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(54) Compusi
(57) Rezumat:

1 2

Inventia furnizeazd un compus de N
polimixind cu formula (I) si sdruri, solvati si
forme protejate ale acestora, compozitii R - N
farm.acel.lt.lce care cuprmd compusii cu .fp.rmu}a RS x“;}\)LN%(E\/J\o a :INH
(D si utilizarea compusilor si compozitiilor in A S
metode de tratament, cum ar fi metode de e r/ o ° & ”
tratament al infectiilor microbiene. Compusii MH R
cu formula (I) sunt reprezentati astfel: formula O=<rﬁ NH,
(D) 1n care -R15 este o grupare: formula (IT) si - g 8
R16 este hidrogen; -R17 este hidrogen; -L- M

este o legiturd covalentd sau metilen; $i -Ar
este aril optional substituit. Grupdrile -X-, -R1, .
-R2, -R3, -R4 si -R8 sunt aga cum sunt definite NRTR'
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Revendicéri: 7



(54) Compounds
(57) Abstract:

1

The invention provides a polymyxin
compound of formula (I) and salts, solvates
and protected forms thereof, pharmaceutical
compositions comprising the compounds of
formula (I), and the use of the compounds and
compositions in methods of treatment, such as
methods for the treatment of microbial
infections. The compounds of formula (I) are
represented thus: formula (I) wherein -R15 is a
group: formula (II) and -R16 is hydrogen; -
R17 is hydrogen; -L- is a covalent bond or
methylene; and -Ar is optionally substituted
aryl. The groups -X-, -R1, -R2, -R3, -R4, and -
R8§ are as defined herein.
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Cerere asociatd
Prezentul caz revendicd beneficiul si prioritatea lui US 62/689602 depusd in 25 iunie
2018 (25.06.2018).

Domeniul inventiei

Prezenta inventie se referd la noi compusi de polimixind, compozitii farmaceutice care cuprind
compusii, si la utilizarea compusilor i compozitiilor farmaceutice pentru tratament medical, de exemplu,
tratamentul infectiilor microbiene, In particular, infectii cu bacterii Gram-negative.

Context

WO 2013/072695 st WO 2014/188178 descriu derivati de polimixind in care fragmentul de acil
gras N-terminal i fragmentul adiacent de acid diaminobutiric al polimixinei B sau al colistinei sunt
inlocuite cu o grupare terminald care are un substituent amino. Astfel de derivati au activitate
antibacteriand bund, avand in acelasi timp o citotoxicitate redusa.

WO 2015/135976 descrie, de asemenea, derivati de polimixind in care din nou fragmentul de acil
gras N-terminal si acidul diaminobutiric adiacent al Polimixinei B sau Colistinei sunt inlocuie cu o
grupare de capdt care are un substituent amino. Aici, pozitia specificd a substituentului amino si plasarea
altor substituenti in fragmentul N-terminal s-au dovedit a fi importante pentru o activitate antimicrobiana
puternicd intr-o serie de agenti patogeni cheie, cum ar fi Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa si Acinetobacter baumannii. Compusii dezviluiti au péstrat, de asemenea, o
citotoxicitate scazutd.

WO 2016/083531 descrie derivati de polimixind, in care din nou fragmentul de acil gras N-
terminal si acidul diaminobutiric adiacent al polimixinei B sau colistinei sunt inlocuiti cu o grupare de
capdt care are un substituent amino, cum ar fi acele grupdri prezente in WO 2013/072695, WO
2014/188178 si WO 2015/135976. In plus, reziduul de aminoacid din pozitiile 6 si/sau 7 este substituit cu
Polimixind B si Colistina.

WO 2017/054047 descrie derivati de polimixind decapeptidd, in care fragmentul de acil gras N-
terminal al polimixinei B este nlocuit cu o grupare de capit care are functionalitate aromatica. In plus,
reziduul de aminoacizi din pozitia 3 si reziduurile de aminoacizi din pozitiile 6 si/sau 7 sunt substituite in
raport cu Polimixina B.

US 2012/316105 descrie derivati de polimixind decapeptidd in care fragmentul de acil gras N-
terminal al polimixinei B este inlocuit, in mod obisnuit, cu o grupare de capit care are functionalitate
aromaticd. In plus, reziduul de aminoacid din pozitia 3 este substituit cu Polimixina B.

WO 2016/166103 descrie derivati de polimixind in care din nou fragmentul de acil gras N-
terminal $i acidul diaminobutiric adiacent al Polimixinei B sau al Colistinei sunt 1nlocuiti cu o grupare de
capdt care are functionalitate aromatica.

Koh si colab. este o revizuire a agentilor antimicrobieni. Printre altele, Koh si colab. discuta
exemplele din US 2012/316105

Pentru a fi mai utili pentru terapia parenterald a infectiilor sistemice decdt polimixinele
disponibile in prezent, noii derivati de polimixine trebuie si se potriveasca cel putin cu activitatea acestor
polimixine cunoscute, avand n acelasi timp o toxicitate renald semnificativ mai micé in vivo.

Expunerea pe scurt a inventiei

Inventia este definitd In revendicarile anexate.

Intr-un aspect general, inventia furnizeaza compusi care au un nucleu deacilat de polimixina,
cum ar fi un nucleu nonapetidic de Polimixind B sau de Colistind, cu reziduul de aminoacid in pozitia 3
substituit cu L-Dap, care are o grupare -C(O)-CH,CH(3-CI-Ph)CH2NHo», asa cum este definit aici, la
capdatul siu N-terminal. Astfel de compusi 1si gésesc utilizare Intr-o metodd de tratament sau profilaxie,
optional in combinatie cu un al doilea agent activ. Compusii pot fi utilizai pentru a trata o infectie
microbiand, cum ar fi o infectie bacteriand Gram-negativa.

Compusii din prezenta inventie s-au dovedit a avea citotoxicitate scdzutd echilibratd cu niveluri
de medicament acceptabile pentru rinichi dupd administrare parenterald. Compusii din prezenta inventie
se dovedesc a fi superiori, atat polimixinei B, cit si compusilor de polimixind modificati cunoscuti in
domeniu, inclusiv celor raportati anterior de cétre prezentul solicitant. Aceastd superioritate se manifesta
in ceea ce priveste una sau mai multe dintre urmétoarele caracteristici: citotoxicitate mai micd, niveluri de
medicament acceptabile pentru rinichi (adicd, toxicitate renald acceptabild, care rezultd din niveluri de
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medicamente In rinichi care nu sunt crescute) dupd administrare parenterald, eficacitate in modelele de
coapsd si plamani de soarece, si/sau MIC superioard Impotriva tulpinilor bacteriene patogene, fiind in
acelasi timp echivalente cu compusii din stadiul tehnicii In ceea ce priveste celelalte.

De obicei, compusii cunoscuti In domeniu prezintd una, sau poate doud dintre aceste
caracteristici avantajoase, dar nu toate. De exemplu, acum este relativ obisnuit sd se géseascd compusi de
polimixind cu citotoxicitate mai micd, dar aceastd citotoxicitate mai micd este adesea Insotitd de o
reducere a activitatii antibacteriene. In plus, compusii cu o citotoxicitate mai mica pot fi totusi gasiti in
rinichi la niveluri ridicate dupa dozare. Astfel de compusi sunt, prin urmare, Incé toxici si nu sunt utili in
metode de tratament medical.

Intr-un prim aspect al inventiei, este furnizat un compus cu formula (IT) si saruri, solvati si forme
protejate acceptabile farmaceutic ale acestuia.

Compusul cu formula (IT) este reprezentat astfel:

Inventia furnizeazd, de asemenea, o compozitiec farmaceuticd care cuprinde un compus cu
formula (II), optional, impreund cu unu sau mai mul{i purtitori acceptabili farmaceutic.

Intr-un alt aspect, este furnizat un compus cu formula (II) sau o compozitie farmaceuticd care
cuprinde un compus cu formula (II), pentru utilizare intr-o metoda de tratament sau profilaxie.

Intr-un alt aspect, este furnizat un compus cu formula (II), sau o compozitie farmaceuticd care
cuprinde un compus cu formula (II), pentru utilizare intr-o metoda de tratare a unei infectii microbiene.

O infectie microbiand poate fi o infectie bacteriand, cum ar fi o infectie bacteriand Gram-
negativd. Infectia bacteriand  Gram-negativi poate fi  selectatd din grupul constand
din Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacterspp., Salmonella

spp., Shigella spp., Citrobacter spp. si alte Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.,

Acinetobacter spp., Stenotrophomonas, si Legionella.

Aici sunt descrise metode pentru prepararea compusilor cu formula (II) precum si a compusilor
intermediari pentru utilizare la prepararea compusilor cu formula (I1).

Acestea si alte aspecte si variante de realizare a inventiei sunt descrise mai detaliat mai jos.

Descrierea detaliatd a inventiei

Prezenta inventie furnizeaza compusi cu formula (II), asa cum este descris mai detaliat mai jos,
pentru utilizare In tratamentul medical, optional, impreund cu un al doilea agent activ.

In linii mari, compusii cu formula (II) au un nucleu de polimixina, care este un nucleu
nonapeptidic, si o grupare -C(O)-CHCH(3-CI-Ph)CH,NH;la capdtul N-terminal al nucleului
polimixinei. Gruparea conectatd la -C(O)- este o grupare y-aminopropil substituitd. Gruparea y-
aminopropil este substituitd cu 3-CI-Ph In pozitia 3 in raport cu fragmentul -C(O)-.

Primul reziduu de aminoacid din lantul exociclic al compusilor din inventie — care corespunde
pozitiei 3 1n polimixind - este un reziduu L-Dap (acid diaminopropionic), mai degraba decét un reziduu L-
Dab (acid L-diaminobutiric), asa cum este prezent In Polimixind B si In Colistind.

Reziduurile de aminoacizi din pozitiile 6 si 7 ale compusului polimixind (urméand numerotarea
utilizatd pentru polimixind) corespund acelor reziduuri de aminoacizi prezente in polimixind B.

Pentru a fi mai utili pentru terapia parenterald a infectiilor sistemice decét seria cunoscutd in
prezent de compusi de polimixind, noii derivati de polimixind trebuie sd se potriveascd cel putin cu
activitatea antibacteriand a acelor compusi de polimixind cunoscuti, avind in acelasi timp o toxicitate
renald semnificativ mai micd in vivo.

S-a descoperit acum cd nu este suficient ca un compus de polimixind si prezinte o citotoxicitate
mai mici, deoarece aceasta, frecvent, nu este asociatd cu o toxicitate redusd in vivo. Astfel, acumularea
medicamentului In rinichi si eliminarea acestuia de acolo trebuie si fie, de asemenea, favorabile. Cu alte
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cuvinte, combinatia dintre citotoxicitate si nivelurile de medicament In rinichi dupd administrare
parenterald este ceea ce conduce la un profil de toxicitate in vivo.

Acest lucru poate fi ardtat prin exemplu de comparatii ardtat in tabelul A de mai jos, in care
PMBN se referd la nucleul nonapeptidic de polimixind B si PMEN se referd la nucleul nonapeptidic de
polimixind E, cu substitutiile la reziduurile de aminoacizi la pozitiile 3 si 6 (conform cu numerotarea
polimixinei) prezentate, atunci cand este cazul (de ex., Dap inlocuieste Dab in pozitia 3 si
ciclohexilalanina (CHA) inlocuieste fenilalanina In pozitia 6).
Tabelul A

.Compus iStructura Citotoxi- i Nivel de | Toxicitate
5 ' citate ‘medicament in renald*
irinichi
: : i4ore {16 ore
‘Polimixini B NHe 1,0 128 18 ++
: o 3
s N
s H
: c :
Exemplu de 23 1516 1264 b+t
referinti D77, WO | N
i2015/135976
)\ PMEN-Dap,
‘Exemplu de | NH, 9,2 567 333 4+
referinta 38, WO |
2016/083531 PNEN-Dap CHA,
‘Exemplul 5 11,6 1170 119 +-
: NH
 Cl
PMBN-Dap;
o)

Citotoxicitatea se referd la ICsp misuratd comparativ cu cea Inregistratd pentru Polimixind B
impotriva unei linii de celule HK-2. Nivelul de medicament se refera la cantitatea de compus (ug/g de
rinichi) gasitd in rinichi la 4 sau 16 ore dupd o dozd sc de 17,2 mg/kg intr-un soarece.

* Compusii au fost administrati in 4 doze, la 8 ore intre ele, la 25 mg de bazi liberd/kg/doza, sau 4
zile tid la intervale de 4 ore la 17,2 mg de bazi liberd/kg/doza. Dupd administrare, urina a fost colectatd
timp de 16-24 ore pentru determinarea biomarkerilor urinari ai toxicitatii renale (KIM-1, albumina,
cistatind C). Compusii au fost clasificati ca - (nu se pot distinge de vehiculul de control) pand la ++++
(raspuns puternic de la toti biomarkerii).

#* In WO 2015/135976 a fost indicatd o cifra de 13,3 pentru acest compus (Exemplul D77). Acest
compus a fost testat acum In plus de doud ori, si valoarea relativd a fost calculatd pe baza valorii pentru
PMB din acelasi experiment. Valoarea medie a fost 23.

#+% In WO 2016/083531 a fost indicatd o ICso de 255 ug/mL pentru acest compus (Exemplul 38) fata de
12 pg/mL pentru Polimixind B. Cu toate acestea, cifra pentru PMB utilizatd in acea aplicatie a fost o
valoare mediand din mai multe experimente. Cifra de 9,2 indicatd aici este prin comparatie cu valoarea
ICso pentru PMB determinatd In acelasi experiment

Prezentul solicitant a dezviluit anterior in WO 2015/135976 nonapeptide de polimixind cu o
grupare y-aminopropil N-terminald substituitd cu un fragment fenil sau benzil. Totusi, substituentul fenil
sau benzil este furnizat in pozitia o, mai degrabd decat in pozitia 3, In raport cu gruparea -X-. WO
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2015/135976 descrie, de asemenea, o nonapeptidd de polimixind cu o grupare B-aminoetil N-terminala
substituitd in pozitia o cu o grupare benzil. Aici, functionalitatea amino este furnizatd in pozitia 3 mai
degraba decét 1n pozitia vy, In raport cu gruparea -X.

In timp ce acesti compusi cunoscuti prezintd activitate promitatoare si citotoxicitate moderat
imbundtatitd In comparatie cu Polimixina B, acesti compusi sunt inferiori compusilor din prezenta
inventie prin faptul ci nu prezintd o combinatie de citotoxicitate mica impreund echilibratd cu niveluri in
rinichi acceptabile dupd administrare.

Acest lucru este ardtat prin exemplul de comparatii ardtat in tabelul B de mai jos, in care PMBN
se referd la nucleul nonapeptidic de polimixind B, cu substitutiile la reziduul de aminoacizi in pozitiile 3,
atunci cand este cazul (de ex., Dap care inlocuieste Dab in pozitia 3) .

e
Compus éStructuri gCitotoxicitate Nivel de Nivel in rinichi :
: : : medicament inila 4 ore /:
rinichi (ug/g de icitotoxicitate
: _ rinichi, 4ore) relativa
ECompus de referinta §4,4* 235 53
D6, WO NH, :
2015/135976 QVI;TPMBN
\ﬁCompus de 55,1 589 115
referinta®* NH, :
cl PMBN-Dap;
‘ o |
Compus de' 48 533 11
referin{a** NH,
/@/Q(PMBN(D@;
0
icl
“Exemplul de 8.8 268 30
%refermga 1 Cl NH,
PMBN-Dap; |
‘Exemplul 5 11,6 170 15
Nz
: PMBN-Dap; :
I .

* Acest compus este exemplul D6 din WO 2015/135976. Cifra indicatd acolo pentru citotoxicitatea
relativd a fost 3,7. Aceastd cifrd este media a doud determindri repetate.

** Compusii din aceste exemple de referintd pot fi preparati conform metodelor descrise in WO
2015/135976.

Prezentul solicitant a dezviluit anterior in WO 2016/083531 nonapeptide de polimixind cu
grupdri N-terminale modificate, in special, pe cele care includ grupari p-aril sau P-aralchil. Cu toate
acestea, acesti compusi cunoscuti au un reziduu de aminoacid lipofil in pozitia 6, cum ar fi un reziduu de
ciclohexilalaning, in timp ce compusii din prezentul caz au, de exemplu, un reziduu de fenilalanina,
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leucind, norleucind, valind sau norvalind in pozitia 6. Acesti compusi cunoscuti sunt din nou inferiori
compusilor din prezenta inventie, avind 1n vedere combinatia nesatisficitoare dintre citotoxicitate si
nivelurile de medicament din rinichi dupad administrare.

Acest lucru este aratat cu titlu de exemplu de comparatii arédtat in tabelul C de mai jos, In care
PMBN se referd la nucleul nonapeptidic al polimixinei B, cu substitutiile aritate la reziduurile de
aminoacizi in pozitiile 3 si 6, atunci cand este cazul (de ex., Dap care inlocuieste Dab in pozitia 3, iar
ciclohexilalanind (CHA) care inlocuieste fenilalanind in pozitia 6).

LD g
.Compus Structuri : Citotoxicitate : Nivel de Nivel in:
5 ! medicament ;rinichi la 4
in rinichi jore /i
(ng/g rinichi, citotoxicitate :

| : 4h) relativa

Compus  de 74 463 63

referinta Cl NH

50 WO 2

12016/083531

PMBN-Dap,;-CHAg :

0 | |

‘Compus ~ de ) 212 32

referintd NHz |

58, WO

2016083531 PMEN-Dapy CHA

| 0 : |

Exemplul de 8.8 268 30

%refermga 1 Cl NH, :

PMBN-Dap;

0 . | _

‘Exemplul de 12,0 159 13

referintd 9 NHz

©/\<r PMBN-Dap,
‘ (0]

Compusii 50 si 58 sunt cunoscuti din WO 2016/083531, iar acestia sunt compusii identificati
ca Izomer I in acest caz.

Compusi de polimixind

Compusii cu formula (II) sunt derivati N-terminali ai seriei de compusi nonapeptidd de
polimixind. Nucleul compusului cu formula (II) este un derivat de nonapeptidd de Polimixind B (PMBN,
Polimixind B 2-10), in care reziduul de aminoacid din pozitia 3 este substituit cu L-Dap. Compusii cu
formula (I) au o grupare -C(O)-CH,CH(3-CI-Ph)CH2NH; la capdtul N-terminal al nucleului de
polimixind. Acest lucru este descris detaliat mai jos.

Compusii din inventie contin un stereocentru in pozitia  a grupdrii y-aminopropil din fragmentul
N-terminal. S-a descoperit cd unul dintre stereoizomeri este asociat cu o citotoxicitate mai micd si cu
niveluri mai mici de medicament in rinichi. Acest stereoizomer este stereoizomerul care elueazd mai rapid
in cromatografie in fazd inversé, asa cum este descris detaliat in exemplele de lucru din prezentul caz.

Compusul cu formula (II) are un nucleu nonapeptidic si o grupare -C(O)-CH>CH(3-CI-
Ph)CH>NH; la capéatul N-terminal al nucleului de polimixind. Gruparea care este conectatd la -C(O)- este
o grupare y-aminopropil substituitd. Gruparea y-aminopropil este substituitd cu m-CI-Ph in pozitia  in
raport cu fragmentul -C(O)-. Gruparea y-aminopropil substituitd poate fi reprezentata astfel:
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NH»

Cl

Intr-o varianti de realizare, gruparea y-aminopropil substituita poate fi reprezentati astfel:

NH»
Cl
5 Compusul (1I)
Compusul cu formula (II) este aratat mai jos:
NH>
NH H
e G HN ;[‘
N,
Cl grlu N\;/gooo NH
. o -
NHo OH r/ o°
NH N NH
(o) H
Deghe
HO o NHa
sl saruri, solvati si forme protejate ale acestuia.
10 Compusul cu formula (IT) poate fi un compus cu formula (IIa) asa cum este aratat mai jos:

sl saruri, solvati si forme protejate ale acestuia.
Compusul cu formula (IT) poate fi un compus cu formula (ITb) asa cum este ardtat mai jos:

cl

0
NH>

15 si sdruri, solvati si forme protejate ale acestuia.

Compusi de polimixind
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Compusii pentru utilizare In prezentul caz se bazeaza pe forme modificate de compusi de
polimixind cunoscuti, cum ar fi nonapeptidd de polimixini B si nonapeptida de colistind. Nonapeptida de
polimixind B are structura aritata mai jos:

HzN-Thr2-Dab-Dib“-Dab-D-Phe—Leu-Dab-Dab-Thﬂ° —

in care sunt indicate pozitiile 2, 4 si 10 (cu referire la sistemul de numerotare utilizat pentru decapeptida
de polimixind B), iar reziduurile de aminoacizi sunt in configuratie L, cu exceptia cazului in care este
indicat.

Compusii din inventie sunt derivati de nonapeptida de polimixind B, in care (i) gruparea amino
de capdt N terminal, -NH,, este inlocuita cu gruparea -NH-C(O)-CH2CH(3-CI-Ph)CH,NH; asa cum este
descris aici; si (i1) reziduul de aminoacid din pozitia 3 este substituit cu L-Dap.

Metode de sintezd

Prepararea compusilor din inventie va fi familiard persoanclor de specialitate In domeniu, in
special, celor care au cunostinte despre metodele descrise in WO 2015/135976 pentru prepararea
nonapeptidelor de polimixind modificate. Metodele descrise in domeniu pot fi adaptate cu usurintd pentru
utilizare in prepararea compusilor din prezentul caz, tindnd cont de noile grupari de capdt N terminal
folosite in prezentul caz.

fn general, un compus din inventie poate fi preparat prin cuplarea unui intermediar de polimixina
de nonapeptidad protejat corespunzitor cu un acid carboxilic care are gruparea y-aminopropil substituita.
Produsul acestei reactii este de obicei forma protejatd a compusului cu formula (II). Indepartarea
grupdrilor protectoare poate fi efectuati asa cum se doreste. Aceasta este strategia generald cunoscuta
din WO 2015/135976.

Un intermediar de nonapeptidd protejat corespunzétor poate fi el Insusi preparat In conformitate
cu metodele prezentate In WO 2015/135976. Asa cum este descris aici, un intermediar de nonapeptida
protejat corespunzétor poate fi preparat, de asemenea, prin sinteza in fazd solidd a unei nonapeptide
liniare, urmatd de scindarea formei liniare din suportul solid si apoi ciclizarea ulterioard a acelei forme
liniare intre reziduurile amino din pozitiile 4 si 10.

Compusii din inventie pot fi obtinuti prin sintezd conventionald de peptide, utilizdnd metode
cunoscute persoanelor de specialitate In domeniu. Metode adecvate includ sinteza In fazd solidd, asa cum
este descrisd de catre de Visser si colab., J. Peptide Res, 61, 2003, 298-306, Vaara si colab., Antimicrob.
Agents and Chemotherapy, 52, 2008. 3229-3236, sau de cdtre Velkov si colab. ACS Chem. Biol. 9, 2014,
1172. Aceste metode includ o strategie de protectic adecvati si metode pentru etapa de ciclizare.

Atunci cind este necesar, compusul cu formula (II) poate fi cel putin partial purificat, de
exemplu pentru a separa formele diastereomerice ale produsului.

Forme protejate

Compusi cu formula (II) pot fi furnizati intr-o forma protejatd. Aici, functionalitatea reactiva,
cum ar f1 functionalitatea amino, poate fi mascatd pentru a Impiedica reactia sa in timpul unei etape de
sintezd. Este furnizatd o grupare protectoare pentru a masca functionalitatea reactivd, si aceste grupari
protectoare pot fi indepdrtate intr-o etapd ulterioard a sintezei pentru a releva functionalitatea reactiva
initiala.

Intr-o varianta de realizare, forma protejatd este un compus in care functionalitatea amino,
hidroxil, tiol si/sau carboxil este protejatd (mascatd) de citre o grupare protectoare. Intr-o variantd de
realizare, forma protejatd este un compus in care functionalitatea lantului lateral al reziduurilor de
aminoacizi cu compusul este protejata.

fn compusul cu formula (II), reziduurile de aminoacizi din pozitiile 5, 8 i 9 sunt reziduuri Dab,
si lantul lateral al reziduului Dab include functionalitatea amino. Functionalitatea de aminoacizi a fiecdrui
reziduu Dab poate fi protejatd cu o grupare protectoare pentru amino, asa cum este descris aici. in mod
similar, reziduul de aminoacid din pozitia 3 este Dap, si lantul lateral al acestui reziduu de aminoacid
include functionalitatea amino.

Gruparea de capat N terminal este o grupare y-aminopropil substituitd. Functionalitatea amino
poate fi protejatd cu grupdri protectoare pentru amino, aga cum este descris aici.

Grupdri protectoare, cum ar fi cele pentru reziduurile de aminoacizi, sunt bine cunoscute si bine
descrise In domeniu.

Sunt disponibili comercial aminoacizi care au protectie pentru gruprile laterale, optional,
impreund cu protectie pentru amino si carboxi. Astfel, un compus de polimixind protejat poate fi preparat
din materii prime aminoacizi protejate in mod corespunzitor.
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Velkov si colab. descriu prepararea in etape a compusilor de polimixind pe fazd solidd folosind
aminoacid protejat corespunzdtor. Utilizarea formelor protejate de treonind si Dab este dezviluitd (vezi
Informatii Suplimentare).

Atunci cand este utilizatd o grupare protectoare, aceasta poate fi indepartatd in conditii care nu
perturba substantial structura nucleului de polimixind, de exemplu, in conditii care nu modifica
stereochimia reziduurilor de aminoacizi.

Intr-o varianta de realizare, grupdrile protectoare sunt labile la acid, labile la baza, sau pot fi
indepartate in conditii reducitoare.

Exemple de grupari protectoare pentru functionalitatea amino includ Boc (tert-butoxicabonil),
Bn (benzil, Bzl), CbZ (benziloxicarbonil, Z), 2-CI-Z (2-clor), ivDde (1-[4,4-dimetil- 2,6-dioxocilcohex-1-
iliden]-3-metilbutil), Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonil), HSOs-Fmoc (Fmoc sulfonilat, cum ar fi 2-sulfo-
Fmoc, asa cum este descris in, de ex. Schechter si colab., J.Med Chem 2002, 45 (19) 4264), Dde (1-[4,4-
dimetil-2,6-dioxocilcohex-1-iliden]etil), Mmt (4-metoxitritil), Mtt (4-metiltritil), Nvoc (6-
nitroveratroiloxicarbonil), Tfa (trifluroacetil ) si Alloc (aliloxicarbonil).

Exemple de grupéri protectoare pentru functionalitatea azotului aromatic includ Boc, Mtt, Trt si
Dnp (dinitrofenil).

Intr-o variantd de realizare, gruparea protectoare pentru functionalitatea amino este selectatd
dintre Boc, ivDde, CbZ, Bn si Fmoc si HSOs-Fmoc.

Intr-o variantd de realizare, gruparea protectoare pentru functionalitatea amino este Boc, ivDde,
Fmoc sau CbZ, cum ar fi Boc, ivDde sau Cbz.

Protejarea cu Boc poate fi asiguratd pentru functionalitatea amino prezentd in lanturile laterale
ale reziduurilor de aminoacizi prezente in pozitiile 5, 8 si 9 si, optional, in pozitia 3.

Exemple de grupari protectoare pentru functionalitatea hidroxil includ Trt (tritil), Bn (benzil) si
tBu (zert-butil).

Intr-o varianti de realizare, gruparea protectoare pentru functionalitatea hidroxil este tBu.

Alte exemple de grupiri protectoare includ grupdri protectoare silil eter, cum ar fi TMS, TES,
TBS, TIPS, TBDMS si TBDPS. Astfel de grupdri protectoare sunt Indepartate cu TBAF, de exemplu.

Exemple de grupéri protectoare pentru functionalitatea carboxil includ Bn (benzil, Bz), tBu (tert-
butil), TMSET (trimetilsililetil) si Dmab ({1-[4,4-dimetil-2,6-dioxocilcohex-1-iliden]-3-metilbutil }amino
benzil).

Exemple de grupiri protectoare pentru functionalitatea azotului aromatic, de exemplu, in cazul in
care o astfel de functionalitate este prezentd in gruparea -Ar, includ Boc, Mtt, Trt si Dnp (dinitrofenil).

fn unele variante de realizare, sunt protejate doar anumite tipuri de functionalititi. De exemplu,
numai grupdrile amino pot fi protejate, cum ar fi grupdrile amino din lanful lateral al unui reziduu de
aminoacid.

Intr-o varianti de realizare, grupdrile amino si gruparile hidroxil sunt protejate.

LogP

Un compus cu formula (II) poate avea un coeficient de partitie, cum ar fi exprimat ca valoare
LogP, in anumite limite. Coeficientul de partitie poate oferi o indicatie a lipofilitdtii compusului.

Inventatorii au stabilit cd compusii care au o lipofilitate mai mare au o citotoxicitate mai slaba.
Compusii din inventie au de obicei valori LogP care sunt asociate cu o citotoxicitate mai micd, cum ar fi
valorile LogP descrise mai jos.

O valoare LogP pentru un compus poate fi determinatd experimental (de ex., prin impartirea
compusului Intre octanol si apd), sau poate fi prezisi folosind metode standard de calcul.

De exemplu, o referire la LogP poate fi o referire la ALogP, care poate fi determinatd folosind
metodele descrise de Ghose si colab. J. Phys. Chem. A, 1998, 102, 3762-3772. Astfel, ALogP este
estimarea contributiei grupului Ghose/Crippen pentru LogP.

Intr-o varianti de realizare, un compus are o valoare LogP, cum ar fi o valoare ALogP, de cel
putin -6,5, cel putin -6,6, cel putin -6,7, cel putin -6,8, cel putin -6,9, cel putin -7,0, cel putin -7,5 sau cel
putin -8,0.

Intr-o varianti de realizare, un compus are o valoare LogP, cum ar fi o valoare ALogP, de cel
mult -6,4, cel mult -6,3, cel mult -6,2, cel mult -6,1, cel mult -6,0, cel mult -5,9 sau cel mult -5,8.

Intr-o varianti de realizare, un compus are o valoare LogP intr-un interval care are limite
superioard si inferioard selectate in mod corespunzitor intre limitele date mai sus, de exemplu, in
intervalul -5,8 pana la -8,0, cum ar fi -6,0 pand la -6,7, cum ar fi -6,3 pani la -6,7. Aceste intervale pot fi
selectate atunci cand gruparea

-R? este alchil nesubstituit.
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Intr-o altd variantd de realizare, compusul are o valoare LogP in intervalul -6,7 pana la -74.
Acest interval poate fi selectat atunci cAnd gruparea -R? este alchil substituit cu o grupare hidroxil.

Compusi care au valori LogP, cum ar fi valorile ALogP, in limitele discutate mai sus, s-au
dovedit a avea o activitate excelentd, atat impotriva tulpinilor bacteriene sensibile la polimixind, cét si a
celor rezistente la polimixind. Compusii pot avea activitate antimicrobiand comparabild cu polimixina B.
In mod avantajos, astfel de compusi pot avea, de asemenea, citotoxicitate redusd in comparatie cu
polimixina B.

Inventatorii prezentei au descoperit cd un compus care are valori LogP optime poate fi obtinut
prin selectarea grupului -R" din prezentul caz, impreund cu alegeri adecvate de reziduuri de aminoacizi in
pozitiile 6 si/sau 7 (cum ar fi, cu selectarea corespunzitoare a -R! si/sau -R?).

Agent activ

Compusii cu formula (II) pot fi utilizati fiecare impreund cu un al doilea agent activ. Inventatorii
au descoperit cd astfel de combinatii au o activitate biologicd mai mare decdt ar fi de asteptat din
activitatea individuald a ambilor compusi. Compusii cu formula (II) pot fi utilizati pentru a potenta
activitatea celui de-al doilea agent activ. In particular, compusii cu formula (II) pot fi utilizati impreuna
cu un al doilea agent activ pentru a spori activitatea antimicrobiand a acelui agent, de exemplu, impotriva
bacteriilor Gram-negative.

Féard a dori sd fie legat de teorie, se crede cd compusii cu formula (II) actioneazd asupra
membranei exterioare a unei celule, de ex., o celuld bacteriand Gram-negativa, pentru a facilita absorbtia
celui de-al doilea agent activ in acea celuld. Astfel, agentii care altfel sunt incapabili sau slabi la
traversarea membranei exterioare pot fi absorbiti intr-o celuld tintd prin actiunea compusilor cu formula
I1).

Intr-o varianta de realizare, combinatia unui compus cu formula (II) cu al doilea agent activ este
activd Impotriva bacteriilor Gram-negative. Aici, nu este esential ca, individual, oricare dintre compusul
cu formula (II) sau al doilea agent activ sd aib activitate impotriva bacteriilor Gram-negative.

Intr-o variantd de realizare, al doilea agent activ este un agent care are o valoare MIC masurati
impotriva unui microorganism particular, cum ar fi o bacterie, care este mai micd decdt 10, mai mica
decét 5 sau mai micd decat 1 microgram/ml. Microorganismul poate fi o bacterie Gram-negativa, cum ar
fi o bacterie Gram-negativa selectatd din grupul constand din E. coli, S. enterica, K. pneumoniae, K.
oxytoca; E. cloacae, E. aerogenes, E. agglomerans, A. calcoaceticus, A. baumannii; Pseudomonas
aeruginosa si Stenotrophomonas maltophila.

Exemple de al doilea agent activ care are activitate impotriva bacteriilor Gram-negative includ
beta-lactame, tetracicline, aminoglicozide si chinolone.

Intr-o variantd de realizare, al doilea agent activ este un agent care are o valoare MIC masurati
impotriva unui microorganism particular, cum ar fi o bacterie Gram-negativi, adicd mai mare decat 4,
mai mare decat 8, mai mare decat 16 sau mai mare decit 32 micrograme/ml. In aceastd variantd de
realizare, al doilea agent activ poate fi activ impotriva bacteriilor Gram-pozitive. De exemplu, al doilea
agent activ este un agent care are o valoare MIC maésuratd impotriva unei anumite bacterii Gram-pozitive
care este mai micd decdt 10, mai micd de 5 sau mai micd decat | microgram/ml. Aici, compusul cu
formula (IT) actioneaza pentru a facilita absorbtia celui de-al doilea agent activ in celula bacteriand Gram-
negativad. Cel de-al doilea agent activ este, prin urmare, capabil sd actioneze asupra unei tinte in interiorul
celulei bacteriene Gram-negative, tintd care poate fi aceeasi cu tinta celui de-al doilea agent activ intr-o
celuld bacteriand Gram-pozitiva.

Bacteriile Gram-pozitive pot fi selectate din grupul constand din bacterii Staphylococcus
si Streptococcus, cum ar fi S. aureus (incluzdind MRSA), S.

epidermis, E. faecalis si E. faecium.

Exemple de al doilea agent activ care au activitate impotriva bacteriilor Gram-pozitive (la
valorile MIC date mai sus, de exemplu) si activitate moderatd impotriva bacteriilor Gram-negative, includ
rifampicind, novobiocind, macrolide, pleuromutiline. Tntr-o varianta de realizare, un compus care are
activitate moderatd Impotriva bacteriilor Gram-negative poate avea o valoare MIC mdisuratd impotriva
unei bacterii Gram-negative care este mai micd decat 32, mai micd decét 64 sau mai micd decat 128
micrograme/ml.

De asemenea, sunt adecvati pentru utilizare agenti care au activitate Impotriva bacteriilor Gram-
pozitive si care sunt in principal inactivi impotriva bacteriilor Gram-negative. Exemple includ acid
fusidic, oxazolidinine (de ex., linezolid), glicopeptide (de ex., vancomicind), daptomicind si lantibiotice.
Intr-o variantd de realizare, un compus care, in principal, nu are activitate impotriva bacteriilor Gram-
negative poate avea o valoare MIC maésuratd In raport cu cea a unei bacterii Gram-negative care este mai
mare dect 32, mai mare decat 64, mai mare decat 128, mai mare decét 256 micrograme/ml.
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fn circumstante normale, astfel de agenti nu sunt neaprat adecvati pentru utilizare impotriva
bacteriilor Gram-negative din cauza capacititii lor relativ slabe de a traversa membrana exterioard a unei
celule bacteriene Gram-negative. Asa cum a fost explicat mai sus, atunci cand sunt utilizati Impreund cu
un compus cu formula (1), astfel de agenti sunt adecvati pentru utilizare.

Intr-o varianta de realizare, agentul activ poate fi selectat din grupul constdnd din rifampicina
(rifampind), rifabutini, rifalazil, rifapentind, rifaximind, aztreonam, oxacilind, novobiocind, acid fusidic,
azitromicind, ciprofloxacind, meropenem, tigeciclind, minociclind, eritromicind, claritromicind si
mupirocind, §i saruri, solvati si forme de promedicament acceptabile farmaceutic ale acestora.

Inventatorii prezentei au descoperit cd compusii de polimixind cu formula (II) pot fi utilizati
impreund cu anumifi compusi din familia rifamicinei pentru a trata infectiile microbiene. Familia
rifamicinei include izolate rifamicind A, B, C, D, E, S si SV si versiuni derivate sintetic ale acestor
compusi, cum ar fi rifampicind (rifampind), rifabutind, rifalazil, rifapenting, si rifaximind, si sdruri si
solvati acceptabile farmaceutic ale acestora.

Intr-o varianti de realizare, agentul activ este rifampicina (rifampina) si sarurile, solvatii si forme
de promedicament acceptabile farmaceutic ale acesteia.

Sdruri, solvati si alte forme

Exemple de saruri ale compusului cu formula (II) includ toate sédrurile acceptabile farmaceutic,
cum ar fi, fard limitare, sdruri de aditie acidd ale acizilor minerali puternici, cum ar fi sdruri de HCI si
HBr, si sdruri de aditie ale acizilor organici puternici, cum ar fi o sare de acid metansulfonic. Alte
exemple de sdruri includ sulfati si acetati, cum ar fi acetat n sine, trifluoracetat sau tricloracetat.

Intr-o varianti de realizare, compusii din prezenta dezviluire sunt furnizati sub forma unei sari
sulfat sau a unei sari a acidului trifluoracetic (TFA). Intr-o variantd de realizare, compusii din prezenta
dezviluire sunt furnizati sub forméa de saruri acetat, cum ar fi acetat.

Un compus cu formula (II) poate fi formulat, de asemenea, sub forma unui promedicament.
Promedicamentele pot include un compus antibacterian descris aici, in care una sau mai multe grupari
amino sunt protejate cu o grupare care poate fi scindati in vivo, pentru a elibera compusul biologic activ.
Intr-o varianta de realizare, promedicamentul este un "promedicament amini'. Exemple de
promedicamente amine includ sulfometil, asa cum este descris In, de ex., Bergen si colab., Antimicrob.
Agents and Chemotherapy, 2006, 50, 1953 sau HSO;-FMOC, asa cum este descris in de ex.. Schechter si
colab., J.Med Chem 2002, 45(19) 4264, si sdruri ale acestuia. Alte exemple de promedicamente amine
sunt date de cétre Krise si Oliyai in Biotechnology: Pharmaceutical Aspects, 2007, 5(2), 101-131.

Intr-o varianta de realizare, un compus cu formula (II) este furnizat sub forma unui
promedicament.

O referire 1la un compus cu formula (II), sau la orice alt compus descris aici, este, de asemenea, o
referire la un solvat al acelui compus. Exemple de solvati includ hidrati.

Un compus cu formula (IT), sau orice alt compus descris aici, include un compus in care un atom
este Inlocuit cu un izotop existent in mod natural sau care nu este natural. Intr-o varianti de realizare,
izotopul este un izotop stabil. Astfel, un compus descris aici include, de exemplu, compusi care confin
deuteriu si altele asemenea. De exemplu, H poate fi in orice form izotopicd, incluzand 'H, 2H (D) si *H
(T), C poate fi in orice formi izotopicd, incluzand 2C, BC, si 1“C; O poate fi in orice formi izotopici,
incluzand 90 si 80; si altele asemenea.

Anumiti compusi cu formula (II) sau orice alt compus descris aici, pot exista In una sau mai
multe forme particulare geometrice, optice, enantiomerice, diasteriomere, epimere, atropice,
stereoizomerice, tautomerice, conformationale sau anomerice, incluzand, dar fara limitare la, forme cis si
trans, forme E si Z; forme c-, t- i r-; forme endo- si exo-; forme R-, S- si mezo-; forme D- si L-; forme d-
si I-; forme (+) si (-); forme ceto-, enol- si enolat; forme syn- si anti-; forme sinclinale si anticlinale;
formele a si 3; forme axiale si ecuatoriale; forme de barcd, scaun, résucite, plic si jumétate de scaun; si
combinatii ale acestora, denumite In continuare in mod colectiv ,.izomeri” (sau ,,forme izomerice™).

Este de retinut cé, cu exceptia celor discutate mai jos pentru formele tautomerice, sunt exclusi in
mod specific din termenul "izomeri", asa cum este utilizat aici, izomerii structurali (sau constitutionali)
(adicd izomerii care diferd in ceea ce priveste conexiunile dintre atomi si nu doar prin pozitia atomilor in
spatiu). De exemplu, o referire la o grupare metoxi, -OCH3, nu trebuie interpretatd ca o referire la
izomerul sdu structural, o grupare hidroximetil, -CH,OH. In mod similar, o referire la orto-clorfenil nu
trebuie interpretatd ca o referire la izomerul sdu structural, meta-clorfenil. Cu toate acestea, o referire la o
clasd de structuri poate include foarte bine forme izomerice structural care se incadreazid in acea clasi (de
ex., Cigalchil include n-propil si izo-propil; butil include n-, izo-, sec- si tert-butil; metoxifenil include
orto-, meta- i para-metoxifenil).
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Cu exceptia cazului 1n care se specificd altfel, o referire la un anumit compus include toate astfel
de forme izomerice, incluzdnd amestecuri (de ex., amestecuri racemice) ale acestora. Metode de preparare
(de ex., sintezd asimetricd) si separare (de ex., mijloace de cristalizare fractionatd, si cromatografice) a
unor astfel de forme izomerice sunt, fie cunoscute In domeniu, fie sunt usor obtinute prin adaptarea Intr-
un mod cunoscut a metodelor prezentate aici sau a metodelor cunoscute.

Un aspect al prezentei inventii se referd la compusi in forma substantial purificatd si/sau intr-o
forma substantial lipsitd de contaminanti.

Intr-o variantd de realizare, forma substantial purificatd are cel putin 50% in greutate, de
exemplu, cel putin 60% in greutate, de exemplu, cel putin 70% in greutate, de exemplu, cel putin 80% in
greutate, de exemplu, cel putin 90% in greutate, de exemplu, cel putin 95% in greutate, de exemplu, cel
putin 97% 1n greutate, de exemplu, cel putin 98% in greutate, de exemplu, cel putin 99% In greutate.

Cu exceptia cazului in care este specificat, forma substantial purificatd se referd la compus in
orice formd stercoizomericd sau enantiomericd. De exemplu, Intr-o variantd de realizare, forma
substantial purificatd se referd la un amestec de stereoizomeri, adicd, purificat in ceea ce priveste alti
compusi. Intr-o variantid de realizare, forma substantial purificatd se referd la un stereoizomer, de
exemplu, stereoizomer optic pur. Intr-o variantd de realizare, forma substantial purificatd se referd la un
amestec de enantiomeri. Intr-o variantd de realizare, forma substantial purificatd se referd la un amestec
echimolar de enantiomeri (adicd, un amestec racemic, un racemat). Tntr-o varianti de realizare, forma
substantial purificata se referd la un enantiomer, de exemplu, enantiomer optic pur.

Intr-o variantd de realizare, contaminantii reprezinti cel mult 50% in greutate, de exemplu, nu
mai mult decat 40% in greutate, de exemplu, nu mai mult decat 30% in greutate, de exemplu, nu mai mult
decét 20% in greutate, de exemplu, nu mai mult decat 10% in greutate, de exemplu, nu mai mult decét 5%
in greutate, de exemplu, nu mai mult decat 3% in greutate, de exemplu, nu mai mult decdt 2% in greutate,
de exemplu, nu mai mult decét 1% 1n greutate.

Cu exceptia cazului In care este specificat, contaminantii se referd la alti compusi, adicd altii
decét stereoizomerii sau enantiomerii. Intr-o varianta de realizare, contaminantii se referd la alti compusi
si alti stereoizomeri. Intr-o variantd de realizare, contaminantii se referd la alti compusi si la celalalt
enantiomer.

Intr-o varianta de realizare, forma substantial purificatd este optic purd cel putin 60% (adica,
60% din compus, pe o bazd molard, este stereoizomerul sau enantiomerul dorit si 40% este stereoizomerul
sau enantiomerul nedorit), de exemplu, cel putin 70% optic purd, de exemplu, cel putin 80% optic purd,
de exemplu, cel putin 90% optic purd, de exemplu, cel putin 95% optic purd, de exemplu, cel putin 97%
optic purd, de exemplu, cel putin 98% optic purd, de exemplu, cel putin 99% optic purd.

Metode de tratament

Compusii cu formula (II) sau formulérile farmaceutice care contin acesti compusi sunt adecvate
pentru utilizare in metode de tratament si profilaxie. Compusii pot fi administrati unui subiect care are
nevoie de acestia. Compusii sunt adecvati pentru utilizare impreuna cu un agent activ ("un al doilea agent
activ"), de exemplu, un al doilea agent activ care este un agent antimicrobian.

Compusii cu formula (II) sunt utilizati intr-o metoda de tratament a corpului uman sau animal
prin terapie. In unele aspecte ale inventiei, un compus cu formula (II) poate fi administrat unui subiect
mamifer, cum ar fi un om, pentru a trata o infectie microbiana.

Termenul "infectie microbiand" se referd la invadarea animalului gazdd de cdtre microbi
patogeni. Aceasta include cresterea excesivd a microbilor care sunt prezenti In mod normal in sau pe
corpul unui animal. Mai general, o infectie microbiand poate fi orice situatie in care prezenta unei
populatii microbiene este ddunitoare unui animal gazdd. Astfel, un animal ,suferd” de o infectie
microbiand atunci cidnd un numir excesiv de populatie microbiand este prezent in sau pe corpul unui
animal, sau cand prezenta unei populatii microbiene afecteaza celulele sau alt tesut al unui animal.

Compusii pot fi utilizati pentru a trata un subiect care are o infectie microbiand, sau care are risc
de infectie cu un microorganism, cum ar fi o bacterie.

Infectia microbiani poate fi o infectie bacteriand, cum ar fi o infectie bacteriand Gram-negativa.

Exemple de bacterii Gram-negative includ, dar nu se limiteaza
la, Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., Citrobacter spp., si alte
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Stenotro-

phomonas s1 Legionella, si multe altele.

Bacilii Gram negativi relevanti din punct de vedere medical includ o multitudine de specii. Unele
dintre ele cauzeazd, in primul rdnd, probleme respiratorii (Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa), in primul rand probleme urinare
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(Escherichia coli, Enterobacter cloacae), si in primul rand probleme gastrointestinale (Salmonella
enterica).

Bacterii Gram-negative asociate cu infectii nosocomiale includ Acinetobacter baumannii, care
provoacd bacteriemie, meningitd secundard si pneumonie asociatd cu ventilator in unititile de terapie
intensiva din unitétile spitalicesti.

Intr-o varianti de realizare, specia bacteriand Gram-negativa este selectatd din grupul constind
din E. coli, S. enterica, K. pneumoniae, K. oxytoca; E. cloacae, E. aerogenes, E. agglomerans, A.
calcoaceticus, A. baumannii; Pseudomonas aeruginosa, si Stenotrophomonas maltophila.

Intr-o varianti de realizare, specia bacteriand Gram-negativa este selectatd din grupul constand
din E. coli, K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, si A. baumannii.

Compusii cu formula (I) sau compozitiile care 1i cuprind sunt utile pentru tratamentul infectiilor
cutanate g1 al tesuturilor moi, infectiilor gastrointestinale, infectiilor tractului urinar, pneumoniei,
sepsisului, infectiilor intra-abdominale si al infectiilor obstetrico/ginecologice. Infectiile pot fi infectii cu
bacterii Gram-negative.

Compusii cu formula (IT) sau compozitiile care 1i cuprind sunt utili pentru tratamentul infectiilor
cu Pseudomonas, incluzand infectii cu P. aeruginosa, de exemplu, infectii ale pielii si ale tesuturilor moti,
infectii gastrointestinale, infectii ale tractului urinar, pneumonie si sepsis.

Compusii cu formula (II) sau compozitiile care 1i cuprind sunt utile pentru tratamentul infectiilor
cu Acinetobacter, incluzand infectie cu A. baumanii, pentru pneumonie, infectii ale plagilor, infectii ale
tractului urinar, si sepsis.

Compusii cu formula (IT) sau compozitiile care 11 cuprind sunt utile pentru tratamentul infectiei
cu Klebsiella, incluzand infectia cu K. pneumoniae, pentru pneumonie, infectie intra-abdominald, infectie
a tractului urinar, meningita si sepsis.

Compusii cu formula (IT) sau compozitiile care 11 cuprind sunt utile pentru tratamentul infectiei
cu E coli, incluzand infectii cu E. coli, pentru bacteriemie, colecistitd, colangitd, infectie intra-
abdominald, infectie urinard, meningitd neonatald si pneumonie.

Compusii cu formula (I) sau compozitiile care 11 cuprind pot fi utilizate impreund cu un agent
activ In metode de tratament.

Agentul activ poate fi un agent care are activitate Impotriva microorganismului. Agentul activ
poate fi activ Tmpotriva bacteriilor Gram-negative. Agentul activ poate fi activ Impotriva unui
microorganism selectat din lista de mai sus.

Intr-o varianti de realizare, al doilea agent activ are o valoare MIC de 10 micrograme/m] sau mai
micd Impotriva unui microorganism, cum ar fi E. coli, In absenta compusului cu formula (II).
Microorganismul poate fi un microorganism selectat din grupul de mai sus.

Compusi specifici pentru utilizare ca al doilea agent activ sunt descrisi aici si includ:

rifampicind, rifabuting, rifalazil, rifapentind si rifaximind;

oxacilind, meticilind, ampicilind, cloxacilind, carbenicilind, piperacilind, tricarcilini,
flucloxacilina, si nafcilind;

azitromicind, claritromicind, eritromicind, telitromicind, cetromicing, si solitromicing;

aztreonam si BAL30072;

meropenem, doripenem, imipenem, ertapenem, biapenem, tomopenem, si panipenem;

tigeciclind, omadaciclind, eravaciclind, doxiciclind, si minociclina;

ciprofloxacind, levofloxacind, moxifloxacind, si delafloxacing;

acid fusidic;

novobiocini;

teicoplanind, telavancin, dalbavancin, si oritavancin,

s1 saruri si solvati acceptabile farmaceutic ale acestora;

Intr-o varianta de realizare, sunt descrisi aici compusi specifici pentru utilizare ca al doilea agent
activ, si includ rifampicind (rifampind), rifabutind, rifalazil, rifapentind, rifaximind, aztreonam, oxacilini,
novobiocind, acid fusidic, azitromicind, ciprofloxacind, meropenem, tigeciclind, eritromicind,
claritromicind si mupirocind, si sdruri si solvati acceptabile farmaceutic ale acestora.

Intr-un aspect alternativ, compusii cu formula (II) sunt adecvati pentru utilizare in tratamentul
infectiilor fungice, de exemplu, in combinatie impreund cu un agent antifungic. Agentul antifungic poate
fi selectat dintre un antifungic polienic, de exemplu, amfotericind B, un antifungic imidazol, triazol sau
tiazol, de exemplu, miconazol, fluconazol sau abafungin, o alilamind, o echinocandind, sau alt agent, de
exemplu, ciclopirox.
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Tratament

Termenul ,tratament”, asa cum este utilizat aici in contextul tratarii unei afectiuni, se referd, in
general, la tratament si terapie, indiferent dacd este vorba despre un om sau un animal (de ex., In aplicatii
veterinare), in care se obtine un anumit efect terapeutic dorit, de exemplu, inhibarea progresului
afectiunii, si include o reducere a ratei de progres, o oprire a ratei de progres, atenuarea simptomelor
afectiunii, ameliorarea afectiunii si vindecarea afectiunii. Tratamentul ca o masurd profilactica (adicd,
profilaxie), de asemenea, este inclus. De exemplu, utilizarea la pacienti care nu au dezvoltat Inca
afectiunea, dar care prezintd riscul de a dezvolta afectiunea, este cuprinsé de termenul ,.tratament”.

Termenul ,cantitate eficientd terapeutic”, asa cum este utilizat aici, se referd la acea cantitate de
un compus, sau de un material, compozitie sau formd de dozare care cuprinde un compus, care este
eficientd pentru producerea umui efect terapeutic dorit, proportional cu un raport beneficiu/risc rezonabil,
atunci cand este administrat in conformitate cu un regim de tratament dorit.

Termenul "tratament" include tratamente si terapii combinate, asa cum este descris aici, in care
doud sau mai multe tratamente sau terapii sunt combinate, de exemplu, succesiv sau simultan.

Terapie combinatd

Un compus cu formula (II) poate fi administrat impreund cu un agent activ. Administrarea poate
fi simultand, separatd sau succesiva.

Metodele si modul de administrare vor depinde de farmacocinetica compusului cu formula (IT) si
a celui de-al doilea agent activ.

Prin administrare "simultand", se intelege c¢d un compus cu formula (I) si un al doilea agent
activ sunt administrati unui subiect Intr-o singurd doza prin aceeasi cale de administrare.

Prin administrare ,,separatd”, se intelege cd un compus cu formula (II) si un al doilea agent activ
sunt administrate unui subiect prin doud céi diferite de administrare, avand loc In acelasi timp. Acest
lucru poate si aiba loc, de exemplu, atunci cand un agent este administrat prin perfuzie, iar celalalt este
administrat oral in timpul perfuziei.

Prin ,,succesiv” se Intelege cd cei doi agenti sunt administrai la momente de timp diferite, cu
conditia ca activitatea primului agent administrat si fie prezentd si continud 1n subiect la momentul
administrarii celui de-al doilea agent activ.

In general, va exista o doza succesivi astfel incat al doilea dintre cei doi agenti sd fie administrat
in 48 de ore, cum ar fi in 24 de ore, cum ar fi in 12, 6, 4, 2 sau | ord (ore) de la primul agent. Ca
alternativa, agentul activ poate fi administrat primul, urmat de compusul cu formula (II).

In cele din urma, ordinea si momentul administrarii compusului si a celui de-al doilea agent activ
in tratamentul combinat vor depinde de proprietétile farmacocinetice ale fiecdruia.

Cantitatea de compus cu formula (II) care urmeaza s fie administratd unui subiect va depinde in
cele din urma de natura subiectului si de boala care trebuie tratatd. De asemenea, cantitatea de agent activ
care urmeaza si fie administratd unui subiect va depinde in cele din urmé de natura subiectului si de boala
care trebuie tratatd.

Formuldri

Intr-un aspect, prezenta inventie furnizeazi o compozitie farmaceutica care cuprinde un compus
cu formula (II) impreund cu un purtitor acceptabil farmaceutic. Compozitia farmaceuticd poate cuprinde
suplimentar un al doilea agent activ. Intr-o variantd de realizare alternativa, in care un al doilea agent
activ este furnizat pentru utilizare in terapie, al doilea agent activ poate fi formulat separat de compusul
cu formula (IT). Comentariile de mai jos facute in legiturd cu compusul cu formula (II) se pot aplica, prin
urmare, si celui de-al doilea agent activ, asa cum este formulat separat.

Desi este posibil ca compusul cu formula (II) s fie administrat singur sau impreund cu al doilea
agent activ, este de dorit si se prezinte ca o formulare farmaceuticd (de ex., compozitie, preparat,
medicament) care cuprinde cel putin un compus cu formula (II), asa cum este descris aici, impreund cu
unul sau mai multe alte ingrediente acceptabile farmaceutic bine cunoscute persoanelor de specialitate in
domeniu, incluzand, dar farad limitare la, purtdtori, diluanti, excipienti, adjuvanti, materiale de umplutura,
tampoane, conservanti, anti-oxidanti, lubrifianti, stabilizatori, agenti de solubilizare, agenti tensioactivi
(de ex., agenti de umectare), agenti de mascare, agenti de colorare, agenti de aromatizare si agenti de
indulcire, acceptabile farmaceutic. Formularea poate cuprinde in plus alti agenti activi, de exemplu, alti
agenti terapeutici sau profilactici.

Astfel, prezenta inventie furnizeazd in plus compozitii farmaceutice, asa cum a fost definit mai
sus. De asemenea, aici sunt descrise metode de obtinere a unei compozitii farmaceutice, care cuprinde
amestecarea a cel putin unui compus cu formula (II), asa cum este descris aici, impreund cu unul sau mai
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multe alte ingrediente acceptabile farmaceutic bine cunoscute persoanelor de specialitate iIn domeniu, de
exemplu, purtitori, diluanti, excipienti, etc. Daca sunt formulate ca unititi discrete (de ex., tablete, etc.),
fiecare unitate confine o cantitate predeterminatd (doza) de compus. Compozitia contine in mod optional
al doilea agent activ intr-o cantitate predeterminata.

Termenul ,,acceptabil farmaceutic”, asa cum este utilizat aici, se referd la compusi, ingrediente,
materiale, compozitii, forme de dozare etc., care sunt, In sfera de Intindere a judecitii medicale solide,
adecvate pentru utilizare in contact cu tesuturile subiectului aflat in discutie (de ex., om), fara toxicitate
excesivd, iritatie, raspuns alergic sau altd problem# sau complicatie, in mod proportional cu un raport
rezonabil beneficiu/risc. Fiecare purtdtor, diluant, excipient etc., de asemenea, trebuie sd fie ,,acceptabil”
in sensul de a fi compatibil cu celelalte ingrediente ale formularii.

Purtatori, diluanti, excipienti etc. adecvati pot fi gésiti In textele farmaceutice standard, de
exemplu, Remington's Pharmaceutical Sciences, editia a 18-a, Mack Publishing Company, Easton, Pa.,
1990; si In Manual de excipienti farmaceutici, editia a 5-a, 2005.

Formularile pot fi preparate prin orice metoda bine cunoscutd in domeniul farmaciei. Astfel de
metode includ etapa de asociere a compusului cu formula (IT) cu un purtétor, care constituie unul sau mai
multe ingrediente accesorii. In general, formularile sunt preparate prin asociere uniforma si intimi a
compusului cu purtdtori (de ex., purtdtori lichizi, purtétori solizi fin divizati, etc.), si apoi modelarea
produsului, dacd este necesar.

Formularea poate fi preparatd pentru a asigura o eliberare rapidd sau lentd; eliberare imediata,
intarziatd, programata sau sustinutd; sau o combinatie a acestora.

Formularile pot si fie, in mod adecvat, sub forma de lichide, solutii (de ex., apoase, neapoase),
suspensii (de ex., apoase, neapoase), emulsii (de ex., ulei In api, apd 1n ulei), elixiruri, siropuri, electuare,
apd de gurd, picdturi, tablete (incluzdnd, de exemplu, tablete acoperite), granule, pulberi, comprimate,
pastile, capsule (incluzdnd, de exemplu, capsule gelatinoase tari si moi), casete, pilule, fiole, bolusuri,
supozitoare, ovule, tincturi, geluri, paste, unguente, creme, lotiuni, uleiuri, spume, spray-uri, aburi sau
aerosoli.

Formularile pot fi furnizate in mod adecvat sub forma de plasture, plasture adeziv, bandaj,
pansament sau altele asemenea, care sunt impregnate cu unul sau mai multi compusi $i, optional, cu unul
sau mai multe alte ingrediente acceptabile farmaceutic, incluzand, de exemplu, agenti de penetrare, de
permeatie si amplificatori de absorbtie. Formuldrile pot fi furnizate, de asemenea, in mod adecvat sub
forma de depozit sau rezervor.

Compusul poate fi dizolvat in, suspendat sau amestecat cu, unul sau mai multe alte ingrediente
acceptabile farmaceutic. Compusul poate fi prezentat intr-un lipozom sau in alte microparticule care sunt
concepute pentru a tinti compusul, de exemplu, cdtre componentele sanguine sau citre unul sau mai multe
organe. Atunci cind este utilizat un lipozom, se observd cd lipozomul poate confine, atdt compusul cu
formula (II), cét si un al doilea agent activ.

Formulari adecvate pentru administrare orald (de ex., prin ingestie) includ lichide, solutii (de ex.,
apoase, neapoase), suspensii (de ex., apoase, neapoase), emulsii (de ex., ulei in apd, apd In ulei), elixiruri,
siropuri, electuare, tablete, granule, pulberi, capsule, casete, pilule, fiole, bolusuri.

Formulari adecvate pentru administrare bucald includ apa de gurd, comprimate, pastile, precum
si plasturi, plasturi adezivi, depozite si rezervoare. Comprimatele cuprind, in mod obisnuit, compusul intr-
o bazd aromatizatd, de obicei, zaharozi si salcdm sau tragacant. Pastilele cuprind, In mod obisnuit,
compusul intr-o matrice inertd, cum ar fi gelatind si glicerind, sau zaharozd si salcam. Apa de gurd
cuprinde, in mod obisnuit, compusul intr-un purtator lichid adecvat.

Formulari adecvate pentru administrare sublinguald includ tablete, comprimate, pastile, capsule
si pilule.

Formuléri adecvate pentru administrare orald transmucozald includ lichide, solutii (de ex,
apoase, neapoase), suspensii (de ex., apoase, neapoase), emulsii (de ex., ulei in apa, apd in ulei), apa de
gurd, comprimate, pastile, precum si plasturi, plasturi adezivi, depozite si rezervoare.

Formulari adecvate pentru administrare transmucozald care nu este orald includ lichide, solutii
(de ex., apoase, neapoase), suspensii (de ex., apoase, neapoase), emulsii (de ex., ulei In apd, apa in ulei),
supozitoare, ovule, geluri, paste, unguente, creme, lotiuni, uleiuri, precum si plasturi, plasturi adezivi,
depozite si rezervoare.

Formuléri adecvate pentru administrare transdermicd includ geluri, paste, unguente, creme,
lotiuni si uleiuri, precum si plasturi, plasturi adezivi, bandaje, pansamente, depozite si rezervoare.

Tabletele pot fi realizate prin mijloace conventionale, de exemplu, comprimare sau turnare,
optional, cu unul sau mai multe ingrediente accesorii. Tablete comprimate pot fi preparate prin
comprimare Intr-o masind adecvatd a compusului Intr-o formd care curge liber, cum ar fi o pulbere sau
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granule, amestecate optional cu unul sau mai multi lianti (de ex., povidond, gelatind, acacia, sorbitol,
tragacant, hidroxipropilmetil celuloza); materiale de umpluturd sau diluanti (de ex., lactozi, celuloza
microcristalind, fosfat acid de calciu); lubrifianti (de ex., stearat de magneziu, talc, silice);, agenti de
dezintegrare (de ex., amidon glicolat de sodiu, povidond reticulatd, carboximetil celuloza de sodiu
reticulatd); agenti tensioactivi sau de dispersare sau de umectare (de ex., lauril sulfat de sodiu);
conservanti (de ex., p-hidroxibenzoat de metil, p-hidroxibenzoat de propil, acid sorbic); arome, agenti de
imbunétitire a aromei si indulcitori. Tabletele turnate pot fi realizate prin turnarea intr-o masind adecvata
a unui amestec de compus sub forma de pulbere umezit cu un diluant lichid inert. Tabletele pot fi optional
acoperite sau marcate, i pot fi formulate astfel incdt sd asigure eliberarea lentd sau controlatd a
compusului din acestea utilizdnd, de exemplu, hidroxipropilmetil celuloza in proportii variabile pentru a
furniza profilul de eliberare dorit.

Tabletele pot fi previzute optional cu o acoperire, de exemplu, pentru a afecta eliberarea, de
exemplu, o acoperire entericd, pentru a asigura eliberarea in parti ale intestinului, altele decét stomacul.

Unguentele sunt preparate de obicei din compus si dintr-o bazd de unguent parafinicd sau
miscibild cu apa.

Cremele sunt preparate de obicei din compus si o bazd de cremd ulei In apd. Dacd se doreste,
faza apoasd a bazei cremei poate include, de exemplu, cel putin aproximativ 30% g/g de alcool
polihidroxilic, adica un alcool care are doud sau mai multe grupdri hidroxil, cum ar fi propilenglicol,
butan-1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol si polietilenglicol, si amestecuri ale acestora. Formuldrile topice
pot include in mod dorit un compus care amplificd absorbtia sau penetrarea compusului prin piele sau
prin alte zone afectate. Exemple de astfel de amplificatori de penetrare dermicd includ dimetilsulfoxid si
analogi inruditi.

Emulsiile sunt preparate, in mod obisnuit, din compus si o fazd uleioasd, care poate cuprinde
optional doar un emulgator (cunoscut altfel ca emulsionant), sau poate cuprinde un amestec de cel putin
un emulgator cu o grisime sau un ulei, sau, atdt cu o grisime, cat si cu un ulei. Un emulgator hidrofil
poate fi inclus impreund cu un emulgator lipofil care actioneazd ca un stabilizator. De asemenea, este
posibil si se includa, atat un ulei, cit i o grasime. Impreund, emulgatorii cu sau fara stabilizator
(stabilizatori) formeazd asa-numita ceard emulsionantd, iar ceara fmpreund cu uleiul si/sau grdsimea
formeazd asa-numita bazd de unguent emulgator care formeaza faza uleioasd dispersatd a formulérilor de
crema.

Emulsionantii si stabilizatorii de emulsie adecvati includ Tween 60, Span 80, alcool cetostearilic,
alcool miristil, monostearat de gliceril si lauril sulfat de sodiu. Alegerea uleiurilor sau grasimilor adecvate
pentru formulare se bazeazd pe obtinerea proprietitilor cosmetice dorite, deoarece solubilitatea
compusului in majoritatea uleiurilor care pot fi utilizate In formularile de emulsii farmaceutice poate fi
foarte scidzutd. Astfel, crema ar trebui sd fie un produs care nu este gras, care nu pateaza si lavabil, cu
consistentd adecvata pentru a evita scurgerea din tuburi sau alte recipiente. Pot fi utilizati esteri alchilici
mono- sau dibazici cu lant liniar sau ramificat, cum ar fi di-izoadipat, izocetil stearat, diester de
propilenglicol al acizilor grasi de cocos, miristat de izopropil, decil oleat, izopropil palmitat, butil stearat,
2-etilhexil palmitat, sau un amestec de esteri cu lant ramificat cunoscuti cu denumirea de Crodamol CAP.
Acestea pot fi utilizate singure sau in combinatie, In functie de proprietatile necesare. Ca alternativa, pot
fi utilizate lipide cu punct de topire mare, cum ar fi parafind albd moale si/sau parafind lichida, sau alte
uleiuri minerale.

Formulari adecvate pentru administrare intranazald, In care purtitorul este un lichid, includ, de
exemplu, spray nazal, picituri nazale, sau pentru administrare de aerosoli prin nebulizator, includ solutii
apoase sau uleioase de compus. Ca o metoda alternativd de administrare, o pulbere uscatd pentru
administrare poate fi utilizat ca alternativa la aerosoli nebulizati.

Formulari adecvate pentru administrare intranazald, 1n care purtitorul este un solid, le includ, de
exemplu, pe cele prezentate sub forma unei pulberi grosiere care are o dimensiune a particulei, de
exemplu, In intervalul de la aproximativ 20 pand la aproximativ 500 microni, care este administratd in
modul in care este prizat tutunul, adicd prin inhalare rapidd prin orificiul nazal dintr-un recipient cu
pulbere tinut aproape de nas.

Formulari adecvate pentru administrare pulmonard (de ex., prin terapie prin inhalare sau
insuflare) le includ pe cele prezentate sub forma unui spray de aerosoli dintr-un ambalaj presurizat, cu
utilizarea unui propulsor adecvat, cum ar fi diclordifluormetan, triclorfluormetan, diclortetrafluoretan,
dioxid de carbon sau alte gaze adecvate. Suplimentar sau ca alternativa, o formulare pentru administrare
pulmonard poate fi formulatd pentru administrare dintr-un nebulizator sau dintr-un inhalator de pulbere
uscatd. De exemplu, formularea poate fi furnizatd cu purtitori sau lipozomi pentru a asigura o dimensiune
adecvatd a particulelor pentru a ajunge la pdrtile corespunzitoare ale plamanului, pentru a ajuta la
eliberarea unei substante adecvate pentru a spori retinerea in tesutul pulmonar.
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Formulari adecvate pentru administrare oculard includ picaturi pentru ochi in care compusul este
dizolvat sau suspendat intr-un purtdtor adecvat, in special, un solvent apos pentru compus.

Formulari adecvate pentru administrare rectald pot fi prezentate sub forma unui supozitor cu o
bazid adecvati care cuprinde, de exemplu, uleiuri naturale sau intirite, ceard, grasimi, polioli semi-lichizi
sau lichizi, de exemplu, unt de cacao sau un salicilat; sau sub forma unei solutii sau suspensii pentru
tratament prin clismé.

Formulari adecvate pentru administrare vaginald pot fi prezentate sub forma de ovule, tampoane,
creme, geluri, paste, spume sau formulari spray care contin in plus fatd de compus, astfel de purtatori care
sunt cunoscuti in domeniu ca fiind adecvati.

Formulari adecvate pentru administrare parenterald (de ex., pentru exemplu, prin injectie sau
perfuzie, intravenoasi sau subcutanatd), includ lichide apoase sau neapoase, izotonice, apirogene, sterile
(de ex., solutii, suspensii), In care compusul este dizolvat, suspendat sau este furnizat in alt mod (de ex.,
intr-un lipozom sau alte microparticule). Astfel de lichide pot contine in plus alte ingrediente acceptabile
farmaceutic, cum ar fi antioxidanti, tampoane, conservanti, stabilizatori, agenti bacteriostatici, agenti de
suspendare, agenti de ingrosare si substante dizolvate care fac formularea izotonicd cu sdngele (sau cu alt
fluid corporal relevant) beneficiarului dorit. Exemple de excipienti includ, de exemplu, apd, alcooli,
zaharuri, polioli, glicerol, uleiuri vegetale si altele asemenea. Exemple de purtédtori izotonici adecvati
pentru utilizare in astfel de formulari includ solutii pentru injectii cu clorurd de sodiu, solutia Ringer sau
solutii Ringer pentru injectii cu lactat. in mod obisnuit, concentratia de compus in lichid este de la
aproximativ 1 ng/ml pand la aproximativ 500 pg/ml., de exemplu, aproximativ 1 ng/ml péand la
aproximativ 100 pg/ml, de exemplu, de la aproximativ 10 ng/ml pand la aproximativ 10 ug/mL, de
exemplu, de la aproximativ 10 ng/ml pand la aproximativ 1 pg/mlL. Formuldrile pot fi prezentate in
recipiente sigilate cu dozd unitard sau cu mai multe doze, de exemplu, fiole si flacoane, si pot fi
depozitate intr-o stare uscatd prin congelare (liofilizatd) care necesitd doar addugarea de purtitor lichid
steril, de exemplu, apd pentru injectii, imediat inainte de utilizare. Solutiile si suspensiile injectabile
extemporanee pot fi preparate din pulberi, granule si tablete sterile.

Dozd

fn general, metodele din inventie pot cuprinde administrarea la un subiect a unei cantitati
eficiente de un compus cu formula (II), astfel incdt sd asigure un efect antimicrobian. Compusul cu
formula (IT) poate fi administrat Intr-o cantitate suficientd pentru a potenta activitatea unui al doilea agent
activ. Al doilea agent activ este administrat unui subiect intr-o cantitate eficientd, astfel incat s asigure
un efect antimicrobian.

Se va aprecia de catre un specialist in domeniu ¢ dozele adecvate de compus cu formula (II) sau
de agent activ, si de compozitiile care cuprind compusul cu formula (II) sau agentul activ pot varia de la
pacient la pacient. Determinarea dozei optime va implica, In general, echilibrarea nivelului de beneficiu
terapeutic 1n raport cu orice risc sau efecte secundare ddundtoare. Nivelul de dozare selectat va depinde de
o varietate de factori incluzdnd, dar farad limitare la, activitatea compusului particular cu formula (II) sau a
agentului activ, calea de administrare, perioada de administrare, viteza de excretie a compusul, durata
tratamentului, alte medicamente, compusi si/sau materiale utilizate in combinatie, severitatea afectiunii si
specia, sexul, varsta, greutatea, afectiunea, starea generald de sdnitate si antecedentele medicale ale
pacientului. Cantitatea de compus cu formula (II) sau de agent activ si calea de administrare vor fi In cele
din urmad la latitudinea medicului, medicului veterinar sau a clinicianului, desi, In general, doza va fi
selectatd pentru a atinge concentratiile locale la situsul de actiune care s realizeze efectul dorit fard a
provoca efecte secundare daunétoare sau nocive substantiale.

Administrarea poate fi efectuatd intr-o singurd dozi, continuu sau intermitent (de ex., in doze
divizate la intervale adecvate) pe tot parcursul tratamentului. Metodele de determinare a celor mai
eficiente mijloace si dozd pentru administrare sunt bine cunoscute de persoanele de specialitate in
domeniu, si vor varia In functie de formularea utilizatd pentru terapie, scopul terapiei, celula (celulele)
tintd care este tratatd, si subiectul care este tratat. Pot fi efectuate administrdri unice sau multiple, cu
nivelul de doza si modelul selectat de medicul curant, medicul veterinar sau clinician.

fn general, o doza adecvata de un compus cu formula (IT) sau agent activ este in intervalul de la
aproximativ 10 png pand la aproximativ 250 mg (mai obisnuit, de la aproximativ 100 ug péna la
aproximativ 25 mg) la fiecare kilogram de greutate corporald a subiectului, pe zi. Atunci cdnd compusul
cu formula (IT) sau agentul activ este o sare, un ester, o amidd, un promedicament sau altele asemenea,
cantitatea administratd este calculatd pe baza compusului de bazi si, astfel, greutatea reald care trebuie
utilizatd este crescutd In mod proportional.
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Kit-uri

Un aspect descris aici, dar care nu face parte din inventie, se referd la un kit care cuprinde (a) un
compus cu formula (II) sau o compozitie care cuprinde un compus asa cum este definit in oricare dintre
formulele (II), de ex., furnizat in mod obisnuit intr-un recipient adecvat si/sau cu ambalaj adecvat; si (b)
instructiuni de utilizare, de exemplu, instructiuni scrise despre cum sd se administreze compusul sau
compozitia.

Instructiunile scrise pot include, de asemenea, o listd de indicatii pentru care compusul cu
formula (IT) este un tratament adecvat.

Intr-o variantd de realizare, trusa cuprinde suplimentar (¢) un al doilea agent activ sau o
compozitie care cuprinde al doilea agent activ. Aici, instructiunile scrise pot include, de asemenea, o listd
de indicatii pentru care al doilea agent activ, impreund cu compusul cu formula (II), este adecvat pentru
tratament.

Cdi de administrare

Un compus cu formula (IT), un al doilea agent activ sau o compozitie farmaceuticd care cuprinde
compusul cu formula (II) sau al doilea agent activ poate fi administratd unui subiect prin orice cale
convenabild de administrare, fie sistemic/periferic, fie topic (adicd la situsul de actiune dorit).

Ciile de administrare includ, dar nu sunt limitate la, orald (de ex., prin ingestie); bucald;
sublinguald; transdermicd (incluzénd, de ex., printr-un plasture, pansament, etc.), transmucozala
(incluzand, de exemplu, printr-un plasture, pansament, etc.); intranazala (de ex., prin spray nazal);, oculara
(de ex., prin picdturi pentru ochi); pulmonari (de ex., prin inhalare sau terapie prin insuflare folosind, de
exemplu, un aerosol, de exemplu, prin gurd sau nas); rectald (de ex., prin supozitor sau clisméd); vaginala
(de ex., prin pesar), parenterald, de exemplu, prin injectare, sau perfuzie, incluzdnd subcutanati,
intradermicd, intramusculard, intravenoasd, intraarteriald, intracardiacd, intratecald, intraspinald,
intracapsulard, subcapsulard, intraorbitald, intraperitoneald, intratraheald, subcuticulard, intraarticulari,
subarahnoidd i intrasternald; prin implantarea unui depozit sau rezervor, de exemplu, subcutanat sau
intramuscular.

Subiectul | Pacientul

Subiectul/pacientul poate fi un cordat, un vertebrat, un mamifer, un mamifer placentar, un
marsupial (de ex., cangur, wombat), o rozitoare (de ex., un porc de guineea, un hamster, un sobolan, un
soarece), murind ( de ex., un soarece), un lagomort (de ex., un iepure), aviar (de ex., o pasdre), canin (de
ex., un céine), felin (de ex., o pisicd), ecvin (de ex., un cal), porcind (de ex., un porc), ovind (de ex., o
oaie), bovind (de ex., o vacil), o primatd, simian (de ex., 0 maimutd sau antropoid), o0 maimutd (de ex.,
marmoset, babuin), un antropoid (de ex., gorild, cimpanzeu, urangutan, gibon) sau un om. in plus,
subiectul/pacientul poate fi oricare dintre formele sale de dezvoltare, de exemplu, un fetus.

Intr-o varianti de realizare, subiectul/pacientul este un om.

De asemenea, este avut 1n vedere cd inventia poate fi pusd in practicd pe un animal non-uman
care are o infectie microbiand. Un mamifer non-uman poate fi o rozitoare. Rozdtoarele includ sobolani,
soareci, porci de guineea, chinchilla, si alte rozdtoare mici de dimensiuni similare utilizate In cercetérile
de laborator.

Alte optiuni

Fiecare si toate combinatiile compatibile ale variantelor de realizare descrise mai sus sunt
dezviluite in mod explicit aici, ca si cum fiecare combinatie ar fi prezentata individual si explicit.

Diverse alte aspecte si variante de realizare a prezentei inventii vor fi evidente pentru persoanele
de specialitate in domeniu care au in vedere prezenta dezviluire.

"si/sau" atunci cand este utilizat aici trebuie sd fie considerata dezviluire specificd a fiecdreia
dintre cele doud caracteristici sau componente specificate, cu sau férad cealaltd. De exemplu, "A si/sau B"
trebuie considerate dezviluiri specifice pentru fiecare dintre (1) A, (i) B, si (ii1) A si B, la fel ca si cum
fiecare ar fi prezentat individual aici.

Cu exceptia cazului In care contextul dicteazd altfel, descrierile si definitiile caracteristicilor
prezentate mai sus nu sunt limitate la niciun aspect sau varianta de realizare particulard a inventiei, si se
aplica in mod egal tuturor aspectelor si variantelor de realizare care sunt descrise. In cazul in care
variantele de realizare adecvate din punct de vedere tehnic pot fi combinate, dezviluirea se extinde la
toate permutdrile si combinatiile variantelor de realizare furnizate aici.

Anumite aspecte §i variante de realizare a inventiei vor fi acum ilustrate cu titlu de exemplu si cu
referire la figurile descrise mai sus.
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Exemple
Urmadtoarele exemple sunt furnizate numai pentru a ilustra prezenta inventie $i nu au scopul de a
limita sfera de intindere a inventiei, asa cum este descris aici.

Abrevieri

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

'Abreviere :Semnificatie

EPMBN gNonapeptidé de polimixind B

PMB Polimixina B
Ser Serind
EDSer §D-serin€1

Dphe :D-fenilalanind
Val Valinad
EDab gAcid a,y-diaminobutiric

,N-diizopropiletilamina

HATU hexafluorofosfat de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1-3,3-tetrametiluronium
DCM Diclormetan
'TFA {Acid trifluoracetic

gNu se aplica

'N,N-dimetilformamida

gHeptapeptidé de polimixind B (3-10)

gDecapepid:i de Polimixind B

tacid a,p-diaminopropionic

{Glicina

iNorleucini

-Diciclohexilfosfino-2',6'-diizopropoxibifenil

R R

2-Diciclohexilfosfino-2',4',6'-triizopropilbifenil

§Cr0mat0graﬁe de fluid supercritic

Fluorenilmetiloxicarbonil

T e e e e e e e e e e e e e e e e e

bez _ enziloxicarbonil

HCTU  hexafluorofosfat de O-(1H-6-clorobenzotriazol-1)-1,1,3 3-tetrametiluronium
Boc tert-butiloxicarbonil

EPyBOP ghexaﬂuorofosfat de (Benzotriazol-1-iloxi)tripirolidinofosfoniu

NMM gmorfoliné de N-metil
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EAbreViere Semnificatie
ivDde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutil
DPPA ...... lfemlfosporﬂamdg ........................................................................................................................................
Tlsn_lzopmpﬂsﬂan .............................................................................................................................................
HOB t 1-h1dr0x1benz0maz01 ......................................................................................................................................
IPA Izopropanol

Exemple de sintezd
Sinteza acizilor de capdt N-terminal

In prezenta lucrare, acizi 4-aminobutanoici 3-substituiti au fost utilizati In formd protejatd
adecvat. Sinteza aminoacizilor care nu sunt standard este detaliatd mai jos Impreund cu metodologia de
separare a enantiomerilor

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic - Izomerul 1 si Izomerul 2

cl OH

(i) 3-(3-clorfenil)-4-nitrobutanoat de metil

0O
NO,

Un amestec de acid 3-clorocinamic (10 g), metanol (100 ml) si acid sulfuric concentrat (4 ml) a
fost agitat la temperatura camerei timp de 20 de ore. Amestecul a fost evaporat pand la uscare, si
reziduurile au fost Impartite intre diclormetan (DCM) si apa. Faza apoasa a fost separatd si extrasd cu
DCM suplimentar. Extractele organice au fost combinate, au fost uscate cu sulfat de magneziu, au fost
filtrate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine esterul metilic sub forma unui solid alb (10,19 g).
Acest solid a fost dizolvat 1n nitrometan (32 mL) si a fost tratat cu 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-ena
(DBU) (8,5 mL). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 20 ore, apoi a fost evaporat pana
la uscare si reziduurile au fost impartite intre HCI 0,5 M apos si dietil eter. Faza apoasi a fost separati si
extrasi cu dietil eter suplimentar. Extractele organice au fost combinate, au fost spélate cu saramuri, au
fost uscate cu sulfat de magneziu, au fost filtrate i evaporate pana la uscare. Reziduurile au fost purificate
pe silice, prin eluare cu hexan si acetat de etil (0-100%). Fractiunile corespunzitoare au fost combinate si
evaporate pand la uscare, pentru a se obtine produsul dorit sub forma unui ulei galben (9,93 g, randament
70%).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 (ppm) 2,71-2,79 (2H, m), 3,66(3H, s), 3,93-4,01 (1H, m), 4,62 si
4,73 (2H, ABq, apare ca 2x dd , J 12,8, 8,0 Hz), 7,11-7,28 (4H, m).

(ii) 4-amino-3-(3-clorfenil)butanoat de metil

cl ~

NH?
La o solutie de 3-(3-clorfenil)-4-nitrobutanoat de metil (9,93 g) In acid acetic (90 mL) agitati la
aproximativ 0°C a fost adaugatd in portii pulbere de zinc (20,1 g) (avertisment: exoterma Intdrziatd).
Amestecul a fost 1dsat sd se incdlzeascd la temperatura camerei, cu agitare timp de 19 ore. Amestecul a
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fost evaporat pand la uscare si reziduurile au fost impartite intre NaHCO apos si acetat de etil. Amestecul
a fost apoi filtrat prin Celite si fazele apoase si organice au fost separate. Faza apoasd a fost extrasi din
nou cu acetat de etil suplimentar. Extractele organice au fost combinate, au fost spilate cu saramuri, au
fost uscate cu sulfat de magneziu, au fost filtrate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine produsul
dorit sub forma unui ulei portocaliu (4,80 g).

(iii) Compusul din titlu - racemic

Un amestec de 4-amino-3-(3-clorfenil)butanoat de metil (4,80 g), dicarbonat de di-fert-butil
(5,28 g) si diclormetan (100 ml) au fost agitate la temperatura camerei timp de 18 ore. Amestecul a fost
evaporat pand la uscare si reziduurile au fost purificate pe silice, prin eluare cu eter de petrol 40-60 si
acetat de etil (0-100%). Fractiunile corespunzitoare au fost combinate si evaporate pand la uscare, pentru
a se obtine esterul 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoatului de metil protejat cu Boc sub
forma unui solid crem (2,59 g).

Un amestec de 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoat de metil (2,49 g), hidroxid
de litiu (546 mg), 1,4-dioxan (40 mL) si apd (40 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 64 de
ore. Amestecul a fost apoi evaporat pand la uscare. Reziduurile au fost dizolvate in apd, au fost
neutralizate cu solutie apoasd de HCI 1 M si au fost extrase cu acetat de etil (x 2). Extractele organice au
fost combinate, au fost spilate cu saramurd, au fost uscate cu sulfat de magneziu, au fost filtrate si
evaporate pana la uscare, pentru a se obtine produsul dorit sub forma unui ulei galben (2,51 g).

m/z 314 (MH*) CysHzCINO4 necesitd 313,11. 'TH RMN (400MHz, CD3;0D): 8 (ppm) 1,40 (9H,
s), 2,42-2,73 (2H, m), 3,24-4,49 (4,4 H, m, include CH30D, CHa, si CH), 7,17-7,38 (4H, m).

(iv) Compusul din titlu - separarea izomerilor - metoda 1

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (2,09 g) a fost dizolvat la 60 mg/mL
in metanol si apoi a fost purificat prin SFC utilizand conditiile descrise mai jos (conditiile de separare
preparativd 1). Fractiunile combinate care contin izomerul 1 Imbogétit (prelucrare mai rapida) si izomerul
2 (prelucrare mai lentd) au fost combinate, concentrate si fiecare a fost purificatd din nou individual in
aceleasi conditii cromatografice.

Fractiunile combinate de fiecare izomer 1 si izomer 2 au fost apoi evaporate pand aproape de
uscare folosind un evaporator rotativ, au fost transferate in vase finale cu DCM, care a fost indepartat sub
un curent de azot la 40°C Tnainte de a fi depozitate Intr-un cuptor cu vid la 40°C si 5 mbar timp de 16 ore.

Acid 4-((zert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 1)

Solid alb, 883 mg, 95,6% ee. Timp de retentie 2,89 minute in sistem analitic 1.
Acid 4-((zert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 2)
Solid alb, 876 mg, 98,6% ee. Timp de retentie 3,29 minute in sistem analitic 1.

Conditii preparative de separare 1:

Berger Multigram II SFC

Detalii ale coloanei: Lux Al (Phenomenex, 21,2 mm x 250 mm, 5 um)
Temperatura coloanei: 40°C

Debit: 50 ml/min

BPR: 125 BarG

Lungime de unda a detectorului: 210 nm

Volum de injectare: 300 uL. (18 mg)

Conditii izocratice: 12:88 EtOH: CO; (0,1% v/v NH3)

Conditii de analiza 1:

Waters UPC2

Detalii ale coloanei: Lux C4 (Phenomenex, 4,6 mm x 250 mm, 5 pm)
Temperatura coloanei: 40°C

Debit: 4 ml/min

Lungime de undéd a detectorului: 210-400 nm

Volum de injectare: 1,0 pl.

BPR: 125 BarG

Conditii izocratice: 10:90 EtOH:CO; (0,1% v/v NH3)
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(v) Compusul din titlu - separarea izomerilor - metoda 2

Acid  4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic  purificat prin SFC folosind
conditiile descrise mai jos (conditii de separare preparativa 2). Dupd separare, fractiunile au fost uscate pe
evaporator rotativ la temperatura baii de 40°C pentru a obtine enantiomerii separati doriti. Enantiomerul
cu prelucrare mai lentd a fost purificat suplimentar pe aceeasi coloand prin eluare cu 20% B.

Conditii preparative de separare 2:

Instrument: Thar 200 SFC preparativd (SFC-10)
Coloand: ChiralPakAY, 300 x 50 mm 1.D., 10 um
Faza mobila: A pentru CO; si B pentru IPA
Gradient: B 25%

Debit: 200 ml/min

Contrapresiune: 100 bar

Temperatura coloanei: 38°C

Lungime de unda: 220 nm

Timp al ciclului: ~4,5 min

Conditii analitice 2:

Instrument: SFC analitici Waters UPC2 (SFC-H)
Coloand: ChiralPak AY, 150 x 4,6 mm [.D., 3 um

Faza mobila: A pentru CO; si B pentru IPA (0,05% DEA)
Gradient: B 5-40%

Debit: 2,5 ml/min

Contrapresiune: 100 bar

Temperatura coloanei: 40°C

Lungime de unda: 220 nm

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 1).

Timp de retentie 2,796 minute. Stereochimie (R) atribuitd prin comparatie cu izomerul (2) de mai
jos.

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 2).

Timp de retentie 3,264 minute. Stereochimie (S) atribuitd prin cristalografie cu molecule mici a
materialului deprotejat de BOC, asa cum este descris mai jos.

(vi) Confirmarea stereochimiei

Sare trifluoracetat a acidului (S)-4-amino-3-(3-clorfenil)butanoic

La o solutie racitd cu apd cu gheatd de izomer 2 al acidului 4-(tert-butoxicarbonilamino)-3-(3-
clorfenil)butanoic (Timp de retentie 3,264 minute la metoda de analizd 2) (1,5 g, 4,78 mmoli) in
diclormetan (20 ml) a fost addugat acid trifluoracetic (5 ml). Dupa addugare, amestecul a fost agitat la
aceastd temperaturd timp de 4 ore. Amestecul de reactie a fost apoi concentrat. Amestecul brut a fost
dizolvat In apa (10 ml) si a fost liofilizat pentru a se obtine produsul; Sare TFA a acidului (S)-4-amino-3-
(3-clorfenil)butanoic (1,5 g, randament 95%). LC-MS: m/z 214 (M+H)*

Acid (S)-4-amino-3-(3-clorfenil)butanoic

La o solutie de sare a acidului trifluoracetic a acidului (S)-4-amino-3-(3-clorfenil)butanoic (0,5
g, 1,53 mmoli) in apa (10 mL), a fost addugat hidroxid de amoniu apos diluat pana cand pH-ul a ajuns la
7. Solutia rezultatd a fost depozitatd intr-un balon deschis de 25 ml si a fost mentinutd la temperatura
camerei timp de 1 zi. Dupd cristalizare, lichidul mami a fost decantat, si cristalele solide au fost supuse
studiilor de difractie de raze X.

Studiile de difractie de raze X au aritat cd compusul are stereochimia ().

Conditii de difractie de raze X:

A fost folosit difractometrul CCD Bruker APEX-II.

Cristalul a fost mentinut la 302,71 K in timpul colectérii datelor. Folosind Olex2 (Dolomanov si
colab.), structura a fost descifratd cu programul de solutie de structurd ShelXT [2] (Sheldrick A71)
folosind Intrinsic Phasing si a fost rafinatd cu pachetul de rafinare ShelXL [3] folosind minimizarea Least
Squares (Sheldrick C71).

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(2-clorfenil)butanoic



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3810633 T2 2024.05.31

24

Cl
OH

S5

Compusul a fost preparat din acid 2-clorocinamic urménd metodologia pentru acid 4-((fert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic, asa cum este descris in etapele (i) pand la (iii) de mai sus.
Compusul a fost obtinut sub forma unui ulei incolor.

m/z 314 (MH*), C1sHOCINQO, masi exactd 313,11.

Acid 3-benzil-4-((zert-butoxicarbonil )Jamino)butanoic

&,

3-benzil-4-nitrobutanoat de metil (Tetrahedron Asymmetry, 19, 2008, 945) a fost transformat in
compusul din titlu urmind metodologia pentru acid  4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-
clorfenil)butanoic, asa cum este descris In etapele (1) pand la (iii) de mai sus.

m/z 294 (MH"), C16H»3NO4 masi exactd 293,16.

Acid 4-((zert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic

CH
)( NHO
OAO
(i) 3-(3-bromfenil)-4-nitrobutanoat de etil
Br o\/
o)
NO,

Un amestec de hidrurd de sodiu (60%) in ulei mineral (394,26 mg, 9,86 mmoli) si 1,2-
dimetoxietan (22,5 mL) (DME) a fost racit la 0°C. A fost addugat prin picurare trietilfosfonoacetat (10,2
mL, 51,43 mmoli), si amestecul a fost agitat timp de 10 min. A fost addugata prin picurare o solutie de 3-
bromobenzaldehidd (1,0 mL, 8,57 mmol) in DME (5 mL). Amestecul de reactie a fost incilzit la
temperatura camerei si a fost refluxat timp de 3 ore.

Amestecul a fost evaporat pand la uscare si reziduurile au fost Impartite intre hexan si apa.
Stratul apos a fost separat si a fost extras cu hexan suplimentar. Extractele organice au fost combinate, au
fost spilate cu apé, au fost uscate cu MgSOs, au fost filtrate si evaporate pand la uscare. Reziduurile au
fost purificate pe silice prin eluare cu eter de petrol 40-60 si acetat de etil (0-100%). Fractiunile
corespunzitoare au fost combinate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine (E)-3-(3-
bromfenil)prop-2-enoat de etil sub forma unui solid alb (1,44 g, 65%). Acesta a fost transformat in 3-(3-
bromfenil)-4-nitrobutanoat de etil folosind conditiile de nitrare din prepararea acidului 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic, etapa (1), asa cum este descris mai sus, pentru a se obtine
produsul cu un randament de 60%.

m/z 316, 318 (MH*). C12H14BrNO4 necesitd 315,01,

(ii) 4-amino-3-(3-bromfenil)butanoat de etil
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Br o\/

)
NH,

3-(3-bromofenil)-4-nitrobutanoatul de etil (1,08 g) a fost transformat In 4-amino-3-(3-
bromfenil)butanoat de etil folosind conditiile descrise mai sus pentru acid 4-((zer¢-butoxicarbonil)Jamino)-
3-(3-clorfenil)butanoic 1n etapa (ii), pentru a se obtine produsul cu randament de 67%.

m/z 286 si 288 (MH™), Ci12HsBrNO> masd exactd 285,04.

(iii) 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-bromfenil)butanoat de etil

O
Br ~

KA

4-amino-3-(3-bromfenil)butancat de etil (655 mg) a fost transformat in 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-bromfenil)butanoat de etil in conditiile descrise mai sus pentru acid 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic in etapa (iii), pentru a se obtine produsul cu randament de
72%.

m/z 386 si 388 (MH™), C17H24BrNO4 masd exactd 385,09.

(iv) 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoat de etil

0\/

Sk,

Un amestec de Ruphos (48,3 mg, 0,1 mmoli), fosfat de potasiu tribazic (330 mg, 1,55 mmoli), 3-
(3-bromofenil)-4-(tert-butoxicarbonilamino)butanoat de etil (200 mg, 0,52 mmoli) si acid izobutilboronic
(132 mg, 1,29 mmoli) in toluen (9 mL) a fost degazat de patru ori prin evacuare / spilare cu azot inainte
de addugare de acetat de paladiu (II) (5,8 mg, 0,03 mmoli). Amestecul a fost agitat la 110°C timp de 100
min. Amestecul de reactie a fost ldsat sd se rdceascd Inainte de a fi filtrat prin Celite si a fost lasat peste
noapte in solutie. Amestecul a fost evaporat pani la uscare si a fost purificat pe silice, prin eluare cu eter
de petrol 40-60 si acetat de etil (0-100%). Fractiunile corespunzitoare au fost combinate si evaporate
panid la uscare, pentru a se obtine 4-((terf-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoat de etil sub
forma unui ulei incolor, (74 mg, 39%).

m/z 364 (MH*). C;H33NQO4 masi exactd 363,24.

(v) Compusul din titlu

Un amestec de 4-(tert-butoxicarbonilamino)-3-(3-izobutilfenil)butanoat de etil (74 mg, 0,2
mmoli) si hidroxid de litiu (15 mg, 0,6 mmoli) In 1,4-dioxan (3 mL) si apd (3 mL) a fost agitat la
temperatura camerei timp de 16 ore. Amestecul a fost evaporat pand la uscare §i reziduurile au fost
impadrtite intre acetat de etil si apa. Faza organici a fost separati si aruncatd. Stratul apos a fost acidulat cu
HCI (apos) 1 M si a fost extras cu acetat de etil (x2). Extractele organice au fost combinate, au fost uscate
cu MgSO4, au fost filtrate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine acid 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic sub forma unui ulei incolor (65 mg). m/z 336 (MH™*)
C19H290NO4 masi exactd 335,21.

Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorbenzil)butanoic

Cl WOH
)%Z



MD/EP 3810633 T2 2024.05.31
26

2-(3-Clorfenil) acetaldehidd a fost transformatd in 3-(3-clorbenzil)-4-nitrobutanoat de etil asa
cum este descris pentru acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic in etapa (i), asa
cum este descris mai sus. Reducerea i protejarea ca in etapele (ii) si (ii1), urmate de hidroliza ca In etapa
(v) de mai sus au condus la compusul din titlu sub forma unui ulei incolor.
5 m/z 328 (MH*). C1cH22CINO4 masi exactd 327,12.
Acid 4-(((benziloxi)carbonil)Jamino)-3-(3-izopropilfenil)butanoic

Un amestec de 4-amino-3-(3-izopropilfenil)butanoat de etil (1,55 g, 6,21 mmol) (preparat
10 folosind metodologia pentru acid 4-((zerf-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic, etapele (i)
pana la (i1), asa cum este descris mai sus) si bicarbonat de sodiu (0,783 g 9,32 mmoli) a fost dizolvat in
apd (10 mL) si 1,4 -dioxan (5 ml). Amestecul a fost récit intr-o baie de gheatd si a fost tratat cu o solutie
de cloroformiat de benzil (0,98 mL, 6,84 mmoli). Amestecul a fost agitat la 10°C timp de 1 oré, apoi a
fost lasat s se Incdlzeascd la temperatura camerei. Dupd agitare timp de 20 ore, amestecul a fost evaporat
15 pana la uscare, si reziduurile au fost impaértite Intre dietil eter si solutie apoasd de HCI 0,5 M. Stratul apos
a fost separat si extras cu dietil eter suplimentar. Extractele organice au fost combinate, au fost spalate cu
saramurd, au fost uscate pe MgSO4 anhidru, si au fost evaporate. Produsul brut a fost purificat pe silice,
prin eluare cu eter de petrol 40-60 si acetat de etil (0-100%). Fractiunile care contin produs au fost
combinate si evaporate pand la un ulei galben pal (1,74 g, 73%). Esterul etilic a fost hidrolizat cu hidroxid
20 de litiu asa cum a fost descris anterior In etapa (iii) pentru prepararea acidului 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic, urmatd de cromatografie pe silice prin eluare cu eter
de petrol 40-60 si acetat de etil (0-100%) pentru a se obtine compusul din titlu sub forma unui solid alb
(60%).
m/z 356 (MH*). C3;H25sNQO4 masi exactd: 355,18.
25 Acid 4-([1,1-bifenil]-3-il)-3-(((tert-butoxicarbonil)Jamino)metil )butanoic
0

0 OH

(i) clorhidrat de acid 4-amino-3-(3-bromfenil)butanoic

(0]
0O
OH
Br NH _— Br
HCI
NH;
30
Un amestec de 4-(3-bromfenil)pirolidin-2-ond (1,0 g, 4,16 mmoli) si HCI 6 M apos (15,0 ml, 90
mmoli) a fost Incélzit la 100°C timp de 16 ore. Amestecul a fost evaporat pani la uscare, a fost evaporat
concomitent cu apd, urmata de acetat de etil i apoi diclormetan (DCM), pentru a se obtine produsul dorit
sub forma unui solid alb, cu un randament cantitativ presupus.
35 m/z 258 s1 260 (MH™*) C1oH12BrNO, masd exacta: 257,01.

(i1) Acid 3-(3-bromfenil)-4-(tert-butoxicarbonilamino)butanoic
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o
OH

HN\rrO\|/
(8]

Un amestec de clorhidrat de acid 4-amino-3-(3-bromfenil)butanoic (1,31 g, 4,45 mmol), tert-
butoxicarbonil carbonat de tert-butil (Boc-O-Boc, 1,41 g, 6,45 mmoli), 1,4- dioxan (8 mL) si solutie
apoasd de NaOH 1 M (8,0 mL, 8 mmoli) a fost agitat la temperatura camerei timp de 64 de ore.
Amestecul a fost evaporat pana la uscare. Reziduurile au fost dizolvate in apa, au fost neutralizate cu
solutie apoasd de HCI 1 M si au fost extrase cu acetat de etil (x 2). Extractele organice au fost combinate,
au fost uscate cu MgSO,, au fost filtrate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine produsul dorit

(1,60 g, 86%) sub forma unui ulei incolor.
m/z 357,5 s1 359,4 (MH*). C15Hx0BrNO4 masi exacti: 357,06.

Br

(iii) Compusul din titlu

Un amestec de acid 3-(3-bromfenil)-4-(tert-butoxicarbonilamino)butanoic (2,69 g, 7,51 mmoli),
acid fenilboronic (2,3 g, 18,8 mmoli), acetat de paladiu (II) (84 mg, 0,38 mmoli), Xphos (716 mg, 1,5
mmoli) si fosfat de potasiu tribazic (4781,9 mg, 22,53 mmoli) in 1,4-dioxan (130 mL) a fost agitat la
100°C sub atmosferd de azot timp de 2 ore. Amestecul a fost apoi ldsat sd se rdceascd la temperatura
camerei, a fost filtrat prin Celite, a fost spélat cu acetat de etil si a fost evaporat pand la uscare.
Reziduurile au fost purificate pe silice, prin eluare cu eter de petrol si acetat de etil (0-100%). Fractiunile
corespunzitoare au fost combinate si evaporate pand la uscare, pentru a se obtine produsul dorit, 1,44 g,
sub forma unui solid gri (randament 42 %).

m/z 355 (M™*), observat C;1H25NO, masi exactd: 355,18.

(iv) Separarea chirala

Acid 4-([1,1"-bifenil]-3-il)-3-(((zert-butoxicarbonil)amino)metil)butanoic (1,44 g) a fost dizolvat
la 30 mg/mL. in MeOH si apoi a fost purificat prin SFC utilizdand metoda de mai jos. Fractiunile
combinate de fiecare izomer | (prelucrare mai rapidd) si izomer 2 (prelucrare mai lentd) au fost apoi
evaporate pand aproape de uscare folosind un evaporator rotativ, au fost transferate in vase finale cu
DCM, care a fost indepartat sub un curent de aer comprimat la 40° C inainte de a fi depozitate intr-un
cuptor cu vid la 40°C si 5 mbar pana la greutate constantd.

Izomerul 1, acid 4-([1,1'-bifenil]-3-il)-3-(((tert-butoxicarbonil)amino)metil)buta-

noic. 523 mg de solid alb. Timp de retentie: (conditii de analizd 3) 2,70 min. ee 99,8%.

Izomerul 2, acid 4-([1,1'-bifenil]-3-il)-3-(((zert-butoxicarbonil)amino)metil)buta-

noic. 537 mg de solid alb. Timp de retentie: (conditii de analizd 3) 3,46 min. ee 99,8%.

Conditii de purificare 3:

Berger Multigram IT SFC

Detalii ale coloanei: Lux Al (Phenomenex, 21,2 mm x 250 mm, 5 pm)
Temperatura coloanei: 40°C

Debit: 50 ml/min

BPR: 100 BarG

Lungime de unda a detectorului: 215 nm

Volum de injectare: 1,000 uL. (30 mg)

Conditii izocratice: 15:85 EtOH:CO; (0,2% v/v NH3)

Conditii de analiza 3:

Waters UPC2

Detalii ale coloanei: Amy-C ( YMC Gmbh, 4,6 mm x 250 mm, 5 pm)
Temperatura coloanei: 40°C

Debit: 4 ml/min

Lungime de undéd a detectorului: 210-400 nm

Volum de injectare: 1,0 pl.

BPR: 125 BarG

Conditii izocratice: 15:85 EtOH:CO» (0,2% v/v NH3)
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Acid 4-((zert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-metilfenil)butanoic

OH

Sk,

4-(3-Metilfenil)pirolidin-2-ond a fost transformatd in compusul din titlu utilizind metodologia
5 descrisa mai sus pentru prepararea acidului 4-([1,1°-bifenil]-3-il)-3-(((tert-
butoxicarbonil)amino)metil)butanoic in etapele (1) pana la (i1). Compusul din titlu a fost obtinut sub forma
unui ulei incolor.
m/z 294 (MH"). C1cH23NO4 masi exactd 293,16.

10 Acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3,5-diclorfenil)butanoic
Cl

OH

S5

3,5-diclorbenzaldehidd a fost transformatd in compusul din titlu utilizand metodologia descrisa
mai sus pentru prepararea acidului 4-((fert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-izobutilfenil)butanoic in etapele
15 (1) pand la (ii1). Esterul etilic a fost hidrolizat asa cum a fost descris pentru etapa (v) din prepararea
acidului (3-izobutilfenil)butanoie, pentru a se obtine compusul din titlu sub forma unui ulei incolor.
m/z 348. IMH"). C5H;sC1,NO4 masi exactd 347,07.

Cl

Acid 4-((zert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-(tiofen-3-il)fenil)butanoic

S
I/

OH
0

NH
20 /J(O’go

4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-bromfenil)butanoat de etil (207 mg, 0,54 mmoli) a reactionat
cu acid 3-tienilboronic utilizdnd metodologia descrisdé mai sus pentru prepararea acidului (3-
izobutilfenil)butanoic in etapa (iv). Produsul a fost hidrolizat asa cum a fost descris in etapa (v) pentru a
25 se obtine compusul din titlu sub forma unui ulei incolor.
m/z 362 (MH"). C19H23NO4S masi exacta 361,13.

Nonapeptide de polimixine intermediare si compusi de produs
Intermediarul 1: H-Thr(O-tBu)-Dap(BOC)-Ciclo[Dab-Dab(BOC)-DPhe-Leu-Dab(BOC)-
30  Dab(BOC)-Thr]
A fost descris anterior In WO 2015/135976 ca intermediar 11 — heptapeptidd de Tetra- (N-Boc)-
L-Thr(O-tBu)-L-Dap-polimixind B.

Intermediarul 2: H-Thr(O-Bu)-Dap(BOC)-Ciclo[Dab-Dab(BOC)-Leu-Leu-Dab(BOC)-
35  Dab(BOC)-Thr]
A fost descris anterior In WO 2015/135976 ca intermediar 14 — heptapeptidd de Tetra- (N-Boc)-
L-Thr(O-tBu)-L-Dap-polimixina E.
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Intermediarul 3: H-Thr(O-'Bu)-Dap(BOC)-Ciclo[Dab-Dab(BOC)-Dleu-L-Abu-Dab(BOC)-
Dab(BOC)-Thr(O-tBu)]

(i)  CBZ-Thr(O-Bu)-Dap(Boc)-Dab-Dab(Boc)-Dleu-L-Abu-Dab(Boc)-Dab(Boc)-Thr(O-tBu)-
OH

Peptida  liniard  CBZ-Thr(O-tBu)-Dap(Boc)-Dab(ivDde)-Dab(Boc)-Dleu-L-Abu-Dab(Boc)-
Dab(Boc)-Thr(O-tBu) a fost preparaté pe rdsind prin sinteza peptidei In fazi solida folosind chimia Fmoc,
folosind metodologia din metoda generala 3 descrisd mai sus. Secventa a inceput cu clorurd de clorotritil
(CTC)-résina (2,0 g), preincércatd cu Fmoc-Thr(tBu)-OH la o incédrcare de 0,75 mmol/g. Peptida legata
de rasind (3,93 g, care corespunde la 1,5 mmol) a fost plasatd intr-un balon conic de 500 ml si a fost
tratatd cu hidrazind 4% in DMF (100 ml). Amestecul a fost plasat Intr-un agitator si a fost agitat usor timp
de 30 de minute. Amestecul a fost turnat intr-o coloana sinterizatd, apoi a fost spélat cu DMF (3 x 100
mL). A fost aplicat aer comprimat pentru a indepirta ultimele urme de DMF. Procedura a fost apoi
repetatd cu THF si cu DCM.

Résina a fost apoi tratatd cu 4:1 DCM: hexafluoroizopropanol (100 mL) pentru a scinda peptida
din rdsind. Dupd 30 de minute, coloana a fost drenatd si procedura a fost repetatd. Réisina a fost apoi
spélata de trei ori cu DCM (100 mL). Eluantii i substantele de spilare combinate au fost evaporate sub
presiune redusd si au fost uscate in vid peste noapte. Au fost obtinute 724 mg de solid alb (2,35 g,
cantitativ).

m/z 1552, C73H126N 14022 necesitd 1550,92.

(ii)) CBZ- Thr(O-tBu)- Dap(Boc)-ciclo[Dab-Dab(Boc)-DLeu-L-Abu-Dab(Boc)-Dab(Boc)-
Thr(O-tBu)]

CBZ-Thr(O-tBu)-Dap(Boc)-Dab-Dab(Boc)-DLeu-L-Abu-Dab(Boc)-Dab(Boc)-Thr(O-tBu)-OH
brut (724 mg, 0,466 mmoli) a fost dizolvat in DMF (75 mL), a fost tratat cu diizopropiletilamind (DIPEA)
(361 mg 0,49 mL, 2,8 mmoli) apoi au fost ricite Intr-o baie de gheatd. A fost addugata prin picurare
difenil fosforil azidd (256 mg, 0,2 mL, 0,93 mmoli), apoi amestecul a fost agitat timp de 2 ore cu ricire In
baie de gheatd. Baia de gheatd a fost Indepartatd si solutia a fost agitatd la temperatura camerei timp de
incd 2 ore. Solventul a fost evaporat si reziduul a fost aplicat pe o Coloana ISCO cu SiO, (40 g) si a fost
cromatografiat cu 0-10% MeOH in DCM. Fractiunile care contin produs au fost combinate si evaporate
pani la o spuma albd. Au fost obtinute 418 mg (58%).

m/z 1534, C73H124N 14021 necesitd 1532,91.

(iii) Compusul din titlu

CBZ- Thr(O-tBu)- Dap(Boc)-ciclo[Dab-Dab(Boc)-DLeu-L-Abu-Dab(Boc)-Dab(Boc)-Thr(O-
tBu)] (531mg, 0,346 mmoli) a fost dizolvat in metanol (50 mL) si a fost tratat cu formiat de amoniu (545
mg, 8,6 mmoli) si 10% Pd/C (173 mg). Dupa agitare la temperatura camerei peste noapte, amestecul de
reactie a fost filtrat prin Celite si reziduul a fost spilat cu MeOH. Solventul a fost evaporat si reziduul a
fost dizolvat In EtOAc, contindnd 10% MeOH, a fost spélat cu apd x 3 si a fost uscat cu sulfat de
magneziu. Solventul a fost evaporat pentru a rdméane un solid alb. Pentru a indepéirta orice urma de
formiat, solidul a fost dizolvat in metanol (160 ml) si a fost agitat cu rdsind Ambersep 900 (12 ml) timp
de 30 de minute. Amestecul a fost filtrat si evaporat pana la uscare, pentru a se obtine 464 mg de solid alb
(96%).

m/z 1400, C65H118N14019 l’leCGSitﬁ 1398,87.
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Metode generale

Sinteza totald a derivatilor de nonapeptida de polimixind a fost efectuatd asa cum urmeaza.

O peptidd liniard cu protejare ortogonald a gruparii y-amino a reziduului Dab implicat in
ciclizare a fost construitd pe risind, cu aminoacidul de capét C-terminal (de obicei Thr) atasat la faza
solida. Dupa deprotejarea partiald a Dab-ului implicat in ciclizare (reziduul 4 in sistemul de numerotare a
polimixinei), urmata de Indepértarea din résind, peptidele liniare rezultate au fost ciclizate In afara rasinii.
Au fost utilizate doud metode generale, asa cum este descris mai jos.

Metoda generald 1: Sinteza totala folosind protejare cu CBZ a grupérilor amind

Sinteza peptidei liniare protejate (reziduurile 2-10 si gruparea N-terminald) a fost efectuatd pe un
sintetizator automat de peptide utilizdnd chimia standard Fmoc a peptidei in fazd solidd. Mai precis,
sinteza a fost efectuatd folosind rdsind Fmoc-Thr(tBu)-PEG-PS ca materie prima. Cuplarea aminoacizilor
Fmoc cu protectia CBZ pe gruparile amino terminale a fost realizatd folosind 5 echivalenti molari (fatd de
incdrcarea cu rigind) de aminoacid Fmoc st HATU in DMF cu activare in situ, folosind 10 echivalenti
molar de DIPEA. Deprotejarea de Fmoc a fost efectuata utilizand piperidind 20% in dimetilformamida.
BOC a fost folosit ca grupare protectoare ortogonald pe Dab implicat in ciclizare.

Peptida liniard legatd de rdsind a fost tratatd cu TFA/TIS/H2O (96/2/2v/v) timp de 2 ore pentru a
releva reziduul Dab implicat in ciclizare si pentru a scinda peptida din rdsind. Acest material a fost
ciclizat folosind PyBop/HOBt/NMM (4/4/8 echivalenti molari in raport cu incédrcarea initiald) in DMF
timp de 3 ore. Materialul brut a fost partial evaporat, a fost preluat cu acetonitril/apd si a fost liofilizat
peste noapte. Grupdrile CBZ au fost apoi Indepértate folosind 10% Pd/C in acid acetic/MeOH/apa (5/4/1
v/v).

Produsul brut a fost purificat, si diastereomerii au fost separati prin HPLC preparativa (Tabelul
3). Este de retinut cd conditiile specifice au fost optimizate pentru fiecare pereche de diastereomeri.

Metoda generald 2: Sinteza totala folosind protejarea cu Boc a gruparilor amina

Sinteza peptidei liniare protejate (reziduurile 2-10 si gruparea N-terminald) a fost efectuatd pe un
sintetizator automat de peptide utilizdnd chimia standard Fmoc a peptidei in fazd solidd. Mai precis,
sinteza a fost efectuatd utilizdnd résind de clorura de clorotritil (CTC), preincércatd cu Fmoc-Thr(tBu)-
OH (incarcare ~0,78 mmol/g), pe o scard de 0,05 - 0,1 mmol. Cuplarea Fmoc-aminoacizi a fost realizata
folosind 5 echivalenti molar (fatd de incércarea cu rdsind) de aminoacid Fmoc si HATU in DMF cu
activare in situ, folosind 10 echivalenti molar de DIPEA. Deprotejarea de Fmoc a fost efectuata utilizand
piperidind 20% in dimetilformamida. Gruparea protectoare ivDde a fost utilizatd ca protectie ortogonala
pe reziduul Dab implicat in ciclizare.

Pentru a elimina gruparea ivDde, peptida liniara a fost tratatd cu 3% hidrazind in DMF (100 mL
la fiecare 100 umoli, repetat de doud ori), urmatd de spédlare cu DMF x 3, EtOH x 3 si dietil eter x 3.
Peptida liniard partial deprotejatd a fost apoi scindatd din résind prin spélarea rdsinii cu 20% HFIP in
DCM. Reziduul rezultat a fost dizolvat in 50% acetonitril/apd si a fost uscat prin congelare peste noapte.
Peptida liniard protejatd a fost dizolvatd In DMF (20 mL/mmol de risind), a fost ciclizatd cu DPPA, (3
echivalenti molar in raport cu incircarea résinii) si DIPEA (6 echivalenti molar in raport cu incércarea
risinii). Aceastd solutic a fost agitatd la temperatura camerei peste noapte. Grupdrile BOC au fost
indepartate cu TFA, si peptida bruti a fost liofilizata.

Produsul brut a fost purificat, si diastereomerii au fost separati prin HPLC preparativa utilizand
conditiile HPL.C preparative 4 descrise mai jos. Este de retinut ci conditiile specifice au fost optimizate
pentru fiecare pereche de diastereomeri.

Metoda generald 3: Cuplarea acidului la nonapeptida si separarea

Metodele de cuplare a capatului N-terminal al unei nonapeptide la un aminoacid sunt descrise
mai jos in legdturd cu exemplul de compusi 5 si 6. Conditiile descrise sunt adaptabile pentru alte
combinatii de nonapeptida i aminoacid.

Etapa 1

H-Thr(O-Bu)-Dap(BOC)-Ciclo[Dab-Dab(BOC)-DPhe-Leu-Dab(BOC)-Dab(BOC)-Thr].
(Intermediarul 1) (0,07 mmol) a fost dizolvat In diclormetan (4 mL) si a fost tratat cu acid 4-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (1,5 echiv in raport cu substratul de polimixina), N,N-
diizopropiletilamind (3,0 echiv.), urmatd de HATU (2,0 echiv.). Dupa 16 ore, terminarea reactiei a fost
confirmatd prin LCMS si amestecul de reactie a fost evaporat pand la uscare. A fost adiugatd apa
(aproximativ 10 ml) si amestecul a fost triturat, apoi a fost agitat energic timp de 1 ord. Precipitatul
rezultat a fost colectat prin filtrare si a fost uscat in vid peste noapte.
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Etapa 2

Derivatul protejat cu Boc din Etapa 1 a fost dizolvat in diclormetan (3 mL) si a fost tratat cu TFA
(1 mL). Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura camerei pand cind LCMS a confirmat
deprotejarea completd. Solventul a fost evaporat si reziduul a fost cromatografat prin HPLC preparativa
utilizdnd conditiile date in conditiille de HPLC preparativd 4, pentru a separa diastereoizomerii.
Fractiunile care contin diastereomerul de prelucrare precoce au fost combinate, au fost evaporate péna la
volum mic si au fost liofilizate pentru a se obtine Exemplul 5 sub forma de sare TFA. Fractiunile care
contin diastereomerul de prelucrare ulterioard au fost combinate, au fost evaporate pand la volum mic si
au fost liofilizate pentru a se obtine Exemplul 6 sub forma de sare TFA.

Este de retinut ca conditiile specifice au fost optimizate pentru fiecare pereche de diastereomeri.

Conditii de HPLC preparativd 4:

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

EColoané: EWaters Sunfire C18 OBD 5 pym x 19 mm x 150 mm

EFazé mobila: A apd/acetonitril 90/10, v/v, 0,15% TFA.
§ B acetonitril/apad 90/10, v/v, 0,15% TFA

Debit: 10 ml/min

Gradient: gTimp (minute) % de fazd mobild A
s 0  100%
3  100%
P
e 85% ..................................................................................
15 175%
18 0%
23 1100%
e
T

'Coloani: {Phenomenex Hyperclone C18 BDS 5 um x 4,6 mm x 150 mm

R R

EFazé mobili: A apé/acetonitril 90/10, v/v, 0,15% TFA.
5 B acetonitril/apa 90/10, v/v, 0,15% TFA

‘Debit:

gGradient: iTi i i % fazd mobild A

Detectare: 210,254 nm
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Volum de 120 L,
\injectare:

Metoda generald 3b: Cuplarea enantiomerilor individuali la nonapeptida

Aminoacizi puri enantiomeric au fost cuplati la capatul N-terminal al compusilor nonapeptida
folosind aceleasi conditii ca cele descrise mai sus In metoda generald 3a pentru aminoacizi amestecati
enantiomeric.

Exemplele de compusi 5 51 6

Cuplarea acidului 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 2)

(Timp de retentie 3,46 min in metoda analitici 1 sau 3,264 min in metoda analiticd 2) in
conditiile metodei generale 3a urmatd de deprotejare a condus la obtinerea exemplului 5. Exemplului (5) 1
s-a atribuit stereochimia (S) in urma determindrii cu raze X a configuratiei absolute a acidulu 4-amino-3-
(3-clorfenil)butanoic derivat din acid 4-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 2).

Cuplarea acidului 4-((fert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomer 1, timp de
retentie 2,89 min in metoda analiticd 1 sau 2,796 min In metoda analitica 2) in conditiile metodei generale
3a urmatd de deprotejare a condus la obtinerea Exemplului 6. Exemplului (6) i s-a atribuit stereochimia
(R) in urma determindrii cu raze X a configuratiei absolute a acidului 4-amino-3-(3-clorfenil)butanoic
derivat din acid 4-((fert-butoxicarbonil)amino)-3-(3-clorfenil)butanoic (izomerul 1).

Metoda generald 4: Transformarea 1n sare acetat

Résind AG1-X2 (Bio-Rad Laboratories Ltd) sub formd de acetat cu 200-4 ochiuri, a fost
regeneratd prin spilare cu 10% acid acetic apos, urmatd de 1% acid acetic apos, si a fost plasatd intr-un
cartus fritat. O solutie de compus sub forma de sare TFA 1n apd a fost aplicatd pe coloand, utilizand o
incdrcare de 30 g de rdsind la 1 g de sare TFA, si coloana a fost 1dsatd si picure sub gravitatie, prin eluare
cu apd. Fractiunile care contin produs au fost combinate i liofilizate pana la un solid alb.

Analiza compusilor finali a fost efectuatd prin HPLC utilizdnd conditiile descrise mai sus
(conditii HPLC analitice).

Date analitice exemplificatoare pentru compusii din Exemplele 5 si 6, sub formd de sdruri de
acetat, sunt date mai jos.

Exemplul 5: (izomer mai rapid) 'H RMN al sirii acetat (400 MHz, D20): § (ppm) 0,70 (3 H,d, J
6,1 Hz), 0,77 3 H, d, J 6,3 Hz), 0,78-0,90 (1H, m), 1,13 (3H, d, J 6,3 Hz), 1,17 (3H, d, J 6,4Hz), 1,36-
1,52 (2H, m), 1,75-2,06 (17 H, m, include 1,91, s, OAc), 2,10-2,30 (4H, m), 2,72-2,91 (4H, m), 3,02-3,49
(14H, m), 4,12-4,32 (8 H, m), 4,48 (1 H, dd, J 5,6, 9,0 Hz), 4,54-4,60 (1H, m), 4,63-4,68 (1H, m), 7,25-
7,41(9H, m). m/z 1145 [MH*], 573[M+2H]**.

Exemplul 6: (izomer mai lent) 'H RMN al sirii acetat (400 MHz, D-0O): 8 (ppm) 0,60- 0,67 (6 H,
m), 0,69 - 0,84 (4 H, m), 1,16 (3H, d, J 6,4Hz), 1,33-1,50 (2 H, m), 1,76-2,04 (19 H, m, include 1,88, s,
OAc), 2,06-2,26 (4 H, m), 2,67-2,86 (4 H, m), 3,00-3,46 (14 H, m), 3,98-4,04 (1 H, m) 4,14-4,30 (7H, m),
4,45 (1 H,dd, J5,6,9,0 Hz), 4,54 (1 H, apare ca t, J 8,3 Hz), 4,72 (1 H, dd, J 5,0, 8,9 Hz), 7,20-7,40 (9 H,
m). m/z 1145 [MH*], 573[M+2H]*".

In toate exemplele, diastercomerii au fost atribuiti pe baza timpului de retentie in HPLC (izomeri
cu eluare rapida si lentd) Impreund cu deplasarea chimicd a reziduului Thr care trece de la 1,13 ppm, in
izomerul cu eluare rapida, la aproximativ 0,65 ppm, in izomerul cu eluare lenta.

Compusi de exemplu si de referintd
Tabelul 1 enumerd exemple de compusi din inventie Impreund cu compusi de referintd furnizati
pentru intelegerea utild a inventiei. Acestia sunt compusi care au structura generala ardtatd mai jos:
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NH,

H
AA-8

%/ \/L j\NH
0 '\\\(LAA-T
NH
NH HN
o H
N NHo
0
HO NH;

Gruparea R este ardtatd in tabel impreund cu reziduurile de aminoacizi la pozitiile 6 si 7 (AA-6
si, respectiv, AA-7 folosind sistemul de numerotare a polimixinei).

in acesti compusi de exemplu si de exemplu de referintd, reziduul de aminoacid din pozitia QQQ
este L-Thr, reziduul de aminoacid din pozitia 3 este L-Dap, si aminoacidul din pozitia QQQ este L-Thr.

Stereochimia absolutd in lantul lateral -R a fost atribuitd prin comparatiec cu Exemplul 5 si
Exemplul 6 care au fost corelate cu material cu stereochimie absoluta cunoscuta.

In exemple si in exemple de referintd 1-6 si 15-33, determinarea a fost ficutd prin compararea
timpilor de retentie relativi si a spectrului 'H RMN al diastereomerilor (de ex., ludnd in considerare
deplasarea chimici a reziduului Thr in pozitia 2).

In Exemplele de referinta 7-14, determinarea a fost ficutd prin compararea timpilor relativi de
retentie in HPLC ai diastereomerilor.

Tabelul furnizeaza timpii de retentie In HPLC pentru compusii de exemplu. Conditiille HPLC
care au fost utilizate pentru analiza sunt prezentate mai jos.

Coloand: Phenomenex Hyperclone BDS C18, 4,6 mm x 150 mm, 5 um

Debit: 1 ml/min

Eluant:

A =10% AcN/90% apd/0,15% TFA

B =90% AcN/10% api/0,15% TFA
Grad1ent

Detectare: 210, 254 nm
In tabelul 1, un asterisc (*) indica un exemplu de referinta.



Tabelul 1 - Compusi de exemplu si de referinta

'Ex. :Denumire R

{AA-7

Metoda
generala

Formula

Masa

'HPLC
itg (min.)

m/z

1* é(S)-4-amin0-3-(4-c10rfenil)butanoil -Thr- Dap-§
5 {Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] :

2* {(R)-4-amino-3-(4-clorfenil)butanoil -Thr- Dap-§
| Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] :

Phe Leu

3a

C52H82C

IN15012

C52H82C

IN15012

1143,6

9.6

1145 [MH+]i
573 [M+2H]>*

1145 [MH+]i
573 [M+2H]*

3% (S)-4-amino-3-(2-clorfenilbutanoil -Thr- Dap- |
5 Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]

Q

Hz

Phe Leu

3a

C52H82C

IN15012

1143,6

9,1

1145 [MH+]}

573 [M+2H]** |

4* é(R)-4-amin0-3-(2-clorfenil)butanoil -Thr- Dap-
5 {Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]

NHz

Phe Leu

3a

C52H82C

IN15012

1143,6

9.4

1145 [MH+] |
573 [M#2H]* |

e
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[Ex. Denumire R AA-6 AA-7 Metoda Formuli Masa HPLC  m/z
; : itr (min.)

5 {(S)-4-amino-3-(3-clorfenilbutanoil -Thr- Dap-

: C52H82C 11436 i9,6 1145 [MH+]
Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]

573 [M+2H]?* |
IN15012

6 g(R)-4-amin0-3-(3-c10rfenil)butanoil -Thr- Dap- Phe gLeu §3a, 3b C52H82C 1143.6 59,8 1145 [MH+]
5 i Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] : 573 [M+2H]*
: IN15012

C50H87N  11089,7 8.8 1091 [MH+] |
546 [M+2H]>" |

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

T (R)-4-amino-3-benzilbutanoil-Thr-Dap-
5 :Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab-

Thr]. Izomerul 1 15012

8* §(S)-4-amin0-3-benzilbutanoil-Thr-Dap- Leu gLeu §3a C50HS87N 1089,7 59,1 1091 [MH+]

:Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab- 546 [M+2H]*
Thr]. Izomerul 2 e 15012

¢¢
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“Ex. | Denumire R AA-6 AA-7 Metoda Formuli (Masa HPLC m/z
enerali itr (min.)

9% {(R)-4-amino-3-benzilbutanoil-Thr-Dap- ; : C53H8SN 111237 10,7 1125 [MH+]
. iCiclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab- 563 [M+2H]**
gThr]. Izomerul 1 W 15012
110* {(S)-4-amino-3-benzilbutanoil-Thr-Dap- Phe Leu i3a CS53H85N {11237 11,0 1125 [MH+]
. {Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab- 563 [M+2H]** :
gThr]. Izomerul 2 m(\ 15012
: 2 i H i H

. { (R)-4-amino-3-(3-clorbenzil)butanoil C53H84C 1157,6 11,0 1159 [MH+]
5 i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab- IN15012 580 [M+2H]*
gThr]. Izomerul 1 i

C53H84C (11576 11,4 1159 [MH+] ¢
IN15012 580 [M+2H]**

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

12* (§)-4-amino-3-(3-clorbenzil)butanoil -Thr-
5 i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-
i Thr]. Izomerul 2

9¢
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[Ex. Denumire R AA-6 AA-7 Metoda Formuli Masa HPLC  m/z

enerali itr (min.)

\§13* §(S)-4-amin0-3-(3-clorbenzil)butanoil C50H86C 1123,6 10,4 1125 [MH+]

5 :Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab- 563 [M+2H]** |
i Thr]. Izomerul 2 e IN15012
: cl ’

\§14* §(R)-4-amin0-3-(3-c10rbenzil)butanoil -Thr- Leu gLeu §3a C50H86C 1123,6 59,9 1125 [MH+]

5 :Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab- _ : 563 [M+2H]** |
i Thr]. Izomerul 1 E\NHD IN15012
: ol ’

115% (8)-4-amino-3-(3-izopropilfenil)butanoil-Thr- C52H9IN  §{1117,7 10,7 1119 [MH+]

§ gDap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab-Thr] 5\/\’% 15012 560 [M+2H]**

:\NH?

16%* (R)-4-amino-3-(3-izopropilfenil)butanoil- Thr- Leu gLeu 3a C52H91IN 1117,7 10,9 1119 [MH+]

§ i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Leu-Dab-Dab-Thr] ! : 560 [M+2H]* :
15012

LE

1€°S0°vT0T TL ££9018¢ dH/AIN



'Ex. i{Denumire

Thr-
Dap-Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]

17* (§)-4-amino-3-(3-izopropilfenil)butanoil-

{AA-7 i Metoda

C53H85N

Masa EHPLC
itr (min.)
1123,7 39,2

1125 [MH+]
563 [M+2H] |

15012
:\NH(EJ
8% | (R)-4-amino-3-(3-izopropilfenilbutanoil- Thr- Phe  iAbu |l C53HS5N 111237 194 1125 [MH+] |
5 :Dap-Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] : : 563 [M+2H]** |
15012

19% §(S)-4-amin0-3-(3-izopropilfenil)butanoil- Thr-
5 Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Thr-Dab-Dab-Thr]

C50H87N

1107 [MH+] |
554 [M+2H]>" |

15013

20% | (R)-4-amino-3-(3-izopropilfenilbutanoil- Thr- Lew (Thr il C50H87N 111057 7.8 1107 [MH+] |

. Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Thr-Dab-Dab-Thr] : = 554 [M+2H]>" |
15013

8¢
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“Ex. | Denumire R AA-6 AA-7 Metoda Formuli (Masa HPLC m/z
enerali itr (min.) ‘
\§21* §(S)-4-amino-3-(m-tolil)butanoil- Thr-Dap- C53H85N  i1123,7 8,7 1125 [MH+4]
5 i Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] 563 [M+2H]** |
: 15012
:\NH?
\§22* §(R)-4-amino-3-(m-tolil)butanoil- Thr-Dap- Phe gLeu §3a CS3H85N {11237 89 1125 [MH+4]
5 ;Ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr] : 563 [M+2H]** |
: 15012
123% §(S)-4-amino-3-(3-clorfenil)butanoil -Thr- Dap- C47H80C  {1081,6 9,2 1083 [MH+]
5 i Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] 542 [M+2H]**
IN15012
24* §(S)-3-([1,1'—bifenil]-3-il)-4-aminobutanoil-Thr- Leu gAbu 3b CS3H85N {11237 85 1125 [MH+]
5 i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] : : 563 [M+2H]** :
15012

“NH

6¢
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[Ex. | Denumire R AA-6 AA-7 Metoda Formuli (Masa HPLC m/z
: enerali itr (min.)
5% {(R)-3-([1,1"-bifenil]-3-il)-4-aminobutanoil-Thr- C53H85N  11123,7 8,7 1125 [MH+]
5 §Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] O 563 [M+2H]**
15012
NH?
Ezé* (§)-4-amino-3-(3-izobutilfenilbutanoil-  Thr- Leu §Abu 3a C51H89N  11103,7 §8,9 1105 [MH+] i
. iDap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] f 553 [M+2H]**
15012
:\NH?
27* {(R)-4-amino-3-(3-izobutilfenil)butanoil-  Thr- Leu §Abu 3a C51H89N  11103,7 §9,1 1105 [MH+]
. Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] s : 553 [M+2H]* :
15012
NH?
§28* g(S)-4-amin0-3-(3,5-diclorfenil)butanoil-- Thr- Norleu C47H79C {11155 i8,0 1117 [MH+]

i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DnorLeu- Abu-Dab-Dab-
{Thr]

I2N1501 2

559 [M+2H]** |

or
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[Ex. | Denumire R AA-6 AA-7 Metoda  Formuli |Masa HPLC  |m/z
' enerali itr (min.)
\§29* (R)-4-amino-3-(3,5-diclorfenil )butanoil-- C47H79C 1115,5 8,1 1117 [MH+] ¢
5 : Dap-Ciclo[Dab-Dab-DnorLeu-Abu-Dab-Dab- ¢l 559 [M+2H]** |
{Thr] I2N1501 2
! cl
NHy
\§30* §(S)-4-amin0-3-(3-(tiofen-3-il)fenil)butanoil- Leu gAbu ;321 C51HS83N 1129,6 §8,4 1131 [MH+]
! i Thr- Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab- : 566 [M+2H]** ;
: 150125 s
{Thr] :
31* g(R)-4-amin0-3-(3-(tiofen-3-il)fenil)butanoil- Leu gAbu §3a C51H83N 1129,6 §8,5 566
: i Thr- Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab- | # /S : : i [M+2H]*
“Thr] 150128
NHD
132% g(S)-4-amin0-3-(3-br0mfenil)butan0ﬂ -Thr- Dap- Leu gAbu C47HS0B 1125,5 §7,1 1128 [MH+]
| gCiClO[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr] Br ! 564 [M+2H]**
i rN15012
)

It
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33+

i Denumire

-Thr-

(R)-4-amino-3-(3-bromfenil)butanoil
i Dap-Ciclo[Dab-Dab-DLeu-Abu-Dab-Dab-Thr].

NHD

AA-6 AAT

Metoda

C47H80B

N15012

‘HPLC
gtR (min.)

1128 [MH+] |
564 [M+2H]*

(44
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Rezultate biologice
Compusii din inventie si compusii de referintd au fost testati, iar rezultatele au fost comparate cu
exemple comparative, care includ compusi raportati anterior in domeniu.

Determinarea MIC

Inoculul a fost preparat prin realizarea unei suspensii directe de colonii izolate (selectate dintr-o
placd de agar Mueller-Hinton de 18-24 ore) ajustatd la standardul McFarland de 0,5. Testarea MIC a fost
efectuata prin dilutii in serie de antibiotice de doud ori In bulion Mueller-Hinton ajustat cu cationi 1n plici de
microtitrare sterile cu 96 de godeuri, Intr-un volum total de 170 pl. (150 ul. de bulion care contine agentul
antimicrobian, 20 pL. de inocul). Testele au fost efectuate in dublu exemplar. Plécile au fost incubate aerob
fard agitare timp de 18-20 ore la 35°C cu MIC definitd ca cea mai scdzutd concentratie de medicament care a
impiedicat cresterea vizibild. Cativa dintre compusi au fost supusi la mai multe teste, iar atunci cand este
cazul, MIC prezentatd este valoarea mediand obtinutd. Valorile MIC sunt exprimate in pg/ml.

Test de toxicitate in vitro pentru celule renale

Testul de toxicitate in vitro pentru celule renale a fost efectuat conform urmaétorului protocol.

Celule HK-2 au fost mentinute si testate In mediu Keratinocyte-SFM suplimentat cu 5 ng/ml factor
de crestere epidermicd (EGF) si 50 ug/mlL de extract hipofizar bovin (BPE). Celulele au fost insamantate la
7500 de celule in fiecare godeu in plici cu 96 de godeuri si au fost ldsate sd adere peste noapte. Polimixinid B
(PMB) si compusi de testare au fost dizolvate in 10% DMSO in apd pentru a se obtine o solutie stoc de 20 si,
respectiv, 60 mg/mL. Compusii de testare au fost diluati pentru a se obtine o concentratie maxima de 3000
sau 1000 pg/ml cu dilutii semi-log pentru a se obtine un interval de concentratie de 9 puncte plus vehicul de
control. PMB a fost de asemenea diluat pentru a se obtine o concentratic maximd de 1000 pug/ml cu dilutii
semi-log. Nivelurile de apd si DMSO au fost mentinute constante la 5% si, respectiv, 0,5%. Compusii de
testare au fost incubati cu celule timp de 24 de ore la 37°C, 5% CO; intr-o atmosferd cu umiditate. CellTiter-
Blue a fost diluat in PBS (1:4) si au fost addugate 20% (v/v) si au fost incubate la 37°C timp de 2 ore inainte
ca produsul fluorescent si fie detectat.

Numai valorile medii de fundal au fost scdzute Inainte ca datele sa fie analizate folosind GraphPad
Prism. Valorile individuale pentru fiecare compus au fost normalizate la godeurile cu vehicul de control.
Valorile concentratiei de compus au fost reprezentate grafic ca valori log pentru a permite ajustarea unei
curbe doza-raspuns. Partea de jos a curbei a fost restrictionati la zero si au fost determinate valorile 1Csp.

Valorile ICso sunt exprimate in raport cu cele pentru PMB 1n acelasi experiment. Atunci cand s-au
facut mai multe determindri, au fost prezentate valorile mediane.

Masurdtori ale nivelului in rinichi la patru ore

Compusi au fost administrati subcutanat la 17,2 mg de baza liberd/kg la soareci (n = 2 sau 3). La
patru ore dupd administrare, animalele au fost eutanasiate si rinichii au fost indepértati, au fost tiiati din
grasime si din tesut conjunctiv, au fost cantériti si congelati imediat. Dupd dezghetare la temperatura camerei,
perechi de rinichi de la fiecare animal au fost plasati In tuburi conice de 2 ml care contineau granule de oxid
de zirconiu stabilizate cu ceria cantarite in prealabil. Au fost addugate acid trifluoracetic, TFA (0,25 ml,
0,15% v/v in apd) si tuburile au fost Incédrcate pe un omogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals Europe) si
au fost supuse la 3 cicluri de 30 de secunde fiecare la o vitezd de 6 m/sec. O alicotd (200 uL) de omogenat a
fost diluatd cu un volum calculat de solutie de TFA (0,15% v/v 1n apd) pentru a se obtine o concentratie
finalad de 0,167 grame de rinichi/gram de omogenat.

Omogenate de rinichi (100 uL) au fost amestecate cu metanol (190 uL) si TFA (110 uL, 10% v/v in
apd) si au fost depozitate peste noapte la -20°C pentru precipitarea proteinei. Dupa 10 min de centrifugare la
13000 rpm si la 6°C, 200 ul de supernatanti au fost transferati In insertii de sticld si au fost analizati prin LC-
MS-MS.



Tabelul 2 - Rezultate biologice

Ex. §AlogP E coli K pneumoniae : . aeruginosa A. baumannii SHK-Z rel la gNivel in rinichi la 4 %Nivel in rinichi la 4
§ § FISUURRERRNNNEERS R R B S R e % § _ H
] CAS8 ATCC CCUG  ATCC NCTC  ATcc ~ MB ore (ng/g) jore/Rel HK-2

59347

125922

e

40,125

IR R AR R RN ARRE R

7853

13424 BAA-747

8.8 1267 130

R R

14%4
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Ex. §AlogP :E. coli K pneumoniae P, aeruginosa A baumannii HK 2 rel la; vael in rinichi la 4 vael in rinichi la 4
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Date biologice suplimentare
Compararea toxicitdtii renale cu Exemplul 5 si cu exemplele de veferintd D77 si 38

La soareci (n = 6) au fost administrate subcutanat de trei ori pe zi Polimixind B, sulfat de
colistind, Exemplul de referintd D77, Exemplul de referintd 38 sau Exemplul 5, la 17,2 mg de baza
libera/kg. Incepand imediat dupa prima doza in ziua 4, soarecii au fost transferati in custi metabolice
individuale si urina a fost colectatd In urmatoarele 24 de ore pentru determinarea nivelurilor de biomarker
(albumina, cistatind C, KIM-1). Medii geometrice ale nivelurilor de biomarkeri sunt prezentate in tabelul
de mai jos:

Compus : Albumini : Cistatina C

i (ug/24 ore) {(ng/24 ore) :
'PMB 1154 - 1.912 11,155 — 1.400 14-22
Colistina 12,353 - 2.548 11.266 - 1.678 142 - 89
‘Exemplu de :3.639 17.542 1130
referintd D77 : : ;

Exemplu de i2.362
referintd 38 :

Exemplul 5

:1.004

Valorile PMB aratd intervalul din 4 experimente si colistina din 2 experimente.

Cresterea albuminei, cistatinei C sau KIM-1 in urina sunt semne de deteriorare renald. Exemplul
5 a ardtat cele mai scdzute niveluri dintre toti cei 3 biomarkeri ai toxicitatii renale.

Exemplul de referintd D77 este descris in WO 2015/135976. Exemplul de referintd 38 este
descris In WO 2016/083531.

Compararea toxicitdtii renale - Exemplele 5, 9 si 17

La soareci (n = 6) au fost administrate subcutanat patru doze de PMB, Exemplul 5, Exemplul de
referintd 9 sau Exemplul de referinta 17, la 25 mg de bazi liberd/kg, la intervale de 8 ore. Dupa a patra
dozd, animalele au fost transferate in custi metabolice individuale si urina a fost colectatd timp de 24 de
ore pentru determinarea biomarkerilor urinari. Dupd colectarea urinei, soarecii au fost eutanasiati si
rinichii au fost recoltati pentru histopatologie.

Compus {Albumina §Cistatin:'1 C KIM-1 (ng/24 ore)
5 i(ng/24 ore) {(ng/24 ore)

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

‘PMB 1.147 25
‘Exemplul 5 1343 1448 \
EExemplul de referintd 9 5749 §754 2

Niciunul dintre animalele din grupurile cu Exemplul 5 sau cu Exemplul de referintd 9 nu au
prezentat la histopatologie semne de degenerare sau regenerare. In contrast, toate cele 6 animale tratate cu
PMB au prezentat o regenerare tubulard minima.

Intr-un experiment separat, Exemplul de referinti 17 a fost comparat cu PMB.

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

Compus restere in comparatie cu vehiculul de control

'PMB

EExemplul de referintd 17




10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3810633 T2 2024.05.31
47

Au fost evaluate, de asemenea, semnele histopatologice:

g R R

:PMB §Exemplul de referinta 17

‘Degenerescentd/necroza tubulard {4 normal/1 minim ‘Toate normale

\iTubuli bazofili inim/1 usor 3 normal/2 minim

Comparatie dintre toxicitatea renald a exemplului 5 si cu PMB la maimutd Cynomolgus

La masculi de maimutd Cynomolgus (n = 3) a fost administrat Exemplul 5 prin perfuzie
intravenoasa timp de 1 ori la 20 mg/kg/doza, de 3 ori pe zi timp de 7 zile. Intr-un experiment separat, la
masculi de maimuti (n = 3) a fost administrat PMB aceeasi perioadd la 4mg/kg/doza. In ambele
experimente, la animale de control a fost administrat ser fiziologic de 3 ori pe zi.

La sférsitul perioadei de 7 zile, a fost prelevat sange si au fost determinate nivelurile serice de
azot ureic si creatinind din sénge ca indicatori ai deteriordrii renale. in cazul Exemplului 5, nivelurile
medii de BUN si creatinind au fost crescute cu mai putin decat 50% comparativ cu cele ale animalelor de
control cu solutie salind. Cu toate acestea, la animalele cérora le-a fost administrat PMB, nivelul de BUN
a fost crescut cu 76% in comparatie cu cel al animalele de control, iar nivelul de creatinind a fost de 2,6 x
mai mare.

Rinichii au fost recoltati la sfarsitul pericadei de administrare de 7 zile si au fost examinati
microscopic. Dintre cele trei animale tratate cu PMB, 2 au prezentat degenerare tubulard usoard si 1
minimi. Dintre animalele tratate cu Exemplul 5, 1 a prezentat o degenerare tubulard usoard si 2 au
prezentat o degenerare minima.

Doza din aceste experimente a fost de 5 x mai mare cu Exemplul 5 decdt cu PMB, dar semnele
de toxicitate renald au fost reduse. Expunerea la medicament dintr-un ciclu de administrare, in ziua 7 de
administrare (AUCO-8 ore) a fost de 234 ug.ord/mL pentru Exemplul 5 1 117 ug.ord/mL pentru PMB.

Eficacitatea compusilor intr-un model neutropenic de coapsd murind infectat cu E. coli

ATCC 25922

Dupa ce au fost neutropenici (ciclofosfamidd 150 mg/kg ziua-4, 100 mg/kg ziua-1), soareci CD-
1 (n = 5) au fost inoculati 1n fiecare coapsd cu aproximativ 105 cfu de E. coli ATCC25922. La soareci au
fost administrate 1V 0,125, 0,5 si 3 mg/kg de sulfat de PMB sau de compus de testare (greutate
echivalentd de bazi liberd) la 1, 3,5 si 6 ore dupd infectare. La 9 ore dupd infectare, soarecii au fost
eutanasiati si coapsele au fost pregétite pentru numdérarea coloniilor.

Scdderea numarului de colonii in raport cu un vehicul de control este ardtatd in tabelul de mai
jos. In fiecare caz, scdderea observatd cu PMB in acelasi experiment este ardtatd in paranteze:

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

Compus \Scadere log, in cfu, in comparatle cu vehiculul de control

| 0125mg/kg ..................... o,smg/kg ......................... 3mg/kg
‘Exemplul 5 0.1 (0.4) 122(2.6) 3409
‘Exemplul de referinta 9 0.1 (0.4) 10,5 (0,6) 3,7 (3.9)

‘Exemplul de referinta 17 10(0,1) 131D 3,73,7)

EExemplul de referinta 24

Toti compusii au fost la fel de eficienti ca PMB.

Eficacitatea compusilor intr-un model neutropenic de coapsd murind infectat cu K. Pneumoniae

ATCC 43816

Dupa ce au fost neutropenici (ciclofosfamidd 150 mg/kg ziua-4, 100 mg/kg ziua-1), soareci CD-
1 (n = 5) au fost inoculati in fiecare coapsa cu aproximativ 105 cfu de K. pneumoniae ATCC43816. La
soareci au fost administrate IV doze adecvate de sulfat de PMB sau de compus de testare (greutate
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echivalentd de bazi liberd) la 2, 6 si 10 ore dupd infectare. La 16 ore dupa infectare, soarecii au fost
eutanasiati si coapsele au fost pregétite pentru numdérarea coloniilor.

Scdderea numarului de colonii in raport cu un vehicul de control este ardtatd in tabelul de mai
jos. In fiecare caz, scdderea observati cu PMB in acelasi experiment este aritata in paranteze:

g

Doza (mg/kg) §Scidere log, in cfu, in comparatie cu vehiculul de control

s %Exemplul 5 EExemplul de referinta 24

\0,125 O 0,2) 10(0,2)
0’25NDO’2(0’2) .............................................................................................
0’54’8(4’9) .................................. 0’2(0’9) .............................................................................................
1 48(.2) 'ND

2 ND 147 (4.0)

4 ......................................... 5 ’3(5’6)ND ......................................................................................................

3

ND = Nedeterminat
Ambii compusi au fost la fel de eficienti ca PMB.

Eficacitatea compusilor intr-un model neutropenic de coapsd murind infectat cu A. baumannii

NCTCI3301

Dupa ce au fost neutropenici (ciclofosfamidd 150 mg/kg ziua-4, 100 mg/kg ziua-1), soareci CD-
1 (n = 5) au fost inoculati in fiecare coapsd cu aproximativ 105 cfu de A. baumannii NCTC13301. La
soareci au fost administrate IV 0,125, 0,5, 1 si 4 mg/kg de sulfat de PMB sau de compus de testare
(greutate echivalentd de baza liberd) la 2, 6 si 10 ore dupa infectare. La 16 ore dupd infectare, soarecii au
fost eutanasiati si coapsele au fost pregétite pentru numérarea coloniilor.

Scdderea numarului de colonii in raport cu un vehicul de control este ardtatd in tabelul de mai
jos. In fiecare caz, sciderea observata cu PMB in acelasi experiment este aritata in paranteze:

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

EDoza (mg/kg) %Scidere log, in cfu, in comparatie cu vehiculul de control

%Exemplul 5 EExemplul de referinta 24

0,125 0,4 (0,3) .0,1(0,1)

0’5 ................................... 3 ’1(4’2)2’2(4’1) ............................................................................................
1 ....................................... 6’7(5’8) ................................... 5’5(5’0) ............................................................................................
4 7.4(6,5) 5.7(5.3)

Ambii compusi au fost la fel de eficienti ca PMB.

Eficacitatea compusilor intr-un model neutropenic de pldmdn murin infectat cu A. baumannii

NCTCI3301

Dupa ce au fost neutropenici (ciclofosfamidd 200 mg/kg ziua-4, 150 mg/kg ziua-1), soareci CD-
1 m = 8 au fost inoculati intranazal cu aproximativ 107 cfu in fiecare plimén cu
A. baumannii NCTC13301. La soareci a fost administrat SC sulfat de PMB (20 mg/kg) sau doze adecvate
de compus de testare (greutate echivalenta de baza liberd) la 2, 6 si 10 ore dupa infectare. La 16 ore dupa
infectare, soarecii au fost eutanasiati si pldmanii au fost pregétiti pentru numaérarea coloniilor.

Scdderea numarului de colonii in raport cu un vehicul de control este ardtatd in tabelul de mai
jos. In fiecare caz, scdderea observata cu PMB in acelasi experiment este aritata in paranteze:
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EDozi (mg/kg) Scidere log, in cfu, in comparatie cu vehiculul de control
Exemplul 5 Ref. Exemplul 24
2’5 ................................... 0 ................................................................ 0’9 ...........................................................................................
1001’6 ...........................................................................................
202’5(0) ..................................................... 2’7(0) ...................................................................................
30 40 3.9

PMB nu a fost eficient 1n acest model la doza maxima toleratd. Exemplul 5 a fost mai eficient la
20 mg/kg si ar putea fi administrat, de asemenea, la niveluri mai mari pentru a obtine un efect mai mare
datorita toxicitatii reduse.

Eficacitatea compusilor intr-un model neutropenic de pldmdn murin infectat cu P. aeruginosa
ATCC 27853

Dupa ce au fost neutropenici (ciclofosfamidd 200 mg/kg ziua-4, 150 mg/kg ziua-1), soareci CD-
1 (n = 8) au fost inoculati intranazal cu 104 - 105 cfu in fiecare plaman cu P. aeruginosa ATCC27853. La
soareci au fost administrate SC doze adecvate de sulfat de PMB sau de compus de testare (greutate
echivalentd de bazd liberd) la 2, 6 si 10 ore dupd infectare. La 16 ore dupa infectare, soarecii au fost
eutanasiati si pldmanii au fost pregétiti pentru numdérarea coloniilor.

Scdderea numarului de colonii in raport cu un vehicul de control este ardtatd in tabelul de mai
jos. In fiecare caz, scdderea observata cu PMB in acelasi experiment este aritata in paranteze:

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

Doza (mg/kg) Scadere log, in cfu, in comparatie cu vehiculul de control

| Exempluls ........................... Exemplulderefermtiu .......................................................
2.5 0(0) 10,8 (0.3)

5 0(0) ND

7’5 ND3’2(1’0) ............................................................................................
10 .................................... 2(0’7) ....................................... ND ......................................................................................................
20 3,6 (2,6) 4437

40 ND 57

END = Nedeterminat

Ambii compusi au aratat o eficacitate superioard fatd de PMB in acest model.

Valorile MIC cu Exemplul 5 in prezenta Rifampicinei

EOrganism éColeci,:ia de {Genotip  de {Polimixina EPMB+Rif gExemplul Ex. 5+Rif
§ {tulpini nr. |rezistenta B (PMB) i(1 pg/mL) 5 (1 pg/mL) ¢
cunoscut

E.coli ~ ATCC  NA 0,25 <0015 10,125 <0,015
| 125922

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

%pneumoniae 213882

IHMA  NA 8 10,06 16 0,125
580884
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EOrganism éColeci,:ia de {Genotip  de {Polimixina EPMB+Rif gExemplul Ex. 5+Rif
§ {tulpini nr. |rezistenta B (PMB) i(1 pg/mL) 5 (1 pg/mL) ¢
cunoscut
THMA SHV-12, KPC- |64 0,125 >64 0,06
: 1520329 12
P, L ATCC NA 0,5 0,125 10,25 0,125
\aeruginosa 127853 : :
‘ THMA NA 8 0,25 '8 0,5
517175
[HMA NA 32 0,5 32 1
: 644636 : :
A 'NCTC OXA-23 0,25 1<0,015 10,06 <0,015
%baumannii 13301
\ THMA  OXA-23 8 10,03 10,25 <0,015
851735
THMA NA >64 0,125 64 0,03
1517303 : * :

Valorile MIC (ug/mL) au fost determinate prin microdilutie In bulion in conditii CLSL
Atat PMB cét si Exemplul 5 prezintd o sinergie puternicd cu rifampicina chiar si impotriva
tulpinilor cu sensibilitate redusd la polimixine.

Studiu de stereochimie

Compusii din inventie contin un stereocentru in pozitia  a grupdrii y-aminopropil din fragmentul
N-terminal. In mod surprinzitor, s-a descoperit ci unul dintre stereoizomerii aflati in aceasta pozitie este
asociat de obicei cu o citotoxicitate mai micd si cu niveluri mai scdzute de medicament in rinichi. Acesta
este stereoizomerul care elueazd mai rapid la cromatografia in fazd inversa.

De exemplu, in perechea de diastereoizomeri referitoare la Exemplele 5 si 6, diastereomerul care
elueazd mai rapid dintr-o coloand HPLC in fazd inversd prezintd o expunere renald mai mica si o
citotoxicitate mai micd decat izomerul corespondent mai lent. Diastereomerul mai rapid (Exemplul 5) este
derivat din acid (S)-4-amino-3-(3-clorfenil butanoic, prin analiza cu raze X a moleculelor mici ale
aminoacidului corespondent (asa cum este aratat in schema de mai jos).
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Schema |
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8T 3264 win
CUfEEe X

l

{zoraer rapud pry RP-HFLE
conform Exemplubu &

Alte comparatii sunt ardtate in Tabelul 3 de mai jos. Diastereomerii (epimeri din gruparea de
capit N-terminal) care elueazd mai rapid in cromatografia in fazd inversd si care au deplasdri chimice
RMN similare cu cele date pentru Exemplul 5, este probabil sd aibd aceeasi stereochimie absolutd ca si
Exemplul 5, asa cum este descris mai sus.

Stereochimia absolutd atribuitd fiecaruia dintre compusii din Tabelul 3 este ardtatd in Tabelul 1.
Exemplele de referintd sunt marcate cu un asterisc (*).

Tabelul 3 - Rezultate de stereochimie

iExemplu Structura itotoxicitate Nivel de éNivel in rinichi la 4
‘ 55 ‘medicament  in ore/ citotoxicitate
rinichi ‘relativa 5

1268 130

PMEN{Dap.)

: )
Izomer ,,rapid”.

PMBN(Dap,)

o
zomer ,lent”.
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EExemplu Structura éCitotoxicitate Nivel de §Nivel in rinichi la 4
| 5 medicament  injore/ citotoxicitate
rinichi irelativa 5

%PMBN Dap3

Izomer ,,rapld”.

6 7.8 381 49

Izomer . lent”.

@/\(YPMBN Dap)3
NH3

Izomer rapid

WPMBN Dap)3
NH3

Izomer lent

Citotoxicitatea se referd la ICso masuratd, in comparatie cu cea inregistratd pentru Polimixind B,
impotriva unei linii de celule HK-2.
Nivelul de medicament se referd la cantitatea de compus gésitd In rinichi la 4 ore dupd o dozd sc
5 de 17,2 mg/kg (ug/g) intr-un model de soarece.

Date suplimentare
Toxicitatea renald a exemplului de referintd 24 in comparatie cu cea a PMB dupd patru doze, la
goarece
10
La grupuri de soareci masculi CD-1 (n = 5) au fost administrate subcutanat de patru ori la
intervale de 8 ore, fie Polimixind B (PMB) la 12,5 sau 25 mg de baza liberd/kg, fie compusul din
Exemplul de referinta 24, la 25, 50 sau 75 mg de bazd liberd/kg. Imediat dupd a patra dozd, soarecii au
fost transferati In custi metabolice si urina a fost colectatd timp de 24 de ore pentru determinarea
15 biomarkerilor urinari. Dupd colectarea urinei, soarecii au fost sacrificati pentru histopatologie renal.
Nivelurile medii ale biomarkerilor sunt ardtate in Tabelul 4 de mai jos.

Tabelul 4 - Biomarkeri urinari

iomarkeri urinari

| nehe) o §'E"i"i{ii&;)éi‘c‘ii;{{i‘ii{;"""W“I‘i‘ii};i ............... i T
éVehicul - 122,24 0,05 1700 1000 344
PMB | 29,45 3,43 21,89 1030 375
PMB 44,51 143,83 ‘ 7,73 :
T e o
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Compus Dozi

(mg/k8) Cistatini C | p-2 microglobuline

B T T e

Ex 24

PR SRR R R R

Ex24 {75

i Biomarkeri urinari

Biomarkerii urinari au fost normalizati la creatinina urinara.

Pentru toti cei cinci biomarkeri, la 50 mg/kg, expresia de Exemplul de referintd 24 a fost mai
micd decat la 25 mg/kg de PMB, si pentru doi (Kim-1, NGAL) din cei cinci biomarkeri expresia la doza
de 75 mg/kg a fost mai mica decét pentru PMB la 25 mg/kg.

Rezultatele histopatologice sunt aratate in Tabelul 5 de mai jos.

Tabelul 5 - Rezultate histopatologice

Compus Doza

Histopatologie

g(mg/ ke) §Degenerescen§:i éTubuli bazofili gCifrele mitotice au
‘ : \tubulard/necroza : (cortex) icrescut
Vehicul - 0/5 0/5 0/5
PMB 12,5 0/5 .0/5 075 {
PMB 25 5/5 (2 minim /2 usoard /1 35/5 (1 minim /2 usor/2 53/5 (2 minim /i
moderatd*) i moderat™) iusor)

0/5 L0/5 /5

R R R R e e

2/5 (2 minim) 12/5 (2 minim) 2/5 (2 minim)

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

5/5 (1 minim /3 wusoard/l 35/5 (2 minim /1 usor /1 §5/5 (5 minim)
moderati)) émoderat /1 marcat)

* Un animal a murit In timpul studiului

Histopatologia renala la doza de 50 mg/kg de Exemplul de referintd 24 a fost mai putin severd
decét cea la 0 dozd de 25 mg/kg de PMB, si histopatologia renald a fost similard la o dozd de 75 mg/kg de
Exemplul 24, in comparatie cu cea la o dozad de 25 mg/kg de PMB.

Referinte

de Visser si colab. J. Peptide Res, 61, 2003, 298
Dolomanov si colab. J. Appl. Cryst. 42, 2009, 339
Felluga si colab. Tetrahedron Asymmetry, 19, 2008, 945
Sheldrick Acta Cryst. A71, 2015, 3-8

Sheldrick Acta Cryst. C71, 2015, 3-8

Vaara si colab. Antimicrob. Agents and Chemotherapy, 52, 2008. 3229
Velkov si colab. ACS Chem. Biol. 9, 2014, 1172
Velkov si colab. ACS Chem. Biol. 9, 2014, 1172

WO 2014/188178

WO 2016/083531

WO 2013/072695

WO 2015/135976

WO 2017/054047

US 2012/316105

WO 2016/166103

Koh si colab. Aminoacizi 2017, 49, 1653



MD/EP 3810633 T2 2024.05.31

54

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
e KOH JUN-JIE ET AL: "Recent advances in synthetic lipopeptides as anti-microbial agents:
designs and synthetic approaches”, AMINO ACIDS, SPRINGER VERLAG, AU, vol. 49, no.

10, 19 August 2017 (2017-08-19), pages 1653-1677, XP036320623, ISSN: 0939-4451, DOI:
10.1007/500726-017-2476-4 [retrieved on 2017-08-19]

WO-A1-2015/135976
WO-A1-2016/083531
WO-A1-2016/166103
WO-A1-2017/054047
US-Al-2012 316 105

(§7) Revendicari:

1. Un compus cu formula (II):

y 9 by HN ;[
cl irku Mj*boo NH
““OH

HO NH;

sl saruri, solvati si forme protejate ale acestuia.

2. Un compus cu formula (II) conform revendicérii 1, care este un compus:

NH,
N

0 0]

HO NH;
sl saruri, solvati si forme protejate ale acestuia.

3. Un compus cu formula (II) conform revendicérii 1, care este un compus;:
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N : OOO NH
(e ,/_ o X
s) H
Nﬁ NH,
HO ° NH»

sl saruri, solvati si forme protejate ale acestuia.

4. O compozitie farmaceuticd care cuprinde un compus conform oricéreia dintre revendicdrile 1
pani la 3, optional impreuna cu unul sau mai mul{i purtitori acceptabili farmaceutic.

5. Un compus conform oricdreia dintre revendicérile 1 pand la 3, sau o compozitie farmaceutica
conform revendicdrii 4, pentru utilizare 1Intr-o metodd de tratament sau profilaxie.

6. Un compus conform oricdreia dintre revendicérile 1 pand la 3, sau o compozitie farmaceutica
conform revendicdrii 4, pentru utilizare intr-o metodd de tratare a unei infectii microbiene, cum ar fi o
infectie bacteriana.

7.Un compus sau compozitie farmaceuticd pentru utilizare conform revendicdrii 6, in care
infectia microbiand este o infectie bacteriand Gram-negativd, cum ar fi o infectie cu o bacterie Gram-
negativd selectatd dintre Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., Shigella
spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Yersinia pseudotuberculosis si alte Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Moraxella, Helicobacter, Stenotrophomonas, Bdellovibrio,
bacterii cu acid acetic, Legionella si alfa-proteobacterii.

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



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - CLAIMS
	Page 55 - CLAIMS

