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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Prezenta inventie se referd la compusi utili pentru inhibarea receptorului orfan gama-t
asociat cu receptorul acidului retinoic (RORyt), la compozitii farmaceutice, si la compusii pentru
utilizare in metode pentru tratarea bolilor care au legitura cu activitatea RORy.

Receptorii orfani asociati receptorilor acidului retinoic (ROR) sunt membri ai
superfamiliei receptorilor nucleari (NR) identificati ca regulatori patologici importanti in multe
boli. Subfamilia ROR constd din RORa, RORp, si RORy. Genele RORy de soarece si umane
genereazd doud izoforme, y1 si y2, cea din urmd denumitd cel mai obisnuit yt. Semnalizarea
RORyt, adesea ca rdspuns la semnalizarea IL-23/receptorului IL-23, este necesard pentru
diferentierea celulelor T CD4+ naive intr-un subset de celule T denumite Th17, care sunt
distincte de celulele Thl si Th2 clasice, si sustin intretinerea acestora. Celulele Th17 produc
interleukini-17A (IL-17) si IL-17F. in plus, celulele Th17 produc un interval de alti factori
cunoscuti pentru dirijarea rispunsurilor inflamatorii, incluzand factorul de necrozd tumorali-alfa
(TNF-qa), interleukina-6 (IL-6), GM-CSF, CXCL1 si CCL20. Celulele NK si celulele limfoide
native cum ar fi celulele similare inductorului de tesut limfoid (LTi) exprimd receptorul IL-23 si
RORyt si produc IL-17 ca rispuns la stimulare si IL-23. Existd dovada substantiald ci celulele care
raspund IL-23, RORyt, si care exprimd IL-17 sunt asociate cu bolile autoimune (Al), bolile
inflamatorii, si cancerul. Astfel, inhibarea tintiti a RORyt poate fi importantd pentru reducerea
patogenezei acelor boli.

Bolile Al sunt afectiuni cronice pentru care nu existd vindecare in prezent. Tratamentul
bolilor AT implica de obicei o incercare de a controla procesul bolii si de a reduce simptomele prin
administrarea de medicamentatii antiinflamatorii, antidurere, sau imunosupresive. Regretabil,
utilizarea de medicatii antiinflamatorii si antidurere este uneori ineficientd si utilizarea de
imunosupresive conduce adesea la efecte secundare devastatoare pe termen lung. Cele mai
semnificative efecte secundare ale medicamentelor imunosupresive sunt un risc crescut de infectie
si un risc mai ridicat de cancer.

Au fost identificati liganzii naturali si sintetici la RORyt. Au fost raportati in literaturd
inhibitorii cu moleculd micd impotriva RORyt pentru Al Vezi WO 2015/017335 si WO
2014/179564. Totusi, prevalenta bolillor Al cuplatd cu ineficacitatea sau efectele secundare
devastatoare ale tratamentelor curente necesiti ca mai multe optiuni de tratament si fie disponibile
pacientilor. Tintirea RORyt poate prezenta un avantaj asupra terapiilor Al curente, maximizand
beneficiul terapeutic prin tintirea celulelor imune patogene in timp ce minimizeaza riscul de
suprimare al apararilor gazdei.

Prezenta inventie furnizeazd noi compusi care sunt inhibitori RORyt. Astfel de noi
compusi ar putea adresa necesitatea unui tratament potent, eficient al uveitei, sclerozei multiple,
artritei reumatoide, bolii grefd versus gazdd, bolii Crohn, altor boli inflamatorii intestinale,
cancerului, psoriazisului, si spondilartropatiilor seronegative, cum ar fi spondiloartrita axiala,
spondilita anchilozantd, si artrita psoriazica.

Prezenta inventie furnizeazi un compus cu formula

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenca compusii pentru utilizare intr-o metoda pentru
tratamentul psoriazisului la un pacient, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de
aceasta a unui compus din prezenta inventie, sau a unei siruri acceptabile farmaceutic a acestuia.
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Mai mult, prezenta inventie furnizeazi compusii pentru utilizare intr-o metoda pentru tratamentul
spondilartropatiilor seronegative la un pacient, cuprinzand administrarea la un pacient care are
nevoie de aceasta a unui compus din prezenta inventie, sau a unei siruri acceptabile farmaceutic a
acestuia. In realizarea mentionati, spondilartropatiile seronegative sunt spondiloartrita axiald,
spondilita anchilozantd, sau artrita psoriazica.

Prezenta inventic furnizeazd o compozitic farmaceuticd care cuprinde un compus al
inventiei, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in combinatiec cu unul sau mai multi
purtitori, diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic. Intr-o realizare suplimentard, compozitia
cuprinde in plus unul sau mai multi alti agenti terapeutici. Intr-o realizare suplimentari, prezenta
inventie furnizeazi o compozitic farmaceuticd pentru tratamentul psoriazisului, care cuprinde un
compus al inventiei, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in combinatie cu unul sau mai
multi purtitori, diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic. In inci o alti realizare, prezenta
inventie furnizeazi o compozitic farmaceutica pentru tratamentul spondilartropatiilor seronegative,
care cuprind un compus al inventiei, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in combinatie
cu unul sau mai multi purtitori, diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic. in realizarea
mentionatd, spondilartropatiile seronegative sunt spondiloartrita axiald, spondilita anchilozanta,
sau artrita psoriazica.

Mai mult, prezenta inventic furnizeazd un compus al inventiei, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in terapie, in particular pentru tratamentul psoriazisului.
Chiar mai mult, prezenta inventic furnizeazi un compus al inventiei, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul psoriazisului. Intr-o realizare suplimentara,
prezenta inventie furnizeaza utilizarea unui compus al inventiei, sau a unei sdruri acceptabile
farmaceutic a acestuia, pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul psoriazisului.

Mai mult, prezenta inventic furnizeazd un compus al inventiei, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in terapie, in particular pentru tratamentul
spondilartropatiilor seronegative. Chiar mai mult, prezenta inventie furnizeazd un compus al
inventiei, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul
spondilartropatiilor seronegative. Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeaza
utilizarea unui compus al inventiei, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru fabricarca
unui medicament pentru tratamentul spondilartropatiilor seronegative. In realizirile mentionate,
spondilartro-patiile seronegative sunt de spondiloartritd axiald, spondilitd anchilozantd, sau artritd
psoriazica.

Prezenta inventie divulgd de asemenea intermediari si procedee utile pentru sinteza unui
compus din prezenta inventie.

Termenul ,tratarea” (sau ,trateazd” sau tratament”) asa cum s-a utilizat in acest
document se referd la restringerea, incetinirea, oprirea, sau inversarea progresului sau severitatii
unui simptom, afectiuni sau tulburiri existente.

Termenul ,,spondilartropatii” se referd la un numadr de boli cronice ale articulatiilor care
implicd in general coloana vertebrald si zonele unde ligamentele si tendoanele se ataseaza de os.
Spondilartropatiile sunt uneori denumite de asemenea spondiloartropatii sau spondiloartrite.

Termenul ,,seronegativ” se referd la o boald care este negativi pentru factorul reumatoid.

Un compus din prezenta inventic poate reactiona pentru a forma sdruri acceptabile
farmaceutic. Sarurile acceptabile farmaceutic si metodologia comund pentru prepararca lor sunt
bine cunoscute in domeniu. Vezi, de exemplu, P. Stahl, si colab. Handbook of Pharmaceutical
Salts: Properties, Selection and Use, ed. a 2-a revizuitd (Wiley-VCH, 2011); S.M. Berge, si colab.,
.Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, nr. 1, ianuarie 1977.

Specialistul calificat va aprecia ¢i un compus al inventiei, asa cum se¢ aratd in (I), sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia, este cuprinsul unui miez care contine cel putin doi centri
chirali, cum este reprezentat prin ” mai jos:
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Desi prezenta inventie are in vedere tofi enantiomerii individuali, precum si amestecuri de
enantiomeri ai compusilor mentionati care includ racemati, compusii preferati ai inventiei sunt
reprezentati prin (II) mai jos:
— 0
0=5
N

o

5 (1D
sau sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora.
Specialistul calificat va aprecia de asemenea cd denumirile Cahn-Ingold-Prelog (R) sau
(S) pentru toti centrii chirali vor varia depinzand de modelele de substitutie ale compusului
particular. Monoenantiomerii sau diastereomerii pot fi preparati Incepand cu reactivii chirali sau
10 prin tehnici sintetice stereoselective sau stereospecifice. Alternativ, monoenantiomerii sau
diastereomerii pot fi izolafi din amestecuri prin tehnici standard de cromatografie sau cristalizare
chirald in orice punct convenabil in sinteza compusilor inventici. Monoenantiomerii compusilor
inventiei sunt o realizare preferata a inventiei.
Un compus din prezenta inventie este preferabil formulat ca compozitii farmaceutice
15 administrate printr-o varietate de cdi. Astfel de compozitii farmaceutice si procedee pentru
prepararea acestora sunt bine cunoscute in domeniu. Vezi, de exemplu, Remington: The Science
and Practice of Pharmacy (A. Gennaro, si colab., eds., a 21-a ed., Mack Publishing Co., 2005).
Mai preferata in special, este o compozitie farmaceutici care cuprinde un compus cu formula,
—/ 0
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia si unul sau mai multi purtdtori sau diluanti acceptabili
farmaceutic.

O realizare preferatd speciald din prezenta inventie se referd la compusul, (5'S)-N-{[5-
(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5"-metil-1-{ (1R)-1-[2-trifluorometil)pirimidin-5-il]etil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-2'-carboxamida:
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
O alta realizare preferatd speciald din prezenta inventie se referd la compusul,

."\\

Compusii prezentei inventii sunt in general eficienti intr-un interval de dozare larg. De
exemplu, dozajele pe zi se situeazi in intervalul de la aproximativ 1 mg pani la 1 g. In unele cazuri
nivelurile de dozaj de sub limita inferioard a intervalului mentionat mai sus pot fi mai mult decat
adecvate, in timp ce in alte cazuri, pot fi utilizate doze chiar mai mari in timp ce se mentine un
profil beneficiu/risc favorabil, si prin urmare intervalul de dozare de mai sus nu intentioneaza sa
limiteze in nici un fel scopul inventiei. Se va iIntelege cd va fi determinatd de citre un medic
cantitatca compusului administrat de fapt, in lumina circumstantelor relevante, incluzind
afectiunca care trebuic tratati, calea de administrare aleasd, compusul sau compusii efectiv
administrati, varsta, greutatea, si rdspunsul pacientului individual, i severitatea simptomelor
pacientului.

Monoizomerii, enantiomerii, si diastereomerii pot fi separati sau rezolvati de cineva
avand calificare obisnuitd in domeniu, in orice punct convenabil 1n sinteza compusilor cu formula
I, 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, siE.L. Eliel si SH. Wilen”, Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-
Interscience, 1994). Denumitii ,,izomer 17 si ,izomer 2” se referd la compusii care elueaza din
prima si respectiv a doua cromatografie chirald, si dacd cromatografia chirald este initiatd devreme
in sinteza, aceeasi denumire este aplicatd intermediarilor si exemplelor ulterioare.

Suplimentar, anumifi intermediari descrisi aici pot contine una sau mai multe grupdri de
protectie. Gruparea de protectic variabild poate fi identica sau diferita in fiecare aparitie, depinzand
de conditiile de reactie particulare si de transformairile particulare care urmeaza si fie efectuate.
Conditiile de protectie si deprotectie sunt bine cunoscute specialistului calificat si sunt descrise in
literaturd (Vezi de exemplu ,,Greene's Protective Groups in Organic Synthesis”, editia a patra, de
Peter G.M. Wauts si Theodora W. Greene, John Wiley & Sons, Inc. 2007).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3347360 T2 2020.03.31
7

Anumite abrevieri sunt definite dupd cum urmeaza: ,,AUC” se referd la aria de sub curba;
,BSA” se¢ referd la albumind din ser bovin; ,,CFA” se referd la adjuvantul lui Freund complet;
~DBA” se referd la diluat maro non-Agouti; ,,DCM” se referd la diclorometan; ,,DPBS” se referd
la solutie salind tamponatd cu fosfat Dulbecco; ,,DMEM” se referd la mediul Eagle modificat
Dulbecco; ,,DMSO” se referd la dimetil sulfoxid; ,,ECso” se referd la concentratia efectivd la
jumdtatea raspunsului maxim; ,,FtOAc” se referd la acetat de etil; ,,Et:O” se referd la etil eter;
.EtOH” se referd la alcool etilic sau etanol; ,,ee” se referd la exces enantiomeric; ,,Ex” se referd la
exemplu; ,,FBS” se referd la ser fetal bovin; ,,G” se refera la forta gravitationald; ,,GAL” se referd
la domeniul de legare ADN beta-galactosidaza; ,,GPI” se referd la glucozd -6-fosfat izomeraza;,
LHEC” se refera la hidroxi etil celuloza; ,HEK” se referd 1a rinichiul embrionar uman; ,HEPES”
se referd la acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonic; ,,ICso” se referd la concentratia unui
agent care produce 50% din rispunsul inhibitor maxim, posibil pentru acel agent; ,,IL” se referd la
interleukind; , IPA” se referd la alcool izopropilic sau izopropanol; ,.,Kd” se referd 1a constanta de
disociere; ,,Ki” se referd la constanta de inhibare; ,MeOH” se referd la metil alcool sau metanol;
LMEM” se referd 1la mediul esential minim; ,,PBMC” se referd la celulele mononucleare din
sangele periferic; ,,PBS” se referd la solutic salind tamponatd cu fosfat; ,Prep” se referd la
preparare; ,,RAR se referd la receptor al acidului retinoic; si ,,RPMI” se referd la institutul Roswell
Park Memorial. ,R” se referd la timpul de retentie; ,,SCX” se referd la schimbul puternic de
cationi; ,,SFC” se referd la cromatografia in fluid supercritic; i ,,THF” se referd la tetrahidrofuran.

Compusii prezentei inventii, sau sdrurile acestora, pot fi preparati printr-o varietate de
proceduri cunoscute in domeniu, unele din acestea fiind ilustrate in prepardrile si exemplele de mai
jos. Etapele de sintezi specifice pentru fiecare din ciile descrise pot fi combinate in diferite
moduri pentru a prepara compusii inventiei, sau sarurile acestora. Produsele fiecdrei etape de mai
jos pot fi recuperate prin metode conventionale bine cunoscute in domeniu, incluzind extragerea,
evaporarca, precipitarea, cromatografierea, filtrarea, triturarea, si cristalizarea. Reactivii si
materiile prime sunt cu usurintd disponibile cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu.

Urmitoarele prepardri si exemple ilustreazd mai departe inventia si reprezintd sinteza
tipicd a compusilor din prezenta inventie.
Prepariri si Exemple
Preparare 1
1-(3-Tienil)propan-2-ona

/]
S 0

Se suspendd acid 2-(3-tienil)acetic (26,5 g, 146,5 mmol) in anhidridi aceticd (87,9 mL,
913 mmol,) si se adaugd 1-metilimidazol (7,57 g, 91,3 mmol). Se agitd amestecul de reactie timp
de 4 ore la temperatura camerei sub azot. Se riceste amestecul de reactie pand la 0°C, se adauga
apa (150 mL), si se agitad timp de 1 ord. Se diluecazi solutia cu EtOAc (300 mL) si se spala succesiv
cu 2 M NaOH (2x200 ml), apd (200 mL) si saramurd (200 mL). Se¢ separd faza extractelor
organice, se¢ usucd pe sulfat de sodiu, se filtreazi, si se concentreazad pani la uscare pentru a obtine
compusul din titlu (28,16 g, 77%) ca un ulei galben. 'H RMN (400,13 MHz, CDCl;) § 2,14 (s 3H),
3,7 (s, 2H), 6,94 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 7,08 (bs, 1H), 7,29-7,26 (m, 1H).

Preparare 2

1-(3 -Tienil)propan-2-ol

20
5 OH

Se adaugd MeOH uscat (63 mL) la borohidrurd de sodiu (1,61 g, 41,67 mmol) si se
raceste amestecul de reactie 1a -10 °C in timp ce se addugd MeOH. Se riceste mai departe la -20°C
si s¢ adaugd o solutic de 1-(3-tienil)propan-2-oni (4,92 g, 33,34 mmol) in MeOH uscat (26,7 mL)
in picdturd peste 40 minute si se agitd timp de 1,5 ore la -20°C, apoi la temperatura camerei timp
de 17 ore. Se riceste solutia la -5°C (temperatura internd) si se stinge cu o solutie saturatd de
clorurd de amoniu (15 ml) apoi cu HC1 1IN (15 mL). Se adaugi apa (30 mL) si EtOAc (100 mL).
Se concentreazd amestecul sub presiune redusd pana la 1/3 din volumul total. Se extrage amestecul
cu EtOAc (2x100 mL). Se combind extrasele organice si se usucd pe sulfat de magneziu, se
filtreaza, si se concentreazad pand la uscare pentru a da compusul din titlu (4,74 g, 100%). Spectrul
de masa (m/z): 125 M-OH+H), 164,8 (M+Na).

Preparare alternativa 2a
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Se adaugi borohidrurd de sodiu (7,06 g, 182,8 mmol) in portii in 30 minute la 0°C la o
solutie de 1-(3-tienil)propan-2-ond (28,16 g, 140,6 mmol) in MeOH (282 mL) si sc agitd la
temperatura camerei peste noapte. Se concentreaza pand la uscare, se dilueazi cu EtOAc (200 mL)
si se spald cu o solutie saturatd de clorurd de amoniu (150 mL). Se extrage stratul apos cu EtOAc
(2x200 mL). Se combind extractele organice, se usuci pe sulfat de sodiu, se filtreazd, si se
concentreaza sub presiune redusd. Se purifica reziduul prin cromatografie intermitentd pe gel de
siliciu eluand cu MeOH: DCM (0:100 pand la 5:95) pentru a da compusul din titlu (12,85 g, 64%)
ca un ulei rosu pal. Spectrul de masa (m/z): 125 (M-OH+H).

Preparare 3
(25)-1-(3-Tienil)propan-2-ol

S

\ /

OH

Se dizolvd 3-bromotiofend (6,88 g, 42,2 mmol) in THF anhidru (10 mL) si toluen (100
mL). Se rdceste la -78°C. La aceasta se adaugi prin seringd sec-butillitiu (1,3 mol/L in ciclohexan,
34 mL, 44 mmol) peste 15 minute. Se mentine temperatura la < -60°C, se agitd 10 minute, apoi se
adauga (25)-2-metiloxiran (4,9 g, 84,4 mmol) in piciturd. Dupa 5 minute, se adauga bor trifluorura
dietil eterat (5,3 mL, 42 mmol) peste 15 minute printr-o pilnic de picurare. Se mentine
temperatura la < -55°C. Dupd ce adiugarea este completd, se agitd la -78°C timp de 2 ore. Se
stinge la -78°C cu bicarbonat de sodiu saturat, se¢ adaugd Et,O, si se Incilzeste la temperatura
ambiantd. Se spald cu bicarbonat de sodiu saturat (2x), urmat de saramurd saturatd. Se usucd
stratul organic peste sulfat de sodiu, se filtreaza, si se concentreazd sub presiune redusi. Se
purifica prin cromatografie intermitentd pe gel de siliciu, eludnd cu 15% EtOAc/hexani pentru a da
compusul din titlu (3,85 g, 64,2%). Se repurifici fractiunile amestecate pentru a da o cantitate
totald a compusului din titlu (4,29 g, 71,5%) ca un lichid incolor. 'H RMN (400,13 MHz, CDCls) §
7,28-7,26 (dd, J=2,9, 5,0, 1H), 7,03-7,01 (m, 1H), 6,96 (dd, J=1,2, 4,9, 1H), 4,04-3,95 (m, 1H),
2,83-2,68 (m, 2H), 1,63 (s, 1H), 1,22 (d, J= 6,2, 3H), SAU [a]*’D +25,50 (c 1,00, CHCI;),
Preparare 4
(5'S)-5'-Metil-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]

| AN

0 S

N
H
Se dizolva fert-butil 4-oxopiperidin-1-carboxilat (6,50 g, 32,6 mmol) si (2S)-1-(3-

tienil)propan-2-ol (4,64g, 32,6 mmol) in DCM (100 mL). Se adaugd acid trifluoroacetic (20 mL,
264,5 mmol). Se agitd amestecul la temperatura ambiantd 18 ore. Se concentreazd amestecul sub
presiune redusa, si apoi se adauga apd si Et>O. Se spali stratul organic cu api, se combind spilarile
apoase, si apoi se ajusteazd pH-ul la bazic cu carbonat de sodiu solid. Se satureaza stratul apos cu
clorurd de sodiu solidd, apoi se spald stratul apos cu EtOAc (5%). Se combind straturile de EtOAc,
se spald cu saramurd, se usucd cu sulfat de sodiu, se filtreazd, si se concentreazi sub presiune
redusa pentru a da compusul din titlu (4,61g, 63%) ca un ulei galben pal. Spectrul de masa (m/z):
2242 (M+H).
Preparare 5
(5'S)-5'-metil-4',5'-dihidro-1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-carboxilat de fer¢-
butil

| AN
0 S

N
oA
Se dizolvd (5'S)-5'-metil-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran] (10,39 g,
46,53 mmol) in DCM (100 mL). Se adaugd di-ferf-butil dicarbonat (11,52 mL, 51,18 mmol) in

picaturd si se agitd amestecul la temperatura ambianti pentru 1,5 ore. Se adauga suplimentar di-
tert-butil dicarbonat (2,00 mL, 9,17 mmol) si se agitd 30 minute, apoi se concentreazd sub presiune
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redusd. Se adaugd imidazol (2,21 g, 32,5 mmol) pentru a distruge excesul de di-ferf-butil
dicarbonat (Synthesis, 2001, nr. 4, 550). Se adaugd Et,O si se spald cu saramurd. Se usucd stratul
organic peste sulfat de sodiu, se filtreaza si se concentreaza sub presiune redusd. Se purifica prin
cromatografie intermitentd pe gel de siliciu, eludnd cu 10% EtOAc/hexani. Se repurificd prin
cromatografie intermitentd pe gel de siliciu, eluidnd cu 15% EtOAc/hexani pentru a da compusul
din titlu (12,92 g, 86%) ca un ulei incolor. '"H RMN (400,13 MHz, ds-DMSO) & 7,33 (d, J=5,1,
1H), 6,77 (d, J=5,1 , 1H), 3,92-3,72 (m, 3H), 3,15-2,91 (s, 2H), 2,62 (dd, J=15,8, 3,0, 1H), 2,30
(dd, J=15,8, 10,6, 1H), 2,1 (m, 1H), 1,76-1,63 (m, 2H), 1,51-1,40 (m, 1H), 1,38 (s, 9H), 1,24 (d,
J=6.2, 3H), 100% e¢ec pe baza cromatografiei SFC, lux amilozi-2, 5 mL/min, 225 nm, R, = 1,75
min, SAU [a]*D +82,1 (c 1,00, CHCIs).

Preparare 6

5'-metil-4',5'-dihidro-1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-carboxilat de terg-butil

Se adaugi acid trifluoroacetic (34,16 mL, 451,8 mmol) in piciturd la 0°C la o solutic de
1-(3-tienil)propan-2-ol (12,85 g, 90,35 mmol) si terf-butil 4-oxopiperidin-1-carboxilat (23,40 g,
117,5 mmol) in DCM uscat (135 mL) si se mentine agitarea la temperatura camerei pentru 17 ore.
Se concentreazi amestecul pand la uscare, se dilueaza reziduul cu MeOH, si apoi se indeparteaza
solventul sub presiune redusi. Se ia reziduul in MeOH si se purifica prin cromatografie cu schimb
de ioni. Se combind straturile care contin produsul dorit si se concentreazd sub presiune redusi
coevaporandu-1 cu toluen (37) pentru a da un solid oranj pal de 5-metilspiro[4,5-dihidrotieno[2,3-
c]piran-7,4'-piperidind] brut. Se adaugd 4-dimetilaminopiridind (2,23 g, 18,07 mmol) si
trictilamind (37,8 mL, 271,1 mmol) in picdturd la o solutic de 5-metilspiro[4,5-dihidrotieno[2,3-
c]piran-7,4'-piperidind] (20,18 g, 90,35 mmol) in DCM uscat (90,35 mL) ricit la 0°C. La aceasta
se adaugd in piciturd o solutic de di-ferf-butil dicarbonat (30,49 g, 135,5 mmol,) in DCM uscat
(27,1 mL). Se agitd la temperatura camerei peste noapte. Se adaugd apd (100 mL), se extrage
stratul apos cu DCM (3x100 mL), se spala cu saramurd (100 mL), si se¢ concentreazi sub presiune
redusd. Se purificd prin cromatografic intermitentd pe gel de siliciu, eludnd cu EtOAc: izo-hexan
(0:100 pana la 20:80). Se coevaporeazd reziduul cu DCM (3%) pentru a da compusul din titlu
(27,64 g, 92,7%) ca un solid alb. Spectrul de masd (m/z): 346 (M+Na)

Preparare alternativa 6a
5'-metil-4',5'-dihidro-1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-carboxilat de terg-butil

Se adauga acid trifluoroacetic (20,17 mL, 266,72 mmol) in picaturd la 0°C la o solutie de
1-(3-tienil)propan-2-ol (4,74 g, 33,34 mmol) si terf-butil 4-oxopipendine-1-carboxilat (7,80 g,
38,34 mmol) in DCM uscat (100 mL) si sc agitd la temperatura camerei peste noapte. Se
concentreaza amestecul pand la uscare si se dilueaza reziduul cu MeOH. Se purificd materialul
brut prin cromatografie cu schimb de ioni. Se combind straturile care contin produsul dorit §i se
concentreazd sub presiune redusd coevaporand cu DCM (3x) pentru a da S-metilspiro[4,5-
dihidrotieno[2,3-c]piran-7,4'-piperidind] brut (8,17 g). Se adaugd 4-dimetilaminopiridina (0,831 g,
6,67 mmol) si trictilamind (9,29 mL, 66,68 mmol) la o solutic de 5-metilspiro[4,5-
dihidrotieno[2,3-c]piran-7,4'-piperidind] (8,17 g) In DCM uscat (66,7 mL) récit la 0°C. La aceasta
se adaugd in piciturd o solutic de di-ferf-butil dicarbonat (18,19 g, 83,35 mmol,) in DCM uscat
(16,7 mL). Se agita la temperatura camerei pentru 3 zile. Se adaugd apd (60 mL), se extrage stratul
apos cu DCM (3x 50 mL), se spala cu saramurd (20 mL), se filtreaza printr-un separator de fazi, si
se concentreazd sub presiune redusd. Se purificd reziduul prin cromatografie intermitenta pe gel de
siliciu, eluand cu EtOAc: izo-hexan (0:100 pand la 20:80). Se coevaporeazi reziduul cu DCM (2x)
pentru a da compusul din titlu (9,41 g, 80%). Spectrul de masa (m/z): 346 (M+Na)

Preparare 7
Acid  1-(tert-butoxicarbonil)-5'-metil-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-2'-
carboxilic
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Se dizolvad 5'-metil-4',5"-dihidro- 1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-car-boxilat
de tert-butil (7,16 g, 21,71 mmol) in THF (108,5 mL) si se raceste 1la -78°C. La aceasta se adauga
butillitiu (2,5 M in hexani, 13 mL, 32,56 mmol) in piciturd peste 20 minute si se agitd amestecul
inca 30 minute suplimentare dupa ce adidugarea este completd. Se barboteazad in CO; prin canul si
se mentine agitarea la aceastd temperaturd timp de 1 ord cu addugarea continud de CO». Se permite
ca reactia si se incdlzeascd pand la 0°C in 2 ore cu adiugare continud de CO, si se stinge cu grija
cu apa (80 mL). Se toarnd amestecul de reactie In api si se extrage stratul apos cu EnO (100 mL).
Se spala faza organicd cu 2 N NaOH (3x 15 mL) si apa (50 mL). Se aciduleaza stratul apos cu 2 N
HCI (3x) la pH= 6, si se extrage cu EtOAc. Se combind extractele organice i se spald cu saramurd
(50 mL), se usucd pe sulfat de magneziu, se filtreaza, si se concentreazi sub presiune redusa pentru
a obtine compusul din titlu (7,89 g, 97%) ca un solid alburiu. Spectrul de masd (m/z): 390
(M+Na).

Preparare 8
Acid 1-(ferg-butoxicarbonil)-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-2'-carboxilic

OH
|\
o s

N

oA

Se dizolvd 4',5'-dihidro-1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-carboxilat de terf-
butil (preparat cum s-a descris in J. Med. Chem., 2011, 54, (8), pp 2687-2700 si W02011060035)
(10 g, 32,32 mmol) in THF (100 mL) si se rdceste 1la -78°C. La aceasta se adauga butillitiu (22,22
mL, 35,55 mmol) in piciturd peste 15 minute si se agitd amestecul incd 15 minute suplimentare
dupi ce addugarea este completd. Se barboteazd in CO; prin canuld si se permite ca amestecul si
se incilzeascd la temperatura camerei cu adiugare continud de CO,. Dupa 2 ore, se riceste
amestecul pana la 0°C, si se adaugd apd urmatd de Et,O. Se alcalinizeaza stratul apos cu 1 N
NaOH si se spald stratul organic cu 1 N NaOH (3x). Se combind spalarile bazei si acidularea la pH
2 cu 5 N HCIL. Se spala stratul apos cu EtOAc (3%), se¢ combind extractele organice, si se spald cu
saramurd. Se usucd pe sulfat de sodiu, se filtreaza, si se concentreaza sub presiune redusi pentru a
da compusul din titlu (11,11 g, 97,27%) ca un solid alb. Spectrul de masi (m/z): 352,2 (M-H).
Preparare 9
Acid (5'S)-1-terg-butoxicarbonil)-5'-metil-4',5'dihidrospiro[ piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-
2'-carboxilic

(0]

Se  dizolva (5'S)-5"-metil-4',5'-dihidro-1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-
carboxilat de terf-butil (11,19 g, 34,60 mmol) in THF anhidru (200 mL) si se riceste 1la -78°C. Se
adaugd n-butillitiu (21 mL, 34,64 mmol) in picdturd peste 20 minute. Dupd ce addugarea este
completd, se agitd la -78°C pentru 20 minute, apoi se barboteazi in gaz de CO; prin canuld pentru
60 minute. Se incilzeste amestecul la temperatura camerei cu addugare continud de CO,. Dupd
agitare 1 ord la temperatura camerei, s¢ stinge cu apd (3 mL) si se concentreaza sub presiune
redusa pand la 25% din volum. Se adaugd Et>O si apd. Se spala cu apa (2x) si se combind spalarile
apoase. Se ajusteazad pH-ul la acidic cu HCI IN. Se satureaza stratul apos cu clorurd de sodiu si
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extract cu EtOAc (2x). Se combind extractele de EtOAc, se spali cu saramurd, se usucd pe sulfat
de sodiu, se filtreazd, si se concentreazd sub presiune redusi pentru a da compusul din titlu (13,40
g, 100%) ca o spumd alba. Spectrul de masd (m/z): 366 (M-H).

Preparare 10

5-(Etilsulfanil)piridin-2-carbonitril

N//N
T
S\

)

Se dizolvd 5-bromopiridin-2-carbonitril (49,42 g, 270,1 mmol) si carbonat de potasiu
(113,5 g, 821,2 mmol) in 1-metil-2-pirolidinond (280 mL) si se¢ adauga etantiol (26,4 mL, 356
mmol) in portii in 30 minute astfel incat temperatura sd ramana sub 50°C. Se riceste reactia la
temperatura camerei §i se agitd peste noapte. Se dilueazd cu EtOAc (1200 mL) si apa (2200 mL).
Se colecteaza stratul organic si se spald cu saramurd (3x300 mL), se usuci stratul organic peste
sulfat de sodiu, se filtreaza, si se concentreazi sub presiune redusa pentru a da compusul din titlu
(44,87 g, 100%) ca un solid alburiu. '"H RMN (400,13 MHz, ds-DMSO) & 8,63 (s, 1H), 7,93 (s,
2H), 3,17 (q, I=7,3, 2H), 1,29 (t, J=7,3, 3H).
Preparare 11
5-(Etilsulfonil)piridin-2-carbonitril

Se dizolva 5-(etilsulfanil)piridin-2-carbonitril (44,36 g, 270,1 mmol) in DCM anhidru
(540 mL) si se riceste la -20°C. Se adaugd 3-cloroperoxiacid benzoic (130 g, 565,0 mmol) in
portii de 10-12 grame intr-o ord, mentinind temperatura internd intre 0°C si -10°C. Se agitd
amestecul de reactie intr-o baie rece, permitind sd se incdlzeascd la temperatura camerei peste
noapte. Se spald cu 1 N NaOH (1 L), apd, 1 N NaOH (2x500 mL), si saramurd. Se usuca stratul
organic peste sulfat de sodiu, se filtreazd, i se concentreazi sub presiune redusi pentru a da
compusul din titlu (49,52 g, 93%) ca un solid alb. '"H RMN (400,13 MHz, ds-DMSO) & 9,20 (d,
J=1,9, 1H), 8,56 (dd, J=2,0, 8,1, 1H), 8,36 (d, J=8,1, 1H), 3,52 (q, J=7,3, 2H), 1,16 (t, J=7,5, 3H).
Preparare 12
clorhidrat de 1-[5-(Etilsulfonil)piridin-2-iljmetanamini

NH,

el

0 I
v \

\/Sb HCl

Se divide 5-(etilsulfonil)piridin-2-carbonitril (49,52 g, 252.4 mmol) in trei portii de 16,5
g. Sub N, intr-o sticld Parr de 2250 mL, se adaugd 10% Pd/C (1,65 g, 15,5 mmol) in vas si se
umezeste cu MeOH(750 mL). Se adaugd la aceasta 5-(etil-sulfonil)piridin-2-carbonitril (16,5 g,
84,09 mmol) dizolvat in MeOH (750 mL). Se adauga la aceasta HC1 (6N apoasi, 17,1 ml, 102,6
mmol). Se sigileaza sticla, se curdti cu N», se curdtd cu Ho, si se presurizeazd pand la 68,9 kPa la
temperatura camerei timp de 3 ore. Se curdtd cu Na, si apoi se filtreazd amestecul. Se repetd cu
portille rdmase de 5-(etilsulfonil)piridin-2-carbonitril. Se combinad toate filtratele si se
concentreazd sub presiune redusa pentru a da compusul din titlu (59,61 g, 99%) ca un bej solid.
Spectrul de masad (m/z): 201 (M+H-HCI).
Preparare 13
2'-({[5-(etilsulfonil)piridin-2-illmetil}carbamoil)-5'-metil-4',5'-dihidro- 1H-spiro[ piperidin-
4,7'-tieno[2,3,c]piran]-1-carboxilat de ferg-butil
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Se dizolva acid 1-[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetanamind clorhidrat (3,1 g, 13 mmol), 1-
(tert-butoxicarbonil)-5'-metil-4',5'-dihidrospiro[ piperidin-4,7'-tieno[ 2,3-c]pi-ran]-2'-carboxilic (3,9
g, 10 mmol) in DCM anhidru (52 mL). Se rdceste 1la 0°C si se adaugd trimetilamind (10 mL, 73
mmol) in picdturd urmatd de 1,67 M solutie de 2.4.6-tripropil-1,3,4,2,4,6-trioxatrifosforinan-2,4,6-
trioxid (8,6 g, 14 mmol) in EtOAc. Se permite ca amestecul s se¢ incidlzeasci la temperatura
camerei §i se agitd peste noapte. Se adaugd cu grijd apd (50 mL) si se agitd 10 minute la
temperatura camerei. Se extrage stratul apos cu DCM (2x), apoi se combind extractele organice.
Se spald extractele organice cu saramurd, se usucd pe sulfat de sodiu, se¢ filtreazd, si se
concentreazd sub presiune redusd. Se purificd materialul brut prin cromatografie pe gel de siliciu,
eluand cu un gradient de 50% pand la 100% EtOAc/hexani pentru a da compusul din titlu (4,89 g,
83%) ca o spumi galbena. Spectrul de masi (m/z): 550 (M+H).
Preparare 14
(5'S)-2'-({[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }carbameil)-5'-metil-4',5'-dihidro-1H-
spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-1-carboxilat de ferg-butil

H
N
F =
S O \ /
s/
j‘\ 0o
T

Se dizolva clorhidrat de 1-[5-(etilsulfonil)piridin-2-iljmetanamina (2,86 g, 10,5 mmol),
acid (5'S)-1-tert-butoxicarbonil)-5"-metil-4',5'dihidrospiro[ piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-2'-
carboxilic (3,50 g, 9,52 mmol), si 1-hidroxibenzotriazol (1,44 g, 10,5 mmol) in THF anhidru (100
mL) si dimetilformamidd (50 mL). Se adaugd N,N-diizopropiletilamina (4,98 mL, 28,6 mmol)
urmatd de clorhidrat de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimidd si se lasd si se¢ agite la
temperatura camerei peste noapte. Se concentreazd sub presiune redusi la J40% din volum, apoi
se adaugd EtOAc. Se spald cu bicarbonat de sodiu saturat (2%), apd (2x), saramurd (2x), se usuca
stratul organic peste sulfat de sodiu, se filtreaza, si se concentreazi sub presiune redusi. Se
cromatografiazd pe gel de siliciu cu 80% EtOAc/hexani pentru a da compusul din titlu (4,51 g,
86%) ca o spuma gri. Spectrul de masa (m/z): 550 (M+H).
Preparare 15
Diclorhidrat de N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-illmetil}-5'-metil-4',5',dihidrospiro[piperidin-
4,7'-tieno[2,3,c]piran]-2'-carboxamida

H
N
o > =N
N ,S._/
H o'’o

2HCI

Se dizolvd 2'-({[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }carbamoil)-5'-metil-4’,5'-dihidro- 1H-
spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-1-carboxilat de ferf-butil (0,95 g, 1,68 mmol) in MeOH (10
mL) si se adaugd 4 M HCl in dioxan (4,5 mL, 18 mmol). Se agitd la temperatura camerei timp de 1
ord, apoi se concentreazi sub presiune redusi pentru a da compusul din titlu (0,86 g, 100%) ca un
solid alb. Spectrul de masd (m/z): 450 M+H-2HCI).
Preparare 16
Diclorhidrat de (5'S)-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil}-5'-metil-
4',5' dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-2'-carboxamida



10

15

20

25

30

MD/EP 3347360 T2 2020.03.31

13
H
N
T
,3.—/
m oo

2 HCI

Se dizolva (5'S)-2'-({[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }carbamoil)-5'-metil-4',5'-dihidro-
1H-spiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-c]piran]-1-carboxilat fert-butil mmol (1,14 g, 2,0 mmol) in 1,4
dioxan (10 mL) si MeOH (5 mL). Se adaugi 4 M HCl in dioxan (5,0 mL, 20 mmol) si s¢ agita la
temperatura camerei timp de 2 ore. Se concentreazd pand la aproximativ 10 mL, apoi se adauga
Et,O si se agita viguros peste noapte. Se adaugid hexani, se filtreaza, si se cliteste cu hexani pentru
a da compusul din titlu (0,99 g, 91%) ca un solid galben deschis. Spectrul de masi (m/z): 450
(M+H-2HC).
Preparare 17
1-[2-(Trifluorometil)pirimidin-S-ilJetanol

OH

Se dizolva 2-(trifluorometil)pirimidin-5-carbaldehidd (11,31 mmol, 1,992 g) in THF
(56,56 mL), se raceste 1la 0°C, si se adaugd incet bromurd de metilmagneziu (3 M in Et;O) (33,94
mmol, 11,31 mL). Se permite ca reactia sd se incdlzeascd la temperatura camerei §i se agitd 2,5
ore. Se stinge reactia cu HCI 1N. Se adaugi EtOAc si se spalid cu HC1 IN. Se usuci organicele pe
sulfat de sodiu, se filtreaza, si se concentreazi sub presiune redusa pentru a da compusul din titlu
(1,663g, 76,5%). Spectrul de masd (m/z); 193,0 (M+H).
Preparare 18
5-(1-Bromoetil)-2-(trifluorometil)pirimidini

Br

Se dizolvd 1-[2-(trifluorometil)pirimidin-5-iljetanol (8,655 mmol, 1,663 g) si
trifenilfosfind (12,98 mmol, 3,405 g) in DCM (86,55 mL) si se¢ adaugd N-bromo-succinimida
(12,98 mmol, 2,311 g) la temperatura camerei. Dupd trei ore, se concentreazd reactia sub presiune
redusd. Se purificd reziduul rezultat prin cromatografie pe gel de siliciu, eludnd cu 10% EtOAc /
hexani pentru a da compusul din titlu (1,641 g, 74,34%). 'H RMN (400,13 MHz, ds-DMSO) §
9,26 (s, 2H), 5,63 (q, J= 7,0 Hz, 1H), 2,09 (d, J= 7,0 Hz, 3H).

Exemplul 1
N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil}-5'-metil-1-{1-[2-(trifluorometil)pirimidin-5-ilJetil }-4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamida
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Se dizolva diclorhidrat de N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil } -5'-metil-
4,5 dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-2'-carboxamidd (1,12 g, 2,31 mmol) in
acetonitril (11,6 mL) si diizopropiletilamind (2,42 mL, 13,9 mmol) si se adaugd 5-(1-bromoetil)-2-
(trifluorometil)pirimidind (0,71 g, 2,77 mmol). Se incilzeste amestecul la 60°C timp de 90 de
minute, apoi se riceste la temperatura ambianta si se concentreaza sub presiune redusid. Se dizolva
amestecul brut in MeOH (5 mL), apoi se incarcd pe o coloani de 50 g SCX. Se coloreazd cu
MeOH (150 mL) si apoi se clucaza produsul cu 2 N amoniac/MeOH (150 mL). Se concentreaza
spalarile cu amoniac/MeOH sub presiune redusd la o spumd portocalic. Se cromatografiazi
materialul brut prin cromatografie pe gel de siliciu, eludnd cu un gradient de 100% DCM pand la
95% DCM/MeOH pentru a da compusul din titlu (1,54 g, 43%). Spectrul de masi (m/z); 624
(M+H).
Exemplul 2
(58")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1S)-1-[2-(trifluor ometil)piri-midin-5-
il]etil}-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi

— 0
0>
7 N
= H
N v
7]
o S 0
N
W ~N
fo;
N
£ OF
Exemplul 3

(55")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1R)-1-[2-(trifluor ometil)piri-midin-5-
il]etil}-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi

/.0
O"S
7 “N
= H
N e
7]
o S 0
N
)\FN -
N’)X(
£ F
Exemplul 4
Izomer 1 (5R")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{1-[2-(trifluoro-

metil)pirimidin-5-il]etil}-4',5'-dihidrospiro[ piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamida



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3347360 T2 2020.03.31

15
—_0
o>
7 N
= H
N
/]
o S 0
N
N
)\(\&
N
£ F
Exemplul 5
Izomer 2 (5R")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{1-[2-(trifluoro-
metil)pirimidin-5-il]etil}-4',5'-dihidrospiro[ piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamida
/.0
0->
7 N
= H
N
0]
0 50O
N
)\CN -
N’)B(F

Se dizolvda N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-il]metil }-5"-metil-1-{ 1-[2-(trifluorometil)piri-
midin-5-il]etil }-4',5"-dihidrospiro[ piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidd (1,28 g, 2,05
mmol) in MeOH (58,5 mL). Se separd prin cromatografie chirala prin coloani SFC [AD-IC (30 x
250 mm, 5 p) si se eluecaza cu 50% IPA (20 mM NHz) la 120 mL/minut cu o injectie de 4,5 mL
(200 mg) 1a fiecare 10 minute pentru a da Exemplul 5, izomer 2 (5R")-N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-
ilJmetil }-5'-metil-1-{ 1-[2-(trifluorometil )piri-midin-5-il]etil }-4',5'-dihidrospiro[ piperidin-
4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidd si se amestecd fractiunile care contin Exemplul 2, (55')-N-
{[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1S)-1-[2-(trifluorometil)pirimidin-5-il Jetil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamida, Exemplul 3, (58")-N-{[5-
(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5"-metil- 1-{ (1R)-1-[2-(trifluorometil )pirimidin-5-il Jetil } -4',5'-
dihidrospiro[piperi-din-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi si Exemplul 4, izomer 1 (5R')-N-
{[5-(etil-sulfonil)piridin-2-il]metil }-5"-metil-1-{ 1-[2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil } -4',5'-
dihidro-spiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi. = Se  concentreazd fractiunile
amestecate si se dizolvd acestea in MeOH (55,5 mL). Se separd amestecul prin cromatografie
chirala prin coloand SFC [OJ-H (30 x 250 mm, 5 p) si se elueaza cu 22% MeOH (20 mM NHz) la
160 mL/minut, cu o injectie de 5,0 mL la fiecare 5 minute pentru a da Exemplul 4, izomer 1 (5R')-
N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-il]metil }-5'-metil-1-{ 1-[2-(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi si un amestec din Exemplul 3, (5S')-
N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1R)-1-[2-(trifluorometil )pirimidin-5-il Jetil } -
4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidd si Exemplul 2, (55")-N-{[5-
(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5"-metil-1-{ (1S)-1-[2-(trifluorometil )pirimidin-5-il Jetil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidd. = Se  concentreazd  fractiunile
amestecate si se dizolvd acestea in MeOH (30,0 mL). Se separd amestecul prin cromatografic
chirala prin coloand SFC [AD-H (50 x 250 mm, 5 p) si se elucazi cu 50% IPA (20 mM NHs) la
200 mL/min, cu injectic de 3,0 mL la fiecare 32 minute pentru a da Exemplul 2, (5S')-N-{[5-
(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5"-metil-1-{ (1S)-1-[2-(trifluorometil )pirimidin-5-il Jetil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]-piran]-2'-cartboxamidd si Exemplul 3, (5S')-N-{[5-
(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5"-metil- 1-{ (1R)-1-[2-(trifluorometil )pirimidin-5-il Jetil } -4',5'-
dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidd. Se concentreazd fiecare set de
fractiuni pure, apoi se dizolvd produsele separate in acetonitril (0,6 mL), se adaugd apa, sc
congeleazi la -78°C, si se liofilizeaza pentru a da Exemplul 2, 0,214 g, 16%, 99,5% ¢e, R, =
2,94 minute, spectrul de masi (m/z): 624 (M+H). Exemplul 3, 0,203 g, 15%, 98,9% ¢e, R; = 2,75
minute, spectrul de masid (m/z). 624 (M+H). Exemplul 4, 0,251 g, 17%, 98,3% ce, Ri= 4,75
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minute, spectrul de masd (m/z); 624 (M+H). Exemplul 5, 0,272 g, 18%, 100% ce, Ri= 4,33
minute, spectrul de masd (m/z): 624 (M+H). Conditii analitice: SFC (220 nm UV), coloand: AD-
IC 30 x 250 mm, 5 p, fazd mobild: 50% IPA (20 mM NHz3). Conditii analitice LC chirale: SFC
(225 nm UV), coloand Chirocel OJ-H, 20% MeOH (0,2% izopropilamind)/CO-, 5 mL/min.
Preparare alternativa a Exemplului 2
(58")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1S)-1-[2-(trifluor ometil)piri-midin-5-
il]etil}-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi

T\_O

oS

7 N

H
N

si Preparare alternativia a Exemplului 3
(55")-N-{[5-(Etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1R)-1-[2-(trifluor ometil)piri-midin-5-
il]etil}-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'tieno[2,3-C]piran]-2'-carboxamidi
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4',5' dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[2,3,c]piran]-2'-carboxamidd (28,28 g, 58,19 mmol) in
acetonitril (280 mL) si diizopropiletilamina (50 mL, 290,9 mmol) si se adauga 5-(1-bromoetil)-2-
(trifluorometil)pirimidind (0,71 g, 2,77 mmol), apoi se agitd la temperatura ambiantd peste noapte.
Se concentreazad sub presiune redusd, apoi se dizolvd amestecul brut in DCM si se purificd cu
cromatografie pe gel de siliciu eluand cu 100% EtOAc pentru a da amestecul de compusi din titlu.
Se separd prin cromatografic chirald cu coloand [Chiralpak IA (8 x 40,5 cm, 225 nm) i se clucazi
cu 40% acetonitril/60% izopropilalcool (cu 0,2% dimetiletilamind) 1la 400 mL/minut, cu injectic de
20 mL (2000 mg). Se concentreazd fiecare diastercomer sub presiune redusd, apoi se dizolvad in
etanol fierbinte (250 mL), sc filtreazd fierbinte, apoi se lasd sid se¢ ridceascd la temperatura
ambiantd, si se clateste cu etanol rece. Solidul se usuca intr-un cuptor cu vid la 55°C pentru a da
Exemplul 2, 9,94 g, 27%, 90,8 % ee, R, = 3,93 minute, spectrul de masi (m/z): 624 (M+H) si
Exemplul 3, 9,42 g, 26%, 98,8% ece, R: = 9,25 minute, spectrul de masd (m/z): 624 (M+H)) ca
material cristalin. Conditii analitice: Coloana Chiralpak IA (4,6 x 150 mm, 225 nm) si se elueazi
cu 40% acetonitril/60% izopropilalcool (cu 0,2% dimetiletilamind) 1a 1 mL/minut.
Difractie cu raze X, Exemplul 3

Se monteaza un singur cristal pe o fibrad subtire MiTeGen la 23°C. Se colecteaza datele
utilizind o sursi de radiatie CuK, (A = 1,54178 A) si un Bruker D8 pe bazi de difractometru
goniometru cu 3 cercuri, echipat cu un detector de zoni SMART 6000CCD (Bruker-AXS.
SHELXTL (V2013 6,2) Madison, Wisconsin, SUA). Se efectueazi rafinarea celulei si reducerea
datelor utilizand programul SAINT V8.32b (Sheldrick, G.M., (2008), SHELXS-97, Acta Cryst.
A64, 112-122). Se indexeazi celula unitard care are patametrii monoclinici de a = 10,1624(2) A, b
= 9,9080(2) A, c = 15,1085(3) A, si a = 90°, B = 100,6879(14)°, v = 90°. Volumul celulei de
structurd cristalini este 1494,87(5) A®. Densitatea calculatd a structurii este 1,386 g/cm® la 23°C.
Se rezolva structura prin metode directe (Sheldrick, G.M., (2008), SHELXS-97, Acta Cryst. A64,
112-122). Toti parametrii atomici au fost rafinati in mod independent. Alegerea grupului spatial,
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care este P2;, este confirmatd prin convergenta cu succes a intregii matrice a celor mai mici
patrate, rafinate pe F? (Sheldrick, G. M., (2013), SHELXIL.-2013, Program pentru rafinamentul
structurii cristaline, (Institute fur anorg chemie, Gottingen, Germania) cu o acceptantd finald de
corespondenta de 1,088. Factorul rezidual final, Ry, este = 0,0771 si cea mai mare diferentd intre
maxim si minim dupd ciclul de rafinament final a fost de 0,315 si respectiv de -0,333 (e.A-3).
Parametrul structurii absolute a fost rafinat pani la 0,072(17).

Structura din Exemplul 3 este determinati si structura moleculara este consistentd cu cea
prezentatd pentru Exemplul 3. Ar trebui s se observe ci structura cristalului este de calitate
ridicatd si stabileste stereochimia absolutd a centrilor chirali din Exemplul 3, C5 ca (S) si Cl ca
(R) din gruparea piperdind prin utilizarea contributiei anormale de impristiere a atomilor grei
(sulf) in structurd. Configuratia absolutd este determinati din structura cristalind pentru a fi
configuratia (5'S)-N-{[5-(etilsulfonil)piridin-2-ilJmetil }-5'-metil-1-{ (1R)-1-[2-
(trifluorometil)pirimidin-5-il]etil }-4',5'-dihidrospiro[piperidin-4,7'-tieno[ 2,3-c]piran]-2'-
carboxamidei.

Teste biologice
Inhibitori de legare RORa, b, si g

Receptorul orfan alfa asociat cu RAR uman etichetat His (hRORa), receptorul orfan beta
asociat cu RAR uman (hRORD), si receptorul orfan gama asociat cu RAR uman (hRORg) sunt
utilizati pentru testele de legare competitionale receptor-ligand, pentru a determina valorile K.
Procedurile tipice sunt furnizate mai jos.

Testele de legare competifionale ale receptorilor sunt rulate intr-un tampon realizat din
DPBS (1 L) (Hyclone #SH30028,03), fractiunea 2,2 g BSA v (Roche #9048-46-8), 100 mL
glicerol (Fischer #56-81-5) si 40 mL DMSO (grad reactiv). Godeurile finale contin 20 pg/mL
aprotinin si 20 pg/mL leupeptin si 10 uM Pefabloc. De obicei, testele de legare ale receptorilor
includ liganzi etichetati radio, cum ar fi 7 nM [*H]-25-hidroxicolesterol pentru legare alfa, 20 nM
[3H]-3-[[4-[[3-(2,6-diclorofenil)-5-izopropil-izoxazol-4-il|metoxi]-N,2-dimetil-anilino] metil Jacid
benzoic pentru legare beta, si 6 nM [PH]-25-hidroxicolesterol pentru legare gama, si 0,5 pg
receptor RORa, 0,03 ng receptor RORD, sau 0,13 pg receptor RORg pe godeu. Testele sunt de
obicei rulate in format cu 96 de godeuri. Compusii competitionali testati se adaugd in diferite
concentratii care variazd de la aproximativ 0,4 nM pand la 25 pM. Legarea nespecifica este
determinatd in prezenta a 250 nM 25-hidroxicolesterol pentru legarea RORa si RORg, 250 nM
acid 3-[[4-[[3-(2,6-diclorofenil)-5-izopropil-izoxazol-4-ilJmetoxi]-N,2-dimetil -
anilino]metil]benzoic pentru legarea RORb. Mostra, eticheta si solutiile receptor sunt combinate
intr-o placa de test cu 96 de godeuri (Costar 3632) si incubate peste noapte la temperatura camerei,
apoi se adaugd la fiecare reactiec 25 pl perle (Amersham YSi (2-5 micron) de cupru Spa Beads
etichetate His, #RPNQO0096) pentru o concentratie de perle finald de 1 mg/godeu. Plicile sunt
amestecate timp de 30 minute pe un agitator orbital la temperatura camerei. Dupa o incubare de 4
ore, plicile sunt citite Intr-un numdritor Wallac MICROBETA®.

Datele sunt utilizate pentru a calcula o valoare ICso estimatd utilizind o corespondenti
logisticd cu patru parametri. Kd pentru acidul [*H]-25-hidroxicolesterol pentru RORa si RORg, si
[3H]-3-[[4-[[3-(2,6-diclorofenil)-5-izopropil-izoxazol-4-il|metoxi]-N,2-dimetil -
anilino]metil]benzoic pentru legarea RORb, este determinatd prin legarea de saturatie. Valorile
ICso pentru compusi sunt convertite la Ki utilizind ecuatia Cheng-Prushoff.

Rezultatele urmatorilor compusi exemplificati sunt prezentate in Tabelul 2 mai jos.

Tabelul 2

Ki a RORa (nM)

Ki a RORb (nM)

Ki a RORg (nM)

>20,400

>12500

12,0 £ 7,3, n=2

>20,400

>12500

6,24 + 0,73, n=2

>20,400

>12500

16,6 + 8,8, n=5

>20,400

2190

148 + 40, n=2

>20,400

407

153 + 25, n=2

Medie + SEM; SEM = eroare standard a mediei

50

Aceste rezultate demonstreazi ¢ compusii din Tabelul 2 sunt selectivi pentru

RORg versus RORa si RORbD.

Test receptor-reporter HEK293 RORg GAL4

Ca un indicator al activitdtii agoniste inverse, un test receptor reporter (RORg-
GALA4/pGL4,31) al receptorului orfan gama asociat cu RAR (RORg) este efectuat in celule
HEK293. Celulele HEK293 sunt cotransfectate utilizind reactivul Fugene™. O plasmida reporter
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care contine un domeniu de legare GAL4 si un promotor adenoviral minimal in amonte de o gend
luciferaza licurici, este cotransfectati cu o plasmida care exprimi constitutiv un domeniu de legare
al ligandului RORg uman fuzionat la domeniul de legare ADN GAL4 al drojdiei. Celulele sunt
transfectate in flacoane T150 cm?in mediu MEM fird FBS. Dupi 18 ore de incubare, celulele
transfectate sunt tripsinizate, placate in 9 plici cu 6 godeuri de microtitrare in mediu 3:1 DMEM-
F12 care contine 10% FBS, incubate pentru 4 ore si apoi expuse la diferite concentratii ale
compusilor testati care variazad de la aproximativ 0,05 nM pani la 10 pM. Dupa 18 ore de incubire
cu compusi, celulele sunt lizate si activitatea luciferazi este cuantificatd utilizind tehnici standard.
Datele sunt potrivite cu o logisticd de corespondenti cu 4 parametri pentru a determina valorile
ICs.
Rezultatele urmatorilor compusi exemplificati sunt prezentate in Tabelul 3 mai jos.

Tabelul 3

# Exemplu hICso (nM)

56,5 £ 39,4, n=2

45,8+ 8,5, n=4

21,8 +7,03,n=7

97,9 5,1, n=2

59,5+ 1,3, n=2

Medie + SEM; SEM = eroare standard a mediei
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Aceste rezultate demonstreazi cd compusii din Tabelul 3 sunt agonisti inversi pentru
receptorul RORg uman.

Test de viabilitate ELISA si Cell TiterGlo pentru secretia de PBMC IL-17

Celule PBMC sunt izolate din straturile tampon de sange integral prin combinarea mai
intai a straturilor tampon proaspete cu volume egale de solutie salind tamponati cu fosfat. Treizeci
st cinci mL de PBS/solutie de strat tamponat sunt apoi usor suprapuse pe 15 mL de Ficoll in tuburi
conice de 50 mL. Dupa centrifugare timp de 30 minute la 500xg (cu accelerare si decelerare lentd)
stratul superior de plasma este eliminat si stratul celulelor de-a lungul interfetei Ficoll este colectat
si unificat. Fiecare tub de 250 mL este umplut pani la varf cu mediu RPMI-1640 la temperatura
camerei. Tuburile sunt centrifugate pentru 10 minute la 500xG (cu accelerare si decelerare lentd),
mediul este indepartat prin aspirare, si ctapa de spilare este repetatd. Celulele sunt resuspendate in
mediu Recovery Cell Culture Freezing de gheatd rece de la Life Technologies (numir de catalog
12648-010) pe gheati. Concentratia de celule este ajustati pand la 66,7 milioane celule/mL.
Celulele sunt congelate lent la -1°C/minut in fiole cu 100 milioane de celule si depozitate in azot
lichid.

Stimulare de secretie IL-17 si adiugarea compusului

PBMC sunt dezghetate prin resuspendare cu 1 mL de mediu complet (RPMI-1640 care
contine 30 mM HEPES, 100 unitdti/mL penicilind, 100 pg/mL streptomicind, 3,25 mM L-
Glutaming, 0,2 pM beta-mercaptoetanol, si 10% FBS) urmatd de adiugarea in piciturd a 2 mL, 4
mL, 8 mL, si 16 mL de mediu complet cu rasucire usoard. Celulele sunt centrifugate 5 minute si
peletul celular este resuspendat in mediu complet. Grupuri de celule sunt rupte prin rularea solutiei
celulare printr-o seringd cu ac de calibru 23, si un filtru celular de 40 uM. Se adaugd o sutd de mii
de celule pe godeu la o culturd de tesut de polistiren cu 384 godeuri, tratatd cu plici cu fund plat
intr-un total de 30 pL. Cocktailul de stimulare care contine anticorpi CD3 antiumani, anticorpi
CD28 antiumani, IL-23 si compusi preparati in mediu complet, se adaugi la celule simultan intr-
un volum total de 30 pL. Concentratia finald de stimulanti addugati este de 160 ng/mL, 500
ng/mL, si 5 ng/mL pentru anticorpii anti-CD3, anticorpii anti-CD28, si respectiv IL-23 si de 0,3%
pentru DMSO. Plicile sunt etansate cu film de etansare AERASEAL® si incubate 48 ore la 37°C,
95% umiditate, si 5% COs.

Dupad perioada de incubare, plicile sunt centrifugate la 200xg cinci minute. Supernatantii
sunt diluati 1:1 cu volum egal 1% BSA/PBS si testati pentru IL-17 cu o trusd ELISA IL-17 umana
de la R&D System (catalog #D317E) in conformitate cu protocolul furnizat cu trusa, cu o exceptie
- este utilizat substratul colorimetric OPD (diclorhidrat o-fenilenediamind, Sigma Cat #P6912) in
locul unui substrat furnizat in trusi. Absorbanta la 492 nm este masuratd cu cititorul de placa
multi-etichetd Envision. Valorile A492 sunt convertite in concentratic de IL-17 pe baza curbei
standard IL-17, asa cum se aratd mai jos:
pg/mL IL-17 = EC50*[[{ Top-Bottom)/(A492-Bottom)|- 1]{1/-Hill).

Valorile ICso pentru inhibarea secretiei de IL-17 sunt calculate pe baza valorilor convertite
utilizand o corespondentd standard cu 4 parametri, cu inhibarea maxima determinati din valorile
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medii ale godeurilor fard stimulanti si compusi adiugati, i inhibarea minima din valorile medii ale
godeurilor cu stimulanti singuri si fird compusi addugati.
Volume egale de reactiv de testare a viabilitatii celulare Cell TITERGLO® (Promega
Cat# G7573) se adaugi la celulele ramase pe plici, si dupd o incubare de cincisprezece minute cu
5 agitare ugoard la temperatura camerei, luminiscenta este mdisuratd cu cititorul de placa
multietichetd Envision. Procentajul de moarte celulard este calculat prin setarea activitatii 100%
(moarte celulard) 1a zero unitafi de luminiscentd si activitate minimd (numdr max de celule viabile)
ca media unititilor de luminiscentd ale godeurilor care contin stimulanti singuri si nu au compusi
addugati. Valorile I1Csq sunt calculate utilizand o corespondenta standard cu patru parametri.

10 Rezultatele urmatorilor compusi exemplificati sunt prezentate in Tabelul 4 mai jos.
Tabelul 4

# Exemplu ELISA hPBMC IL-17 (nM) Viabilitate Cell TiterGlo (ECso)

1 77,3 >1,0 uM

2 33,7 +33,1, n=6 >1,0 uM

3 20,0 £ 12,6, n=12 >1,0 uM

4 106 >1,0 uM

5 30,5 + 29,3, n=4 >1,0 uM

Medie + SEM; SEM = eroare standard a mediei

15 Aceste rezultate aratd cd compusii din Tabelul 4 inhibd secretia de IL-17 stimulatd de
anti-CD3/anti-CD28/IL-23 in PBMC-uri fara efect citotoxic masurabil.
Model de artrita indusa de glucoza-6-fosfat izomeraza (GPI):
Modelul de artriti indusi GPI este adaptat de la K. Iwanami si colab. Arthritis
Rheumatism 58, 754-763, 2008 si D. Schubert si colab. J Immunology 172, 4503-4509, 2004.
20 Soarecii (soareci DBA/1 masculi cu varsta de 8-9 sdptdméani) (Harlan) sunt repartizati aleator in
grupuri de tratament pe baza greutdtii corporale colectate pe zi de imunizare (ziua 0). Pe zi de
imunizare (ziua 0), un amestec 1:1 (v:v) de GPI uman recombinant (diluat pana la 4 mg/mL in
PBS, Gibco) si de adjuvant Freund complet (CFA, Sigma) este amestecat cu un omogenizator de
mare viteza (Omni) pentru 40 minute intr-o camerd rece. O concentratie finald de 2 mg/mL GPI
25 este obtinutd in emulsie. Soarecii sunt injectati la baza cozii (2 situsuri de injectie, subcutanate,
100 pL pe fiecare situs) cu emulsie GPI. Compusii testati sunt dozati oral incepind in aceeasi zi cu
imunizarea (ziua 0). Incepand cu ziua 0, fiecare labad este notatd pentru severitatea umflirii
articulatiei pe baza unui sistem de notare de la 0 pana la 3 (Vezi K. Iwanami si colab. Arthritis
Rheumatism 58, 754-763, 2008). Scorurile clinice reprezintd scorul total al tuturor celor 4 labe
30 (scor maxim = 12). Scorurile clinice sunt evaluate pe zile 0, 2, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 18, si
21.
AUC este calculatd printr-o metoda trapezoida pentru scorul clinic in timp, din ziua de
imunizare (ziua 0) pand in ziua 21. Valorile p testate au fost derivate din testul t Student.
Tratamentele cu Exemplul 3 (1000 mg/Kg) si vehicul (1% HEC, 0,25% Polisorbat 80, si
35 0,05% Antifoam in apa purificatd) (n=8/grup) sunt initiate in zina 0 si administrate oral, o dati
zilnic. Exemplul 3 reduce severitatea umflarii labei si mentine mai scdzutd media scorurilor clinice
prin cursul bolii, in comparatie cu grupul tratat cu vehicul. Acest efect conduce 1a 75% reducere in
scorul clinic AUC, o misurd cumulativa a umflarii labei In timp, care este statistic semnificativd in
comparatic cu grupul tratat cu vehicul asa cum se aratd in Tabelul 5.

40
Tabelul 5
Tratament Scor clinic AUC (medie £ SEM)
Vehicul 87,70 £ 4,88
Exemplul 3 22,20 + 8,68*

Valorile sunt prezentate ca medie + SEM. *p<0,05 vs. vehicul (test t Student). SEM = eroare standard a mediei
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

= WO-A1-2015/101928

(57) Revendicari;

1. Un compus cu formula
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sau 0 sare acceptabild farmaceutic

2. Compusul conform revendicarii 1 cu formula

— 0
O=S
\
7 N
—\ H
N / .
— 1]
@] S
N
~N
WS
N/
F F .
sau 0 sare acceptabild farmaceutic

3. Compusul din revendicérile 1 sau 2 cu formula
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acestuia.

acestuia.
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4. O compozitie farmaceuticd cuprinzand un compus conform oricdreia dintre revendicdrile
1 pani la 3, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, In combinatie cu unul sau mai multi
purtdtori, diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic.

5. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 4 care cuprinde unul sau mai
multi alti agenti terapeutici.

6. Un compus conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 3, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in terapie.

7. Un compus conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 3, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul psoriazisului.

8. Un compus conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 3, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul spondilartropatiilor seronegative.

9. Un compus, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 8 in tratamentul spondiloartritei axiale, spondilitei anchilozante, sau artritei
psoriazice.
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