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Intr-o realizare, prezenta inventie sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si
furnizeaza un compus cu formula: metode pentru utilizarea acestui compus pentru
™ tratarea diabetului zaharat de tip II.
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invention provides a compound of the formula: and methods of using this compound for
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Aceastd inventie se referd la agonisti ai receptorului peptidei-1 asemdéndtori cu glucagonul si
utilizéri terapeutice ale compusilor pentru a trata diabetul zaharat de tip I1.

Peptida-1 asemdnatoare cu glucagonul (GLP-1) este un membru al familiei incretinelor de
hormoni peptidici secretati de cétre celulele L enteroendocrine intestinale. GLP-1 induce eliberarea de
insulind din celulele beta intr-o manierd dependentd de glucoza. Totusi, GLP-1 este rapid metabolizat
astfel Incat numai un mic procentaj din GLP-1 poate fi utilizat pentru a induce secretia de insulini. Pentru
a compensa acest lucru, au fost dezvoltati agonisti ai receptorului GLP-1 (GLP-1R) pentru a ameliora
secretia de insulind ca tratament pentru diabetul zaharat de tip II.

Majoritatea agonistilor GLP-1R care au fost aprobati pentru a trata diabetul zaharat det tip II sunt
agenti injectabili. Pacientii preferd adesea medicamentele administrate oral datoritd dezavantajelor
asociate cu injectia cum ar fi neplacerea, durerea, si potentiala iritare a locului de injectie.

WO02018/109607 divulgd anumiti derivati benzimidazol, care sunt descrisi ca agonisti GLP-1R.

Totusi, existd o necesitate pentru agonisti GLP-1R alternativi. In particular, existd o necesitate
pentru agonisti GLP-1R care pot fi administrati oral. Existd in special o necesitate pentru agonisti GLP-
1R care au potentd Imbundtatitd, un profil toxicologic favorabil si/sau un profil farmacocinetic care
sustine dozarea o data pe zi.

Corespunzitor, prezenta inventie furnizeaza un compus selectat dintre:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie mai furnizeazd un compus care este:

CD\
\ o)
0N e N
F P OH

Intr-o realizare, este prevazut un compus cu formula:
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Formula 11

in care R! este H sau I, sau o sare acceptabili farmaceutic a acestuia.
Intr-o realizare, este previzut un compus cu formula:
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Formula ITa
5 in care R! este H sau F, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
P

Intr-o realizare, compusul este un compus cu formula:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o realizare preferatd, compusul este un compus cu

formula:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare, compusul este un compus cu formula:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o realizare preferatd, compusul este un compus cu
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(0]
F f':%
Na N
1 0
\QVO N N‘Q—(
~
| OH
F Z

>



MD/EP 3989972 T2 2024.05.31
5

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o realizare in special preferati, este previzutd sarea de
tert-butilamina (cunoscutd de asemenea ca sare de erbuminad) a:
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Intr-o realizare, compusul este un compus cu formula:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o realizare preferatd, compusul este un compus cu
formula:
Ol
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F =
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
10 Sunt divulgati In acest document compusi cu formula:
R
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Formula de refenintd |
in care
R! este H sau F;
R? este Hsau F; si
15 R3 este H sau CHz;
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Formula de referinta I cuprinde Formulele 11, I1a, si IIb, si referinta la Formula I de mai jos, de
exemplu 1n utilizérile terapeutice, care trebuie de asemenea si fie cititd ca referintd la fiecare si la toate
dintre aceste subformule.

20 Formula I include toti enantiomerii individuali, $i amestecurile acestora, precum si racematii, si
sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

Intr-o altd realizare, este previzutd o compozitie acceptabild farmaceutic cuprinzénd un compus
cu Formula I, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, i cel putin un purtitor acceptabil
farmaceutic, diluant sau excipient. Intr-o realizare preferatd, compozitia acceptabild farmaceutic este

25 formulatd pentru administrare orald.

Intr-o realizare, este previzut un compus cu Formula I, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, pentru utilizare in terapie.

Intr-o alti realizare, este previzut un compus cu Formula I, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, pentru utilizare In tratamentul diabetului zaharat de tip II.

30 Intr-o alta realizare, este previzut un compus cu Formula I, sau o sare acceptabila farmaceutic a
acestuia, pentru utilizare In scaderea nivelurilor de glucoza din singe.
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Intr-o altd realizare, este de asemenea previzut un compus cu Formula I, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratarea hiperglicemiei.

Intr-o realizare preferatd, compusul cu Formula I este administrat oral. Intr-o realizare preferata,
compusul cu Formula I este administrat o data zilnic. Intr-o alta realizare preferata, utilizarea terapeutica
este la un om.

Termenul ,,sare acceptabild farmaceutic” asa cum s-a utilizat In acest document se referd la o
sare dintr-un compus al inventiei consideratd ca fiind acceptabild pentru utilizare clinicd gi/sau veterinara.
Exemplele de saruri acceptabile farmaceutic $i metodologiile comune pentru prepararea acestora pot fi
gisite 1n ,,Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use” P. Stahl, si colab., a 2-a
editie revizuitd, Wiley-VCH, 2011 si S.M. Berge, si colab., ,Pharmaceutical Salts”, Journal of
Pharmaceutical Sciences, 1977, 66(1), 1-19.

Exemplele de compozitii farmaceutice §i procedee pentru prepararea acestora pot fi gésite in
~Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, Loyd, V., si colab. Eds., a 22-a editie, Mack
Publishing Co., 2012. Intr-o realizare, compozitiile farmaceutice pot fi formulate pentru administrare
orald. Preferabil compozitiile farmaceutice sunt formulate ca tabletd, capsule, sau ca o solutie. Tableta,
capsulele, sau solutia pot include un compus cu Formula [ intr-o cantitate eficienta pentru tratarea unui
pacient care are nevoie de tratament.

Termenul ,,cantitate eficientd” se referd la cantitatea sau doza dintr-un compus cu Formula I, sau
la o sare acceptablla farmaceutic a acestuia, care, dupa administrarea unei singure sau a mai multor doze
pacientului, furnizeaza efectul dorit la pacientul sub diagnostic sau tratament. Medicul curant, ca o
persoani calificatd in domeniu, poate determina cu usurintd o cantitate eficientd prin utilizarea tehnicilor
conventionale si prin observarea rezultatelor obtinute In circumstante analoage. Factorii luati in
considerare 1n determinarea unei cantitdfi eficiente sau doze dintr-un compus includ: dacd va fi
administrat compusul sau sarea sa, coadministrarea altor agenti, dacd sunt utilizati; specia de mamifer
care urmeazd si fie tratatd, dimensiunea sa, varsta, i sdndtatea generald; gradul de implicare sau
severitatea tulburarii; rdspunsul mamiferului individual, modul de administrare; caracteristicile de
biodisponibilitate ale prepardrii administrate; regimul de dozare selectat; si alte circumstante relevante.
Compusii prezentei inventii sunt eficienti la un dozaj pe zi care se incadreazd in intervalul de la
aproximativ 0,01 péand la aproximativ 15 mg/kg din greutatea corporali.

Asa cum s-a utilizat In acest document, termenii ,.tratarea”, ,pentru a trata”, sau ,tratament”, se
referd la scdderea, reducerea, sau inversarea progresului sau severitdtii unui simptom, tulburéri, sau
afectiuni existente, cum ar fi hiperglicemia, care poate include cresterea secretiei de insulind.

Compusii cu Formula I pot fi formulati ca compozitii farmaceutice administrate pe orice cale
care face compusul biodisponibil. Preferabil, astfel de compozitii sunt pentru administrare orala. Astfel de
compozitii farmaceutice si procedee pentru prepararea acestora sunt bine cunoscute in domeniu (vezi, de
exemplu, Remington, J. P.,  Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, L.V. Allen, Editor,
editia a 22-a, Pharmaceutical Press, 2012).

Compusii cu Formula si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora sunt utili in utilizérile
terapeutice inventiei, cu anumite configuratii fiind preferate.

Compusii prezentei inventii includ:

N N
{ o)
N
| OH
F =

Formula lla;

x5

51

O,

R1

Z=
Z.

\i;u

Formula IIb,



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3989972 T2 2024.05.31
7

sau sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora.

Desi prezenta inventie are in vedere toti enantiomerii individuali, amestecurile acestora, si
racematii, compusii cu Formula Ila §i sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora, sunt in special
preferati.

Enantiomerii individuali pot fi separati sau rezolvati de cétre cineva avand calificare obignuita in
domeniu In orice moment convenabil din sinteza compusilor inventiei, prin metode cum ar fi tehnici de
cristalizare selective, cromatografie chirald (vezi de exemplu, J. Jacques, si colab., ,.Enantiomers,
Racemates, and Resolutions”, John Wiley & Sons, Inc., 1981, si E.L. Eliel si SH. Wilen”,
Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994), sau cromatografie in fluid
supercritic (SFC) (vezi de exemplu, T. A. Berger; ,,Supercritical Fluid Chromatography Primer”, Agilent
Technologies, iulie 2015).

O sare acceptabild farmaceutic a compusilor inventiei poate fi formata, de exemplu, prin reactia
dintre un compus cu Formula I si o bazd acceptabild farmaceutic adecvatd intr-un solvent adecvat sub
conditii standard bine cunoscute In domeniu (vezi, de exemplu, Bastin, R.J., si colab.; Org. Process. Res.
Dev., 4, 427-435, 2000 si Berge, S.M., si colab.; J. Pharm. Sci., 66, 1-19, 1977). O sare preferatd este
sarea de tert-butilamind (sau erbumind).

Anumite abrevieri utilizate aici sunt definite in conformitate cu Daub G.H., si colab., ,,Use of
Acronyms in Organic Chemistry” Aldrichimica Acta, 1984, 17(1), 6-23. Anumite abrevieri sunt definite
dupa cum urmeaza: ,,ACN” se referd la acetonitril; ,,ATP” se referd la adenozin trifosfat; ,BSA” se refera
la albumind din ser bovin; ,AMPc¢” se refera la adenozini-3',5"-monofosfat ciclicd; ,,DCM” se referd la
diclorometan sau clorurd de metilen; ,DIPEA” se referd la N N-diizopropiletilamind; ,DMF” se refera la
N,N-dimetilformamida; ,DMSO” se refera la dimetil sulfoxid; ,,ECs¢” se referd la concentratia unui agent
care produce un rispuns de 50% din activitatea tintd in comparatie cu un compus de control pozitiv
predefinit (ECso absolut); ,,ES/MS” se referd la spectrometrie de masa prin electropulverizare; ,,EtOAc” se
referd la acetat de etil;, ,HATU” se refera la 3-oxid hexafluorofosfat de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-
1,2,3-triazolo[4,5-b]piridiniu; ,HEK” se referd la rinichi embrionar uman; ,HEPES” se refera la acid 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonic; ,,h” se referd la ore sau ord, respectiv; ,MeOH” se referd la
metanol sau metil alcool; ,min” se referd la minut sau minute; ,,Pd(dppf)Cl,” se referd la [1,1'-
bis(difenilfosfino)ferocen]dicloropaladiu(Il); ,RT” se referd la temperatura cameret; si ,, THF” se refera la
tetrahidrofuran.

Compusii prezentei inventii pot fi preparati printr-o varietate de proceduri, din care unele sunt
ilustrate in Prepardrile si Exemplele de mai jos. Etapele de sintezd specifice pentru fiecare din ciile
descrise pot fi combinate in diferite moduri, pentru a prepara compusii inventiei, sau sdrurile acestora.
Produsul fiecarei etape de mai jos poate fi recuperat prin metode conventionale, incluzand extragere,
evaporare, precipitare, cromatografie, filtrare, triturare, si cristalizare. Reactivii si materiile prime sunt cu
usurintd disponibile cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu. [zomerii, enantiomerii, $i diastereomerii
individuali pot fi separati sau rezolvati in orice moment convenabil din sintezi, prin metode cum ar fi,
tehnici de cristalizare selective sau cromatografie chirald (vezi de exemplu, J. Jacques, si colab.,
~Enantiomers, Racemates, and Resolutions”, John Wiley & Sons, Inc., 1981, si E.L. Eliel si S.H. Wilen”,
Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Fard a limita domeniul inventiei,
urmditoarele preparari, si exemple sunt furnizate pentru a ilustra mai departe inventia.
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R!, R si R? sunt cum s-a definit pentru Formula I

Schema 1 prezintd sinteza intermediarului 6, care este utilizat In prepararea compusilor cu
Formula I. Acidul benzoic 1 suferd mai intéi reducerea cu complex de dimetilsulfurad de boran in Etapa 1
pani pentru a da alcoolul 2. Alcoolul este convertit la o grupare indepartabild (LG, intermediarul 3). De
exemplu, alcoolul din intermediarul 2 poate fi convertit intr-o grupare mesilat utilizdnd clorura de
metansulfonil 1a -15°C in Etapa 2, sau el poate fi convertit la o bromura utiliznd tribromura de fosfor la
0°C. Intermediarul 3 este reactionat cu NaCN in Etapa 3 pentru a da nitrilul 4. Nitrilul 4 este convertit cu
KOH la temperatura ridicata in Etapa 4 pentru a da acidul 5, care este apoi esterificat in Etapa 5 pentru a
da intermediarul 6 utilizand clorurd de oxalil, DMF, si metanol.

Schama ¥

R!, R si R? sunt cum s-au definit pentru Formula I

Schema 2 ilustreaza prepararea cheii intermediare 12 pentru prepararea compusilor cu Formula I
pe doud cii. In prima cale, aril halogenura 6 suferd o cuplare borilare Miyura/Suzuki intr-un singur vas:
utilizand bis(pinacolato)diboron, Pd(dppf)Cl,, si acetat de potasiu la temperaturd ridicata, aril halogenura
6 este convertitd n Etapa la la esterul boronic 7, dupi care la reactie se adaugd bromopiridina 8 s1 KoCOs
(Etapa 2a) dand intermediarul 12. In cea de a doua cale, este utilizat un proces in doud etape: cuplarea
Suzuki a aril halogenurii 6 cu esterul pinacol al acidului 6-hidroxipiridin-2-boronic 9 utilizand
Pd(dppf)Cly si KoCOs la temperaturd ridicatd (Etapa 1b) furnizeazd intermediarul 10, care este apoi
alchilat cu 4-(bromometil)-3-fluorobenzonitrilul 6 utilizand Ag,CO; la temperaturd ridicatd (Etapa 2b)
pentru a da intermediarul 12. Hidroliza esterului intermediarului 12 in Etapa 3 utilizand LiOH da acidul
intermediar 13.
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Schema 3

R!, R?, si R? sunt cum s-au definit pentru Formula 1.

Alternativ, intermediarii cheie 12 si 13 pot fi preparati in conformitate cu Schema 3, cupland
bromopiridina 8 cu esterul boronic 7 sau acidul boronic 14 utilizand Pd(dppf)Cl, si carbonatul de potasiu
la temperatura ridicata.

. ; TS ety
‘ Y 4

R!, R? si R? sunt cum s-au definit pentru Formula 1.

Schema 4 prezinta conversia intermediarului cheie 13 la compusii cu Formula I. Cuplarea amidei
in Etapa 1 utilizdnd HATU si dianilind 15 da intermediarul 16. Ciclizarea (Etapa 2) este realizatd prin
incalzirea intermediarului 16 in acid acetic pentru a da benzimidazol 17. In final, in Etapa 3 compusii cu
Formula I sunt obtinuti prin hidroliza lui 17 utilizand LiOH.

Preparari si Exemple

LC-ES/MS este efectuatdi pe un sistem cu cromatografie de lichide AGILENT® HP1200.
Masuritorile de spectrometrie de masé prin electropulverizare (dobandite in mod pozitiv gi/sau negativ)
sunt efectuate pe un spectrometru de masa cvadripol cu detector selectiv de masd interfatat la un HPLC
care poate sau nu poate si aibd un ELSD. Conditii LC-ES/MS (pH sciizut): coloani: FENOMENEX®
GEMINI® NX C18 2,0 x 50 mm 3,0 um, 110 A; gradient: 5-95% B in 1,5 min, apoi 95% B timp de 0,5
min temperatura coloanei: 50°C +/-10°C; debit: 1,2 mL/min; 1 pL. volum de injectie; solvent A: apa
deionizatd cu 0,1% HCOOH; solvent B: ACN cu 0,1% acid formic; lungime de unda 200-400 nm i 212-
216 nm. Dacd HPLC este echipat cu un ELSD setdrile sunt 45°C temperatura evaporatorului, 40°C
temperatura nebulizatorului, si 1,6 SLM debit de gaz. Conditii LC-MS alternative (pH ridicat): coloana:
coloand Waters xBridge® C18 2,1x50 mm, 3,5 um; gradient: 5-95% B in 1,5 min, apoi 95% B timp de
0,50 min; temperatura coloanei: 50°C +/-10°C; debit: 1,2 mL/min; 1pl. volum de injectie; solvent A: 10
mM NH4HCO; pH 9; solvent B: ACN; lungime de unda: 200-400 nm si 212-216nm; daci a avut ELSD:
45°C temperatura evaporatorului, 40°C temperatura nebulizatorului, si 1,60 SLM debit de gaz.

Tiparele de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) ale solidelor cristaline sunt obtinute pe un
difractometru cu raze X pe pulbere Bruker D4 Endeavor, echipat cu o sursd CuKa si un detector Vantec,
care opereazd la 35 kV si 50 mA. Mostra este scanatd ntre 4 i 40 26°, cu o dimensiune a pasului de
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0,008 26° si o ratd de scanare de 0,5 secunde/etapd, si utilizand o divergentd de 1,0 mm, anti-dispersie
fixatd de 6,6 mm, si fante de detectare de 11,3 mm. Pulberea uscatd este ambalatd pe un suport pentru
mostrd din cuart i o suprafatd neteda este obtinutd utilizind o lamela din sticld. Tiparele de difractie ale
formei cristaline sunt colectate la temperaturd ambiantd i umiditate relativd. Pozitiile maximelor
cristalului sunt determinate in MDI-Jade dupd deplasarea intregului tipar pe baza unui standard NIST 675
intern cu maxime la 8,853 si 26,774 26°. Este bine cunoscut in domeniul cristalografiei ca, pentru orice
forma cristalind datd, intensitdtile relative ale maximelor de difractie pot varia din cauza orientérii
preferate care rezultd din factori cum ar fi morfologia cristalului si forma. Unde efectele de orientare
preferatd sunt prezente, intensititile maxime sunt alterate, dar pozitiile maximelor caracteristice ale
polimorfei sunt nemodificate. Vezi, de exemplu The United States Pharmacopeia #23, National Formulary
#18, paginile 1843-1844, 1995. Mai mult, este de asemenea bine cunoscut in domeniul cristalografiei ca
pentru orice formé cristalind daté, pozitiile maximelor unghiulare pot varia putin. De exemplu, pozitiile
maximelor se pot deplasa din cauza unei variatii a temperaturii la care o mostrd este analizat, a deplasarii
mostrei, sau a prezentei sau absentei unui standard intern. in cazul de fatd, variabilitatea pozitiei unui
maxim de + 0,2 20° este presupusd ca tindnd seama de aceste potentiale variatii fard a impiedica
identificarea fard echivoc a formei cristaline indicate. Confirmarea unei forme cristaline poate fi facutd pe
baza oricdrei combinatii unice a maximelor distinctive.

Preparare 1
(4-Bromo-2-fluoro-5-metilfenil)metanol

OH

Br

La un flacon se adaugi: acid 4-bromo-2-fluoro-5-metilbenzoic (100 g, 421 mmol), THF (200
mL) si boran (complex de sulfurd de dimetil, 2 mol/L. solutie in THF, 210 mL, 10 mmol). Se agita
amestecul la RT peste noapte. Se stinge amestecul de reactie cu HC1 (1,0 N solutie apoasd, 50 mL) si se
filtreazd amestecul. Se concentreaza filtratul in vid si se partitioneazd reziduul intre EtOAc (400 mL) si
apd (400 mL). Se spald organicele cu solutie apoasd saturatd de NaCl (400 mL), se usucd pe NasSOs, se
filtreazd, si se concentreazd pentru a da compusul din titlu ca solid (93,5 g, 99%). 'H-RMN (400 MHz,
CDCl3) 67,29 (d,J=7,9Hz, 1H), 7,26 (d, J=9,1 Hz, 1H), 4,69 (s, 2H), 2,38 (s, 3H).
Preparare 2
(4-Bromo-2-fluoro-3-metil-fenil)metanol

Br
OH

F
Se prepard compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Preparare 1 utilizind acid 4-
bromo-2-fluoro-3-metilbenzoic. Se purificd produsul prin cromatografie pe gel de siliciu utilizand un
gradient de 10 pand la 35% EtOAc in hexani. Timp de retentie al maximului LC-ES/MS: 1,01 min.

Preparare 3
2-(4-Bromo-2-fluoro-5-metilfenil)acetonitril

N
Br

Se dizolva (4-bromo-2-fluoro-5-metilfenil)metanol (92 g, 420 mmol) in DCM (500 mL) si se
adauga trietilamind (120 mL, 861 mmol). Se riceste amestecul la -15°C si se adaugi o solutie de clorura
de metansulfonil (40 mL, 517 mmol) in DCM (30 mL) in piciturd la amestecul de reactie. Se agita
amestecul timp de 30 min la RT. Se partitioneaza amestecul de reactie Intre DCM (500 mL) si apa (500
mL). Se spald organicele cu solutie apoasa saturatd de NaCl (500 mL), se usucd pe Na,SOy, se filtreazd, si
se concentreazd. Se dizolva reziduul in DMF (400 mL) si se rdceste amestecul intr-o baie cu gheatd. Se
adaugd NaCN (21,0 g, 429 mmol) intr-o portie la amestecul de reactie si se agitd la RT peste noapte. Se
partitioneazd amestecul intre EtOAc (400 mL) si apd (500 mL). Se spald organicele cu solutie apoasa
saturatd de NaCl (500 mL), se usucd pe NaxSOy, se filtreazd, si se concentreazd. Se purificd reziduul prin
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cromatografie pe gel de siliciu utilizdnd un gradient de 10 péana la 30% EtOAc In hexani pentru a da
compusul din titlu (47,0 g, 48%) ca un ulei. 'H-RMN (400 MHz, CDCls) 5 7,34 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,32
(d, J=8,1 Hz, 1H), 3,71 (s, 2H), 2,41 (s, 3H).

Preparare 4
2-(4-Bromo-2-fluoro-3-metil-fenil)acetonitril

N

Br F

Se amestecd impreund (4-bromo-2-fluoro-3-metil-fenil)metanol (1,90 g, 8,67 mmol) i DCM (20
mL). Se rdceste amestecul pand la 0°C, apoi se adaugd tribromurd de fosfor (1,0 mL, 11 mmol) in
picaturd. Se agitd amestecul la 0°C timp de 15 min, apoi se alcalinizeazd amestecul cu AnHCO3 apos
saturat (10 mL). Se extrage amestecul cu DCM (40 mL). Se spald organicele cu saramurd (30mL), se
usucd pe (Na:SOys), se filtreazd si se concentreazad pentru a da un solid. Se dizolva solidul in DMSO (10
mL), apoi se adaugd NaCN (0,60 g, 13,0 mmol) si se agitd timp de | ord. Se partitioneaza amestecul intre
EtOAc (50 mL) si apd (50 mL). Se spald organicele cu saramurd (50 mL), se usucd pe Na,SOs, se
filtreaza si se concentreaza pentru a da produsul ca solid (1,3 g, 64%). Timp de retentie al maximului LC-
ES/MS: 1,17 min.

Preparare 5
2-(4-Bromo-2-fluoro-5-metil-fenil)acetat de metil

F
SN
Br 0

La un flacon se adaugi: 2-(4-bromo-2-fluoro-5-metilfenil)acetonitril (1,20 g, 5,10 mmol), etanol
(5 mL), apad (3 mL), si hidroxid de potasiu (0,90 g, 16 mmol). Se incilzeste amestecul la 90°C peste
noapte. Se rdceste amestecul intr-o baie cu gheatd si se aciduleazd cu 1,0 M HCI la pH 4-5, apoi se
partitioneazd amestecul intre EtOAc (30 mL) si apd (30 mL). Se spald organicele cu solutie apoasi
saturatd de NaCl (30 mL), se usucd pe Na SO, se filtreazd, si se concentreazd pentru a da acidul 2-(4-
bromo-2-fluoro-5-metil-fenil)acetic ca solid. Se dizolva acesta in DCM (10 mlL), apoi se adaugd DMF
(0,05 mL, 0,6 mmol) si clorurd de oxalil (0,5 mL, 6 mmol) la RT. Se agitd amestecul la RT timp de 30
min, apoi se adaugd MeOH (2 mL, 49,4 mmol) In picdturd. Dupa 30 min, se indepéarteaza solventul in vid
s1 se partitioneaza reziduul Intre EtOAc (40 mL) s1 5% NaHCO3 (30 mL). Se spald organicele cu solutie
apoasd saturatd de NaCl (40 mL), se usucd pe NaxSOs, se filtreazd, si se concentreazd pentru a da
compusul din titlu ca un ulei (1,1 g, 80%). ES/MS m/z (“Br,2'Br) 278,280 (M+NH4").

Preparare 6
2-(4-Bromo-2-fluoro-3-metil-fenil)acetat de metil

0

~

(0]
Br F

Se prepard compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Preparare 5 utilizand 2-(4-
bromo-2-fluoro-3-metil-fenil)acetonitril. Timp de retentie al maximului LC-ES/MS: 1,22 min.

Preparare 7
2-(4-Bromo-2,6-difluorofenil)acetat de metil

Br
Se amestecd acidul 4-bromo-2,6-difluorofenilacetic (3,30 g, 12,5 mmol), DCM (20 mL), DMF

(0,05 mL, 0,6 mmol), si clorura de oxalil (1,3 mL, 15 mmol). Se agitd amestecul la RT timp de 30 min,
apoi se adaugd MeOH (1,5 mL, 37 mmol, 100% din masd) in piciturd. Se concentreazd amestecul si se
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partitioneaza intre EtOAc (30 mL) si NaHCO3 apos saturat (15 mL). Se spalé organicele cu solutie apoasa
saturatd de NaCl (30 mL), se usucd pe Na,SOs, se filtreazd, si se concentreazd pentru a da compusul din
titlu ca un ulei (3,41 g, randament cantitativ), care este utilizat fard purificare suplimentard in Preparare
10. ES/MS m/z (Br,2'Br) 265,267 (M+H).

Preparare 8
4-[(6-Bromo-2-piridil)oximetil]-3-fluoro-benzonitril

N
X

Se dizolva 2-bromo-6-fluoropiridind (2,50 g, 13,8 mmol) si 3-fluoro-4-(hidroximetil)benzonitril
(2,15 g, 13,8 mmol) in 1,4-dioxan (25 mL) si se adaugd o solutie de ter{-butoxid de potasiu (20% din
masd in THF, 10,0 mL, 16,6 mmol) in picdturd timp de 12 min la RT. Se Incilzeste amestecul de reactie
la 40°C timp de 30 min. Se toarnd amestecul In K,CO3 apos (1M) si se extrage de doud ori cu EtOAc. Se
spald organicele cu apd si solutie apoasd saturatd de NaCl, se usucd pe Na,SO, se filtreazd, si se
concentreazd. Se usucd reziduul intr-un cuptor cu vid la 50°C pentru a da compusul din titlu (4,23 g,
95%) ca solid galben deschis. ES/MS m/z (Br,3'Br) 307,309 (M+H).

Preparare 9
2-[2-Fluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)-5-metil-fenilJacetat de metil

La un flacon se adaugi esterul pinacol al acidului 6-hidroxipiridin-2-boronic (1,6 g, 6,9 mmol),
2-(4-bromo-2-fluoro-5-metil-fenil)acetat de metil (2,2 g, 8,4 mmol), THF (15 mL), apa (1 mL), si
carbonat de potasiu (2,0 g, 14 mmol). Se purjeazd amestecul cu azot timp de 10 min, apoi se adauga
Pd(dppf)Cl, (0,26 g, 0,35 mmol) si se incédlzeste la 75°C timp de 2 ore. Se partitioneazd amestecul intre
EtOAc (30 mL) si apd (30 mL). Se spald organicele cu solutie apoasi saturatd de NaCl (30 mL), se usuca
pe NaxSOq, se filtreaza si se concentreazd pentru a da compusul din titlu (1,4 g, 74%) ca solid. ES/MS m/z
276 (M+H), 274 (M-H).

Preparare 10
2-[2,6-difluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)fenil Jacetat de metil

Se prepard compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Preparare 9 utilizand 2-(4-
bromo-2,6-difluorofenil)acetat de metil, Incilzind reactia la 75°C peste noapte. ES/MS m/z 280 (M+H).

Preparare 11
2-[2-Fluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)-3-metil-fenilJacetat de metil

HO” °N O
o~
Se prepard compusul din titlu in mod esential cum s-a descris In Preparare 9 utilizdnd 2-(4-bromo-2-
fluoro-3-metil-fenil)acetat de metil, incdlzind reactia la 75°C peste noapte (18 ore). ES/MS m/z 276
(M+H), 274 (M-H).

Preparare 12
2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metil-fenilJacetat de metil
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Se dizolvd acidul 2-(4-bromo-3-metilfenil)acetic (10,7 g, 45,8 mmol) in DCM (50 mL). Se
riceste amestecul intr-o baie cu gheatd/apa, si apoi se adaugd clorurd de oxalil (4,8 mL, 55 mmol) si DMF
(0,1 mL). Se Indeparteaza baia cu gheatd/apa si se agitd la RT timp de 2 ore. Se adaugd MeOH (6,0 mL)
in picaturd timp de 2 min si se agitd la RT timp de 1 ord. Se concentreaza amestecul de reactie in vid §i se
dizolva reziduul in EtOAc. Se spald organicele cu NaHCO3 apos saturat si solutie apoasd saturatd de
NaCl. Se usucd organicele pe Na,SOy4, apoi se filtreazd §i se concentreazd. La reziduu se adauga
bis(pinacolato)diboron (12,8 g, 50,4 mmol) si acetat de potasiu (13,6 g, 137 mmol). Se barboteazd azot
prin amestecul de reactie timp de 15 min, apoi se adaugd Pd(dppf)Cl, (complex cu DCM, 1,13 g, 1,37
mmol). Se Incélzeste reactia sub azot la 85°C timp de 15 ore intr-o baie cu ulei, apoi se Indepérteaza
flaconul de reactie din baia de ulei. Se dizolva carbonat de potasiu (9,49 g, 68,7 mmol) in apa (60 mL), se
barboteaza azot prin solutie timp de 10 min, si apoi se adaugd aceasta solutie la amestecul de reactie
urmatd de 4-[(6-bromo-2-piridil)oximetil]-3-fluoro-benzonitril (14,1 g, 45,8 mmol). Se barboteazd azot
prin Intregul amestec de reactie timp de 5 min si se incélzeste sub azot la 85°C timp de 6 ore. Se riceste
reactia aproape de RT si se concentreazi in vid pentru a indeparta majoritatea 1,4-dioxanului. S-a diluat
acest amestec cu EtOAc (200 mL) si s-a spédlat cu apd si solutie apoasd saturatd de NaCl. Se usucd
organicele pe Na>SQOy, apoi se filtreazi si se concentreaza. Se purificd produsul brut prin cromatografie pe
gel de siliciu utilizdnd un gradient de 5 pana la 50% EtOAc in hexani pentru a da compusul din titlu (13,3
g, 70%) ca solid galben deschis. ES/MS m/z 391 (M+H).

Preparare 13
2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metilfenil Jacetat de metil

Na 0

La un flacon se adaugd 2-[2-fluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)-5-metilfenil]acetat de metil (1,40 g,
5,09 mmol), 1,4-dioxan (35 ml), carbonat de argint (1,7 g, 6,2 mmol), si 4-(bromometil)-3-
fluorobenzonitril (1,4 g, 6,2 mmol). Se incilzeste amestecul 1la 60°C peste noapte. Se filtreaza solidul si se
concentreaza filtratul. Se purificd reziduul prin cromatografie pe gel de siliciu utilizand 12 pand la 55%
EtOAc in hexani pentru a da compusul din tithu (1,60 g, 77%) ca solid. ES/MS m/z 409 (M+H), 407 (M-
H).
Preparare 15
2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluorofenil]acetat de metil

Se prepard compusul din titlu In mod esential cum s-a descris in Preparare 13 utilizand 2-[2,6-
difluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)fenil Jacetat de metil, Incilzind reactia la 80°C peste noapte. ES/MS m/z
413 (M+H).

Preparare 16
2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metilfenil Jacetat de metil
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Se prepard compusul din titlu In mod esential cum s-a descris in Preparare 13 utiliznd 2-[2-
fluoro-4-(6-hidroxi-2-piridil)-3-metil-fenil]acetat de metil, Incalzind reactia la 80°C timp de 3 ore. ES/MS
m/z 409 (M+H).

Preparare 17
Acid 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metil-fenil Jacetic

TIU@”

La un flacon se adauga 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metil-fenil]acetat de
metil (1,20 g, 3,07 mmol), ACN (20 mL), apad (10 mL), si hidroxid de litiu (0,35 g, 15 mmol). Se
incédlzeste amestecul la 45°C timp de 3 ore. Se riceste amestecul intr-o baie cu gheatd si se aciduleazi cu
1,0 M HCI la pH = 4-5. Se partitioneazd amestecul intre EtOAc (30 mL) si apd (30 mL). Se spala
organicele cu saramurd (30 mL), se usucd pe NaxSOs, se filtreazd, si se concentreazd pentru a da
compusul din titlu (1,1g, 95%) ca solid. ES/MS m/z 377 (M+H).

Preparare 18
Acid 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-fenilJacetic

el

La o fiold se adaugd 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-
fenil]acetat de metil (1,6 g, 3,9 mmol), ACN (20 mL), apd (6 mL), si hidroxid de litiu (0,45 g, 19 mmol).
Se incidlzeste amestecul la 45°C timp de 2 ore, se raceste amestecul intr-o baie cu gheatd, si se aciduleaza
cu 1,0 M HCl la pH = 4-5. Se partitioneazd amestecul Intre EtOAc (50 mL) si apa (50 mL). Se spala
organicele cu solutie apoasi saturatd de NaCl (50 mL), se usuca pe Na,SQOy, se filtreazd si se concentreaza
pentru a da compusul din titlu (1,55g, 100%) ca solid. ES/MS m/z 395 (M+H).

Preparare 20
Acid 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluoro-fenilJacetic

F
NS OH
o /Nl e
F s

Se prepara compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Preparare 18 utilizdnd 2-[4-[6-
[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluoro-fenil]acetat de metil. ES/MS m/z 399 (M+H).

Preparare 21
Acid 2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metil-fenil] acetic

|\
N// F OH

Se prepara compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Preparare 17 utilizdnd 2-[4-[6-
[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metilfenil]Jacetat de metil. ES/MS m/z 395 (M+H).

Preparare 23
4-Amino-3-[[(2S)-oxetan-2-ilmetilJamino]benzoat de metil
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La o solutie de 3-fluoro-4-nitro-benzoat de metil (2,0 g, 10 mmol) in THF (10 mL) si DMF (10
ml) se adauga trietilamind (3,1 mL, 22 mmol) la RT. La solutia usor galbend se adaugi [(2S)-oxetan-2-
illmetanamind (Austin Chemical Company, 1,0 g, 11 mmol) si se agitd solutia coloratd ruginiu peste
noapte. S-a diluat reactia cu EtOAc (100 mL) si apa (50 mL). S-a separat stratul organic si apoi s-a extras
inapoi stratul apos cu EtOAc (2 x 50 mL). Se combind organicele si se spald cu solutie apoasd saturata de
NaCl. Se usuci organicele pe NasSQOs, se filtreazi, se concentreazi, si se usucd reziduul sub vid inaintat.
Acesta da 4-nitro-3-[[(2S)-oxetan-2-ilmetil]amino] benzoat de metil brut (2,8 g, 10 mmol) ca solid galben
(ES/MS m/z 267 (M+H)).
In continuare, se dizolv 4-nitro-3-[[(2S)-oxetan-2-ilmetilJamino]benzoatul de metil (2,8 g, 10
mmol) in THF (50 mL) si se adaugi paladiu pe carbon (5% preumezit cu apd, 0,5 g). Se purjeazd in vid
amestecul de reactie cu hidrogen apoi se agitd sub un balon de hidrogen la RT timp de 2 ore, timp in care
culoarea galbeni dispare. Se filtreazi amestecul prin Celite® si se concentreazi pentru a da compusul din
titlu (2,4g, 99%). ES/MS m/z 237 (M+H).
Preparare 24
4-[[2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metilfenil JacetilJamino]-3-[[(2S)-oxetan-2-
ilmetilJamino]benzoat de metil

NZ

La o fiold se adaugd acid 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metilfenil]acetic
(1,L10 g, 2,92 mmol), DMF (10 mL), HATU (14 g 3,6 mmol), 4-amino-3-[[(2S)-oxetan-2-
ilmetil]amino]benzoat de metil (0,76 g, 3,2 mmol), s1i DIPEA (1,5 mL, 8,6 mmol). Se agitd amestecul la
RT timp de 30 min, apoi se partitioneaza intre EtOAc (30 mL) si apd (30 mL). Se spald organicele cu
solutie apoasd saturatd de NaCl (30 mL), apoi se usucd pe Na>SOa, se filtreazd, si se concentreazd. Se
purificd reziduul prin cromatografie pe gel de siliciu utilizand un gradient de 10 pana la 35% EtOAc in
DCM pentru a da compusul din titlu (1,2 g, 69%) ca solid. ES/MS m/z 595 (M+1), 593 (M-1).
Preparare 25
4-[[2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metilfenil]acetil] amino]-3-[[(2S)-
oxetan-2-ilmetilJamino]benzoat de metil

NZ

La un flacon se adaugd: acid 2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-
fenil]acetic (1,20 g, 3,04 mmol), DMF (15 mL), HATU (1,2 g, 3,1 mmol), 4-amino-3-[[(2S)-oxetan-2-
ilmetilJamino]benzoat de metil (0,80 g, 3,4 mmol) si DIPEA (1,5 mL, 8,6 mmol). Se agitd amestecul la
RT timp de 30 min, apoi se partitioneaza intre EtOAc (30 mL) si apd (30 mL). Se spald organicele cu cu
solutie apoasd saturatd de NaCl (30 mL), apoi se usucd pe Na,SQs, se filtreazd si se concentreazd. Se
purificd reziduul prin cromatografie pe gel de siliciu utilizdnd un gradient de 10 péana la 35% EtOAc In
DCM pentru a da compusul din titlu ca solid (1,20 g, 64%). ES/MS m/z 613 (M+1), 611 (M-H).
Preparare 27
4-[[2-[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluorofenil Jacetil ] amino]-3-[[(2S)-
oxetan-2-ilmetilJamino]benzoat de metil
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Se prepard compusul din titlu in mod esential cum s-a descris In Preparare 24 utilizand acid 2-[4-
[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluoro-fenil]acetic. Se colecteazd produsul care
precipitd in timpul prelucrarii apoase prin filtrare si se utilizeazd fard purificare suplimentard. ES/MS m/z
617 (M+H), 615 (M-H).
Preparare 28
4-[[2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metilfenil]acetil]  amino]-3-[[(2S)-
oxetan-2-ilmetilJamino]benzoat de metil

Se prepard compusul din titlu In mod esential cum s-a descris in Preparare 24 utilizdnd acidul 2-
[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metil-fenil] acetic. ES/MS m/z 613 (M+H),
611 (M-H).

Exemplul 1
Acid  2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metil-fenil jmetil]-3-[[(2S) -oxetan-2-
illmetil]benzimidazol-5-carboxilic

\ 01
X

La o fiold se adaugd 4-[[2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-3-metil-
fenil]acetilJamino]-3-[[(2S)-oxetan-2-ilmetil Jamino]benzoat de metil (1,2 g, 2,0 mmol) si acid acetic (6
mL). Se Incélzeste amestecul la 80°C timp de 2 ore, apoi se indeparteaza solventul in vid. Se partitioneaza
reziduul intre EtOAc (30 mL) si NaHCO3 apos (5%, 20 mL). Se spald organicele cu solutie apoasa
saturatd de NaCl (30 mL), se usucd pe Na,SOa, se filtreazd, si se concentreazd. Se dizolvd reziduul in
ACN (5 mL) si apd (3 mL), apoi se adaugd la amestec LiOH (0,22 g, 9,2 mmol) si se agitd la 50°C timp
de 2 ore. Se indepérteaza solventul in vid. Se purificd reziduul prin cromatografie rapida cu faza inversa
utilizand un gradient de 20 péana la 35% ACN in 5% NH4HCOs3 apos pentru a da compusul din titlu (900
mg, 79%) ca solid. ES/MS m/z 563 (M+H), 561 (M-H).

Exemplul 2
Acid 2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metilfenil|metil] -3-[[(2S)-oxetan-
2-illmetil]benzimidazol-5-carboxilic

N F ©
X Y
\ N
OH
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La o fiold se adaugd 4-[[2-[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-
fenil]acetilJamino]-3-[[(2S)-oxetan-2-ilmetil Jamino]benzoat de metil (1,20 g, 1,96 mmol) si acid acetic
(15 mL), apoi se incdlzeste amestecul la 80°C timp de 2 ore. Se indeparteazd solventul in vid Se

partitioneaza reziduul intre EtOAc (30 mL) si NaHCO3 apos (5%, 20 mL). Se spald organicele cu solutie
apoasa saturatd de NaCl (30 mL), se usuca pe Na,SQOy, se filtreazd, si se concentreazd. Se dizolva reziduul
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in ACN (10 mL) si apad (4 mL), apoi se adaugé la amestec LiOH (0,24 g, 10 mmol) si se agita la 50°C
timp de 2 ore. Se aciduleaza amestecul cu acid citric apos saturat la pH = 4-5. Se Indeparteaza solventul in
vid. Se purificd reziduul prin cromatografie rapida cu faza inversd utilizand un gradient de 20 pana la 35%
ACN 1n 5% NH;HCOs3 apos pentru a da compusul din titlu (745 mg, 66%) ca solid. ES/MS m/z 581
(M+H), 579 (M-H).
Exemplul 2a
tert-butilamoniu;2-[[4-[6-[(4-Ciano-2-fluoro-fenil)metoxi] -2-piridil]-2-fluoro-5-metil-fenil jmetil ]-3-
[[(2S)-oxetan-2-il|metil ]benzimidazol-5-carboxilat

OU\

N N F
N - +
no N I\L/Z ) SR
F U ¢
Metoda 1 - preparare fara cristale de insimantare

Se  suspendd  acidul = 2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil -
fenil]metil]-3-[[(2S)-oxetan-2-il]metil]benzimidazol-5-carboxilic (555 mg, 0,96 mmol) in acetond (6 mL)
in timp ce se agitd la 800 rpm la 50°C, dand o suspensie de solid alb. Se adaugi tert-butilamina (115 uL,
1,09 mmol, 1,14 echiv.) observand o scurtd clarificare a amestecului urmata de precipitarea unui solid alb.
Se agitd aceastd suspensie la 50°C timp de 1 ord, apoi se opreste incédlzirea si se lasd mostra sd se agite
pani cand ea revine la RT. Se filtreaza solidul prin filtrare 1n vid $i se usucd pe loc timp de 15 min sub un
curent de azot, apoi se usuca in vid la 50°C timp de 1 ord pentru a da compusul din titlu (612 mg, 98%).
Metodi 2 - preparare cu cristale de insimantare

Se amestecd Impreund acidul 2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-
metil-fenil]metil]-3-[[(2S)-oxetan-2-il]Jmetil]benzimidazol-5-carboxilic (50 g, 86,1 mmol), acetona (658
mL), si apa (42 mL), si se Incilzeste amestecul 50°C. Se filtreazd amestecul pe hartie GF/F si se clateste
cu 94:6 viv acetond:apd (25 mL). Se incélzeste solutia rezultatd la 50°C. Se prepard o solutie de tert-
butilamind (10 mL, 94,7 mmol, 1,1 echiv.) si 94:6 v:v acetond:apa (25 mL). Se adaugd o portiune de
solutie de tert-butilamind (7 mL) urmata de cristale de insdmantare de terg-butilamoniu;2-[[4-[6-[(4-ciano-
2-fluorofenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-fenil]metil]-3-[[(2S)-oxetan-2-ilJmetil]benzimidazol - 5-
carboxilat (50 mg). Se adaugd solutia de tert-butilamind rimasa timp de aproximativ 1 ord printr-o pompa
cu seringd la o ratd de 0,47 mL/min. Se incdlzeste suspensia rezultatd la 50°C timp de 2 ore, apoi se
riceste amestecul la temperatura ambianta peste noapte. Se filtreazd suspensia si se cliteste cu acetond (2
x 100 mL). Se usucd turta umeda la 50°C in vid la o greutate constantd pentru a da compusul din titlu
(51,8 g, 92%) ca solid galben pal.

O mostrd preparatd a compusului din titlu este caracterizatd printr-un tipar XRD utilizand
radiatie CuKa ca avand maxime de difractie (valori 2-teta) cum s-a descris in Tabelul 1 de mai jos, si in
particular avind maxime la 6,9 In combinatie cu unul sau mai multe maxime selectate din grupul
constand din 16,3 si 22,5; cu o toleranta pentru unghiulurile de difractie de 0,2 grade.

Tabelul 1. Maximele de difractie cu raze X pe pulbere de tert-butilamoniu;2-[[4-[6-[(4-ciano-2-
fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-5-metil-fenil Jmetil]-3-[[(2S)-oxetan-2-il Jmetil]benzimidazol-
5-carboxilat
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‘Maxim §Unghi (°2-Teta) +/- 0,2° Intensitate relativd (% al maximelor cele mai intense)
10 1280 37,90%
Exemplul 4

Acid  2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluoro-feniljmetil]-3-[(2S)-oxetan-2-
ilmetil]benzimidazol-5-carboxilic

N F 0‘7
= N
OH
oy ST
z F
F U o)

S-a preparat compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Exemplul 1 utilizand 4-[[2-[4-
[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2,6-difluorofenil]acetil] amino]-3-[[(2S)-oxetan-2-
ilmetil]amino]benzoat de metil. Se purificd produsul prin cromatografie rapidd cu fazd inversd utilizand
un gradient de 30 pand la 50% ACN in NH4HCOs3 apos (10 mM, pH 10). ES/MS m/z 585 (M+H), 583
(M-H).

Exemplul 5
Acid 2-[[4-[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metilfenil|metil] -3-[[(2S)-oxetan-
2-illmetil]benzimidazol-5-carboxilic

R

New ]
i 0
\Q\/O N . N\@_(
F | OH

Se prepara compusul din titlu in mod esential cum s-a descris in Exemplul 2 utilizdnd 4-[[2-[4-
[6-[(4-ciano-2-fluoro-fenil)metoxi]-2-piridil]-2-fluoro-3-metilfenil ]acetil ] amino]-3-[[(2S)-oxetan-2-
ilmetil]amino]benzoat de metil. Se purificd produsul prin cromatografie rapidd cu fazd inversa utilizand
un gradient de 5 pand la 40% ACN in 5% NH4HCO3 apos. ES/MS m/z 581 (M+H), 579 (M-H).

Teste biologice
Test AMPc al celulelor HEK293 ale receptorului GLP-1 uman

Activitatea functionald a receptorului GLP-1 este determinata utilizdnd formarea AMPc intr-o
linie celulard clonald HEK293 care exprimd GLP-1R uman (numir de acces NCBI NP_002053) la o
densitate de expresie de 581 £ 94 (n=6) si 104 + 12 (n=5) fmol/mg proteind (determinata utilizind analiza
de legare competitionald a omologului ['PTJGLP-1(7-36)NH,). Receptorul hGLP-1R care exprimi
celulele este tratat cu compus (curbd de raspuns la concentratie in 20 de puncte in DMSO, dilutie directa
Labcyte Echo de 2,75 ori, placd cu 384 godeuri Corning Cat# 3570) in DMEM (Gibeo Cat# 31053)
suplimentatd cu 1X GlutaMAX™ (Gibco Cat# 35050), 0,1% caseind bovind (Sigma C4765-10ML), 250
uM IBMX (3-Izobutil-1-metilxantind, Acros Cat# 228420010) si 20 mM HEPES (Gibco Cat# 15630)
intr-un volum de test de 20 ul. (concentratia DMSO finala este de 0,5%). Dupa o incubare de 30 de min
la 37°C, cresterea rezultatd In AMPc intracelular este determinatd cantitativ utilizand trusa de test CisBio
AMPc Dynamic 2 HTRF (62AM4PE]). Pe scurt, nivelurile AMPc din celuld sunt detectate prin
addugarea conjugatului AMPc-d2 in tampon de lizare celulard (10 pl.) urmatd de anticorpul anti-AMPc-
Eu*-Cryptate, de asemenea in tampon de lizare celulari (10 uL). Rezultatele testului competitiv sunt
incubate timp de cel putin 60 min la RT, apoi detectate utilizind un instrument PerkinElmer Envision® cu
excitatie la 320 nm si emisie la 665 nm si 620 nm. Unitétile Envision (emisie la 665nm/620nm* 10,000)
sunt invers proportionale cu cantitatea de AMPc prezent si sunt convertite la nM AMPc per godeu
utilizand o curbd standard AMPc. Cantitatea de AMPc generatd (nM) in fiecare godeu este convertitd la
un procent din rdspunsul maxim observat cu GLP-1(7-36)NH; uman. O valoare ECs relativd si valoarea
procentuald maxima (Emax) sunt derivate din analiza de regresie neliniara utilizdnd raspunsul procentual
maxim vs. concentratia de compus addugat, ajustata la o ecuatie logisticd cu patru parametri. Datele ECsq
$1 Emax cdnd compusii din exemplele 1, 2, 4 i 5 sunt testati In testul AMPc descris mai sus utilizand
celule HEK293 care exprimd 581 si 104 fmol/mg GLP-1R sunt prezentate In Tabelele 2 si 3, respectiv.
Aceste date au indicat cd compusii din exemplele 1, 2, 4 si1 5 sunt agonisti ai receptorului GLP-1 uman.




10

15

20

25

30

MD/EP 3989972 T2 2024.05.31

19

Tabelul 2. Linie celulara HEK293 cu densitate de expresie de 581 fmol/mg a GLP-1R, raspuns
AMPc intracelular

EExemplu ECso (M) = SEM (n) éEmax (%) £ SEM (n)

1 9,33+1,36 (n=6) 99,5 +2,53 (n=6)

2 .......................................... | 104i435(n_6)
4 .......................................... §"§‘9‘";‘6'§§§"(}; ...... oo é‘émz‘l"i"('}{wé‘j .......................................................
5 6,45+0,934 (0 =3) 11054243 (0 =3)

Tabelul 3. Linie celulara HEK293 cu densitate de expres1e de 104 fmol/mg a GLP-1R, raspuns
AMPc intracelular

EExemplu ECso (M) = SEM (n) gEmax (%)= SEM (n)
1 204325 (n=6) 71,4 +226 (n=6)
e s )
P T T T ;‘g‘5‘;;“;‘1“‘(};“""55 ..................................................
5 23,6+543 (n=3) 76,743,880 =3)

Test de toleranta la glucoza intraperitoneala in vivo la soarecii knock-in GLP-1R umani

Potenta compusilor exemplificati la o concentratie mai scdzutd de glucozd in sange in vivo, este
determinatd utilizand soareci care exprimd GLP-1R uman (numér de acces NCBI NP_002053) de la
locusul genetic Glp-1r de soarece (Jun, L.S., si colab., PLoS One. 2014 9:€93746). Soarecilor Infometati
peste noapte le este administrat oral compusul de test solubilizat in 10% Kolliphor® (HSI5) in
polietilenglicol 400 (PEG400). La o ord dupa doza, animalelor le este administratd glucoza prin injectie
intraperitoneald (2 g/kg), si sunt mésurate nivelurile de glucoza din sdnge intermitent in urméatoarele doua
ore utilizadnd glucometre. Este furnizat un interval de dozare al compusului de test, si calculele ariei de
sub curbd pentru fiecare grup de dozare sunt determinate si ajustate la un model logistic cu patru
parametri pentru calcularea potentei in vivo ca un EDsp cu un interval de incredere de 95%. Cand sunt
testati 1n testul de tolerantd la glucoza intraperitoneald in vivo descris mai sus, compusii din Exemplele 1
s1 2 prezintd potentd la concentratii mai scidzute de glucoza in singe la soarecii care exprimd GLP-1R
uman cu valori EDsq (51 interval de Incredere de 95%) asa cum se aratd in Tabelul 4, care indica faptul ca
acesti compusi sunt agonisti GLP-1R disponibili oral la soareci.
Tabelul 4. Eficacitatea scaderii glucozei in sange la soarecii care exprima GLP-1R uman

..............................................................................................................................................................................................................................

EExemplu :EDs a scaderii glucozei in sdnge (mg/kg) Interval de incredere de 95% _
1 50,09 ;0,0301 -0,2592
2 0,07 0,0246-0,1808

Farmacocinetici ale primatei neumane (NHP):

Compusul de testat este administrat intravenos (IV) maimutelor cynomolguss masculi infometate
(IV) 1a 0,5 mg/kg (utilizdnd un volum de dozare de 1 mL/kg). Probele de sange seriale sunt colectate la
0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, si 24 ore dupa dozare pentru bolusul IV. Dupé tratamentul cu un coagulant
EDTA, plasma este obtinutd prin centrifugare si depozitatd la -70°C pana la analiza prin LC-MS/MS. Se
determind concentratia articolului de test in plasma. Este utilizata analiza noncompartimentald pentru a
calcula eliminarea plasmaticd i volumul de distributie in starea de echilibru. Tabelul 5 prezintd datele
farmacocinetice ale compusilor din Exemplele 1 si 2 din acest test. Aceste date, sunt utilizate partial
pentru a informa proiectiile PK mecaniciste umane care sugereaza un profil farmacocinetic uman pentru a
sustine o dozare o dati pe zi.
Tabelul 5. Date farmacocmetlce ale maimutelor cynomolgous

IExemplu :Eliminarea plasmatica (mL/min/kg) Volum de distributie (L/kg) :Veh1cul
: i L i
1 13 §1,2 A
2 11 1,1 A

*Vehicul A - 5% DMSO si 95% (20% CAPTISOL® (m/v) in apd; Vehicul B - 20% captisol (m/v) in apa§
+ 1 mol echivalent NaOH H
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Test al activitatii enzimatice a fosfodiesterazei 10 (PDE10)

Pentru a genera proteina fosfodiesterazd 10A1 (PDE10OA1), o clond cu lungime completa
PDE10A1 corespunzitoare ID GenBank AAD32595.1 este clonatd in pFastBacl (Invitrogen). Proteina
PDE10A1 cu o etichetd FLAG C-terminala este exprimata prin baculoinfectia virald a celulelor de insecte
s1 purificatd utilizand M2-agaroza anti-FLAG (Sigma) si cromatografie de excludere dimensionald pe o
coloand Superdex 200 (GE Healthcare) si depozitatd la -80°C in alicote mici (20 mM Tris-HCI, Ph 7.5,
150 mM NaCl, 10% Glicerol).

Activitdtile enzimei PDE10AL sunt méisurate cu un silicat de ytriu pe baza unui test de
proximitate a scintilatiei (SPA) care detecteazd monofosfatii nucleotidei radioactive dar nu si
monofosfatii ciclici. Tamponul de testare este compus din 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 8§ mM MgCl,, 3,4
mM EDTA, si 0,1% BSA (Sigma). Testele sunt efectuate in pléci cu 384 de godeuri (3706, Corning) Intr-
un volum total de 50 ul: compus din 24 pl de enzimd PDE10A1, 1 ul compus de testat si 25 pl de
nucleotida ciclicd. Compusi testati sunt diluati in DMSO pur utilizdnd curbe de rdspuns la concentratie in
zece puncte cu un factor de dilutie de 3 ori si 1 pl este dispensat acustic in placile de testare utilizand
Echo555 (LabCyte). 24 pl de proteind PDE10A1 sunt incubati cu 1 pul compus timp de 30 min Inainte ca
reactia si fie Tnceputi prin adiugarea unui substrat [8-°H]-cGMP (6,5 Ci/mmol, Perkin Elmer).
Concentratia finald de componente este de 70 pM PDE10A1, 80 nM (*H -¢GMP), si 2% DMSO in
tampon de testare. Concentratia maximi de compus din amestecul de reactie este 10 uM. Reactiile sunt
incubate timp de 60 min la RT finainte de stingerea si addugarea a 400 mg/per godeu perle SPA
(RPNQO150, Perkin Elmer). Radioactivitatea legatd de perle (produs) este cuantificatd 12 ore mai tarziu
cu un contor Microbeta (Perkin Elmer). Datele sunt normalizate la % inhibare si valorile 1Csp sunt
calculate utilizand ecuatia logisticd cu 4 parametri cum s-a descris (Campbell, R.M.; Dymshitz, J;
Eastwood, B.J.; si colab. ,Date Standardization for Results Management.” In: Sittampalam, G.S.;
Grossman, A.; Brimacombe, K.; si colab.; eds. Assay Guidance Manual. Bethesda (MD): Eli Lilly &
Company si the National Center for Advancing Translational Sciences; 2004.). Tabelul 6 prezinta
activitatea compusilor din Exemplele 1, 2 si 4 1n acest test. Aceste date aratd cd compusii din Exemplele
1, 2 si 4 au slaba afinitate de legare la PDE10A, ceea ce indicd un risc redus de toxicitate.

Tabelul 6. Potenta in vitro pentru 1nh1barea PDE10A1

...............................................................................................................................................................................................................................

‘ Exemplu

Test de legare de afinitate al radioligandului canalului hERG K* uman

Afinitatea compusilor pentru canalul hERG K* uman in celulele HEK-293 transfectate este
evaluatd ntr-un test de legare al radioligandului cum s-a descris aici. Omogenatii membranei celulare
(proteind de aproximativ 40 ug) sunt incubati timp de 60 min la 22°C cu 3 nM [*H]dofetilid in absenta
sau prezenta compusului de testat intr-un tampon contindnd 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM KCI si 1
mM MgCh. Testul este efectuat Intr-o placi cu 96 de godeuri formata cu un volum de 200 pL, contindnd
un maximum de 1% DMSO din solubilizarea initiald a compusului de testat. Dupd incubare, mostrele sunt
filtrate rapid sub vid prin filtre din fibréd de sticla (GF/B, Packard) preinmuiate cu 0,3% PEI si clatite de
cateva ori cu 50 mM Tris-HCI rece cu gheatd, 10 mM KCI si 1 mM MgCh utilizdnd un recoltator de
celule cu 96 de mostre (Unifilter, Packard). Filtrele sunt uscate si apoi numérate pentru radioactivitate inr-
un contor cu scintilatie (Topcount, Packard) utilizdnd un cocktail de scintilatie (Microscint O, Packard).
Tabelul 7 prezintd activitatea din Exemplele 1 si 2 in acest test, exprimati ca inhibare procentuald din
legarea specificd a radioligandului de control. Aceste date aratd cd compusii din Exemplele 1 s1 2 au slaba
activitate inhibitoare hERG, ceea ce indica un risc de toxicitate redus.
Tabelul 7. Inhibare procentuali a afinitatii radioligandului canalului hERG K* uman

...............................................................................................................................................................................................................................

3Exemplu 5Inhlbare procentuald (%) la 100 uM concentratie de compus, n =1

1 0

T T e e e e e e e e e e e e e e e e
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1. Un compus selectat dintre:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

2. Compusul in conformitate cu revendicarea 1 selectat dintre:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

3. Compusul in conformitate cu revendicarea 2, in care compusul este:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

4. Compusul in conformitate cu revendicarea 3, care este sarea ter-butilamini a:
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5. Un compus care este:

NS

6. O comporzitie farmaceuticd cuprinzand un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, In conformitate cu oricare dintre revendicérile 1 pand la 5 si cel putin un purtdtor acceptabil
farmaceutic, diluant, sau excipient.

7. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 5 pentru utilizare n terapie.

8. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pana la 5 pentru utilizare in tratamentul diabetului zaharat de tip II.

9. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 5 pentru utilizare in scdderea nivelurilor de glucoza din sange.

10. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 5 pentru utilizare in tratamentul hiperglicemiei.

11. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare conform oricireia
dintre revendicérile 7 pana la 10, in care compusul este pentru administrare orala.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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