po piecisténi
chromatografif na SiO,; eluent 0-5% (2M NH3; v MeOH)/dichlormethan].

MS(ESI) m/z 475,3 (M+H)" (metoda B).

'H NMR (400 MHz, Me-d3-OD): 8,77 (1H, s), 8,38 (1H, d), 8,18 (1H, s), 7,76 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,49 (2H, s), 3,42 (2H, s), 3,18 (6H, ), 2,68 (2H, dd), 2,64-2,50
(2H, m), 2,29 (2H, d), 2,23-2,01 (4H, m), 2,01-1,85 (2H, m), 1,77 (4H, d).

Referenéni piiklad 65
Dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-amino-acetyl)-piperazin-1-ylmethyl]-pyridin-2-ylamino}-
7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Opakovéanim postupt, popsanych v piikladu 12, se reakci dimethylamidu kyseliny
7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1 -ylmethyl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (0,108 g, 0,241 mmol) a kyseliny terc-butoxykarbonylaminooctové (42 mg,
0,241 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-amino-acetyl)-piperazin-1-ylmethyi]-
pyridin-2-ylamino }-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako bila pevna
litka (87 mg, 69 %). MS(ESI) m/z 506,3 (M+H)" (metoda B).
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'H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,78 (1H, s), 8,43 (1H, d), 8,22 (1H, s), 7,80 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,72 (1H, m), 3,71-3,62 (2H, m), 3,58 (2H, s), 3,54-3,39 (4H, m), 3,18 (6H, s),
2,67-2,55 (2H, m), 2,55-2,41 (4H, m), 2,20-2,03 (4H, m), 1,86-1,68 (2H, m).

Referenéni piiklad 60
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-methyl-3-oxo-piperazin- 1-ylmethyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

SN O

Za pouziti obecného postupu B se reakci 6-chlor-pyridin-3-karbaldehydu (500 mg, 3,532
mmol) a hydrochloridu 1-methylpiperazin-2-onu (559 mg, 3,709 mmol) ziska 4-(6-chlor-
pyridin-3-ylmethyl)-1-methyl-piperazin-2-on (712 mg, 84 %) [po chromatografii na SiO> ;
eluent 0-10% MeOH/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 240,1 (M+H)" .

(N__Né—Q'NHz
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Opakovanim postupt, popsanych v pifkladu C, kroku 2 (aZ na to, Ze benzhydrylidenovy
meziprodukt se extrahuje EtOAc), se reakci 4-(6-chlor-pyridin-3-ylmethyl)-1-methyl-
piperazin-2-onu (712 mg, 2,970 mmol) ziskd 4-(6-amino-pyridin-3-ylmethyl)-1-methyl-
piperazin-2-on (31 mg, 28 %) [po chromatografii na SiO»; eluent 0-10% (2M NHs v
MeOH)/dichlormethan]. MS(ESI) m/z 221.3 (M+H)".
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakc{ 4-(6-amino-pyridin-3-ylmethyl)-1-methyl-
piperazin-2-onu (30 mg, 0,136 mmol) a dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (33 mg, 0,113 mmol) ziskéd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(4-methyl-3-oxo-piperazin-1-ylmethyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (11 mg, 21 %) [po chromatografii na SiO,; eluent
1-10% (2M NH3 v MeOH)/DCM].

MS(ESI) m/z 477,3 (M+H)" (metoda B).

"H NMR (400 MHz, Me-d;-OD): 8,78 (1H, s), 8,44 (1H, d), 8,23 (1H, d), 7,81 (1H, dd), 6,65
(1H, s), 4,83-4,76 (1H, m), 3,62 (2H, s), 3,40 (2H, t), 3,19-3,15 (8H, m), 2,97 (3H, s), 2,78
(2H, t), 2,64-2,53 (2H, m), 2,11 (4H, d), 1,77 (2H, d).

Serie dimethylovanych amidi
Obecny postup F
Dimethylamid kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Do velké uzaviené zkumavky se piedloZi 5-brom-2,4-dichlorpyrimidin (3 g, 13,2 mmol) ve
100 ml EtOH. Potom se k tomuto roztoku pii teplot€ mistnosti pfida cyklopentylamin (1,95
ml, 19,75 mmol) a N,N'-diisopropylethylamin (3,36 ml, 19,8 mmol). Roztok se potom micha
pii teploté mistnosti pres noc. Rozpoustédlo se odpaif a surovy produkt se pfeisti za pouZiti
chromatografie na silikagelu (eluent 15% ethylacetdt/85% hexan), ¢imZ se ziska (5-brom-2-
chlor-pyrimidin-4-yl)-cyklopentylamin jako bild pevnd ldtka (3,25 g, 89 %). MS(ESI) m/z
278,4 (M+H)" .
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Smés (5-brom-2-chlor-pyrimidin-4-yl)-cyklopentylaminu (1 g, 3,6 mmol), propiolaldehyd-
diethylacetalu (550 mg, 4,3 mmol), PdC1,(PPhs), (252 mg, 0,36 mmol), Cul (70 mg, 0,36
mmol), 20 ml Et;N a 5 ml DMF se odplyni a zaht{vé se na 100 °C. Po 13 hodindch se odstrani
rozpoustédlo a produkt se podrobi chromatografii na koloné (eluent 5% ethylacetdtu v
heptanu az 10% ethylacetétu v heptanu). Zahusténim se ziska [2-chlor-5-(3,3-diethoxy-prop-
1-ynyl)-pyrimidin-4-yl]-cyklopentylamin (500 mg, 43 %). MS(ESI) m/z 324,5 M+H)".
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Ke smési [2-chlor-5-(3,3-diethoxy-prop-1-ynyl)-pyrimidin-4-yl]-cyklopentylaminu (5,21 g,
16 mmol) v THF se piidd 1M tetra-n-butylamoniumfluorid v THF (TBAF) (97 ml, 97 mmol)
a smés se zahifva 2 hodiny na 65 °C. Odstrani se rozpoustédlo a produkt se podrobi
chromatografii na koloné (eluent heptan/ethylacetét, od 5% do 15%), ¢imz se ziské 2-chlor-7-
cyklopentyl-6-diethoxymethyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (4,26 g, 82 %).

MS(ESI) m/z 324,5 (M+H)" .

NWO
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Ke smési 2-chlor-7-cyklopentyl-6-diethoxymethyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (4,26 g, 13
mmol) v dioxanu se pfidd koncentrovand HCI. Reakce je kompletni béhem 10 minut a potom
se pridd voda a provede se extrakce ethylacetdtem. Odstrani se rozpoustédlo, ¢imZ se ziska
hn&dy surovy produkt. Chromatografie na kolong (eluent heptan/ethylacetdt (6:4)) poskytne

2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbaldehyd (2,69 g, 82 %).
MS(ESI) m/z 350,4 (M+H)" .
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Ke smési 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbaldehydu (2,69 g, 11
mmol) a DMF se pfid4 oxon (7,2 g, 12 mmol) a smés se michd 6 hodin. Po dplném
probéhnuti reakce se pfidd voda, ¢imzZ se vylouci kyselina 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylova jako Zlutd sraZenina (2,69 g, 85 %).

MS(ESI) m/z 266,4 (M+H)" .

Kyselina 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylova (1,07 g, 4,03
mmol), HBTU (1,53 g, 4,03 mmol) a diisopropylethylamin (2 ml, 12,1 mmol) se rozpusti v
dimethylformamidu (20 ml). P¥id4 se 2 M roztok dimethylaminu v ethanolu (2,4 ml; 48
mmol) a smés se mich4 30 minut, aby se doséhlo tplné konverze. Reak¢ni smés se zfedi
ethylacetdtem a promyje se nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhlicitanu sodného,
vodou a potom solankou. Organickd féze se vysusi (Na;SOs), zfiltruje se a zahusti.
Pfecisténim chromatografif na silikagelu (eluent ethylacetat:heptan) se ziskd dimethylamid
kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (927 mg, vyteZek
79 %). MS(ESI) m/z 293,1 (M+H)".

Referenéni piiklad 1
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-

karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakef dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,34 mmol) a pyridin-2-ylaminu (64 mg,
0,68 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(pyridin-2-ylamino) -7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (350 mg, 84 %).

MS(ESI) m/z 351,1 (M+H)".

Priklad 74

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B a potom obecného postupu A se reakci dimethylamidu
kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (300 mg, 1,02
mmol) a 5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylaminu (314 mg, 1,13 mmol) ziskd dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karboxylové (142 mg, 36 %). MS(ESI) m/z 435,3 (M+H)".
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Alkylované analogy

Obecny postup D

Referencni piiklad 78

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-ethyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,229 mmol) ve 20 ml THF se pfidé
uhlig¢itan draselny (100 mg, 0,689 mmol) a potom bromethan (75 mg, 0,687 mmol). Reakeni
smés se zahi{va 18 hodin na 70 °C. Po chromatografii na SiO», [eluent 0-10% (2ZM NH3 v
MeOH)/dichlormethan] se ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-ethyl-
piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (67 mg,

63 %). MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)".

Referencni priklad 86
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-fluorethyl)-piperazin-1-yl}-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakei dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d}pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,229
mmol) a 1-brom-2-fluorethanu (88 mg, 0,687 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-fluorethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (51 mg, 80 %). MS(ESI) m/z 481,3 (M+H)".

Referencni piiklad 26
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin-1-yl}-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (34 mg, 0,072
mmol) a 2-bromethanolu (9 mg, 0,216 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (12 mg, 32 %). MS(ESI) m/z 479,3 (M+H)".

Referenéni priklad 95
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{ 5-[4-(2-isopropoxy-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-
2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,229
mmol) a 2-(2-bromethoxy)propanu (200 mg, 0,252 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny

7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-isopropoxy-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (103 mg, 86 %). MS(ESI) m/z 521,3 (M+H)".

Obecny postup E

Referen¢ni priklad 57

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-((R)-2-hydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Roztok dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (55 mg, 0,123 mmol) a (R)-2-methyloxiranu (250 mg,
4,3 mmol) v 5 ml ethanolu se zahfiva 18 hodin na 70 °C. Po chromatografii na SiO, (eluent
0-10% (2M NH3; v MeOH)/dichlormethan] se zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
{5-[4-((R)-2-hydroxy-propyl)-piperazin- 1 -yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (10 mg, 16 %). MS(ESI) m/z 493,3 (M+H)".

'H NMR (400 MHz, CDCl5): 8,70 (1H, s), 8,32 (1H, d), 7,96 (1 H, s), 7,80 (1H, s), 7,28 (1H,
d), 6,45 (1H, s), 5,32 (1H, s), 4,86-4,77 (1H, s), 3,85 (2H, t), 3,44 (2H, 1), 3,18 (6H, 5), 2,98
(3H, s), 2,62-2,59 (2H, m), 2,11-2,02 (3H,m); 1,74-1,63 (3H, m).
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Referenéni piiklad 56
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-((S)-2-hydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu E se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (48 mg, 0,110
mmol) a (S)-2-methyloxiranu (121 mg, 0,22 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-((S)-2-hydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (10 mg, 16 %).

MS(ESI) m/z 493,3 (M+H)".

Referen¢ni priklad 71

Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu E se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 0,115



S

mmol) a 2,2-dimethyloxiranu (72 mg, 0,805 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino } - 7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (17 mg, 29 %). MS(ESI) m/z 507,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 21
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(3-hydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,229
mmol) a 3-brompropan-1-olu (80 mg, 0,574 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny
‘7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-2-methylpropyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (55 mg, 50 %). MS(ESI) m/z 493,3 (M+H)".

Referenéni priklad 44
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(3-hydroxy-propyl)-piperazin- 1 -yl]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo{2,3-d}pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakc{ dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,229
mmol) a 3-brompropan-1,2-diolu (106 mg, 0,687 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-2-methyl-propyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (29 mg, 24 %). MS(ESI) m/z 509,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 46
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-((R)-2,3-dihydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a R-(+) glycidolu (51 mg, 0,691 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
{5-[4-((R)-2,3-dihydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (56 mg, 47 %). MS(ESI) m/z 509,3 (M+H)".

Referencni piiklad 29
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-((S)-2,3-dihydroxy-propyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu E se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a (S)-(+) glycidolu (51 mg, 0,691 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-{5-[4~((S)-2,3-dihydroxy-propyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (60 mg, 50 %). MS(ESI) m/z 509,3 (M+H)".

Referenéni priklad 79
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-cyklopentyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a bromcyklopentanu (103 mg, 0,691 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(4-cyklopentyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (85 mg, 71 %). MS(ESI) m/z 503,3 (M+H)".

Referenéni priklad 63
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-isopropyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (30 mg, 0,069 mmol) v 10 ml dichlormethanu se pfida
1 ml acetonu a NaB(OAc);H (30 mg, 0,138 mmol). Vznikld smés se micha pfi teploté
mistnosti 18 hodin. Nésledné pre¢i§téni preparativni LCMS poskytne dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(4-isopropyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (20 mg, 61 %). MS(ESI) m/z 477,3 (M+H)".

Referencni piiklad 36
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-1-methyl-ethyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg,
0,230 mmol) a 2-brompropan-1-olu (96 mg, 0,690 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy- 1-methyl-ethyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (28 mg, 25 %). MS(ESI) m/z 493 4 (M+H)".

Referenéni piiklad 101
Methylester kyseliny 2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin- -yl } -propionove
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a methylesteru kyseliny 2-brompropionové (31 ml, 0,28 mmol) ziska methylester
kyseliny 2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-
ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl }-propionové (46 mg, 39 %).

MS(ESI) m/z 521,4 (M+H)".

Referenéni piiklad 103
Kyselina 2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-
ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl }-propionova
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K roztoku methylesteru kyseliny 2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-

HN
=

pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl }-propionové (250 mg,

0,48 mmol) v 10 ml THF se pfid4 roztok LiOH (19 mg, 48 mmol) v 10 ml vody. Po
18hodinovém michdni pti teploté mistnosti se vznikld smés zahusti a zbytek se zfedi vodou a
nastavi se na pH = 6 pfidavkem 1 N HCI. Promyje se dichlormethanem a sraZend pevnd latka
se izoluje, ¢imZ se ziskd kyselina 2-{4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-piperazin-1-yl }-propionovd (225 mg, 94
%).

MS(ESI) m/z 507,3 (M+H)".

Referen¢ni piiklad 69
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-cyklohexylmethyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a brommethylcyklohexanu (122 mg, 0,690 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
2-[5-(4-cyklohexylmethyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (75 mg, 63 %). MS(ESI) m/z 531,4 (M+H)".

Referencni piiklad 92
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-isobutyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-

r

piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a 1-brom-2-methylpropanu (94 mg, 0,690 mmol) ziska dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(4-isobutyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (45 mg, 41 %). MS(ESI) m/z 491,3 (M+H)".
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Referencni priklad 99
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-methyl-butyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a 1-brom-2-methylbutanu (103 mg, 0,690 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-methyl-butyl)-piperazin- 1 -yl]-pyridin-2-ylamino } -7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 42 %).

MS(ESI) m/z 505,3 (M+H)".

Referen¢ni priklad 68
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(4-methyl-pentyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a 1-brom-4-methylpentanu (103 mg, 0,690 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
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7-cyklopentyl-2-{ 5-[4-(4-methyl-pentyl)-piperazin- 1-yl}-pyridin-2-ylamino } - 7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 42 %). MS(ESI) m/z 519,4 (M+H)".

Referencni piiklad 10
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-karbamoylmethyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin—6—karboxylové

Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a 2-bromacetamidu (95 mg, 0,690 mmol) ziska dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-
karbamoylmethylpiperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 45 %).

MS(ESI) m/z 492,4 (M+H)".

Referencni priklad 7
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-acetylpiperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-I-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (30 mg, 0,230 mmol) v 5 ml dichlormethanu se pfida
0,5 ml acetanhydridu. Po 10 minutach reakce Gplné prob&hne a rozetieni s acetonitrilem
poskytne dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-acetyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolof2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (30 mg, 91 %).

MS(ESI) m/z 477,3 (M+H)".

Obecny postup G

Referen¢ni priklad 27
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-cyklopropankarbonyl-piperazin-1-yl)-pyridin-
2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-

r

pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230 mmol) a cyklopropankarbonyl-
chloridu (22 ml, 0,690 mmol) v 5 ml CH,Cl, se ptida Et;N (64 ml, 0,459 mmol) a smés se
micha pfi teploté mistnosti 18 hodin. Vznikl4 smés se zahusti, zfedi se nasycenym roztokem
NaHCO;j a extrahuje se ethylacetdtem (3x100 ml). Spojené organické faze se vysusi nad
Na,COj3 a preparativni HPLC poskytne dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-karbamoylmethyl-
piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
(81 mg, 68 %). MS(ESI) m/z 503,3 (M+H)".
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Referen¢ni priklad 23
Dimethylamid kyseliny 2-[5-(4-cyklohexankarbonyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-

piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a cyklohexankarbonylchloridu (37 mg, 0,690 mmol) ziskad dimethylamid kyseliny
2-[5-(4-cyklohexankarbonyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (63 mg, 49 %). MS(ESI) m/z 545,3 (M+H)".

Referencni priklad 90
Dimethylamid kyseliny 2-{5-[4-(2-cyklohexyl-acetyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino}-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a cyklohexylacetylchloridu (39 ml, 0,690 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny



'88' ee : .

2-{5-[4-(2-cyklohexylacetyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (61 mg, 47 %). MS(ESI) m/z 559,4 (M+H)".

Referencni priklad 91
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(3-cyklopentyl-propionyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouzit{ obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a 3-cyklopentylpropionylchloridu (39 ml, 0,690 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny

7-cyklopentyl-2-{5-[4-(3-cyklopentyl-propionyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino } - 7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (57 mg, 44 %). MS(ESI) m/z 559,4 (M+H)".

Referenéni priklad 22
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(pyrrolidin- I-karbonyl)-piperazin-1-yl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a pyrrolidin-1-karbonylchloridu (25 ml, 0,690 mmol) ziska dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(pyrrolidin- 1 -karbonyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (84 mg, 70 %). MS(ESI) m/z 532,3 (M+H)".

Referenéni priklad 94
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(piperidin-1-karbonyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-
2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

S
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Za pouZiti obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin—1-yl—pyridin—2—ylamino)—7H—pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a piperidin-1-karbonylbromidu (32 ml, 0,690 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(piperidin-1-karbonyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (83 mg, 64 %). MS(ESI) m/z 546,3 (M+H)".

Referen¢ni priklad 38
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(morfolin-4-karbonyl)-piperazin- 1-yl]-pyridin-
2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu G se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,230
mmol) a morfolin-4-karbonylchloridu (38 mg, 0,690 mmol) ziskéd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(morfolin-4-karbonyl)-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (80 mg, 62 %). MS(ESI) m/z 548,3 (M+H)".

Referené¢ni priklad 30
terc-Butylester kyseliny (R)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin- 1-karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-

~

[}

7TH-pyrrolo[2 ,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,200 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
(R)-2-methylpiperazin-1-karboxylové (200 mg, 0,682 mmol) ziska terc-butylester kyseliny
(R)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-
pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (131 mg, 35 %).

MS(ESI) m/z 549,5 (M+H)".

Referenéni priklad 31
terc-Butylester kyseliny (S)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo([2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin- [ -karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,200 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
(S)-2-methyl-piperazin-[-karboxylové (200 mg, 0,682 mmol) zisk4 terc-butylester kyseliny
(S)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-
pyridin-3-yl]-2-methyl-piperazin-1-karboxylové (157 mg, 42 %).

MS(ESI) m/z 549,5 (M+H)".

Referenéni piiklad 16
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((R)-3-methyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny (R)-4-[6-(7-cyklopentyl-
6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2-methyl-
piperazin-1-karboxylové (131 mg, 0,200 mmol) z{skd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-[5-((R)-3-methyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (55 mg, 50 %). MS(ESI) m/z 449,3 (M+H)".

'"H NMR (400 MHz, CDCl5): 8,71 (1H, s), 8,38 (1H, d), 8,03 (1H, s), 7,80 (1H, s), 7,36 (1H,
d), 6,46 (1H, s), 4,84-4,80 (1H, m), 3,46 (3H, d), 3,18 (6H, s), 3,14-3,05 (2H, m), 2,82-2,75
(1H, m), 2,60-2,55 (3H, m), 2,47-2,41 (1H, m), 2,10-2,04 (4H, m), 1,94-1,67 (4H, m).

Referenéni priklad 81
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[(R)-4-(2-hydroxy-ethyl)-3-methyl-piperazin-1-
yl]-pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karbox ylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((R)-3-
methyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d] pyrimidin-6-karboxylové (43
mg, 0,095 mmol) a 2-bromethanolu (13 mg, 0,105 mmol) zisk4 dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5- [(R)-4-(2-hydroxy-ethyl)-3-methyl-piperazin-1-yl]-pyridin-2-ylamino}-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (32 mg, 68 %). MS(ESI) mlz 493,3 (M+H)".

Referenéni priklad 17
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((S)-3-methyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny (S)-4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H—pyrrolo[2,3-d]pyrimidin—2-ylamino)-pyridin—3-yl]—2-methyl—
piperazin-1-karboxylové (145 mg, 0,200 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-
2-[5—((S)—3—methyl—piperazin—1-yl)—pyridin—2-ylamino]—7H—pyrrolo[2,3—d]pyrimidin—6—
karboxylové (86 mg, 72 %). MS(ESI) m/z 4493 (M+H)".

Referenéni priklad 82
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{ 5-[(S)-4-(2-hydroxy-ethyl)-3-methyl-piperazin-1-
yl]-pyridin—2—ylamino}—7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6—karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((S)-3-
methyl-piperazin-1 -yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (74
mg, 0,17 mmol) a 2-bromethanolu (23 mg, 18 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[(S)-4-(2-hydroxy-ethyl)-3-methyl-piperazin-1 -yl]-pyridin-2-ylamino}-
7H-pyrrolo(2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (34 mg, 42 %). MS(ESI) m/z 493,3 (M+H)".

Referencni piiklad 72
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3,3-dimethyl-piperazin-1 -yD)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (50 mg, 0,17 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-
(6-amino-pyridin-3-yl)-2,2-dimethyl-piperazin- 1-karboxylové (58 mg, 0,15 mmol) ziska
dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3,3-dimethyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (20 mg, 25 %). MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)".
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Referenéni priklad 24
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3,5-dimethyl-piperazin-1 -yD)-pyridin-2-ylamino}-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(7 -cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridin-3-yl]-2,6-dimethyl-
piperazin-1-karboxylové (150 mg, 0,27 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
[5-(3,5-dimethyl-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (70 mg, 58 %). MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)".
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,33 (1H, s), 8,76 (1H, s), 8,15 (1H, d), 7,98 (1H, s), 7,43,
(1H, d), 6,61 (1H, s), 4,76-4,72 (1H, m), 3,50-3,48 (2H, m), 3,08-3,05 (3H, m), 2,89-2,86

(2H, m), 2,50 (12H, s), 2,48-2,43 (2H, m), 2,14-2,05 (2H, m), 2,00-1,90 (2H, m), 1,70-1,60
(1H, m).

Referen¢ni piiklad 4
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-oxo-piperazin- 1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakc{ dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,34 mmol) a 4-(6-amino-pyridin-3-yl)-
piperazin-2-onu (111 mg, 0,578 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-
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oxo-piperazin-1-yl)-pyridin—2-ylamin0]-7H—pyrrolo[2,3—d]pyrimidin—6-karboxylové (35 mg,
35 %). MS(ESI) m/z 449,2 (M+H)".

Referenéni piiklad 39
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((S)-3-hydroxy-pyrrolidin-1-yl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (101 mg, 0,35 mmol) a N-{(E)-2-[(S)-3-(terc-
butyl-dimethyl-silanyloxy)-pyrrolidin- 1-yl]-vinyl }-akrylamidinu (153 mg, 0,52 mmol) a
naslednou deprotekci TBAF ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-((S)-3-hydroxy-
pyrrolidin—1-yl)—pyridin-2-ylamin0]-7H—pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6—karboxylové (98 mg,

65 %). MS(ESI) m/z 436,3 (M+H)".

Referencni piiklad 32
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-hydroxy-azetidin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku 5-brom-2-nitropyridinu (0,54 g, 2,66 mmol), hydrochloridu azetidin-3-olu (0,46 g,
4,17 mmol) a tetrabutylamoniumjodidu (0,103 g, 0,278 mmol) v 6 ml DMSO se pfidd
uhli¢itan draselny (1,06 g, 7,68 mmol). Vznikld smés se zahf{vd 3 hodiny na 80 °C. Pak se
smés nalije do smési ethylacetdtu a roztoku NaHCO;. Extrahuje se ethylacetitem (2x250 ml).
Organickd vrstva se promyje solankou a vysuS{ se nad Na;SOs. ZahuSténim se z{ska

1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-azetidin-3-ol (153 mg, 29 %). MS(ESI) m/z 240,1 (M+H)" .

N

K roztoku 1-(6-nitro-pyridin-3-yl)-azetidin-3-olu (154 mg, 0,779 mmol) ve 2 ml DMF se
pfidd Et;N (0,2 ml, 0,15 mmol) a TBDMSCI (117 mg, 0,776 mmol). Vznikld smés se micha
pii teploté mistnosti 2 hodiny. Pak se smés nalije do smési EtOAc/N aHCOs. Vodna vrstva se
extrahuje ethylacetdtem (2x50 ml). Organickd vrstva se promyje solankou a vysusi se nad
N2,S0,. Zahusténim se zisk4 5-[3-(terc-butyl-dimethyl-silanyloxy)-azetidin- 1-yl}-2-nitro-
pyridin (175 mg, 73 %).
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K suspenzi 5-[3-(terc-butyl-dimethyl-silanyloxy)-azetidin-1-yl]-2-nitro-pyridinu (124 mg,
0,401 mmol) v 5 ml ethanolu se pfidd praskované Zelezo (206 mg, 3,68 mmol) a potom 2 ml
roztoku NH,Cl. Vznikld smé&s se zahifva 3 hodiny na 80 °C, zfiltruje se pfes celit a zahusti se.
Zbyla tmav4 pevna ldtka se rozdéli mezi ethylacetdt a vodu. Vodna faze se extrahuje
ethylacetdtem (2x50 ml). Spojené organické vrstvy se promyji solankou, vysusi se nad
Na,SO, a zahust{ se, &fmZ se ziskd 5-[3-(terc-butyl-dimethyl-silanyloxy)-azetidin-1-yl]-
pyridin-2-ylamin (105 mg, 94 %).

Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (120 mg, 0,411 mmol) a N-{(E)-2-[(S)-3-(terc-
butyl-dimethyl-silanyloxy)-pyrrolidin-1-yl]-vinyl }-akrylamidinu (112 mg, 0,401 mmol), a
naslednou deprotekci 2 ml TBAF ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(3-
hydroxy-azetidin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo [2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

(18 mg, 46 %). MS(ESI) m/z 422,5 (M+H)".

Referenéni piiklad 59
Dimethylamid kyseliny 2-{5-[(2-amino-ethyl)-methyl-amino}-pyridin-2-ylamino}-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,68 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
{2—[(6—amino—pyridin—3-yl)-methyl-amino]-ethyl}—karbamové (200 mg, 0,75 mmol), a
naslednou deprotekci za pouZiti obecného postupu A, ziska dimethylamid kyseliny 2-{5-[(2-
amino-ethyl)-methyl-amino]-pyridin-2-ylamino} -7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karboxylové (100 mg, 34 %). MS(ESI) m/z 423,4 (M+H)".

Referenéni piiklad 83
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{ 5-[(2-hydroxy-ethyl)-methyl-amino]-pyridin-2-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (25 mg, 0,85 mmol) a [2-(terc-butyldimethyl
silanyloxy)-ethyl]-methylaminu (27 mg, 0,094 mmol), a naslednou deprotekei za pouZiti 0,6
ml TBAF v 2 ml THF, zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[(2-hydroxy-ethyl)-
methyl-amino]-pyridin-2-ylamino} -TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (18 mg,

72 %). MS(ESI) m/z 424,2 (M+H)".

'H NMR (400 MHz, CDCl5): 8,78 (1H, s), 8,59-8,41 (2H, m), 8,23 (1H, d), 7,65 (1H, dd),
6,47 (1H, s), 4,88-4,72 (1H, m), 4,55-4,42 (1H, m), 3,84-3,42 (4H, m), 3,17 (6H, ), 3,02 (2H,
t), 2,68-2,53 (2H, m), 2,07 (4H, d), 1,73 (2H, d).

Referenéni piiklad 3
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(piperidin-4-ylkarbamoyl)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (25 mg, 0,85 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-
[(6-amino-pyridin-3-karbonyl)-amino]-piperidin-1-karboxylové (27 mg, 0,094 mmol), a
naslednou deprotekci za pouZit{ 0,6 ml TBAF v 2 ml THF, ziska dimethylamid kyseliny
7—cyklopenty1—2-[5-(piperidin-4—ylkarbamoyl)—pyridin-2—ylamino]-7H-pyrr010[2,3—
d]pyrimidin-6-karboxylové (18 mg, 72 %). MS(ESI) m/z 424,2 (M+H)".

Referenéni priklad 53
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(methyl-piperidin-4-yl-karbamoyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (170 mg, 0,58 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
4—[(6-amino—pyridin-3—karbonyl)-methyl—amino]—piperidin—l—karboxylové (292 mg, 0,87
mmol), a ndslednou deprotekef za pouziti obecného postupu A, ziské dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2—[5-(methyl—piperidin—4-yl-karbamoyl)—pyridin-Z—ylamino]—7H—pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (46 mg, 16 %). MS(ESI) m/z 491,3 (M+H)".
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Referenéni priklad 49
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(piperazin- 1-karbonyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

g @

Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (205 mg, 0,7 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-
(6-amino-pyridin-3-karbonyl)-piperazin-1-karboxylové (236 mg, 0,8 mmol), a naslednou
deprotekei za pouZit{ obecného postupu A, ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-
(piperazin- 1-karbonyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3 -d]pyrimidin-6-karboxylové

(13 mg, 41 %).

MS(ESI) m/z 463,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 96
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin- 1-karbonyl]-
pyridin-2-ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-
(piperazin- 1-karbonyl)—pyridin-2—ylamino]—7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin—6-karb0xylové (200
ml, 0,43 mmol) a 2-bromethanolu (37 mg, 0,52 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{5-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin-1 -karbonyl]-pyridin-2-ylamino}-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 48 %). MS(ESI) m/z 478,3 (M+H)".
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Piiklad D
Kyselina 6—(7—cyklopentyl—6-dimethylkarbamoyl—7H—pyrr010[2,3-d]pyrimidin-Z-ylamino)—
nikotinova

N7 N\ o
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-
(piperazin—1-karbonyl)-pyridin-2-ylamino]—7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin—6-karboxylové (2 g,
6,83 mmol) a methylesteru kyseliny 6-amino-nikotinové (1,15 g, 7,51 mmol), nasledovanou
reakei s LiOH (1 g, 25 mmol) v 320 ml THF/H,0, ziska kyselina 6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)nikotinova (1,2 g, 55 %).
MS(ESI) m/z 395,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 50
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-dimethylamino-piperidin-1-karbonyl)-pyridin-
2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku kyseliny 6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-
ylamino)-nikotinové (100 mg, 0,25 mmol) (ptiklad D) ve 3 ml DMF se pfidd dimethyl-
piperidin-4-yl-amin (33 mg, 0,25 mmol), HBTU (140 mg, 0,38 mmol) a DIPEA (0,088 ml,
0,51 mmol). Smés se mich4 48 hodin pfi teploté mistnosti, potom se zahusti a zbytek se zied{
nasycenym roztokem NaHCO; a extrahuje se ethylacetatem (3x100 ml). Spojené organické
faze se vysusi nad Na,COj3 a zahu$ténim poskytnou nacervenaly odparek. Preparativnif HPLC

poskytne dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-dimethylamino-piperidin-1-karbonyl)-
pyridin-2-ylamino}-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (60 mg, 46 %).
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MS(ESI) m/z 505,5 (M+H)".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,97 (1H, s), 8,85 (1H, s), 8,34 (1H, d), 7,83 (1H, d), 6,65
(1H, ), 4,80-4,72 (1H, m), 4,06-4,00 (1H, s), 3,06 (6H, s), 2,48-2,40 (2H, m), 2,39-2,30 (2H,
m), 2,18 (6H, s), 2,05-1,95 (5H, m), 1,82-1,70 (2h, m), 1,69-1,60 (2H, m), 1,41-1,32 (2H, m),
1,19-1,16 (2H, m).

Referenéni piiklad 87
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-hydroxy-piperidin- 1-karbonyl)-pyridin-2-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku methylesteru kyseliny 6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-nikotinové (200 mg, 0,49 mmol) a piperidin-4-olu (500 mg, 4,9
mmol) v 5 ml CH,Cl, se po kapkéch pfidd roztok iPrMgCl (2,45 ml, 4,9 mmol) pii 0 °C a
smés se pies noc poneché ohfat na teplotu mistnosti. Po 18 hodindch se pfida dalsich 10
ekvivalenti i-PrMgCl a smé&s se mich4 dal$ich 5 hodin. Reak¢ni smés se rozloZi nasycenym
roztokem NH4CI a extrahuje se dichlormethanem (3x100 ml). Spojené organické faze se
promyji roztokem NaCl, vysusi se nad Na;SO4 a zahust se. Chomatografii na SiO; (eluent
85/15% (CH,Cl,/MeOH)) se zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-hydroxy-
piperidin-1 -karbonyl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (120
mg, 51 %). MS(EST) m/z 478,3 (M+H)".

Referencni priklad 41
Dimethylamid kyseliny 2-{ 5-[(2-amino-ethyl)-methyl-karbamoyl]-pyridin-2-ylamino}-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku kyseliny 6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-
ylamino)-nikotinové (100 mg, 0,25 mmol) v DMF se ptid4 terc-butylester kyseliny
(2-methylaminoethyl)-karbamové (53 mg, 0,25 mmol), HBTU (140 mg, 0,38 mmol) a DIPEA
(0,088 ml, 0,51 mmol). Smés se micha 48 hodin pfi teploté mistnosti, potom se zahusti, zfed{
se nasycenym roztokem NaHCOj; a extrahuje se ethylacetitem (3x100 ml). Spojen€ organické
faze se vysusi nad Na,COj; a zahu$ténim poskytnou nacervenaly odparek. Po deprotekci za
pouZiti obecného postupu A se ziskd dimethylamid kyseliny 2-{5-[(2-amino-ethyl)-methyl-
karbamoyl]-pyridin-2-ylamino }-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
(100 mg, 77 %). MS(ESI) m/z 451,3 (M+H)".

Referenéni priklad 6
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(4-dimethylamino-3,4,5,6-tetrahydro-2H-
[1,3'Ibipyridinyl-6'-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouzit{ Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,34 mmol) a N -4,N-4-dimethyl-3,4,5,6-
tetrahydro-2H-[1,3'bipyridinyl-4,6'-diaminu (113 mg, 0,51 mmol) ziskéd dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-(4-dimethylamino-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,3']bipyridinyl-6'-
ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (80 mg, 50 %).

MS(ESI) m/z 477,3 (M+H)".



'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,20 (1H, s), 8,74 (1H, s), 8,13 (1H, d), 7,98 (1H, s), 7,43
(1H, d), 6,59 (1H, s), 4,80-4,68 (1H, m), 3,66 (2H, d), 3,10 (6H, s), 2,70-2,60 (2h, m), 2,40-
2,30 (2H, m), 2,20 (6H, s), 2,00-2,80 (4H, m), 1,85-1,75 (2H, m), 1,70-1,60 (2H, m), 1,65-

1,45 (2H, m).

Referenéni priklad 20
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(4-hydroxy-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,3']bipyridinyl-
6'-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (290 mg, 0,939 mmol) a 4-(terc-butyl-dimethyl-
silanyloxy)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,3"]bipyridinyl-6'-ylaminu (336 mg, 1,09 mmol) a
ndslednou deprotekci za pouziti 7 ml TBAF v 28 ml THF, ziska dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-(4-dimethylamino-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,3']bipyridinyl-6'-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (110 mg, 61 %). MS(ESI) m/z 450,3 (M+H)".

Referenéni priklad 35
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-
[1,3']bipyridinyl-6'-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

HNT NE N /N—
N/
| d
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,34 mmol) a 2-(6'-amino-3,4,5,6-
tetrahydro-2H-[1,3']bipyridinyl-4-yl)-ethanolu (90 mg, 0,38 mmol) ziska dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[ 1,3']bipyridinyl-6'-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (80 mg, 93 %).

MS(ESI) m/z 478,3 (M+H)".

Referen¢ni piiklad 52
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(1',2',3',4',5',6'-hexahydro-[3,4']bipyridinyl-6-
ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (300 mg, 1,03 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
6-amino-3'4',5',6'-tetrahydro-2'H-[3,4']bipyridinyl- 1'-karboxylové (313 mg, 1,13 mmol), a
naslednou deprotekci za pouziti obecného postupu A, ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-(1',2',3',4',5'",6'-hexahydro-[3,4']bipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (212 mg, 48 %). MS(ESI) m/z 434,3 (M+H)".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,54 (1H, s), 8,80 (1H, s), 8,29 (1H, d), 8,17 (1H, s), 7,62
(1H, @), 6,63 (1H, s), 4,83 (1H, m), 3,38-3,30 (3H, m), 3,06 (6H, s), 3,05-2,95 (1H, m), 2,88-
2,80 (1H, m), 2,48-2,40 (4H, m), 2,04-1,95 (4H, m), 1,83-1,70 (2H, m), 1,70-1,64 (2H, m).

Referenéni piiklad 80
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(1'-isopropyl- 1',2',3',4",5',6'-hexahydro-
[3,4'Tbipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K suspenzi dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(1',2',3',4',5',6'-hexahydro-
[3,4'Ibipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,23 mmol)
ve smési dichlormethan/aceton se ptidd NaBH(OAc); (488 mg, 2,3 mmol), ndsledovany 3
kapkami ledové kyseliny octové. Po tiplném probéhnuti reakce se smés zahusti. Potom se
ztedi 100 ml vody a zalkalizuje se na pH 12 pfikapénim 50% roztoku NaOH (2 ml). Extraket
dichlormethanem (3x100 ml) a zahusténim se ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
(1'-isopropyl-1'2',3',4',5',6'-hexahydro-[3,4'Ibipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (65 mg, 60 %). MS(EST) m/z 476,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 100
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[1'-(2-hydroxy-ethyl)-1',2',3',4',5',6'-hexahydro-
[3,4']bipyridinyl-6-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakef dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-

(1'2',3',4',5' 6-hexahydro-[3,4'[bipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (63 mg, 0,15 mmol) a 2-bromethanolu (90 mg, 0,72 mmol) zisk4 dimethylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-[1'-(2-hydroxy-ethyl)-1 '2',3'.4',5',6"-hexahydro-[3,4'Tbipyridinyl-6-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylove (37 mg, 53 %).

MS(EST) m/z 478,3 (M+H)".
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Referenéni priklad 45
terc-Butylester kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-ylamino)-pyridazin-3-yl]-piperazin-1-karboxylové
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Za pouziti obecného postupu D se reakei dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (200 mg, 0,68 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-(6-
amino-pyridazin-3-yl)-piperazin- I -karboxylové (210 mg, 0,75 mmol) ziska terc-butylester
kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-ylamino)-
pyridazin-3-yl]-piperazin-1-karboxylové (150 mg, 46 %).

MS(ESI) m/z 536,3 (M+H)™.

Referenéni piiklad 67
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(6-piperazin-1-yl-pyridazin-3-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

Za pouZiti obecného postupu A se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (150 mg, 0,28 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-(6-piperazin-1-yl-pyridazin-3-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (2 mg, 2 %). MS(ESI) m/z 436,3 (M+H)".
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,77 (1H, s), 8,76 (1H, s), 8,20 (1H, d), 7,39 (1H, d), 6,60
(1H, s), 5,75 (1H, s), 4,76-4,67 (1H, m), 3,52 (4H, s), 3,05 (6H, s), 2,94 (4H, s), 2,42-2,26
(2H, m), 1,97-1,88 (4H, m), 1,62-1,56 (2H, m).

Referenéni priklad 70
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[6-(4-isopropyl-piperazin-1-yl)-pyridazin-3-
ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(1',2',3',4',5',6'-hexahydro-
[3,4'Tbipyridinyl-6-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,23 mmol)
ve smési dichlormethan/aceton se pfidd NaBH(OAc); (488 mg, 2,3 mmol), ndsledovany 3
kapkami ledové kyseliny octové. Po tiplném probéhnuti reakce se smes zahusti. Potom se
ziedi 100 ml vody a zalkalizuje se na pH 12 pfikapanim 50% roztoku NaOH (2 ml). Extrakci
dichlormethanem (3x100 ml) a zahusténim se ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-
[6-(4-isopropyl-piperazin- 1 -yl)-pyridazin-3-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (77 mg, 70 %). MS(ESI) m/z 478,3 (M+H)".

Referencni priklad 37
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-{6-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin-1-yl]-pyridazin-3-
ylamino }-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouzit obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(6-
piperazin- 1-yl-pyridazin-3-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg,
0,229 mmol) a 2-bromethanolu (143 mg, 1,14 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-{6-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin- 1-yl]-pyridazin-3-ylamino}-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (14 mg, 13 %).

MS(EST) m/z 480,3 (M+H)".

Referencni piiklad 48
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,2']bipyrazinyl-5'-ylamino)-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (100 mg, 0,342 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
5'-amino-2,3,5,6-tetrahydro-[ 1,2 bipyrazinyi-4-karboxylové (114 mg, 0,408 mmol), a
naslednou deprotekci za pouZiti obecného postupu A, ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-(3,4,5,6—tetrahydro—2H-[1,2']bipyrazinyl—5'—ylamino)-7H-pyrr010[2,3—
d]pyrimidin-6-karboxylové (82 mg, 45 %). MS(ESI) m/z 436,3 (M+H)".

Referenéni priklad 15
Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-
[1,2']bipyrazinyl-5'-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouZiti obecného postupu D se reakci dimethylamidu kyseliny 7-cyklopentyl-2-(3,4,5,6-
tetrahydro-2H-[1,2'Tbipyrazinyl-5'-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

(50 mg, 0,114 mmol) a 2-bromethanolu (25 mg, 0,20 mmol) ziskd dimethylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-3.,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,2']bipyrazinyl-5'-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (30 mg, 54 %). MS(ESI) m/z 480,6 (M+H)".

'H NMR (400 MHz, CDCL): 9,19 (1H, s), 8,61 (1H, s), 7,76 (1H, s), 7,48 (1H, s), 7,19 (1H,
s), 6,36 (1H, s), 4,80-4,68 (1H, m), 3,66-3,57 (2h, s), 3,54 (6H, s), 2,65 (3H, s), 2,59 (2h, s),
2,56-2,40 (2H, m), 2,03-1,93 (3h, m), 1,68-1,56 (4H, m).

Referencni priklad 40
Dimethylamid kyseliny 7-(4-hydroxy-4-methyl-cyklohexyl)-2-(pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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K roztoku dimethylamidu kyseliny 7-(4-oxo-cyklohexyl)-2-(pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (25 mg, 0,066 mmol) v THF se pfida 20 kapek
MeMgl. Po tiplném probéhnuti reakce se pfidd 25 ml vody, ndsledované 30 ml vodného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Extrakce dichlormethanem (3x50 ml) a zahuStén{
poskytne smés diastereomeril. Preparativni HPLC poskytne dimethylamid kyseliny
7-(4-hydroxy-4-methyl-cyklohexyl)-2-(pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (2 mg, 4 %).

MS(ESI) m/z 395,3 (M+H)".

Referenéni piiklad 58
Methylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci methylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (500 mg, 1,80 mmol) a terc-butylesteru kyseliny
4-(6-amino-pyridin-3-yl)-piperazin-1-karboxylové (550 mg, 1,98 mmol) ziska methylamid
kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin- 1-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
6-karboxylové (580 mg, 77 %). MS(ESI) m/z 421,2 (M+H)",

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 8,72 (1H, s), 8,38 (1H, d), 8,02 (1H, ), 7,77 (1H, 5), 7,36
(1H, dd), 6,67 (1H, s), 6,16-6,10 (1H, m), 5,50-5,48 (1H, m), 3,15 (3H, d), 3,03 (2H, d), 2,68-
2,58 (2H, m), 2,14-2,05 (4H, m), 1,80-1,61 (8H, m).

Referenéni priklad 51
Methylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(4-isopropyl-piperazin-1-yl)-pyridin-2-ylamino]-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové

K suspenzi methylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (500 mg, 1,20 mmol) v acetonu se pfidd NaBH(OAc)3 (2,5 g, 12 mmol),
nasledovany 15 kapkami ledové kyseliny octové. Po tiplném prob¢hnuti reakce se smes
zahusti. Potom se zfedi 250 ml vody a zalkalizuje se na pH 12 piikapanim 50% roztoku
NaOH. Extrakci dichlormethanem (3x250 ml) a zahu3ténim se ziskd methylamid kyseliny
7-cyklopentyl-2-[5-(4-isopropyl-piperazin-1 -yl)-pyridin-2-ylamino]-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-karboxylové (277 mg, 50 %). MS(ESI) mlz 463,.4 (M+H)".
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Referenéni piiklad 11
(7-Cyklopentyl-6-oxazol-5-yl-TH-pyrrolo [2,3-d]pyrimidin-2-yl)-(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci 2-chlor-7-cyklopentyl-6-oxazol-5-y1-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (70 mg, 0,24 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-(6-amino-pyridin-
3-yl)-piperazin-1-karboxylové (74 mg, 0,27 mmol), a naslednou deprotekei za pouZiti
obecného postupu A, ziskd (7-cyklopentyl-6-oxazol-5-yl-7TH-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-yl)-
(5-piperazin-1-yl-pyridin-2-yl)-amin (25 mg, 24 %). MS(ESI) m/z 431,2 (M+H)".
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 9,33 (1H, s), 8,78 (1H, s), 8,59 (1H, s), 8,13 (1H, d), 7,98 (1

H, d), 7,61 (1H, s), 7,40 (1H, dd), 6,78 (1H, ), 4,70-4,77 (1H, m), 3,04-3,01 (4H, m), 2,86-
2,84 (4H, m), 2,03-2,01 (6H, m), 1,68-1,67 (2H).

Referenéni piiklad 18
(7—Cyklopentyl-6-oxazol—5-yl—7H—pyrrolo[2,3—d]pyrimidin—2-yl)-(5-piperazin-l-ylmethyl-
pyridin-2-yl)-amin
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Za pouziti Buchwaldovy metody B se reakci 2-chlor-7-cyklopentyl-6-oxazol-5-y1-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (100 mg, 0,346 mmol) a terc-butylesteru kyseliny 4-(6-amino-
pyridin-3-ylmethyl)-piperazin-1-karboxylové (106 meg, 0,363 mmol), a ndslednou deprotekci
za pouZiti obecného postupu A, ziska (7-cyklopentyl-6-oxazol-5-yl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-Z—yI)—(5-piperazin—1—ylmethyl—pyridin-Z-yl)-amin (23 mg, 15 %). MS(ESI) m/z
4452 (M+H)".
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Dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(2-oxopiperazin-1-yl)pyridin-2-ylamino]-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové
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Smés 5-brom-2-nitropyridinu (200 mg, | mmol), 1-Boc-3-oxopiperazinu (240 mg, 1,2 mmol),
Xantphos (43 mg, 0,075 mmol), uhli¢itanu cesného (326 mg, 1 mmol) a octanu palladnatého
(11 mg, 0,049 mmol) v dioxanu (5,5 ml) se zahiiva 0,5 hodiny na 120 °C v piistroji Personal
Chemistry microwave apparatus. Analyza TLC i LCMS ukazuje, Ze reakce probéhla tplné.
Reakéni smés se zfiltruje pies celit, filtrat se odpaf{ ve vakuu a zbytek se rozdéli mezi vodu a
ethylacetat. Organick4 vrstva se promyje solankou, vysusi se (Na,S0O,) a odpafi se ve vakuu.
Pregiténi bleskovou chromatografif na silice (eluent ethylacetdt) poskytne terc-butylester
kyseliny 4-(6-nitropyridin-3-yl)-3-oxopiperazin-1-karboxylové jako nahnédlou pevnou latku

(248 mg, 77 %). MS (ESI) m/z 323 [M+H] I
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Opakovanim postupti, popsanych v pfikladu B, se terc-butylester kyseliny 4-(6-nitropyridin-

0]

3-yl)-3-oxopiperazin-1-karboxylové (240 mg, 0,74 mmol) pfevede na terc-butylester kyseliny
4-(6-aminopyridin-3-yl)-3-oxopiperazin-1-karboxylové (225 mg). MS (ESD) m/z 293 [M+H]".

Smeés dimethylamidu kyseliny 2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
karboxylové (225 mg, 0,77 mmol), terc-butylesteru kyseliny 4-(6-aminopyridin-3-yl)-3-
oxopiperazin-1-karboxylové (204 mg, 0,69 mmol), BINAP (24 mg, 0,038 mmol), octanu
palladnatého (6 mg, 0,027 mmol) a uhli¢itanu cesného (340 mg, 1,05 mmol) v dioxanu (4 mi)
se proplachne dusikem a zahiiva se na 100 °C pfes noc. Pfidd se dal3{ octan palladnaty (6 mg,
0,027 mmol) a BINAP (24 mg, 0,038 mmol) a smés se zahi{va dalsi 2 hodiny na 110 °C, po
kteréZto dob& analyza LCMS i TLC ukazuje, Ze reakce prob&hla dplné. Rozpoustédlo se
odstrani ve vakuu a zbytek se michd ve vod€ za sonikace v sonika¢ni lazni. Suspenze se
zfiltruje a filtradni kol4¢ se promyje heptanem. Vysuseni ve vakuu poskytne terc-butylester
kyseliny 4-[6—(7-cyklopentyl—6-dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin—Z-ylamino)-
pyridin-3-yl]-3-oxo-piperazin-1-karboxylové jako svétle hnédou pevnou latku (350 mg, 83
%).

MS (ESI) m/z = 549 [M+H]".

Za pouZiti obecného postupu A se reakci terc-butylesteru kyseliny 4-[6-(7-cyklopentyl-6-
dimethylkarbamoyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-Z-ylamino)-pyrid'm—3-yl]-3—0x0-piperazin— 1-
karboxylové ziskd dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-[5-(2-oxopiperazin-1-yl)pyridin-2-
ylamino]—7H-pyrrolo[2,3—d]pyrimidin—6-karboxylove’ (10 mg, 3,5 %).

MS (ESI) m/z = 448 [M+H]".
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Referenéni priklad 110
Dimethylamid kyseliny 7—cyklopentyl—2-(5—morfolin—4-yl-pyridin—2—ylamino)-7H—pyrrolo[2,3—
d]pyrimidin-6-karboxylové
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Smés 5-morfolin-4-yl-pyridin-2-ylaminu (0,61 g, 3,4 mmol; pfipraven za pouZiti metod, které
jsou podobné metoddm popsanym v piikladu A a v pfikladu B), dimethylamidu kyseliny
2-chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové (1,00 g, 3,4 mmol), BINAP
(106 mg, 0,17 mmol), octanu palladnatého (38 mg, 0,17 mmol) a uhli¢itanu cesného (1,6 g,
4,9 mmol) v dioxanu (20 ml) se zaht{vé 6 hodin na 110 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti
se pfid4 heptan (30 ml) a smés se michd 1 hodinu. Vznikld suspenze se zfiltruje a filtrani
kol4¢ se suspenduje ve vodé za mohutného michdni. Vznikla suspenze se znovu zfiltruje a
filtra¢n{ kol4¢ se promyje vodou a potom diethyletherem, nateZ se vysusi ve vakuu, ¢imZ se
zisk4 dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-morfolin-4-yl-pyridin-2-ylamino)-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové jako svétle hnéd4 pevna latka (1,30 g, 88 %).

MS (EST) m/z = 436,1 [M+H]".

Nisledujici slou¢eniny v tabulce 1 a 2 jsou ptiklady sloucenin, které je moZno pfipravit za
pouZiti syntetickych postupil, exemplifikovanych v experimentdlni ¢asti. I kdyZ syntéza vSech
slouenin nenf popsana, odbornik v oboru miiZe byt schopen kazdou z téchto sloucenin za

pouziti uvedenych syntetickych postupti pfipravit.
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Biologick4 aktivita

Test enzymatické aktivity CDK4/cyklin D1

Za Géelem méteni CDK4/cyklin D1 kindzové aktivity byl pouZit Lance TR-FRET (time-
resolved - fluorescence energy transfer) endpoint test ve 384-jamkové mikrotitraéni desticce.
Stejny test byl pouzit k uréeni IC50 malych molekulovych inhibitord. Obecné byly kindzové
reakce provedeny v 30 ul objemech v reakénim roztoku, obsahujicim nasledujici slozky: 2 ul
sloudeniny (ve 20% DMSO), 18 ul CDK4/cyklin D1 v testovém pufru (50 mM HEPES, pH
7,5, 5 mM MgCl,, 2 mM MnCl,, | mM DTT, 0,05% BSA, 0,02% Tween-20), 10 ul smési
pRb152 a ATP. Findlni reakéni smés obsahuje slou¢eninu (inhibitor) o koncentraci pohybujici
se od 0,005 - 10 uM, 2% DMSO, 0,3 nM CDK4/cyklin D1, 175 nM pRb152 a 3 uM ATP
(Amersham Pharmacia, kat. & 27-2056-01). Vechny reakce byly provadény pfi laboratorni
teploté v bilé 384-jamkové desticce s plochym dnem znacky OptiPlates (Perkin Elmer, kat. €.
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6007290) po dobu 60 minut, poté byly zhaSeny ptidavkem 10 ul 120 mM EDTA. Signély
byly zachyceny piidavkem 40 ul detek&niho roztoku obsahujiciho nasledujici: detek¢ni pufr
(50 mM HEPES, pH 7.5, 30 mM EDTA, 0,1% Triton x-100, 0,05% BSA), 70 ng/ml anti-
fosfo-pRb(S780) (Cell Signaling Technology, kat. €. 9307S), 1 nM Lance Eu-W1024-kralici
protilatky proti IgG (Perkin Elmer, kat. ¢. AD0082) a 20 nM SureLight™ Allofykokyanin-
Streptavidin (Perkin Elmer, kat. &. CR130-100). Vysledné roztoky byly inkubovény pfi
laboratorni teploté po dobu 2 hodin pied odedtenim na Cte€ce Evision Multilabel (Perkin
Elmer, Envision 2102-0010). Poznamka: ICso < 0,005 nM nebo ICsp > 10 uM indikuje, Ze

skuteénd ICso je mimo detekén{ rozmezi.

CDk4/cyklin D1 rekombinantni protein, pouZity v enzymatickém aktivitnim testu, byl
pfipraven koexprimovanim pDEST10-CDK4 (N-koncovy Hise) a pFastBacDual-GST-
hCyklinD1 virti v Sf21 butikdch. Nadm&rn& exprimovany protein byl purifikovin Ni-NTA

afinitnim vytaZenim na >80% ¢istotu pomoci gelové HPLC.

CDK1/cyklin B enzymaticky aktivitni test

Za G&elem méteni CDK1/cyklin B kindzové aktivity byl pouZzit IMAP-FP™ (Molecular
Devices Trade Mark Technology) endpoint test ve 384-jamkové mikrotitratni desticce.
Stejny test byl pouZit k uréeni ICsp malych molekulovych inhibitord. Obecng byly kindzové
reakce provedeny v 20 ul objemech v reakénim roztoku, ktery obsahoval 2 ul slouceniny (ve
20% DMSO), 8 ul CDK1/cyklin B v 1x reakénim pufru (Molecular Devices, kat. ¢. R8139),
10 pl substratové smési Tamra Histon-H1 peptid (Molecular Devices, kat. ¢. R7384) a ATP
(Amersham Pharmacia, kat. & 27-2056-01) v 1x reakénim pufru s Cerstve€ pfidanym 1 mM

DTT. Fin4lni reakéni smés obsahuje slou¢eninu (inhibitor) o koncentraci pohybujici se od
0,005 do 10 uM, 2% DMSO, 0,25 nM CDK I/cyklin B, 100 nM Tamra Histon-H1 peptid a 20
uM ATP.

Viechny reakce byly provddény pfi laboratorni teploté v cerné 384-jamkové desticee s
plochym dnem zna¢ky Costar (Corning, kat. ¢. 3710) po dobu 120 minut, poté byly zhaSeny
piidavkem 60 ul 400-ndsobné fedéného 1x Progressive Binding pufru A (Molecular Devices,
kat. &. R8139). Signaly fluorescenéni polarizace byly odecteny na Ctecce Evision Multilabel

(Perkin Elmer, Envision 2102-0010) po 2 hodinové inkubaci pfi laboratorni teploté.



Poznamka: ICso < 0,005 nM nebo ICso > 10 uM indikuje, Ze skute¢nd ICso je mimo detekéni

rozmezi.

CDK2/cyklin A enzymaticky aktivitni test
Test se provadél za podminek, které jsou identick€é s podminkami pro CDKl/cyklin B, az na
to, 7e 0,25 nM CDK l/cyklin B byl nahrazen 0,3 nM CDK2/cyklinem A. Vysledky testd jsou

shrnuty v tabulce 2.

TABULKA 2

Cislo CDK4 (uM) |CDK1 (uM) |CDK2 (uM) |MS (MH+)
Referencni piiklad | * >15 >15 351,1
74 kokok >15 >15 435,3
Referenéni priklad 78 Hkk >15 >15 463,3
Referenéni piiklad 86 *x >15 >15 481,3
Referenéni priklad 26 ok >15 >15 4793
Referen¢ni priklad 14 ok >15 >15 4933
Referenéni piiklad 95 *ok >15 >15 521,3
Referenéni priklad 33 ** >15 >15 5234
Referenéni priklad 57 *k >15 >15 4933
Referenc¢ni priklad 56 k¥ >15 >15 4933
Referenéni priklad 71 *k >15 >15 507,3
Referenéni piiklad 21 ok >15 >15 4933
Referené¢ni priklad 44 % >15 >15 509,3
Referenéni priklad 46 *k >15 >15 509,3
Referenéni priklad 29 Hok 15 >15 509,3
Referenéni priklad 79 ok >15 >15 503,3
Referenéni piiklad 63 Kk >15 >15 4773
Referenéni priklad 36 *x >15 >15 4934
Referenéni priklad 101 * >15 >15 5214
Referenéni priklad 103 ** >15 >15 507,3
Referen¢ni priklad 69 ** >15 >15 531,4
Referenéni priklad 92 ko ok >15 >15 491,3
Referenc¢ni priklad 99 *x >15 >15 505,3
Referené¢ni priklad 90 *E >15 >15 5194




Cislo CDK4 (nM) [CDK1 (uM) |CDK2uM) |MS (MH+)
Referenéni piiklad 68 ook >15 >15 5194
Referenéni piiklad 25 w0 >15 >15 517,3
Referenéni piiklad 10 *k >15 >15 492 .4
Referenéni priklad 84 ** >15 >15 4743
Referenéni priklad 9 ** >15 >15 488,3
Referenéni piiklad 7 *x >15 >15 471,3
Referencni piiklad 27 *x >15 >15 503,3
Referencni pfiklad 23 ** >15 >15 545,3
Referenéni piiklad 90 ok >15 >15 559.4
Referenéni priklad 91 *x >15 >15 5594
Referenéni piiklad 12 ** >15 >15 4923
Referencni priklad 88 oAk >15 >15 520,5
Referenéni priklad 22 ko >15 >15 5323
Referenéni priklad 94 3k >15 >15 546,3
Referenéni priklad 38 w3k >15 >15 548,3
Referenéni piiklad 30 * >15 >15 5493
Referenéni priklad 31 * >15 >15 54973
Referenéni priklad 19 *okk >15 >15 4483
Referenéni piiklad 16 kK >15 >15 4493
Referendéni priklad 81 Hik >15 >15 4933
Referenéni piiklad 17 ** >15 >15 4493
Referencni priklad 82 o >15 >15 4933
Referencni priklad 72 ** >15 >15 4633
Referenéni priklad 24 ** >15 >15 463,3
Referencni priklad 4 o >15 >15 4492
Referencni priklad 8 H 14 8 4493
Referencni priklad 13 xk >15 >15 4353
Referenéni piiklad 39 H >15 >15 436,3
Referend¢ni priklad 32 ok >15 >15 4225
Referencni piiklad 59 ** >15 >15 4234
Referenéni priklad 83 * >15 >15 4242
Referenéni priklad 10A ok 12 14 4363
Referenéni piiklad 34 * >15 >15 5274
Referenéni priklad 42 *x >15 >15 4493




Cislo CDK4 (uM) |CDK1 (uM) |CDK2uM) ([(MS (MH+)
Referen¢ni piiklad 43 ** >15 >15 463.,6
Referenéni priklad 54 *E >15 >15 463,3
Referencni priklad 55 *x >15 >15 4634
Referenéni priklad 60 * >15 >15 47174
Referenéni priklad 61 * >15 >15 491,5
Referenéni priklad 62 *¥ >15 >15 491,4
Referenéni priklad 65 ** >15 >15 506,4
Referenéni priklad 73 *¥ >15 >15 475,6
Referencni piiklad 75 ** >15 >15 4772
Referenéni priklad 76 *x >15 >15 4644
Referendni priklad 77 ** >15 >15 507,5
Referenéni priklad 85 ** >15 >15 4934
Referenc¢ni piiklad 66 ** >15 >15 438,3
Referenc¢ni priklad 3 * ok >15 >15 4773
Referenéni priklad 53 ** >15 >15 491,3
Referen¢ni priklad 49 ** >15 >15 463,3
Referenéni piiklad 96 ** >15 >15 507,3
Referenéni priklad 50 ok >15 >15 505.5
Referenéni priklad 87 * 13 >15 4783
Referené¢ni priklad 41 ok 14,8 4,7 451,3
Referencni piiklad 6 o >15 >15 4773
Referencni priklad 20 ** >15 >15 450,3
Referenéni priklad 35 *x 4,7 29 478,3
Referenéni priklad 52 % >15 >15 434 3
Referenéni priklad 80 wox >15 >15 476,3
Referenéni piiklad 100 K >15 >15 4783
Referencni priklad 45 * >15 20 5363
Referenéni priklad 67 H% >15 >15 4363
Referenéni piiklad 70 *oE >15 >15 478,3
Referencni priklad 37 o >15 >15 480,3
Referencni piiklad 48 * >15 >15 436,3
Referenéni priklad 15 * >15 >15 480,6
Referenéni priklad 40 * >15 >15 3953
Referenéni priklad 47 *oxk 2,6 8,3 431,3




Cislo CDK4 (uM) [CDK1 uM) |CDK2 M) |MS MH+)
Referencni priklad 58 *ok >15 >15 421,2
Referenéni piiklad 51 *x >15 >15 4634
Referencni priklad 11 HkK 1,3 3.5 431,2
Referen¢ni priklad 18 ook 1,1 2.8 4452
Referenéni priklad 109 * >15 >15 4485
Referen¢ni priklad 110 * >15 >15 436,1

KIi¢:

*  Vy$8inez 0,1 a niZ8i neZ, nebo rovno 1,0.
% Vy§§f nez 0,01 a niZ3{ neZ, nebo rovno 0, 1.

4 e

kY y$8i neZ 0,001 a niZ{ neZ, nebo rovno 0,01.




Patentové naroky

l. Sloucenina, ktera je dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-piperazin-1-yl-pyridin-

2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové, a md ndsledujici vzorec:
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nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd sil.
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2. Sloudenina podle naroku 1, kterd je dimethylamid kyseliny 7-cyklopentyl-2-(5-
piperazin-1 -yl-pyridin-2-ylamino)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxylové, a ma

nasledujici vzorec:
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3. Sloucenina nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd siil podle ndroku 1 pro pouZiti jako

lécivo.



4. Farmaceutick4 kompozice, ktera obsahuje slou¢eninu, nebo jeji farmaceuticky

piijatelnou stil, podle néroku | a farmaceuticky pfijatelny nosic.

5. Kombinace, zahrnujic{ slougeninu nebo jeji farmaceuticky ptijatelnou stl podle

ndroku 1 spolu s jinym ¢inidlem.

6. Sloudenina nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd sil podle ndroku 1 pro pouZiti v terapii
rakoviny.
7. Slougenina pro pouZiti podle ndroku 6, kde rakovina je vybrdna z mnoZiny, kterou

tvoii: rakovina prsu, rakovina pankreatu, kolorektéln{ rakovina, rakovina plic a melanom.

8. Sloucenina pro pouZiti podle naroku 6, kde rakovinou je sarkom, leukémie, gliom,

familidlni melanom nebo melanom.

9. Slouéenina pro pouZiti podle néroku 6, kde rakovinou je karcinom moc¢ového
méchyte, prsu, tlustého stieva, ledvin, epidermu, jater, plic, jicnu, Zlu¢niku, vajecniku,
pankreatu, Zaludku, hrdla dé€loZniho, §titné 7lazy, nosu, hlavy a krku, prostaty nebo kiZe;
hematopoeticky nador lymfoidni linie; hematopoeticky nddor myeloidni linie, folikularni
rakovina 3titné Zlazy; nador mesenchymalniho pivodu; nador centrédlniho nebo periferniho
nervového systému; melanom; seminom; teratokarcinom; osteosarkom; xeroderma

pigmentosum; keratoakantom; folikuldrni rakovina $titné Zldzy; nebo Kaposiho sarkom.

10.  Slouéenina pro pouziti podle naroku 9, kde hematopoetickym niddorem lymfoidni linie
je leukémie, akutni lymfocytdrni leukémie, chronické lymfocytarni leukémie, lymfom
B-bunék, lymfom T-bun&k, mnoho&etny myelom, Hodgkindv lymfom, ne-Hodgkintv

lymfom, lymfom vlasovych bunék, nebo Burkettiv lymfom.

11.  Sloudenina pro pouZiti podle néroku 6, kde rakovinou je rakovina prsu, rakovina
vaje¢nikil, rakovina tlustého stieva, rakovina prostaty, rakovina jicnu, rakovina skvamoéznich

bunék a nemalobunééné karcinomy plic.



12. Slougenina pro pouZiti podle naroku 9, kde naddorem centrdlniho nebo periferniho

nervového systému je astrocytom, neuroblastom, gliom nebo schwannom.

13. Slougenina pro pouZiti podle ndroku 6, kde rakovinou je malobunétnd rakovina plic,
nemalobun&énd rakovina plic, rakovina pankreatu, rakovina prsu, glioblastoma multiforme,
ALL T-bunék a lymfom plastovych bunék.

14.  Sloudenina podle ndroku 2 pro pouZiti jako l€Civo.

15.  Farmaceutickd kompozice, kterd obsahuje slou¢eninu podle ndroku 2 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

16.  Kombinace, zahrnujici slou¢eninu podle ndroku 2 spolu s jinym Cinidlem.

17.  Slougenina podle ndroku 2 pro pouZiti v terapii rakoviny.
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