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Inventia se referd la  compusi de
tetrahidrofuranil-pirolo[1,2-f][1,2,4]triazin-4-
amind substituifi, avind formula (I) pentru
tratamentul infectiilor cu virus
Pneumovirinae, inclusiv al infectiilor cu virus
respirator sincitial, precum si la compozitii,
metode de utilizare i compusi intermediari
pentru sinteza compusilor de
tetrahidrofuranil-pirolo[1,2-f1[ ,2,4]triazin-4-
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(54) Pyrrolo[1,2,f][1,2,4]triazines useful for treating respiratory syncytial virus
infections

(57) Abstract:
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

In prezenta inventie se propun compusi de tetrahidrofuranil-pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-amind
substituiti, metode si compozitii farmaceutice pentru tratamentul infectiilor cu virusul Preumovirinae, in
particular, inclusiv al infectiilor virale sincitiale respiratorii, precum si metode si compusi intermediari,
utilizati pentru prepararea compusilor.

Virusurile Preumovirinae reprezintd virusuri care confin molecula de ARN monocatenara cu
polaritate negativa, fiind responsabile pentru numeroase boli rdspandite la oameni si la animale.
Subfamilia virusurilor Preumovirinae este parte a familiei Paramyxoviridae si include virusul sinicitial
respirator uman (HRSV). Aproape la tofi copiii in primii doi ani de viatd este prezentd infectia cu
HRSV. HRSYV este cauza principald a infectiilor cdilor respiratorii inferioare la o véarstd frageda si in
copildrie, si 1n 0,5% pand la 2% din totalul celor infectati este necesara spitalizarea. Persoancle in varsta
si persoanele mature cu afectiuni cronice ale cordului, pulmonare sau persoanele cu imunosupresie
prezinta un risc major de dezvoltare a bolilor severe cu HRSV (http://www.cdc.gov/rsv/index.html). In
prezent nu este disponibil nici un vaccin pentru prevenirea infectiei cu HRSV. Pentru imunoprofilaxie
este disponibil un anticorp monoclonal palivizumab, dar utilizarea lui este limitatd la copii pentru un
risc major, de exemplu, la copiii prematuri sau la copiii cu vicii cardiace congenitale sau cu afectiuni
pulmonare, si costul lui pentru utilizare larga este foarte inalt.In plus, in calitate de agent antiviral unic
pentru ftratarea infectiilor cu HRSV a fost aprobat analogul nucleozidei ribavirina, dar acesta are o
eficientd limitatd. Astfel, existd necesitatea unor remedii anti-Preumovirinae.

Exemple de compusi de pirol[2,3-d]pirimidine, utilizati pentru tratarea infectiilor virale, sunt
descrise in literatura brevetara (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14).Persistd necesitatea unor noi
agenti antivirali eficienti si cu profiluri de toxicitate acceptabile, care pot fi utilizati in tratamentul
infectiilor virale Paramyxoviridae, inclusiv al infectiilor virale Prneumovirinae, cum ar fi infectiile cu
HRSV.

S¢ propun compusi, metode si compozitii farmaceutice pentru tratamentul infectiilor, cauzate de
virusul din familia Preumovirinae, inclusiv pentru tratamentul infectiilor, cauzate de virusul sincitial
respirator uman.

Se propune un compus cu formula (I) sau o sare farmaceutic acceptabil a acestuia:

R°—0

in care:
R! reprezintd H sau F;
R? reprezintd H sau F;
R? reprezintd OH sau F;
R* reprezintd CN, C1-Cy alchil, C2-Cy alchenil, C2-Cy alchinil, C5-Cy cicloalchil, azido, halogen
sau C;-C; haloalchil;
R® reprezinti OH;
RS se selecteazd din grupa, care include H si:
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n care:

n’ se selecteaza dintre 1, 2, 3 51 4;

R® se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-C3-Cs cicloalchil,
-O-CH,-C5-Cs cicloalchil si CF3;

R’ se selecteazi dintre fenil, 1-naftil, 2-naftil,
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R se selecteazd dintre H si CHs;
R se selecteazd dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C;-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil s —CH,-Cs-Cs cicloalchil.

O variantd de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I) sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R reprezintd H si toate alte variabile, inclusiv R?, R?, R%, R, R, R, R®,
R® R!% R, R!?gin’ au semnificatiile definite mai sus pentru formula (I).

O altd variantd de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R* reprezintd H si toate alte variabile, inclusiv R, R®, R*, R®,
RS R7,R® R’ R, R, R'?sin’ au semnificatiile definite mai sus pentru formula (I).

O urmétoare variantd de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia, n care ambii R! si R? reprezintd H si toate alte variabile, inclusiv R?,
R* R> R R7, R8 R’ R'%, R'", R'? 5in’ au semnificatiile definite mai sus pentru formula (I).

incd o varianti de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia, in care ambii R!, R? §i R reprezintd H si toate alte variabile, inclusiv
R3, R* R® R7, R® R’ R'%, R", R'? 5in’ au semnificatiile definite mai sus pentru formula (I).

O altd variantd de sine stdtatoare de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I)
sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care ambii R! i R? reprezintid H, R® reprezintd OH si
toate alte variabile, inclusiv R*, R, R®, R7, R%, R?, R'%, R, R!? si n’ au semnificatiile definite mai sus
pentru formula (I).

O altd variantd de sine stdtatoare de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (I)
sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care ambii R! §i R? reprezintd H, R® reprezintd F si
toate alte variabile, inclusiv R*, R, R®, R7, R%, R?, R'%, R, R!? si n’ au semnificatiile definite mai sus
pentru formula (I).

O altd variantd de realizare a prezentei inventii include un compus cu formula (IT) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia:
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in care:
R? reprezintd OH sau F;
R* reprezintd CN, C1-Cy alchil, C2-Cy alchenil, C2-Cy alchinil, C5-Cy cicloalchil, azido, halogen
5 sau C;-C; haloalchil;
RS se selecteazd din grupa care include H si:
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in care:
10 n’ s¢ selecteazd dintre 1, 2, 3 51 4;

R® se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-C3-Cs cicloalchil,
-O-CH,-C5-Cs cicloalchil si CF3;
R® reprezintd fenil;
R se selecteazd dintre H si CHs;
15 R se selecteazd dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C;-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil s —CH,-Cs-Cs cicloalchil.
Urmadtoarea variantd de realizare a prezentei inventii include compusul cu formula (I) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia, in care:
R? reprezintd OH sau F;
20 R* reprezinti CN, metil, etil, etenil, etinil, azido, F, Cl, -CH,Cl, -CHF, -CHF; sau —CFs;
si R? si toate alte grupe au semnificatiile definite pentru formula (II).
De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (IT) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
F.
25 De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
OH.
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De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
F si R* reprezintd CN.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
OH si R* reprezintd CN.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care ambii R si R?
reprezintd H, R® reprezintd F si R* reprezintd metil, etil, vinil sau etinil.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
OH si R* reprezintd metil, etil, vinil sau etinil.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
F si R* reprezintd halometil.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R> reprezintd
OH si R* reprezintd halometil.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R® reprezintd
H.

De asemenea se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (I) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care fiecare R®
reprezintd H, R® reprezintd OH si R reprezintd metil, etil, vinil sau etinil.

De asemenca se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R’ reprezintd
H, R reprezinti F si R* reprezintd halometil.

De asemenca se propune o variantd de realizare a prezentei inventii, care include un compus cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, cum se descrie mai sus, in care R’ reprezintd
H, R? reprezintd OH si R* reprezintd halometil.

In fiecare din variantele de realizare a prezentei inventii, descrise mai sus, care includ compusul cu
formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R’ poate fi altul, decat H, mai existd
inca o variant, In care¢ toate alte variabile au semnificatiile, definite mai sus pentru aceastd variantd de
realizare si R® se selecteazd din grupa, care include:

0
Il
HO—P—¢-

[

HO

in care:

R? se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil si -CH,-Cs-Cs cicloalchil; si
R!? se selecteazi dintre C;-Cs alchil, benzil, C3-Cs cicloalchil si —<CH,-Cs-Cs cicloalchil.

In fiecare din variantele de realizare a prezentei inventii, descrise mai sus, este inclusi incd o
variantd, care include un compus cu formula (I) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
toate alte variabile au semnificatiile definite mai sus, cu exceptia, ¢ R® si R’ fiecare este selectat din C;-
Cj alchil. In fiecare din variantele de realizare a inventiei, descrise in ultima propozitie, se mai include o
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variantd, care confine un compus cu formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
toate alte variabile au semnificatiile, definite mai sus, cu exceptia cd R8 si R’ fiecare este selectat din C;-
Cs alchil. in fiecare din variantele de realizare a inventiei, descrise in ultima propozitie, se mai include
o variantd, care confine un compus cu formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
toate alte variabile au semmificatiile, definite mai sus, cu exceptia, cd R® si R® fiecare este selectat din
Ci-Cs alchil. In fiecare din variantele de realizare a inventiei, descrise In ultima propozitie, se mai
include o variantd, care contine un compus cu formula (II) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia,
in care toate alte variabile au semnificatiile, definite mai sus, cu exceptia, ci R® si R® fiecare este
selectat din C;-Cy alchil.

in fiecare din variantele de realizare a inventiei, descrise in prezentul document, care include un
compus cu formula (I) sau cu formula (I), mai existd o varianti, in care toate variabilele au
semnificatiile definite in varianta concretd de realizare, cu o conditic suplimentara ci in cazul, in care R®
reprezintd F, R* nu reprezintd metil.

Definitii

Termenii halo si halogen se referd la atomii de halogen, selectati dintre F, C1, BrsiI.

“Azido” se referd la o grupd azid, adicd la grupa -Ns. Termenul “n”, asa cum se utilizeaza in acest
context, se referd la un numar Intreg, selectat dintre 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 si 20, adicd de la 2 pand la 20 sau 2-20. In unele cazuri “n” se referd la grupe de numere intregi,
cumar fidela 1 panala3,dela 1 pénalad, delal pandla 6,delal pandla 8, dela2 pandla 4, dela?2
pand la 6, de la 2 pand la 8, etc.

Termenul “haloalchil”, asa cum se utilizeaza in prezentul context, se referd la un alchil, avand
semnificatiile definite in prezentul document, in care unul sau mai multi atomi de hidrogen, fiecare, este
substituit cu un substituent halogen. De exemplu, (C;-Cs)haloalchil reprezintd (Ci-Ce)alchil, in care
unul sau mai multi atomi de hidrogen sunt substituiti cu un substituent halogen. Un asemenea diapazon
include un substituent halogen In grupa alchil panad la halogenarea completd a grupei alchil.

Termenul “(C;.)haloalchil”, asa cum se¢ utilizeaza in prezentul context, in care n este un numar
intreg, fie separat, sau in combinatie cu alt radical, este destinat pentru desemnarea unui radical alchil
avand | pand la n atomi de carbon, cum s-a definit anterior, in care unul sau mai multi atomi de
hidrogen, fiecare, este substituit cu un substituent halogen. Exemplele de (Ci.5)haloalchil, in care n este
2, includ, dar nu se limiteaza la acestia, clormetil, cloretil, dicloretil, brommetil, brometil, dibrometil,
fluormetil, difluormetil, trifluormetil, fluoretil si difluoretil.

Termenul “(Ci.)alchil”, asa cum se utilizeazd in prezentul context, In care n este un numar intreg,
fie separat, sau In combinatie cu un alt radical, este destinat si desemneze radicali alchil aciclici cu o
catend liniard sau ramificatd, contindnd de la 1 pand la n atomi de carbon. “(Ci.)alchil” include,
nelimitandu-se, metil, etil, propil (a-propil), butil (n-butil), 1-metiletil (izo-propil), 1-metilpropil (sec-
butil), 2-metilpropil (izo-butil) si 1,1-dimetiletil (tery-butil sau ¢-butil). Abrevierea Me Inseamnd o grupd
metil; Et inseamnd o grupd etil, Pr inseamnd o grupd propil, iPr inseamnd o grupa 1-metiletil, Bu
inseamna o grupa butil si tBu Inseamnd o grupd 1,1-dimetiletil.

Termenul “alchil” se referd la o hidrocarburd cu continut de atomi normali, secundari sau tertiari. De
exemplu, o grupd alchil poate contine 1 pana la 4 atomi de atomi de carbon (adicd, (Ci-Cs)alchil), 1
pana la 3 atomi de carbon (adicd, (Ci-Cs)alchil), sau 1 sau 2 atomi de carbon (adica, (Ci-Cs)alchil).
Exemplele de grupe de alchil potrivite includ, dar nelimitandu-se, metil (Me, -CHs), etil (Et, -CH,CHj3),
1-propil (n-Pr, n-propil, -CH,CH>CH3), 2-propil (izo-Pr, i-propil, -CH(CHs),), 1-butil (n-Bu, n-butil, -
CH,CH>CH>CH3), 2-metil-1-propil (izo-Bu, izo-butil, -CH,CH(CHzs),), 2-butil (sec-Bu, sec-butil,
-CH(CH3)CH>CHs) si 2-metil-2-propil (tert-Bu, tert-butil, -C(CHs)s),. “Alchil” se referd, de asemenea, la
un radical de hidrocarburd saturati, cu catend ramificatd sau liniard avind in radical doud centre
monovalente, formate prin eliminarea a doi atomi de hidrogen din unul si acelasi sau din doi atomi diferiti
de carbon din alcanul initial. Radicalii tipici de alchil includ, dar nelimitdndu-se, metilen (-CHs-), 1,1-etil
(-CH(CHs)-), 1,2-etil (-CH,CHy-), 1,1-propil (-CH(CHCHs)-), 1,2-propil (-CHCH(CHs)-), 1,3-propil
(-CHzCHzCHz-), 1,4-butil (-CH2CH2CH2CH2-), etc.

“Alchenil” reprezintd o hidrocarburd liniard sau ramificatd confindnd atomi de carbon normali,
secundari sau tertiari cu, cel putin, un sector de nesaturare, adicd carbon-carbon, sp® cu legitura dubla.
Cu titlu de exemplu, o grupa alchenil poate contine 2 pand la 4 atomi de carbon (adicd, C,-Cy alchenil)
sau 2 pana la 3 atomi de carbon (adicd, C>-Cs alchenil). Exemplele de grupe de alchenil potrivite
includ, dar nelimitandu-se, etilen sau vinil (-CH=CH,) si alil (-CH,CH=CH,).

Termenul “(Cs.n)alchenil”, aga cum se¢ utilizeaza in prezentul context, in care n este un numir intreg,
fie separat, sau In combinatie cu un alt radical, este destinat pentru desemnarea unui radical aciclic
nesaturat cu catend liniard sau ramificatd, contindnd doi pand la n atomi de carbon, cel putin doi din care
sunt cuplati unul cu altul prin legaturd dubld. Exemplele de asemenea radicala includ, dar nelimitdndu-
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se, etenil (vinil), 1-propenil, 2-propenil si 1-butenil. Daci nu se specific altceva, termenul
“(Cs-n)alchenil” se subintelege ca cuprinzand unii stereoizomeri aparte, cand posibil, include, dar nu se
limiteazd cu acestia, izomerii (K) si (Z) si amestecurile acestora. Cand grupa (Csi.n)alchenil este
substituitd, se subintelege, c¢d este substituitd la orice atom de carbon, care in alt caz este legat cu
atomul de hidrogen, dacd nu se specifica altceva, si este substituitd astfel, incat substituirea s conducd
la un compus chimic stabil, cum aceasta inteleg specialistii in acest domeniu al tehnicii.

“Alchinil” reprezintd o hidrocarburd liniard sau ramificatd, confinand atomi normali, secundari sau
tertiari de carbon cu cel putin un sector de nesaturare, adicd carbon-carbon, sp cu legaturd tripld. De
exemplu, o grupd alchinil poate contine 2 pana la 4 atomi de carbon (adicd, C»-Cs alchinil) sau 2 pana la
3 atomi de carbon (adicd, C,-C; alchine). Exemplele de grupe alchinil potrivite includ, dar, nelimitandu-
se, acetilen (-C=CH), propargil (-CH,C=CH), etc.

Termenul “(Cs.n)alchinil”, asa cum se utilizeaza in prezentul context, In care n este un numar intreg,
fie separat, sau in combinatie cu un alt radical, este destinat pentru a desemna un radical aciclic
nesaturat cu catend liniard sau ramificatd, contindnd doi pand la n atomi de carbon, cel putin doi din care
sunt cuplati unul cu altul cu o legatura tripld. Exemplele de asemenea radical, in care n este 4 includ, dar
nelimitandu-se, etinil, 1-propinil, 2-propinil si 1-butinil. Cand grupa (Cyn)alchinil este substituitd, se
subintelege, ca ca este substituitd la oricare atom de carbon al sdu, care in alt caz este legat cu atomul de
hidrogen, dacd nu se specific altceva, si este substituitd astfel, incat substituirea sa conducéd la un
compus chimic stabil, de exemplu cum aceasta inteleg specialistii in acest domeniu al tehnicii.

Termenul cicloalchil se referd la o grupd alifaticd ciclicd. Grupele cicloalchil in prezentul context
pot fi insotite de indicarea numarului de atomi de carbon in inelul lor, cum ar fi “Cs-Cy cicloalchil”, care
se referd la un inel cicloalchil cu 3 sau 4 atomi de carbon in inel sau “Cs-Cs cicloalchil”, indicind ca
inelul cicloalchil contine 3, 4, 5 sau 6 atomi de carbon in inel, adicd un inel ciclopropil, ciclobutil,
ciclopentil sau ciclohexil.

Termenul “carbociclu” sau “carbociclil” se referd la un ciclu saturat (adicd, cicloalchil) sau partial
nesaturat (de exemplu, cicloalchenil, cicloalcadienil, etc.), contindnd numirul de atomi de carbon
specificat, cum ar fi 3 pand la 4 atomi de carbon sau 3 pana la 6 atomi de carbon in calitate de sistem
inelar monociclic. Intr-o variantd de realizare carbociclul reprezintd un monociclu continand 3-6 atomi
de carbon 1n inel (adicd, (Cs-Cs)carbociclu). Exemplele nelimitative de carbocicluri monociclice includ
inele ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil, 1-ciclopent-1-enil, 1-ciclopent-2-enil, 1-ciclopent-3-enil,
ciclohexil, 1-ciclohex-1-enil, 1-ciclohex-2-enil, 1-ciclohex-3-¢enil si ciclohexa-1,3-dienil.

Fiecare grupd carbociclil poate fi substituitd cu 0, 1, 2 sau 3 substituenti independent selectati dintre
halogen, -OH, -CN, -NO,, -NH,, -NH(C;-Cs alchil), -N(C;-Cs alchil),, C;-Cs alchil, C;-Cs alcoxi si -
CFs.

Compozitii farmaceutice

Se¢ prevede, de asemenea, o compozitie farmaceuticd, care contine o cantitate farmaceutic eficientd
de un compus cu formula (I) sau de o sare, solvat si/sau de ester farmaceutic acceptabil al acestuia si un
purtator sau excipient farmaceutic acceptabil. Sunt prevazute, de asemenea, compozitii farmaceutice,
fiecare contindnd o cantitate farmaceutic eficientd de un compus cu formula (II) sau de unul din
compusii specificati in exemplele, prezentate in acest document sau o sare, solvate si/sau un ester al
acestuia farmaceutic acceptabil si un purtitor sau un excipient farmaceutic acceptabil.

Compusii, conform prezentei inventii, in procesul de obtinere a formei medicamentoase se combind
cu purtatori sau excipienti uzuali, care se selecteazd in conformitate cu practica obisnuitd. Tabletele pot
contine excipienti, glisanti, umpluturi, lianti, etc. Formulérile apoase se prepard in forma sterila si in
cazul, in care sunt destinate pentru o altd administrare, decét orald, in general sunt izotonice.

Toate formuldrile contin optional excipienti, cum ar fi cei prezentati In "Handbook of
Pharmaceutical Excipients" (1986). Excipientii includ acid ascorbic si alti antioxidanti, agenti de
chelare, cum ar fi EDTA, carbohidrati, cum ar fi dextran, hidroxialchilceluloza,
hidroxialchilmetilceluloza, acid stearic acid, etc. pH compozitiilor se mentine in limite de la circa 3
pana la circa 11, dar de obicei constituie circa 7 pana la 10.

Cu toate cd este posibild administrarea separatd a ingredientelor active, poate fi preferatd
administrarea lor sub forma de compozitii farmaceutice. Compozitiile, atit pentru uz veterinar, cat si
pentru uz uman, contin cel putin un ingredient activ, definit mai sus, impreund cu unul sau mai multi
purtatori potriviti si optional cu alte ingrediente terapeutice, in particular cu asa ingrediente terapeutice
aditionale, cum ar fi cele examinate in prezentul context. Purtdtorul (purtatorii) trebuie sa fie "acceptabil
(acceptabili)" In sensul compatibilitdtii cu alte ingrediente din compozitie si fiziologic inofensiv pentru
recipient.

Comporzitiile includ acele compozitii, care sunt potrivite pentru ciile mentionate de administrare.
Comporzitiile pot fi prezente In formd medicamentoasd standard si pot fi preparate prin oricare din
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metodele bine cunoscute in domeniul farmaciei (Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack
Publishing Co., Easton, PA). Asemenea metode includ etapa de introducere in asociere a ingredientului
activ cu purtitorul, care consti din unul sau cateva ingrediente auxiliare. In general compozitiile se
prepard prin amestecarca uniformi si minutioasd a ingredientului activ cu purtatori lichizi sau cu
purtdtori solizi fin maruntiti sau cu ambii, iar apoi, dacd este necesar, formularea produsului.

Comporzitiile, potrivite pentru administrare orald, pot fi prezente sub formd de unitdfi discrete, cum
ar fi capsule, pliculete sau tablete, fiecare dintre ¢le contindnd o cantitate predeterminatd de ingredient
activ; pulbere sau granule; sub forma de solutie sau suspensie in lichid apos sau neapos; sau sub forma
de emulsie lichida ulei-in-apd sau emulsie lichida apéa-in-ulei. Ingredientul activ poate fi, de asemenea,
administrat sub forma de bolus, excipient sau pasta.

Tableta se prepard prin presare sau prin turnare optional cu unul sau mai multe ingrediente auxiliare.
Tabletele presate pot fi preparate prin presarea intr-un dispozitiv potrivit a ingredientului activ in forma
fluida libera, cum ar fi sub forma de pulbere sau granule, optional amestecat cu un liant, lubrefiant, un
diluant inert, un conservant, un agent activ de suprafatd sau un agent de dispersare. Tabletele turnate pot
fi preparate prin turnarea intr-un dispozitiv potrivit a unui amestec de ingredient activ pulverulent,
umectat cu un diluant lichid inert. Tabletele pot fi optional acoperite sau pe ele pot fi aplicate scarificatii
si, optional, sunt formulate pentru a asigura o eliberare lenta sau controlatd din ele a ingredientului
activ.

Pentru infectiile oculare sau ale altor tesuturi externe, de exemplu, bucale sau ale pielii,
compozitiile, de preferintd, se aplici sub forma de liniment sau creme externe cu continut de
ingredient(e) activ(e) in cantitate, de exemplu, de 0,075 péand la 20% mas/mas (inclusiv ingredient(e)
activ(e) In limite intre 0,1% si 20% cu crestere cu 0,1% mas/mas, cum ar fi 0,6% mas/mas, 0,7%
mas/mas, etc.), de preferintd 0,2 pand la 15% mas/mas si mai potrivitd fiind de 0,5 pand la 10%
mas/mas. In cazul formularii sub forma de liniment, ingredientele active pot fi utilizate fie cu o baza de
liniment parafinicd, sau cu una miscibild cu apd. Alternativ, ingredientele active pot fi formulate in
crema cu o bazd de cremad de tip ulei-in-apa.

Daci este dezirabil, faza apoasa a bazei de crema poate include, de exemplu, cel putin 30% mas/mas
de alcool polihidric, de exemplu un alcool cu continut de doud sau mai multe grupe hidroxile, cum ar fi
propilenglicol, butan 1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol si polietilenglicol (inclusiv PEG 400) si
amestecuri ale acestora. Formularile topice pot, dacd este dezirabil, include un compus care amplificd
absorbtia sau permeabilitatea ingredientului activ prin piele sau alte sectoare afectate. Exemplele de
asemenea amplificatori ai penetrafiei dermale includ dimetil sulfoxid si analogi inruditi.

Faza uleioasd a emulsiilor poate fi constituitd din ingrediente cunoscute printr-o metoda cunoscuta.
Cu toate cd faza poate contine doar emulsificator (altfel cunoscut ca emulgent), este dezirabil ca ea sa
contind un amestec, cel putin, de un emulsificator cu o grasime sau un ulei, sau cu ambele si cu grasime,
si cu ulei. Este preferatd includerea emulsificatorului hidrofilic impreund cu emulsificatorul lipofilic,
care actioneaza in calitate de stabilizator. De asemenea este preferatd includerea atdt a grasimii, cét si a
uleiului. Impreund emulsificatorul (emulsifcatorii) cu stabilizatorul (stabilizatorii) sau fird acesta
(acestia) formeaza asa-numita ceard emulsifiantd, iar ceara Impreund cu uleiul si grasimea formeaza aga-
numita bazd de liniment emulsifianta, care formeazad faza dispersatd uleioasd a compozitiilor de crema.

Emulgenti si stabilizatorii de emulsie, potriviti pentru utilizare In compozitie, includ Tween® 60,
Span® 80, alcool cetostearilic, alcool benzilic, alcool miristilic, gliceril mono-stearat si lauril sulfat de
sodiu.

Selectarea uleiurilor si grasimilor potrivite pentru formulare se bazeazd pe scopul realizérii unor
proprietiti cosmetice dezirabile. Crema, de preferintd, nu trebuie s fie un produs gras, sd lase pete, sd
fie lavabild si cu o consistentd potrivitd, pentru a evita curgerca din tuburi sau alte containere. Pot fi
utilizati esteri alchil mono- sau dibazici cu catend liniara sau ramificatd, cum ar fi di-izoadipat, izocetil
stearat, diester al acizilor grasi ai uleiului de cocos si propilenglicol, izopropilmiristat, deciloleat,
1zopropil palmitat, butilstearat, 2-ctilhexilpalmitat sau amestec de esteri cu catend ramificatd, cunoscuti
ca Crodamol CAP, ultimii trei fiind esteri preferati. Ei pot fi folosifi separat sau in combinatie, in
functic de proprietitile necesare. In calitate de alternativd se folosesc lipide cu temperaturd inaltd de
topire, cum ar fi parafina moale albd si/sau parafina lichidd sau alte uleiuri minerale.

Compozitiile farmaceutice, conform prezentei inventii, conin o combinare cu unul sau cativa
purtitori sau excipienti farmaceutic acceptabili si optional alti agenti terapeutici. Compozitiile
farmaceutice cu continut de ingredient activ pot fi in oarecare formd potrivitd pentru metoda de
administrare prevazutd. La utilizare pentru administrare orald pot fi preparate, de exemplu, tablete,
comprimate, pastile, suspensii apoase sau uleioase, pulberi dispersabile sau granule, emulsii, capsule
mol sau tari, solutii, siropuri sau elixire. Compozitiile pentru administrare orald pot fi preparate prin
orice metodd, cunoscutd in acest domeniu de producere al compozitiilor farmaceutice si aceste
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compozitii pot contine unul sau cdtiva agenti, inclusiv indulcitori, aromatizanti, coloranti si conservanti,
pentru prepararea unui preparat cu aromd §i gust placut. Sunt potrivite tabletele cu continut de
ingredient activ In amestec cu o umplutura netoxicd farmaceutic acceptabila, care se potriveste pentru
prepararea tabletelor. Asemenea umpluturi pot fi, de exemplu, diluantii inerti, cum ar fi carbonatul de
calciu sau de sodiu, lactoza, fosfatul de calciu sau de sodiu; agentii de granulare si de dezintegrare, cum
ar fi amidonul de porumb sau acidul alginic; liantii, cum ar fi amidonul, gelatina sau acacia si
lubrifiantii, cum ar fi stearatul de magneziu, acidul stearic sau talcul. Tabletele pot fi fara invelis sau pot
fi acoperite prin metode cunoscute, incluzand microincapsularea pentru retinerea dezintegrarii si
adsorbtiei in tractul gastro-intestinal, astfel, asigurand efectul pentru o perioada indelungatd de timp. De
exemplu, poate fi utilizat un asa material pentru retinere, cum ar fi glicerilmonostearat sau
glicerildistearat de unul singur sau cu ceara.

Compozitiile pentru administrare orald pot fi prezente, de asemenea, in capsule solide de gelatind, in
care ingredientul activ este amestecat cu un diluant solid inert, de exemplu, cu fosfat de calciu sau
caolind, sau sub forma de capsule moi de gelatini, In care ingredientul activ este amestecat cu apd sau
cu un mediu uleios, cum ar fi untul de arahide, parafina lichidd sau uleiul de masline.

Suspensiile apoase contin substanfe active In amestec cu excipienti, potriviti pentru prepararea
suspensiilor apoase. Asemenea excipienti includ un agent de suspendare, cum ar fi sodiu
carboximetilcelulozd, metilceluloza, hidroxipropil metilceluloza, alginat de sodiu, polivinilpirolidona,
guma de tragacant §i guma acacia, si agenti de dispersare sau de umectare, cum ar fi fosfatide naturale
(de exemplu, lecitind), un produs de condensare a oxidului de alchilen cu un acid gras (de exemplu,
polioxietilenstearat), un produs de condensare a oxidului de etilend cu un alcool alifatic cu catend lunga
(de exemplu, heptadecactilenoxicetanol), un produs de condensare a oxidului de etilend cu un ester
partial derivat dintr-un acid gras si anhidrida hexitolului (de exemplu, polioxietilen sorbitan monooleat).
Suspensia apoasd poate contine, de asemenea, unul sau cdtiva conservanti, cum ar fi etil sau n-propil p-
hidroxi-benzoat, unul sau cativa coloranti, unul sau cétiva agenti de aromatizare si unul sau cétiva
indulcitori, cum ar fi zaharoza sau zaharini.

Suspensiile de ulei pot fi preparate prin suspendarea ingredientului activ in ulei vegetal, cum ar fi
uleiul de arahide, uleiul de masline, uleiul de susan sau uleiul de cocos, sau in ulei mineral, cum ar fi
parafina lichida. Suspensiile de ulei pot contine un aglutinant, cum ar fi ceara de albine, parafina solida
sau acidul cetilic. Pentru conferirea gustului in preparatul pentru administrare orald pot fi adaugati
indulcitori, cum ar fi cei mentionati anterior, i aromatizanti. Aceste compozitii pot fi stabilizate prin
aditia unui antioxidant, cum ar fi acidul ascorbic.

Pulberile si granulele dispersabile, potrivite pentru prepararea suspensiilor apoase prin aditia apei,
prevad ingredientul activ in amestec cu un agent de dispersare sau de umectare, un agent de suspendare
si unul sau citiva conservanti. Agentii de dispersare sau de umectare si agentii de suspendare sunt
exemplificafi prin cei descrisi mai sus. De asemenea, pot fi prezenti excipienti aditionali, de exemplu,
indulcitori, substante aromate §i coloranti.

Compozitiile farmaceutice pot fi, de asemenca, sub forma de emulsii ulei-in-apa. Faza uleioasd
poate reprezenta un ulei vegetal, cum ar fi ulei de masline sau ulei de arahide, ulei mineral, cum ar fi
parafind lichidd sau un amestec de acestia. Agentii de emulsifiere potrivifi includ gume naturale, cum ar
fi gumd acacia si guma de tragacant, fosfatide naturale, caum ar fi lecitind de soia, esteri sau esteri
partiali derivati din acizi grasi §i anhidride de hexitol, cum ar fi sorbitan monooleat si produse de
condensare ale acestor esteri partiali cu oxid de etilend, cum ar fi polioxictilen sorbitan monooleat.
Emulsia mai poate contine agenti de Indulcire si aromatizanti. Siropurile si elixirele pot fi formulate cu
indulcitori, cum ar fi glicerol, sorbitol sau zaharozd. Asemenea formuldri pot contine, de asemenca, un
demulcent, un conservant, un agent de aromatizare sau de colorare.

Comporzitiile farmaceutice pot fi sub formd de preparate injectabile sau intravenoase sterile, cum ar
fi suspensia apoasd sau oleaginoasa injectabild. Aceastd suspensie poate fi preparata, in conformitate cu
metodele din stadiul anterior, folosind agenti potriviti de dispersare sau de umectare si agentii de
suspendare mentionati anterior. Preparatul injectabil sau intravenos steril poate fi, de asemenea, o
solutie sau o suspensie injectabild sterild intr-un diluant sau un solvent netoxic parenteral acceptabil,
cum ar fi solutie In 1,3-butan-diol, sau este preparati ca o pulbere liofilizatd. Printre purtdtorii si
solventii potriviti, care pot fi utilizati, poate fi mentionatad apa, solutia Ringer si solutia izotonicd de
clorura de sodiu. In plus, in calitate de solvent sau de mediu de suspendare pot fi utilizate uleiuri sterile
nevolatile. In acest scop poate fi utilizat orice ulei nevolatil, inclusiv mono- sau digliceride. In plus, in
prepararea preparatelor injectabile pot fi folositi acizii grasi, cum ar fi acidul oleic.

Cantitatea de ingredient activ, care poate fi combinatd cu materialul purtitor pentru a produce o
singura doza, va varia In functie de gazda tratatd si de modul particular de administrare. De exemplu, o
formulare cu eliberare In timp, destinatd administrarii orale la oameni, poate confine aproximativ 1 pana
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la 1000 mg de material active de compus cu o cantitate corespunzatoare si potrivitd de material purtator,
care poate varia de la circa 5 pand la circa 95% din totalul compozitiei (mas:mas). Compozitia
farmaceuticd poate fi preparatd pentru a furniza cantititi usor masurabile pentru administrare. De
exemplu, o solutie apoasd pentru perfuzie intravenoasd poate contine de la aproximativ 3 pana la 500 pg
de ingredient activ per mililitru de solutie pentru a asigura infuzia unui volum adecvat cu o ratd de
aproximativ 30 ml/h.

Compozitiile potrivite pentru administrare topicd in ochi includ, de asemenea, picdturi pentru ochi in
care ingredientul activ este dizolvat sau suspendat intr-un purtdtor potrivit, in special un solvent apos
pentru ingredientul activ. Ingredientul activ este, de preferintd, prezent in astfel de compozitii intr-o
concentratie de 0,5 pand la 20%, In mod avantajos 0,5 pana la 10% si In particular de aproximativ 1,5%
mas/mas.

Compozitiile potrivite pentru administrare topicd 1n cavitatea bucala includ tablete continand
ingredientul activ intr-o bazd aromatizatd, de obicei zaharoza si acacia sau tragacant; pastile cuprinzand
ingredientul activ intr-o baza inertd, cum ar fi gelatina si glicerina sau zaharoza §i acacia; si ape de gurd
continind ingredientul activ Intr-un purtdtor lichid adecvat.

Comporzitiile pentru administrare rectald pot fi prezentate sub forma de supozitor cu o baza adecvata
care contine, de exemplu, unt de cacao sau salicilat.

Compozitiile potrivite pentru administrare intrapulmonara sau nazald au o dimensiune a particulei,
de exemplu, in intervalul de la 0,1 pand la 500 microni, cum ar fi 0,5, 1, 30, 35 etc., care se
administreaza prin inhalare rapidd prin pasaj nazal sau prin inhalare prin gurd, astfel incat sd se ajungd
la sacii alveolari. Compozitiile potrivite includ solutii apoase sau uleioase de ingredient activ.
Compozitiile potrivite pentru aerosol sau administrarea pulberii uscate pot fi preparate prin metode
uzuale si pot fi livrate Impreund cu alti agenti terapeutici, cum ar fi compusii utilizati pdnd acum 1n
profilaxia sau tratamentul infectiilor Preumovirinae, aga cum este descris in continuare.

Alte variante de realizare a inventiei se referd la o compozitie inhalatoare noud, eficientd, inofensiva,
neiritantd i compatibild fiziologic, care contine compusul cu formula (I) sau formula (I) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestora, potrivitd pentru tratamentul infectiilor Prneumovirinae si posibil a
bronsiolitei asociate. Sadrurile farmaceutic acceptabile preferate sunt sdrurile de acizi anorganici,
inclusiv sarurile de hidroclorurd, hidrobromurd, sulfat sau fosfat, deoarece ele pot cauza iritatii
pulmonare mai mici. De preferintd, preparatul inhalator patrunde in spatiul endobronsic sub forma de
aerosol, confinand particule cu diametrul aerodinamic mas median (MMAD) in limite de la circa 1 pana
la circa 5 um. De preferintd, compusul cu formula (I) sau cu formula (I) se introduce in compozifie
pentru livrarea in aerosol utilizand un nebulizer, un inhalator dozator sub presiune (pMDI) sau un
inhalator de pulbere uscatd (DPI).

Exemplele nelimitative de nebulizatoare includ nebulizatoare cu atomizare, cu jet, cu ultrasunete,
sub presiune, cu placd vibratoare poroasd sau echivalente, incluzand acele nebulizatoare care utilizeaza
tehnologia adaptiva de livrare a aerosolului (Denyer, J. Aerosol medicine Pulmonary Drug Delivery
2010, 23 Supp. 1, S1-S10). In nebulizatorul cu jet se utilizeaza presiunea aerului pentru a transforma
solutia lichida in picaturi de aerosol. Un nebulizator cu ultrasunete functioneaza cu ajutorul unui cristal
piezoelectric, care marunteste lichidul in picituri mici de aerosol. Intr-un sistem compresor de nebulizer
solutia sub presiune trece prin pori mici pentru a genera picituri de aerosol. In dispozitivul cu placi
vibratoare poroasd se utilizeaza vibratia rapidd pentru transformarea fluxului de lichid pand la picaturi
de dimensiuni potrivite.

Intr-o variantd preferata compozitia pentru inhalare este livratd In spatiul endobronsic in aerosol
continand particule cu MMAD predominant intre aproximativ 1 pm si circa 5 pm folosind un
nebulizator capabil si acrosolizeze compozitia de compus cu formula (I) sau formula (IT) 1n particule de
MMAD necesar. Pentru a fi optimal eficiente terapeutic si pentru a evita efectele secundare respiratorii
in cdile respiratorii superioare si sistemice, majoritatea particulelor aerosolizate nu ar trebui sd aibd un
MMAD mai mare de aproximativ 5 um. Dacd un aerosol contine un numdr mare de particule cu un
MMAD mai mare de 5 pum, particulele sunt depozitate in cdile superioare respiratori, micsorand
cantitatea de medicament eliberat la locul inflamatiei si bronhoconstrictiei in cdile respiratorii
inferioare. Daci MMAD aerosolului este mai mic de circa 1 pum, atunci particulele au tendinta de a
ramane suspendate in aerul inhalat si ulterior sunt expirate in timpul expiratiei.

La prepararea si livrarea compozitiei farmaceutice prin metoda, conform prezentei inventii,
compozifia de aerosol pentru inhalatii asigurd doza eficientd de compus cu formula (I) sau formula (II)
in sectorul cu infectic Preumovirinae, suficientd pentru tratamentul infectiei Preumovirinae. Cantitatea
de medicament administratd trebuie ajustatd din considerentele eficientei livrarii dozei terapeutic
eficiente de compus cu formula (I) sau formula (II). Intr-o variantd preferatd de realizare a prezentei
inventii combinatia de compozitie apoasd de aerosol cu un nebulizer cu atomizare, cu jet, cu compresor,
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cu placd vibratoare poroasd sau cu ultrasunet permite de a asigura livrarea in cdile respiratorii, in functie
de nebulizer, circa, cel putin, 20 pand la circa 90%, de reguld circa 70% din doza administratd de
compus cu formula (I) sau formula (II). Intr-o varianta preferatd de realizare se livreaza, cel putin, de la
aproximativ 30 pand la aproximativ 50% de compus activ. Mai preferatd fiind livrarea de la circa 70
pana la circa 90% de compus activ.

Intr-o altd variantd de¢ realizare compusul cu formula (I) sau formula (II) sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia este livrat ca o pulbere uscata inhalabild. Compusii se administreaza endobronsic
sub forma de preparat de pulbere uscatd pentru a livra eficient particule fine de compus in spatiul
endobronsic folosind pulbere uscatd sau inhalator dozator. Pentru livrarea cu IPU compusul cu formula
(I) sau formula (IT) este transformat in particule, preponderent, cu MMAD intre aproximativ 1 pm si
circa 5 um prin mécinare §i uscare prin pulverizare, tratare in lichid critic sau precipitare din solutie.
Dispozitivele si metodele de atomizare in mediu cu o moard cu jet si uscare prin pulverizare, care
permit de a produce dimensiunile particulelor cu MMAD de la aproximativ 1 pm péand la circa 5 pm
sunt bine cunoscute in domeniu. Intr-o variantd de realizare a prezentei inventii inainte de transformarea
péana la particule de dimensiuni cerute la compusul cu formula (I) sau formula (II) se adaugd excipienti.
Intr-o altd variantd de realizare a prezentei inventii excipientii se amestecd cu particule de marimea
necesard pentru a contribui la dispersia particulelor de medicament, de exemplu, utilizind lactoza ca
excipient.

Determinarea dimensiunii particulelor este realizatd folosind dispozitive bine cunoscute in domeniu.
De exemplu, separatorul in cascadd in mai multe etape Anderson sau o altd metodd potrivitd, care
concret sunt mentionate in Farmacopeea SUA Capitolul 601 ca dispozitive caracteristice pentru acrosoli
in inhalatoare dozatoare si inhalatoare cu pulbere uscata.

Intr-o altd varianta preferatd de realizare a prezentei inventii compusul cu formula (I) sau formula
(IT) se livreazd in forma de pulbere uscatd utilizand asa dispozitive, cu ar fi inhalator cu pulbere uscata
sau alte dispozitive cunoscute din literatura de specialitate(US 5458135 A 1995.10.17; US 5740794 A
1998.04.21; US 5775320 A 1998.07.07; US 5785049 A 1998.07.28; US 3906950 A 1975.09.23; US
4013075 A 1977.03.22; US 4069819 A 1978.01.24; US 4995385 A 1991.02.26; US 5522385 A
1996.06.04; US 4668218 A 1987.05.26; US 4667668 A 1987.05.26; US 4805811 A 1989.02.21; US
5388572 A 1995.02.14). Existd doud modele principale de inhalatoare cu pulbere uscati. Una din
constructii reprezintd un dispozitiv de dozare, in care rezervorul pentru medicament este plasat in
interiorul dispozitivului si pacientul adaugd doza de medicament in camera de inhalare. Cea de a doua
constructie reprezintd un dispozitiv de dozare de fabricd, in care fiecare doza individuala este plasata
intr-un recipient separat. Ambele sisteme depind de compozitia preparatului in particule mici cu
MMAD de la 1 pm i 5 um si deseori includ prepararea medicamentului impreuna cu particule de
excipient mai mari, cum ar fi, dar fard a se limita la acestea, lactozd. Pulberca de medicament este
plasatd In camera de inhalare (fie cu dispozitivul de dozare, sau prin separarca dozei de fabricd
masurate) si inspiratia pacientului accelereazd iesirea pulberii din dispozitiv in cavitatea bucala.
Caracteristicile fluxului nelaminar ale cdii pulberii cauzeazd descompunerca agregatelor excipient-
medicament §i masa particulelor mari de excipient determind refinerea lor pe partea posterioard a
faringelui, in timp ce particulele mai mici de medicament sunt depozitate adinc in pliméni. in
variantele preferate de realizare a prezentei inventii compusul cu formula (I) sau formula (II) sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia este livrat sub formd de pulbere uscatd, folosind oricare tip de
inhalator cu pulbere uscatd, cum este descris aici, ¢cind MMAD pulberii uscate, cu exceptia
excipientilor, constituie predominant in intervalul de la 1 pm péna la circa 5 um.

Intr-o altd variantd de realizare a prezentei inventii compusul cu formula (I) sau formula (IT) se
livreazd sub formd de pulbere uscata utilizand un inhalator dozator cunoscut (US 5261538 A
1993.11.16; US 5544647 A 1996.08.13; US 5622163 A 1997.04.22; US 4955371 A 1990.09.11; US
3565070 A 1971.02.23; US 3361306 A 1968.01.02; US 6116234 A 2000.09.12). In variantele preferate
de realizare a prezentei inventii compusul cu formula (I) sau formula (II) sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia se livreazad sub forma de pulbere uscatd cu utilizarea unui inhalator dozator, in
care MMAD pulberii uscate, cu exceptia excipientilor, constituie preponderent circa 1...5 pm.

Comporzitiile potrivite pentru administrare vaginald pot fi prezentate sub forma de pesarii, tampoane,
creme, geluri, paste, spume sau aerosoli, care contin aditional la ingredientul activ asa purtdtori, care
sunt cunoscuti in domeniu de a fi potriviti pentru aceste scopuri.

Comporzitiile potrivite pentru administrare parenterald includ solutii apoase §i neapoase sterile
injectabile, care pot contine antioxidanti, tampoane, agenti bacteriostatici si substante dizolvate, care fac
compozitia izotonicd in raport cu sdngele recipientului; si suspensii apoase si neapoase sterile, care pot
include agenti de suspendare si agenti de ingrosare.

Comporzitiile sunt prezentate In containere cu o singurd doza sau cu doze multiple, de exemplu, in
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fiole si flacoane sigilate si pot fi depozitate in stare uscatd prin congelare (liofilizate), care necesitd doar
addugarea unui purtator lichid steril, de exemplu, a apei pentru injectii, imediat inainte de utilizare.
Suspensiile si solutiile injectabile extemporanee sunt preparate din pulberi, granule si tablete sterile de
tipul celor descrise anterior. Sunt preferate formuldrile dozate standard, care contin o dozd zilnicd sau o
dozi unitard din doza zilnica, aga cum s-a mentionat mai sus, sau o parte corespunzitoare din aceasta de
ingredient activ.

Trebuie de avut in vedere ca, aditional la ingredientele, in particular, mentionate mai sus,
compozitiile pot include si alti agenti, utilizati de obicei in domeniu, avand in vedere tipul de
compozitie examinat, de exemplu, compozitiile potrivite pentru administrare orald pot include agenti de
aromatizare.

In plus sunt propuse compozitii veterinare cu continut de cel putin un ingredient activ, asa cum este
definit mai sus, impreund cu un purtitor veterinar potrivit.

Purtatorii veterinari potrivifi reprezintd substante, utilizate in scopul administrarii compozitiei, si el
pot fi solizi, lichizi sau materiale gazoase, care pe de o parte sunt inerte e, pe de altd parte sunt
acceptabili In veterindrie i compatibili cu ingredientul activ. Aceste compozifii veterinare pot fi
administrate oral, parenteral sau prin orice altd cale dezirabila.

Compusii, mentionati in prezentul context, sunt utilizati pentru a asigura c¢liberarea controlata a
medicamentului cu continut in calitate de ingredient activ a unui sau a cativa compusi ("compozitii cu
eliberare controlatd"), in care eliberarea ingredientului activ este controlatd si reglementatd, ceea ce
permite reducerea frecventei administrarilor sau imbunétitirea farmacocineticii sau profilului de
toxicitate al acestui ingredient activ.

Doza eficientd de ingredient activ depinde, cel putin, de originea afectiunii, care urmeaza a fi tratata,
de toxicitate, de faptul dacd compusul este utilizat pentru profilaxie (doze mai mici) sau impotriva unei
infectii virale active, de metoda de livrare, precum si de compozitia farmaceutica, si va fi determinata de
clinician cu utilizarea studiilor obignuite de stabilire a dozei. Se poate astepta, ca ea sd constituie de la
aproximativ 0,0001 pana la aproximativ 100 mg/kg greutate corporald pe zi; de reguld, de la
aproximativ 0,01 pana la aproximativ 10 mg/kg greutate corporald pe zi; mai tipic, de la aproximativ
0,01 pani la aproximativ 5 mg/kg greutate corporald pe zi; cel mai tipic, de la aproximativ 0,05 péna la
aproximativ 0,5 mg/kg greutate corporald pe zi. De exemplu, doza zilnicd presupusi pentru o persoand
adultd cu greutatea corporald de aproximativ 70 kg va varia de la 1 mg pana la 1000 mg, de preferintd
intre 5 mg si 500 mg si poate fi in forma de dozd unicd sau de doze multiple.

Ciile de administrare

Unul sau céativa compusi (denumiti in continuare ingrediente active) sunt administrati pe orice cale
potrivitd pentru starea, care urmeazd a fi tratatd. Caile potrivite includ administrare orald, rectala,
nazald, pulmonard, topica (inclusiv bucald si sublinguald), vaginald si parenterald (inclusiv subcutanata,
intramusculard, intravenoasd, intradermicd, intratecald si epidurald), etc. Trebuie de avut in vedere, cd
calea preferatd poate varia In functie, de exemplu, de starea recipientului. Un avantaj al compusilor din
prezentul document este biodisponibilitatea lor orald si ei pot fi administrati oral.

Terapia combinata

Compozitiile se utilizeaza, de asemenea, in combinatie cu alte ingrediente active. Pentru tratamentul
infectiilor cu virusul Pneumovirinae, de preferintd, celdlalt agent terapeutic activ este activ impotriva
infectiilor cu virusul Pneumovirinae, in particular, infectiei virale sincitiale respiratorii. Exemple
nelimitative de astfel de alfi agenti terapeutici activi sunt: ribavirina, palivizumab, motavizumab, RSV-
IGIV (RespiGam®), MEDI-557, A-60444 (de asemenea, cunoscut sub denumirea de RSV604), MDT-
637, BSM-433771, ALN-RSVO0, ALX-0171 si amestecuri ale acestora.

Multe dintre infectiile cu virusuri Pneumovirinae sunt infectii respiratorii. Astfel, agentii terapeutici
activi suplimentari, utilizati pentru tratamentul simptomelor respiratorii si sechelelor dupa infectie, pot
fi utilizati in combinatie cu compusii cu formula (I) sau formula (II). Agentii suplimentari se¢
administreazd de preferinta pe cale orald sau prin inhalare directd. De exemplu, alfi agenti terapeutici
suplimentari preferati in combinatie cu compusii cu formula (I) sau formula (II) pentru tratamentul
infectiilor virale ale cailor respiratorii includ, dar nefiind limitati de acestia, bronhodilatatoare si
corticosteroizi.

Glucocorticoizii, care pentru prima data au fost utilizati In calitate de agenti terapeutici in astm in a.
1950 (Carryer. Journal of Allergy, 21, 1950, p. 282-287), persistd stabil cel mai puternic si eficient
tratament al acestei patologii, cu toate cd mecanismul lor de actiune nu este incd pe deplin studiat
(Morris J. Allergy Clin. Immunol., 75 (1 Pt), 1985, p. 1-13). Spre regret, terapiile cu glucocorticoizi
orali se asociaza cu efecte secundare indezirabile semnificative, cum ar fi obezitatea trunculara,
hipertensiune, glaucom, intolerantd la glucoza, accelerarea formarii cataractei, pierderea tesutului osos,
precum si efecte psihologice, toate ele limitand utilizarea lor ca agenti terapeutici pe termen lung
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(Goodman, Gilman, 10th edition, 2001). O solutie pentru evitarea efectelor secundare sistemice este
livrarea medicamentelor cu steroizi direct la locul inflamatiei. Corticosteroizii inhalatori (ICS) au fost
claborati pentru a atenua efectele adverse severe ale steroizilor orali. Exemple nelimitative de
corticosteroizi, care pot fi utilizati in combinatie cu compusii cu formula (I) sau formula (II) sunt:
dexametazond, dexametazond fosfat de sodiu, fluormetolon, acetat de fluormetolon, loteprednol,
loteprednol etabonat, hidrocortizon, prednisolon, fludrocortizoni, triamcinolon, triamcinolon acetonid,
betametazond, beclometazond dipropionat, metilprednizolon, fluocinolon, fluocinolon acetonid,
flunizolid, fluocortin-21-butilat, flumetazon, flumetazon pivalat, budesonid, halobetazol propionat,
mometazond furoat, fluticazona propionat, ciclesonida sau sarurile farmaceutic acceptabile ale acestora.

Alti agenti antiinflamatori, care actioneazi prin intermediul unor mecanisme de cascadd
antiinflamatorii, de asemenca, sunt utili in calitate de agenti terapeutici suplimentari in combinatie cu
compusii cu formula (I) sau formula (II) pentru tratamentul infectiilor virale ale cdilor respiratorii.
Aplicarea "modulatorilor antiinflamatori de transductie a semnalului” (indicati In continuare AISTM),
cum ar fi inhibitorii fosfodiesterazei (de exemplu, PDE-4, PDE-5 sau PDE-7 specifice), mhibitorii
factorului de transcriptie (de exemplu, care blocheazid NFkB prin inhibarea IKK) sau inhibitorii kinazei
(de exemplu, care blocheazd p38 MAP, JNK, PI3K, EGFR sau Syk) este o abordare logicd pentru
oprirea inflamatiei, deoarece aceste molecule mici tintesc un numadr limitat de cdi intracelulare comune
- acele cdi de transmitere a semnalului, care sunt puncte critice pentru o interventie terapeuticad
antiinflamatoare (raportul lui P.J. Barnes, 2006). Acesti agenfi terapeutici suplimentari nelimitativi
includ: (2-dimetilamino-etil)-amida acidului 5-(2,4-difluor-fenoxi)-1-izobutil-1H-indazol-6-carboxilic
(p38 inhibitorul kinazei Arry-797); 3-ciclopropil-N-(3,5-diclor-piridin-4-il)-4-difluorrmetoxi-benzamida
(PDE-4 inhibitorul Roflumilast); 4-[2-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)-2-fenil-etil]-piridind (PDE-4
inhibitorul CDP-840); N-(3,5-diclor-4-piridinil)-4-(difluormetoxi)-8-[ (metilsulfonil )Jamino]-1-
dibenzofurancarboxamidd  (PDE-4 inhibitorul = Oglemilast); N-(3,5-diclor-piridin-4-il)-2-[1-(4-
fluorbenzil)-5-hidroxi- 1H-indol-3-il]-2-oxo-acetamida (PDE-4 inhibitorul AWD 12-281); (3,5-diclor-1-
oxy-piridin-4-il)-amida acidului 8-metoxi-2-trifluormetil-cuinolin-5-carboxilic (PDE-4 inhibitorul Sch
351591); 4-[5-(4-fluorfenil)-2-(4-metansulfinil-fenil)- 1 H-imidazol-4-11]-piridind (P38 inhibitorul SB-
203850);  4-[4-(4-fluor-fenil)-1-(3-fenil-propil)-5-piridin-4-il-1H-imidazol-2-11]-but-3-in-1-0l (P38
mhibitorul RWJ-67657); esterul 2-dietilamino-etilic al acidului 4-cian-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxi-
fenil)-ciclohexancarboxilic (promedicamentul esterul 2-dietil-etilic al Cilomilast, PDE-4 inhibitor); (3-
clor-4-fluorfenil)-[ 7-metoxi-6-(3-morfolin-4-il-propoxi)-chinazolin-4-il]-amina (Gefitinib, nhibitorul
EGFR)si 4-(4-metil-piperazin- 1 -ilmetil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il-pirimidin-2-ilamino)-fenil]-
benzamida (Imatinib, inhibitorul EGFR).

Combinatiile cu continut de bronhodilatatori inhalati agonisti ai §2-adrenoreceptorilor, cum ar fi
formoterol, albuterol sau salmeterol, cu compusi cu formula (I) sau formula (II) sunt, de asemenea,
compozitii potrivite, dar neclimitative, care pot fi utilizate pentru tratamentul infectiilor virale
respiratorii.

Combinatiile de bronhodilatatori inhalati agonisti ai $2-adrenoreceptorilor, cum ar fi formoterol sau
salmeterol, cu ICS, de asemenea, se utilizeaza pentru tratamentul atat al bronhoconstrictiei, cat si al
inflamatiei (Symbicort® si Advair®, respectiv). Combinatiile, contindnd acesti ICS si combinatiile
agonistilor f32-adrenoreceptorilor impreund cu compusii cu formula (I) sau formula (II) sunt, de
asemenea, combinatii potrivite, dar nelimitdnd volumul prezentei inventii, care pot fi utilizate pentru
tratamentul infectiilor virale respiratorii.

Pentru profilaxia si tratamentul bronhostenozei pulmonare este posibild utilizarea substantelor
anticolinergice si, deci, ele pot fi utilizate in calitate de agenti terapeutici suplimentari in combinatie cu
compusii cu formula (I) sau formula (II) pentru tratamentul infectiilor virale respiratorii. Aceste
anticolinergice includ, dar nefiind limitate, antagonisti ai receptorului muscarinic (in special, subtipul
M3), care au demonstrat eficacitate terapeuticd la om pentru suprimarea tonusului colinergic in BCOP
(Witek, 1999); (1-metil-piperidin-4-ilmetil)-amida acidului 1-{4-hidroxi-1-[3,3,3-tris-(4-fluor-fenil)-
propionil]-pirolidin-2-carbonil } -pirrolidine-2-carboxilic; 3-[3-(2-dietilamino-acetoxi)-2-fenil-
propioniloxi]-8-izopropil-8-metil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octan (ipratropium-N,N-dietilglicinat); 1-aza-
biciclo[2.2.2]oct-3-i11  esterul acidului  1-ciclohexil-3,4-dihidro-1H-i1zochinolin-2-carboxilic  acid
(Solifenacin); esterul 1-aza-biciclo[2.2.2]oct-3-1lic al acidului 2-hidroximetil-4-metansulfinil-2-fenil-
butiric (Revatropate); 2-{1-[2-(2,3-dihidro-benzofuran-5-il)-etil]-pirolidin-3-i1}-2,2-difenil-acetamida
(Darifenacin); 4-azepan-1-il-2,2-difenil-butiramida (Buzepide); 7-[3-(2-dietilamino-acetoxi)-2-fenil-
propioniloxi]-9-etil-9-metil-3-oxa-9-azonia-triciclo[3.3.1.02,4Jnonan (oxitropium-N,N-dietilglicinat); 7-
[2-(2-dietilamino-acetoxi)-2,2-di-tiofen-2-il-acetoxi]-9,9-dimetil-3-oxa-9-azonia-
triciclo[3.3.1.02,4]nonan (tiotropium-N,N-dietilglicinat); esterul 2-(3-diizopropilamino-1-fenil-propil)-
4-metil-fenilic al acidului dimetilamino-acetic (tolterodin-N,N-dimetilglicinat); 3-[4,4-Bis-(4-fluor-
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fenil)-2-oxo-imidazolidin-1-il]-1-metil-1-(2-oxo0-2-piridin-2-il-etil)-pirolidiniu;  1-[1-(3-Fluor-benzil)-
piperidin-4-il]-4,4-bis-(4-fluor-fenil)-imidazolidin-2-ona; 1-ciclooctil-3-(3-metoxi-1-aza-
biciclo[2.2.2]oct-3-il)-1-fenil-prop-2-in-1-ol; 3-[2-(2-dietilamino-acetoxi)-2,2-di-tiofen-2-il-acetoxi]-1-
(3-fenoxi-propil)-1-azonia-biciclo[2.2.2]octan (aclidinium-N,N-dietilglicinat) sau esterul 1-metil-1-(2-
fenoxi-etil)-piperidin-4-ilic al acidului (2-dietilamino-acetoxi)-di-tiofen-2-il-acetic.

Compusii cu formula (I) sau formula (II) pot fi, de asemenea, combinati cu agenti mucolitici pentru
tratarca atdt a infectiei, cét si a simptomelor infectiei respiratorii. Un exemplu nelimitativ de un agent
mucolitic este ambroxol. In mod similar, compusii cu formula (I) sau formula (IT) pot fi combinati cu
expectorante pentru tratarea atit a infectiei, cit si a simptomelor infectiei respiratorii. Un exemplu
nelimitativ de expectorant este guaifenesin.

Solutia salina hipertonicd pentru tratamentul inhalator este utilizata in scopul de a folosi mai eficient
imediat si pentru o perioada Indelungatd lumenul céilor respiratorii mici la pacientii cu boli pulmonare
(Kuzik. J. Pediatrie, 2007, p. 266). Compusii cu formula (I) sau formula (II) pot fi, de asemenea,
asociati cu o solutie salind hipertonicad pulverizatd, in special, c¢dnd infectia cu virusul Pneumovirinae
este complicatd cu bronsiolitd. Combinatia compusilor cu formula (I) sau formula (II) cu solutie
hipertonici, de asemenea, poate include oricare dintre agentii suplimentari discutati mai sus. Intr-o
variantd de realizare se utilizeaza pulverizarea a circa 3% de solutie salina hipertonica.

In plus, se poate combina orice compus cu unul sau cativa agenti terapeutici activi suplimentari intr-
o formd de dozare unitard pentru administrare simultand sau succesivd la un pacient. Preparatul
terapeutic combinat poate fi administrat in regim de administrare simultan sau succesiv. Atunci cand
este administrat succesiv, combinatia poate fi administrata in doud sau mai multe administrari.

Administrarea concomitentd a unui compus, conform prezentei inventii, cu unul sau cétiva alfi
agenti terapeutici activi, In general, se referd la administrarea simultand sau succesiva a unui compus si
a unui sau a mai multi alfi agenti terapeutici activi, astfel incat in organismul pacientului sd persiste
cantititi terapeutic eficiente atdt de compus, cit si de unul sau mai multi al{i agenti terapeutici activi.

Coadministrarea include administrarea dozelor standard de compusi inainte sau dupd administrarea
dozelor standard de unul sau mai multi alti agenti terapeutici activi, de exemplu, administrarea
compusilor timp de citeva secunde, minute sau ore dupid administrarea unui sau mai multor agenti
terapeutici activi. De exemplu, doza standard de un compus poate fi administratd prima, urmatd peste
cateva secunde sau minute de administrarea unei doze standard de unul sau mai multi alti agenti
terapeutici activi. Alternativ, o dozd standard de unul mai sau mai multi alti agenti terapeutici poate fi
administratd in primul r4nd, urmata de administrarea unei doze standard de compus in cateva secunde
sau minute. In unele cazuri poate fi de dezirabild administrarea In primul rand a dozei standard de
compus, urmatd, peste cateva ore (de exemplu, 1...12 ore), de administrarea unei doze standard de unul
mai sau mai multi alti agenti terapeutici activi. In alte cazuri poate fi dezirabild administrarea dozei
standard de unul sau mai mulfi agenti terapeutici activi in primul rand, urmata, peste cateva ore (de
exemplu, 1...12 ore), de administrarea unei doze standard de compus, conform prezentei inventii.

Terapia combinatd poate asigura "sinergism" si "efect sinergistic”, adicd efectul, care este obtinut la
utilizarea ingredientelor active impreund si depaseste suma efectelor, care rezultd din utilizarea separatd
a compusilor. Un efect sinergistic poate fi atins atunci cind ingredientele active sunt: (1) coformulate si
administrate sau livrate simultan intr-o formulare combinatd; (2) livrate prin alternare sau paralel in
compozifii separate; sau (3) administrate printr-un alt regim. La livrate in terapia alternantd un efect
sinergistic poate fi atins atunci cdnd compusii sunt administrati sau livrati succesiv, de exemplu, in
comprimate, drajeuri sau capsule separate, sau prin diferite injectii in seringi separate. In general, in
timpul terapiei de alternare o doza eficienta de fiecare ingredient activ se administreaza succesiv, adicd
pe rand, in timp ce in terapia combinatd dozele eficiente de doud sau mai multe ingrediente active se
administreaza Tmpreund. Un efect antiviral sinergistic denotd un efect antiviral care depaseste efectele
prezise pur aditive ale compusilor individuali ai combinatiei.

Inci intr-o varianti de realizare a prezentei inventii se prevede o metoda de tratare a infectiei cu
virusul Preumovirinae la om, metodd care prevede administrarea la om a unei cantititi terapeutic
eficiente de compus cu formula (I) sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia. De
asemenea, se prevad unele metode de tratare a infectiei cu virusul Preumovirinae la om, fiecare din care
prevede administrarea la om a unei cantitdfi terapeutic eficiente farmaceutic eficiente de compus cu
formula (I) sau de unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in aceastd descriere, sau de
sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia §1 un purtdtor §i un excipient farmaceutic
acceptabil.

Intr-o altd variantd de realizare a inventiei se prevede o metodd de tratare a infectiei cu
Pneumovirinae la om prin administrarea la om a unei cantitdti terapeutic eficiente de racemat,
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enantiomer, diastereomer, tautomer, polimorf, pseudopolimorf, forma amorfd, hidrat sau solvat de un
compus cu formula (I) sau de sare sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

in plus, sunt propuse unele metode de tratare a infectiei cu Preumovirinae la un om, care are nevoie
de aceasta, in care fiecare metoda include administrarea la om a unei cantitdti terapeutic eficiente de
racemat, enantiomer, diastereomer, tautomer, polimorf, pseudopolimorf, forma amorfd, hidrat sau solvat
de compus cu formula (IT) sau de unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in acest
document, sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

Inci intr-o varianti de realizare a prezentei inventii se prevede o metoda de tratare a infectiei cu
virusul sincitial respirator uman la om, metodd care include administrarea la om a unei cantitéti
terapeutic eficiente de un compus cu formula (I) sau de o sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil
al acestuia.

Inci intr-o varianti de realizare a prezentei inventii se prevede o metoda de tratare a infectiei cu
virusul sincitial respirator uman la om, metodd care include administrarca la om a unei cantitati
terapeutic eficiente de un compus cu formula (I) sau de o sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil
al acestuia si cel putin un agent terapeutic activ suplimentar.

in plus, se propun unele metode de tratare a infectii cu virusul sincitial respirator uman la un om,
care are nevoie de aceasta, fiecare metoda include administrarea la om a unei cantitdfi terapeutic
eficiente de compus cu formuld (II) sau de unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in
acest document, sau de o sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

De asemenca, se propun unele metode de tratare a infectii cu virusul sincitial respirator uman la un
om, care are nevoie de aceasta, fiecare metoda include administrarea la om a unei cantitdti terapeutic
eficiente de compus cu formuld (II) sau de unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in
acest document, sau de o sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia si cel putin un agent
terapeutic activ suplimentar.

De asemenca, se propun uncle metode de tratare a infectiei cu virusul sincitial respirator uman la un
om, care are nevoie de aceasta, in care omul, aditional, suferd de bronsiolita, fiecare metodad include
administrarea la om a unei cantitdti terapeutic eficiente de compus cu formula (I), formula (IT) sau de
unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau de o sare, solvat si/sau
ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

De asemenca, se propun uncle metode de tratare a infectiei cu virusul sincitial respirator uman la un
om, care ar¢ nevoie de aceasta, in care omul, aditional, suferd de pneumonie, fiecare metoda include
administrarea la om a unei cantititi terapeutic eficiente de compus cu formula (I), formula (IT) sau de
unul dintre compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau de o sare, solvat si/sau
ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

De asemenea, se propun unele metode de ameliorare a simptomelor de boli respiratori la un om, care
suferd de infectie cu virusul sincitial respirator uman, fiecare metoda include administrarea la om a unei
cantitafi terapeutic eficiente de compus cu formula (I), formula (II) sau de unul dintre compusii concreti
din exemplele, prezentate in acest document, sau de o sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al
acestuia.

Simptomele respiratorii la un om, care se confruntd cu o infectie cu virusul sincitial respirator, pot
include secretii nazale congestionate sau guturai, tuse, respiratie suierdtoare, stranut, respiratic rapida
sau dificultati de respiratie, apnee, pneumonie si bronsiolita.

De asemenea este prevazutd o variantd de realizare a inventiei, care cuprinde utilizarea compusului
cu formula (I) sau sarii, solvatului si/sau esterului farmaceutic acceptabil al acestuia, pentru fabricarea
unui medicament pentru tratamentul infectiei cu virusul Preumovirinae sau cu infectie cu virus sincitial
respirator.

De asemenea este prevazutd o variantd de realizare a inventiei, care cuprinde utilizarea compusului
cu formula (IT) sau a unor din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau sarii,
solvatului si/sau esterului farmaceutic acceptabil al acestora, pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul infectiei cu virusul Preumovirinae sau cu infectie cu virus sincitial respirator.

De asemenea este prevazutd o compozitie farmaceuticd care contine o cantitate farmaceutic eficientda
de compus cu formula (I) sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia si un purtdtor
sau excipient farmaceutic acceptabil. in plus, se propune o compozitie farmaceutici care contine o
cantitate farmaceutic eficientd de compus cu formula (II) sau de unul din compusii concreti din
exemplele, prezentate in acest document, sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al
acestuia §i un purtitor si excipient farmaceutic acceptabil.

De asemenea este prevazutd o compozitie farmaceuticd care contine o cantitate farmaceutic eficientd
de compus cu formula (I) sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia si un purtator
sau excipient farmaceutic acceptabil si o cantitate farmaceutic eficientd de cel putin un agent terapeutic
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activ suplimentar. In plus, se propune o compozitie farmaceuticd care contine o cantitate farmaceutic
eficientd de compus cu formula (IT) sau de unul din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest
document, sau de sare, solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia si un purtdtor si excipient
farmaceutic acceptabil si o cantitate farmaceutic eficientd de cel putin un agent terapeutic activ
suplimentar.

De asemenea, se propun unele variante de realizare a inventiei, care includ compusul cu formula (I),
formula (IT) sau unul din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau o sare,
solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia pentru utilizare in tratamentul infectiei cu virusul
Preumovirinae sau infectiei cu virus sincitial respirator la un om.

De asemenea, se propun unele variante de realizare a inventiei, care includ compusul cu formula (I),
formula (IT) sau unul din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau o sare,
solvat si/sau ester farmaceutic acceptabil al acestuia pentru utilizare in calitate de medicament.

De asemenca, sunt propuse unele variante de realizare a inventiei, care includ o metoda de preparare
a unui medicament, destinat pentru tratamentul infectiei cu virusul Preumovirinae sau infectiei cu virus
sincitial respirator uman, caracterizatd prin aceea ca se utilizeaza un compus cu formula (I), formula (II)
sau unul din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau o sare, solvat si/sau
ester farmaceutic acceptabil al acestuia.

De asemeneca se propune un compus cu formula (I) sau o sare, solvat si/sau ester farmaceutic
acceptabil al acestuia pentru tratamentul infectiei cu virusul Preumovirinae sau infectiei cu virusul
sincitial respirator la om.

De asemenea, sunt propuse unele variante de realizare a inventiei, care includ compusul cu formula
(IT) sau unul din compusii concreti din exemplele, prezentate in acest document, sau o sare, solvat si/sau
ester farmaceutic acceptabil al acestuia pentru tratamentul infectiei cu virusul Preumovirinae sau
infectiei cu virusul sincitial respirator la om.

In plus, se propune un compus, descris in aceasti descriere. De asemenea, se propune o compozitie
farmaceuticd, descrisi in aceastd descriere. De asemenea, se propune o metoda de utilizare a
compusului cu formula (I), descrisd in aceastd descriere. In plus, se propune o metodd de obtinere a
compusului cu formula (I), descrisa in aceastd descriere.

Metabolitii compusilor

In plus, in cadrul prezentei inventii se includ produsele metabolice in vivo ale compusilor descrisi
aici, In mdsura In care aceste produse sunt noi si neevidente din stadiul anterior al tehnicii. Asemenea
produse pot rezulta, de exemplu, din oxidarea, reducerea, hidroliza, amidarea, esterificarea, etc.,
compusului administrat, in primul rand, datoritd proceselor enzimatice. Prin urmare, sunt inclusi
compusii noi i neevidenti, produsi printr-o metodd care include contactarea compusului cu organismul
unui mamifer pentru o perioada de timp, suficientd pentru a forma un produs metabolic al acestuia.
Astfel de produse sunt de obicei identificate prin prepararea unui compus radiomarcat cu izotop (de
exemplu, “C sau *H), administrarea acestuia parenteral intr-o dozd detectabild (de exemplu, mai mare
de aproximativ 0,5 mg/kg) la un animal, cum ar fi sobolan, soarece, cobai, maimuta sau om, oferind
suficient timp pentru realizarea metabolizarii (de obicei, aproximativ 30 de secunde pana la 30 de ore) si
izoland produsele de conversie din urind, singe sau alte probe biologice. Aceste produse sunt usor
izolate, deoarece ele sunt marcate (altele sunt izolate prin utilizarea anticorpilor, capabili de legarea
epitopilor, care se mentin in metabolit). Structurile metabolitilor sunt determinate in mod uzual, de
exemplu prin analiza SM sau RMN. In general, analiza metabolitilor se realizeaz in acelasi mod ca si
studiile obisnuite ale metabolismului medicamentelor, bine cunoscute specialistilor in domeniu.
Produsele de conversie, cu conditia ca acestea Intr-un alt mod nu se determina in vivo, pot fi utilizate in
testele de diagnostic pentru dozarea terapeuticd a compusilor, chiar dacd acestia insesi nu posedd
activitate antiviralda HSV.

Mijloacele si metodele de determinare a stabilitifii compusilor in secretiile gastrointestinale
substituente sunt cunoscute. Compusii sunt definiti in acest document ca fiind stabili in tractul
gastrointestinal, unde mai putin de circa 50% molare din grupurile protejate sunt deprotejate in sucul
gastric substituit sau intestinal la incubare timp de 1 ord la 37°C. Pur si simplu stabilitatea compusilor in
tractul gastro-intestinal nu Inseamnd, ¢ ei nu pot fi hidrolizati in vivo. Promedicamentele, de obicei,
sunt stabile In sistemul digestiv, dar pot fi hidrolizate semnificativ pana la preparatul inifial in lumenul
digestiv, 1n ficat, plaméni sau in alt organ metabolic, sau, in general, in celule. Asa cum se utilizeazd in
prezentul context, prin promedicament se infelege un compus care este destinat chimic pentru eliberarea
eficientd a medicamentului initial dupd depésirea barierelor biologice la o administrare orala.

Abrevieri
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In descrierea detaliilor experimentelor se folosesc unele abrevieri si acronime. Cu toate ci
majoritatea din ele sunt Intelese unui specialist In domeniu, in tab. 1 este prezentatd lista multor dintre

aceste abrevieri si acronime.

Lista abrevierilor i acronimelor

Tabelul 1

Abreviere Semnificatia

Ac acetat

ACN acetonitril

AIBN azobisizobutironitril

Bn benzil

Bu butil

Bz benzoil

BzCl clorura de benzoil

CDI 1,1’-carbonildiimidazol

DAST trifluorurd de dietilaminosulf

DCE 1,2-dicloretan

DCM diclormetan

DMAP 4-dimetilaminopiridind

DMDO dimetildioxiran

DSMO dimetilsulfoxid

DMF dimetilformamida

DMTrCl 4,4’ -dimetoxitritilclorura

DMTr 4,4’ -dimetoxitritil

EDCI hidroclorurd de N- (3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodiimida

Et etil

Imid imidazol

KOtBu tert-butoxid de potasiu

CL cromatografia lichidelor

MCPBA acid meta-clorperbenzoic

Me metil

m/z raportul masd la sarcind

SM sau sm spectrul de masa

NIS N-iodsuccinimida

NMP N-metil-2-pirolidon

Ph fenil

Ph;P trifenilfosfina

PMB para-metoxibenzil

PMBCI clorurd de para-metoxibenzil

PhOC(S)C1 fenilclortionformiat

(PhO);PMel iodurd de metiltrifenoxifosfoniu

Pir piridind

TEMPERATURA temperatura camerei
CAMEREI

TBAF fluorura de tetrabutilamoniu

TBS tert-butildimetilsilil

TBSCI clorurd de fer-butildimetilsilil

TSMN3 trimetilsilil azida

TEA trietilamind

TES trietilsilan

TFA acid trifluoracetic

THF tetrahidrofuran

TSM trimetilsilil

TSMC1 clorura de trimetilsilil

Ts 4-toluensulfonil

TsOH acid tosilic

S parti per milion, indicate in raport cu varful rezidual al solventului

nedeuterat
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Schema generald
N H2 N H2
\ N\ N, ~
N\N) N
|
S1a S1b
Schema 1
5 In schema 1 este prezentatd sinteza generald a compusilor intermediari, incepand cu reactia de
iodare (de exemplu, NIS) panad la generarea bazei nucleinice S1b.
NH>
HBF4 Ay NIS
NaNO, \ N\N)\F
S2a S2b S2¢c

Schema 2
In schema 2 este prezentatd sinteza generald a compusilor intermediari, incepand cu reactia de
10 fluorinare (de exemplu, HBFs NaNO,) printr-o metodd similard metodei descrise In W0O2012037038A1
cu obtinerea compusului intermediar S2b. Compusul intermediar S2b poate fi apoi iodinat (de exemplu,
NIS) pentru a obtine baza nucleinica S2c.

NH2 1) n-BulLi .
BnO . 1) BzCl, Pyr;
‘\Géo ~TSN [-CH»SiMe»Cl]» NH,OH
Bnd OBn Ny g1 2) EtSiH 2) HCOH,

[ BF3eEt20 Pd/C

S3a S3b

S
1) DMTICI, Pyr 1) (PhO)zPMel 1) DMDO
- HO N \N 2\ { — = )4, HO
2) TBSCI, Imid 2) KOtBu 2) InBrz
3) TsOH TMSCN
TBSO OTBS TBSOC OTBS 3) CsF
S3e S3f

15 Schema 3
In schema 3 este prezentata sinteza generald a compusilor, Incepand cu reactia de modificare a litiu-
halogenului (de exemplu, interactiunea n-Buli, [-CH,SiMexCl]») cu o bazd nucleinicd corespunzatoare
S3b, urmatd de aditia la o lactond S3a. Reducerea grupei 1’ hidroxil laterale in conditii de mediu acid
Lewis (de exemplu, BF;-Et;O, Et;SiH) genereaza compusul intermediar S3c. Compusul intermediar
20 S3c poate fi intai protejat (de exemplu, BzCl, Pir; NHsOH) la grupa de azot functionald si grupele
benzil pot fi apoi izolate in conditii de reducere (de exemplu, HCO.H, Pd/C, BCls, BBr3) cu obtinerea
compusului intermediar S3d. Secventa, care include inifial protectia selectiva a 5’ hidroxil (de exemplu
DMTtCl), apoi protectia 2’ si 3’ hidroxil (de exemplu, TBSCI), urmatd de eliminarea selectiva a grupei
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de protectie 5’ hidroxil in condifii acide (de exemplu, TsOH) conduce la formarea compusului
intermediar S3e. Grupa 5° hidroxil poate fi apoi transformatd in iodura corespunzitoare (de exemplu,
(PhO)sPMel), care apoi se supune actiunii unor condifii bazice (cum ar fi KOsBu) pentru realizarea
reactiei de eliminare, generdnd compusul intermediar S3f. Oxidarea olefinei S3f (de exemplu, DMDO)
5 urmatd de tratarea cu un nucleofil potrivit (de exemplu, TSMCN) in conditii aide Lewis (de exemplu,
InBr3) si eliminarea grupelor de protectie hidroxil (de exemplu, CsF) rezultd cu compusul intermediar
S3g. Eliminarea grupei de protectie de azot (de exemplu, NH2Me) rezultd cu compusii finali de tip S3h.

NHBz
1) DMDO
2) InBr3
TMSN;
T8SO OTBS 3) CsF
S3f
10
Schema 4

In schema 4 este prezentata sinteza generald a compusilor, pornind de la oxidarea olefinei S3f (de

exemplu, DMDO) cu tratarea ulterioard cu un nucleofil potrivit (de exemplu, TSMN3) in conditii acide

(de exemplu, InBrs) printr-o metodd similard celei descrise in literatura de specialitate (J. Med. Chem.

15 50, 2007, p. 5463-5470). Eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de exemplu, CsF) rezultd apoi cu

compusul intermediar S4a. Eliminarea grupei de protectie de azot (de exemplu, NH:Me) conduce la
formarea compusilor finali de tip S4b.

NHBz
. 1li¥£0

\

O N\N)\R»]
2) CsF
TBSG OTBS
S3f
20 Schema 5

In schema 5 este prezentata sinteza generald a compusilor, pornind de la oxidarea olefinei S3f (de
exemplu, DMDO) in prezenta alcoolului potrivit HOR?, urmatd de eliminarea grupelor hidroxil de
protectie (de exemplu, CsF) cu formarea compusului intermediar S5a. Eliminarea grupei de protectie
de azot (de exemplu, NH>Me) conduce la formarea compusilor finali de tip S5b.

25
mr\ AN

P A
) ““‘; «9!\, N ’“‘: “*f
NEs -\}“ ey, S -—
e A
y h "
s“i i Sl
& S

Bk

oo ey \
H'\ o } By s ,«m\,{‘i\ﬁ . /'oig%&
e Hi o }.\&;WAW N =7 o }w \@p‘i\:}
Ryge =X 0
S8 bt EN}* RS N pd &y B

Schema 6
In schema 6 este prezentata sinteza generald a compusilor, pornind de la oxidarea olefinei S3f (de
exemplu, DMDO), urmata ulterior de tratarea cu un nucleofil potrivit (de exemplu, (HC=C);Al) printr-o
30  metodd similard celei descrise in literatura de specialitate (Nucleosides, Nucleotides si Nucleic Acids,
24, 2005, p. 343-347). Eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de exemplu, CsF) rezultd apoi cu
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compusul intermediar S6a. Eliminarea grupei de protectie de azot (de exemplu, NH2Me) conduce la

formarea compusilor finali de tip S6b. Tratarea compusului final in conditii de hidrogenare (de

exemplu, H,, Pd/C sau conditii Lindlar) poate conduce la formarea selectivd a compusilor finali de tip

Séc si S6d, respectiv. Tratarea compusului final S6d prin formarea inelului de ciclopropan (de exemplu,
5 CH:N>) poate rezulta cu compusii finali de tip Sée.

NGRE Tt P ii‘fz RSz
R i ; ,.M«f % S
S AT y M o J\i 1 TRET, it s \} ok,
Mo F TN TR AT g Hogt LT T M)\ R
; 2 DTS P 3 53 Tal
ol o : o
Bl B wd B tEss ®
83 B¥ Ble
SR AR
11 ROQIHS! oy o "’“"TM’N

wyr, TFn E‘BM

:
TB'\U"\ roX aks \N'PJ'\&\::

N SOES] R
3 NeBHs § %
TREG ¥

By

Schema 7
In schema 7 este prezentatd sinteza generali a compusilor, incepand de la secventa sintetica de
protectie a azotului (de exemplu, TSMCI, Pir; BzCl, Pir; NH4OH) a compusului intermediar S7a,
10 sintetizat printr-o metodd similard celei descrise 1n literatura brevetara [12]. Protectia selectiva a grupei
5" hidroxil (de exemplu, DMTrCl) genereazd apoi compusul intermediar S7b. Protectia grupei 2’
hidroxil (de exemplu, TBSCI), urmata de eliminarea grupei 5’ hidroxil in conditii acide (de exemplu,
TsOH), rezultd cu compusul intermediar S7e. Transformarea grupei 5’ hidroxil intr-o aldehidd in
conditii oxidative (de exemplu, EDCI-HCI, Pir, TFA, DSMO), urmati de condensarca enolatului
15 corespunzator cu formaldehida si reducere (de exemplu, NaBH.), rezultd cu compusul intermediar S7f.
Protectia selectiva ulterioard a grupelor hidroxil cu grupe de protectie ortogonale (de exemplu, DMTrCl
s1 TBSCI), urmata de eliminarea grupei de protectie mai labile in conditii acide (de exemplu, TsOH),
rezultd apoi cu compusul intermediar S7g. Transformarea grupei hidroxil intr-o aldehidd in conditii
oxidative (de exemplu, EDCI-HCl, Pir, TFA, DSMO) genereaza compusul intermediar S7h.
20 Transformarea aldehidei S7h compusul intermediar halo-olefin S7i poate fi realizatd in conditii de
olefinare Wittig (de exemplu, [PhsPCH,Br]*Br,, KOtBu). Reactia de eliminare 1n conditii bazice (de
exemplu, KOtBu) genereaza alchind si eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de exemplu, TBAF) si
grupei de azot de protectie (de exemplu, NH4OH) conduce la formarea compusilor finali de tip S7;.

NHBz

1) NH,OHeHCl

2) CDI
3) NH40OH
4) HF ePyr

25 Schema 8
In schema 8 este prezentati sinteza generald a compusilor, incepand cu formarea oximei (de
exemplu, NH;OH-HCl), urmati de transformarea oximei in grupa nitril (de exemplu, CDI). Eliminarea
grupei de azot de protectie (de exemplu, NH4OH) si grupelor hidroxil de protectie (de exemplu, HF-Pir)
conduce apoi la formarea compusilor finali de tip S8a.
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1) [PhzPCH3]"Br
KOtBu

2) TBAF
3) NH4OH

Schema 9
In schema 9 este prezentata sinteza generala a compusilor, incepand cu transformarea aldehidei S7h
in olefind in conditiile de olefinare Wittig (de exemplu, [Ph;PCH;]*Br”, KOtBu). Eliminarea grupelor
hidroxil de protectie (de exemplu, TBAF) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NH4OH) conduce
la formarea compusilor finali de tip S9a. Conditiile de reducere (de exemplu, Ha, Pd/C) pot apoi genera
compusii finali de tip S9b si reactia de formare a inelului de ciclopropan (de exemplu, CH2N,) poate
conduce la formarea compusilor finali de tip S9c¢.
NHBz

1) PhsP, CCly

2) TBAF
3) NH4OH

S$10a

Schema 10

in schema 10 este prezentati sinteza generald a compusilor, incepind cu o reactic Appel (de
exemplu, PhsP, CCly) de transformare a grupei hidroxil intr-o clorurd. Eliminarea grupelor hidroxil de
protectie (de exemplu, TBAF) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NHsOH) conduce la formarea
compusilor finali de tip S10a.

NHBz
1) PMBCI, KoCO3 1) DAST
2) TBAF 2) BBrs
3) BnBr, NaH 3) NH4OH
4) AcOH

Schema 11

In schema 11 este prezentatd sinteza generala a compusilor, incepand cu protectia grupei hidroxil
libere din compusul intermediar S7g cu o grupd de protectic mobild (de exemplu, PMBCI, K»>COs).
Eliminarea selectivd a grupelor de protectie sililoxi 2° si 5 (de exemplu, TBAF), urmatd de protectia
repetatd cu grupe de protectie stabile (de exemplu, BnBr, NaH) si eliminarea grupei hidroxil de
protectie labile in conditii acide (de exemplu, AcOH) rezultd cu compusul intermediar S11a. Conversia
grupei hidroxil in fluor (de exemplu, DAST), urmatd de eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de
exemplu, BBr3) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NHsOH) conduce la formarea compusilor
finali de tip S11b.

1) DMDO
2) SnCly, TMSN;
3) CsF N3
4) NH,OH

1) (PhO);PMel

2) KOtBu
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Schema 12

In schema 12 este prezentat sinteza generald a compusilor, incepand cu conversia grupei hidroxil 5°
intr-o iodurd corespunzitoare (de exemplu, (PhO);PMel), care apoi se trateaza in conditii bazice (cum
ar fi KOrBu) pentru efectuarea reactiei de eliminare, generdnd compusul intermediar S12a. Oxidarea
olefinei S12a (de exemplu, DMDO) cu tratarea ulterioarad cu un nucleofil potrivit (de exemplu, TSMN3)
in conditii acide Lewis (de exemplu, SnCly) printr-o metoda similard metodei descrise in literatura de
specialitate (J. Med. Chem. 50, 2007, p. 5463-5470) si eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de
exemplu, CsF) si grupei de azot de protectic (de exemplu, NH4OH) conduce la formarea compusilor
finali de tip S12b.

1) DMDO, HOR?

\_/ 2) CsF
8BS F 3) NH4OH

S12a S13a
Schema 13

In schema 13 este prezentata sinteza generald a compusilor, pornind de la oxidarea olefinei S12a (de
exemplu, DMDO) in prezenta alcoolului potrivit HOR?® si eliminarea grupelor hidroxil de protectie (de
exemplu, CsF). Eliminarea grupei de azot de protectie (de exemplu, NH.Me) conduce la formarea
compusilor finali de tip S13a.

1) PhOC(S)CI

DMAP 1) TBAF

2) (TMS)3SiH, 2) NH,OH

AIBN

Schema 14

In schema 14 este prezentatd sinteza generald a compusilor, incepand cu formarea xantatului (de
exemplu, PhOC(S)Cl, DMAP) cu reactia ulterioara de deoxigenare Barton—-McCombie (de exemplu,
(TSM)sSiH, AIBN) pentru a obtine compusul intermediar S14a. Eliminarea grupelor hidroxil de
protectie (de exemplu, TBAF) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NHsOH) conduce la formarea

compusilor finali de tip S14b.

Bk,
Bl L . 5-
w O s N ks By omfiuld e Nepg
St d ey R o M BT ‘ ”!%N COMRMeIL L 3:
DAY sreereorreeeeereerpoeror e \~ ”“:% b s :i'.%{l"--»\ .“3\{)“3"‘%“6‘ 5!
gs;s;fé Soe TN, S FrT e s o
3} BaBr, gD i 33 o
| | s B
S18= 5% 83k
AR

Schema 15

In schema 15 este prezentatd sinteza generalda a compusilor, Incepand cu compusul intermediar
S15a, preparat printr-o metodd similard celei descrise in literatura de specialitate (Biosci. Biotech.
Biochem. 57, 1993, p. 1433-1438). Eliminarea grupelor acetat de protectie, utilizdnd conditii de
hidroliza (de exemplu, K2COs;, MeOH), apoi conditii de oxidare chemoselectivd (de exemplu, NIS,
BuyNI) si protectia grupei hidroxil 2° (de exemplu, BnBr, Ag,0), genereazd compusul intermediar
S15b. Schimbul litiu-halogen (de exemplu, n-BuLi, [-CH>SiMe,Cl]») cu o bazd nucleinica potrivita S3b
si aditia lactonei S15b, urmatd de reducerea grupei hidroxil 1” in conditii acide Lewis (de exemplu,
BF;5-Et,O, Et:SiH) si deprotectia (de exemplu, H», Pd negru) conduce la formarea compusilor finali de
tip S15c.
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1) EDCleHC
Pyr, TFA, DMSO 1) DMTrCI, EtsN
2) CH,0, NaOH 2) TBSCI, Imid.
3) NaBH,4 Pl 3) TsOH
TBSOG OTBS
S3e s16a

N‘N‘A\R1 1) PhsP, CCly

2) TBAF
3) NH4OH

B OTBS
S16b s16¢c

Schema 16

In schema 16 este prezentat sinteza generald a compusilor, incepand cu conversia grupei hidroxil 5’
in aldehida in conditii oxidative (de exemplu, EDCI-HCI, Pir, TFA, DSMO) cu condensarea ulterioard a
enolatului corespunzator cu formaldehidd si reducere (de exemplu, NaBHi) conduce la formarea
compusului intermediar S16a. Protectia selectivd ulterioard a grupelor hidroxil cu grupe de protectie
ortogonale (de exemplu, DMTrCl si TBSCI), urmatd de eliminarea grupei de protectie mai mobile in
conditii acide (de exemplu, TsOH), rezultd cu compusul intermediar S16b. Prin reactia Appel (de
exemplu, PhsP, CCly) se poate apoi transforma grupa hidroxil intr-o clorurd si eliminarea grupelor
hidroxil de protectie (de exemplu, TBAF) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NH4OH) conduce
la formarea compusilor finali de tip S16c.

1) PMBCI, K;CO3 1) DAST
2) TBAF 2) BBrs
— 3) BnBr, NaH 3) NH4OH
TBSO OTBS 4) AcOH
S16b
Schema 17

In schema 17 este prezentatd sinteza generald a compusilor, incepand cu protectia grupei hidroxil
libere din compusul intermediar S16b cu o grupd de protectie labild (de exemplu, PMBCI, K,COs).
Eliminarea selectivd a grupelor de protectie sililoxi 2°, 3” si 5° (de exemplu, TBAF), cu protectia
repetatd ulterioard cu grupe de protectie stabile (de exemplu, BnBr, NaH) si eliminarea grupei hidroxil
de protectic labile in conditii acide (de exemplu, AcOH) rezultd cu compusul intermediar S17a.
Conversia grupei hidroxil in fluor (de exemplu, DAST), urmatd de eliminarea grupelor hidroxil de
protectie (de exemplu, BBr3) si grupei de azot de protectie (de exemplu, NHsOH) conduce la formarea
compusilor finali de tip S17b.
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Schema 18

In schema 18 este prezentati sinteza generald a compusilor prin reactiile de halogenare electrofilica
corespunzatoare ale compusului intermediar S18a cu formarea compusilor finali de tipul S18b (de
exemplu, NCS), S18¢ (de exemplu, NIS) si S18d (de exemplu, Selectfluor).

H20,
o Noy?hgt 20 Zn(CN): 1o NH,OH
R*™\ Pd(PtBus),  R™\ H,0
HO R® '
5 S18c $19a $19b
Schema 19

In schema 19 este prezentata sinteza generald a compusilor, incepind cu o reactie de cuplare
Incrucisata (de exemplu, Zn(CN),, Pd(PtBu)s) cu formarea compusilor finali de tipul S19a. Compusul
S19a poate fi apoi sintetizat prin reactia de hidrolizd a nitrilului (de exemplu, HO2, NHsOH, H;O) cu

10 formarea compusilor de tip S19b.

How MUTRE, My, celoprgl, Fix

Schema 20

In schema 20 este prezentata sinteza generald a compusilor, incepand cu reactia Sonogashira (de
exemplu, Cul, PdC1,(PPhs),) cu formarea compusilor finali de tip S20a.

T

N

~u!  Reactis

Suzuki

15
Schema 21

In schema 21 este prezentata sinteza generald a compusilor, incepind cu o reactie de cuplare
Incrucisata (de exemplu, Pd(dppf)Cly, Cs2CO3), cu formarea compusilor finali de tip S21a.

Ho-p°

HO &
P(O)Cl3; HO

[nBu3N H]2P207H2

20
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Schema 22
In schema 22 este prezentatd sinteza generald a compusilor, incluzand sinteza analogilor fosforilati
de tip S22b.

o)
R°0-P-LG tBuMgCl

R6
DMF, THF
5 S23a
Schema 23
In schema 23 este prezentata sinteza generalda a compusilor, incluzand sinteza analogilor fosforilati
de tip S23b.
R .
%::‘W’ R . Pl ““fi
I o j.‘.‘ﬁﬂﬁy\kﬁ: ‘\‘;*"\“G m“““‘i‘Eiii‘“‘n %XQ\?‘&N\‘\‘& gyt
SN LG 2) Ovidare :,; AN
ad R 4 R
?Ea@ Sa4a 5;; 4h
10
Schema 24
In schema 24 este prezentata sinteza generald a compusilor, incluzand sinteza analogilor fosforilati
de tip S24b.
Partea experimentald
NH2 NH,
\\ = )N NIS ~ SN
Na\? DMF NN A
I
1a
15 1b

Compusul intermediar 1b.

Intr-o solutie de compus intermediar la (50 mg, 373 mmol) in DMF (1 ml) la temperatura camerei
se introduce N-iodsuccinimida (84 mg, 373 mmol) sub forma de substanta solida. Peste 1,5 h amestecul
de reactie se dilueaza cu solutie 1M NaOH (10 ml) si suspensia format se agitd la temperatura camerei.

20 Peste 1 h substantele solide se colecteaza prin filtrare In vid si se usucd sub presiune redusd, se obtine
compusul intermediar 1b.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 3 7,89 (s, 1H), 7,78 (br-s, 1H), 6,98 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,82 (d, J =
4,4 Hz, 1H), 3,30 (br-s, 1H).

CL/SM: tg = 1,21 min, SM m/z = 261,02 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

25 Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2.0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min-3,5 min
2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: t. = 1,536 min; sistemul CLIP: serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5u C18 1104, 50 x 4,6

30 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.



10

15

20

25

30

35

40

MD 4596 C1 2019.05.31

27
e
BnO ®) NH2 \S /\/SI\
O N CIT
N BnO
N\ N. )
BnO OBn | N BuLi, THF
1¢c 1b
Compusul  mtermediar 1d - (25,3R,4R,5R)-2-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-3,4-

bis(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofuran-2-ol

La o suspensie de 7-iodpirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-amind 1b (6,84 g, 26,3 mmol) si 1,2-
bis(clordimetilsilil)etan (5,66 g, 26,3 mmol) in THF (200 ml) la -78°C intr-o atmosferd de argon se
adauga rapid n-butillitiu (2,5M in hexani, 34,4 ml, 86,0 mmol). in procesul aditiei temperatura internd a
reactiei se ridica pand la -40,5°C si amestecul de reactie devine o solutie transparentd de culoare bruna.
Peste 15 min printr-o canula rapid se adaugd o solutie de (3R,4R,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-
(benziloximetil)dihidrofuran-2(3H)-ond (lc, achizitionatd de la Carbosinth, 10 g, 23,9 mmol) in
tetrahidrofuran (40 ml), racitd In prealabil pand la -78°C. Peste 1 h amestecul de reactie se stinge cu
acid acetic (15 ml) si amestecul format se lasd sd se incédlzeasca pana la temperatura camerei. Amestecul
format se dilueaza cu acetat de etil (800 ml) si se spald cu solutie apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu
(500 ml) si solutie salind saturatd (500 ml). Stratul organic se usucd deasupra sulfatului de sodiu
anhidru si se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografic pe coloana
cu Si0; (coloand 220 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de etil/hexani), se obtine
compusul intermediar 1d.

CL/SM: tg = 1,50 min, SM m/z = 553,34 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,60 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, Apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min
2...100% ACN, 1,5 min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min
2% ACN.

CLIP: t, = 3,442 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloana: Gemini 5pu C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, Apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: acetat de etil, Re= 0.5 (UV)

NH-
"N
BFs-OFEt
3 BnO e) \ N\N)
EtsSiH
CHoCl> iy
BnO OBn
1e

Compusul intermediar le - 7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofuran-2-
il)pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-amina

La o solutie de compus intermediar 1d (4,74 g, 8,58 mmol) si trietilsilan (3,56 ml, 22,3 mmol) in
DCM (43 ml) se adaugd lent cu o seringd la 0°C intr-o atmosfera de argon un complex de trifluorurd de
bor cu eter dietilic. Peste 2 h amestecul de reactie se dilueazd lent cu solutie apoasd saturatd de
bicarbonat de sodiu (100 ml) si amestecul format se extrage cu acetat de etil (2 x 150 ml), se usucd
deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut se purifica
prin cromatografie pe coloand cu SiO» (coloand 24 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...100%
acetat de etil/hexani), se obtine compusul intermediar 1e.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) & 7,88 (s, 1H), 7,37 ... 7,22 (m, 15H), 6,73 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,71 (d,
J=4,6Hz, 1H), 5,66 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,71 (s, 2H), 4,60 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,54 (s, 2H), 4,45 (d, J
= 11,9 Hz, 1H), 4,39 (dt, J = 7,1; 3,6 Hz, 1H), 4,25 (t, /= 4,6 Hz, 1H), 4,14 ... 4,10 (m, 1H), 3,78 (dd, J
=10,7; 3,4 Hz, 1H), 3,65 (dd, J = 10,7, 4,0 Hz, 1H).

CL/SM: tg = 2,01 min, SM m/z = 537,41 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
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Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5
min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 3,596 min; Sistemul CLIP: serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5 w C18 110A, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: acetat de etil, Re= 0,3 (UV)

NH- NHBz
~ BzCl R
Z
BrO—~ o, F N7 Bro~\ o, YN
Pyr;
it NH4OH i
BnO OBn BnO OBn
1e 1f
Compusul intermediar 1f - N-(7-((2S,3S,4R,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-

(benziloximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-11)benzamida

La o solutie de compus intermediar le (3,94 g, 7,34 mmol) in piridind (36,7 ml) se adaugd lent la
temperatura camerel intr-o atmosferd de argon clorurd de benzoil (1,69 ml, 14,68 mmol). Peste 1 h se
mai adaugd lent o cantitate suplimentara de clorurd de benzoil (1,69 ml, 14,68 mmol). Peste 19 h se
adauga lent apd (20 ml) si amestecul de reactic devenea putin tulbure. Apoi lent se adauga hidroxid de
amoniu (~10 ml) pana cand reactia devine alcalind cu pH=10. Peste 1 h se adaugd in picaturi printr-o
palnie capilard apd (150 ml) si pe méasura aditiei din amestecul de reactie se sedimenteazd o substantd
solidd alba. Amestecul format se agitd timp de 24 h si substantele solide de culoare albéd se colecteaza
prin filtrare In vid si se usuca prin distilare azeotropd din toluen, se obtine compusul intermediar 1f.

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,23 (br s, 1H), 7,62 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 7,6 Hz, 21),
7,38...7,21 (m, 18H), 7,17 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,69 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 4,71 (s, 2H), 4,63 — 4,44 (m,
4H), 4,43...4,39 (m, 1H), 4,22 (t, J = 4,5 Hz, 1H), 4,15...4,10 (m, 1H), 3,79 (dd, J = 10,8; 3,2 Hz, 1H),
3,65 (dd, J = 10,7; 3,7 Hz, 1H).

CL/SM: tr = 1.91 min, SM m/z = 641,18 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5
min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, R¢= 0.6 (UV)

NHB2 FEcN
&0 0% PC N
By o %ﬁ*-.ﬂiﬁé\&.&l % PG HE o) }w-hﬁ»wﬁ@j
_\ ™y ) Acid formic ‘\‘ N
1= SN S
and S Tl
i1 ig

Compusul intermediar 1g - N-(7-((25,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-
il)pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

La un amestec de compus intermediar 1f (4,39 g, 6,85 mmol) si paladiu pe carbon (10% din
greutate, 2,2 g) la temperatura camerei intr-o atmosferd de argon se adaugd succesiv etanol (68,5 ml) si
acid formic (51,7 ml, 1,37 mol). Peste 3 zile amestecul de reactic se filtreaza printr-un strat de celite si
filtratul se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se distileaza azeotrop cu toluen (3 x 20 ml),
se obtine compusul intermediar 1g, care se utilizeazd direct In etapa urmdtoare fard purificare
suplimentara.

'H RMN (400 MHz, CD;0D) & 8,15 (s, 1H), 7,67...7,40 (m, 5H), 7,23 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 7,00 (d,
J =47 Hz, 1H), 5,40 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 4,44 (t, /= 5,7 Hz, 1H), 4,17 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 4,03 (q, J =
4,3 Hz, 1H), 3,81 (dd, J = 12,1; 3,5 Hz, 1H), 3,71 (dd, J = 12,0; 4,5 Hz, 1H).

CL/SM: tg = 1,04 min, SM m/z = 371,15 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
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Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6y XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm
Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min
2...100% ACN, 1,5 min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min
2% ACN la 2 pl/min;
5 CLIP: tg = 2,055 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

NHBz NHB2
e %”(*N c_f.k"""»‘»\;.i-*’“‘){':’*gxé
S & o DMTCL ey SN
H@““\\ m\}‘“;\a S——— WT@‘\uJ Yy
Vv Pir S
& B &£ kS
HO O O HO OH
ty 1h

Compusul intermediar 1h - N-(7-((2S,3R,4S8,5R)-5-((bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-3,4-
10 dihidroxitetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][1,2,4] triazin-4-il)benzamida
La o solutie de compus intermediar 1g (2,44 g, 6,59 mmol) in piridinad (32,5 ml) la temperatura
camerel intr-o portie sub forma de substantd solidd se adaugd clorurd de 4,4'-dimetoxitritil (2,23 g, 6,59
mmol). Peste 5,5 h amestecul de reactie se dilueazd cu acetat de etil (300 ml) si amestecul format se
spald cu solutie salind saturatd (3x200 ml). Stratul organic se concentreazd sub presiune redusd si
15  reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO; (coloand 80 g SiO», Combiflash HP Gold
Column, 0...100% acetat de etil/hexani), se obtine compusul intermediar 1h.
CL/SM: tg = 1,68 min, SM m/z = 673,22 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 m;
Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min
20 2...100% ACN, 1,5 min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min
2% ACN la 2 pl/min.
CLIP: tg = 4,270 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

25 CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, Re= 0.15 (UV)
NHBz NHBz
>~ N ~r" N
OMTIO \ o Y NN®  _TBSCL pmTio \ o )Ny
Imid, DMF
HO OH TBSO OTBS
1h 1i

Compusul intermediar 11 - N-(7-((2S,3S,4R,5R)-5-((bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-3,4-
bis(tert-butildimetilsililoxi)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-il)benzamida
La o solutic de compus intermediar 1h (1,84 g, 2,74 mmol) si imidazol (2,23 g, 32,8 mmol) in N,N-
30 dimetilformamidad (28,2 ml) la temperatura camerei se adauga clorurd de terf-butildimetilsilil (2,47 g,
16,4 mmol). Peste 17 h la amestecul de reactie lent se adaugd solutie apoasa saturata de bicarbonat de
sodiu (500 ml). Amestecul format se extrage cu acetat de etil (500 ml) si stratul organic se spala cu
solutie salina saturatd (2x400 ml), se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru §i se concentreaza sub
presiune redusd. Reziduul brut se purifica prin cromatografie pe coloana cu SiO2 (coloana 80 g SiO»
35 Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de etil’hexani), se obtine compusul intermediar 1i.
CL/SM: tg = 3,43 min, SM m/z = 901,37 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm
Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,55 min 100% ACN, 3,55 min...4,2 min 100%...2% ACN la 2 pl/min
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CLIP: tg = 5,724 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5.0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, R¢= 0,75 (UV)

TsOH-H,O
MeOH
DCM
1i 1j
Compusul intermediar 1j - N-(7-((25,3S,4R,5R)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-

(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

La o solutie de compus intermediar 1i (2,41 g, 2,67 mmol) in diclormetan (22,3 ml) la 0°C lent se
adaugd o solutic de monohidrat de acid p-toluensulfonic (509 mg, 2,67 mmol) in metanol (3,7
ml). Peste 1,5 h amestecul de reactie se dilueazd cu solufie apoasa saturatd de bicarbonat (100 ml) si
amestecul format se extrage cu diclormetan (2x100 ml). Extractele organice combinate se usucd
deasupra sulfatului de sodiu §i se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin
cromatografie pe coloand cu SiO2 (coloana 120 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat
de etil/hexani), se obtine compusul intermediar 1j.

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,72 (br-s, 1H), 8,16 (br-t, J = 7,1 Hz, 2H), 8,07 (br-t, J = 7,7 Hz,
3H), 7,49...7,43 (m, 1H), 5,75 (d, / = 8,2 Hz, 1H), 5,28 (dd, J = 8§,1; 4,7 Hz, 1H), 4,81 (d, /= 5,0 Hz,
1H), 4,70...4,63 (m, 1H), 4,44 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 4,24 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,30 (s,
9H), 0,65 (s, 3H), 0,64 (s, 3H), 0,41 (s, 3H), 0,00 (s, 3H).

CL/SM: tg = 2,66 min, SM m/z = 599,19 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5
min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 5,622 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, R¢= 0,55 (UV)

NHBz NHBz
=" N =" N
HO~ o, ) N\N) (PhO)sPMel o ) N\N)
DMF
TBSO OTBS TBSO OTBS
1 1k
Compusul intermediar 1k - N-(7-((25,3S,4R,55)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-

(1iodometil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-11)benzamida

La o solutie de iodurd de metiltrifenoxifosfoniu (0,99 g, 2,19 mmol) in DMF (9,9 ml) la temperatura
camerei se adaugd compusul intermediar 1j (1,19 g, 1,99 mmol). Peste 3 h s¢ adaugd o cantitate
suplimentard de iodurd de metiltrifenoxifosfoniu (0,99 g, 2,19 mmol). Peste | h amestecul de reactie se
dilueaza cu acetat de etil (200 ml) si se spala cu solutie salind saturatd (3x100 ml). Stratul organic se
usuca deasupra sulfatului de sodiu anhidru §i se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut se
purificd prin cromatografic pe coloand cu SiO2 (coloand 80 g SiO, Combiflash HP Gold Column,
0...100% acetat de etil/hexani), se obtine compusul intermediar 1k.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) 6 8,21 (br s, 1H), 7,61 (br t, J = 7,2 Hz, 1H), 7,53 (br t, J = 7,5 Hz,
3H), 7,05 (br s, 1H), 5,44 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 4,52 (t, J = 4,3 Hz, 1H), 4,08...3,99 (m, 2H), 3.55 (dd, J
=10,7; 5,2 Hz, 1H), 3,38 (dd, J = 10,7; 5,0 Hz, 1H), 0,93 (s, 9H), 0,85 (s, 9H), 0,16 (s, 3H), 0,11 (s,
3H), -0,01 (s, 3H), -0,11 (s, 1H).



MD 4596 C1 2019.05.31

31

CL/SM: tg = 3,06 min, SM m/z = 709,16 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5

5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 5,837 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 20% acetat de etil in hexani, R¢= 0,45 (UV)

NHBz
~ N
\ KOtBu
0 Y Nn?
Pyr
TBSO OTBS T585 6TBS
10 1k 11
Compusul intermediar 11 - N-(7-((25,35,4S5)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-

metilentetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-i])benzamida
La o solutie de compus intermediar 1k (1,77 g, 2,5 mmol) in piridina (25 ml) la temperatura camerei
se adaugd r-butoxid de potasiu (700 mg, 6,24 mmol). Peste 2 h amestecul de reactie se dilueaza cu
15 solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (25 ml) si solutie salind saturatd (200 ml). Amestecul
format se extrage cu acetat de etil (300 ml). Stratul organic se spald apoi cu solutie salind saturata (200
ml), se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazi sub presiune redusi. Reziduul
brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO2 (coloanid 40 g SiO, Combiflash HP Gold
Column, 0-100% acetat de etil/hexani), se obfine compusul intermediar 11.
20 CL/SM: tg = 2,87 min, SM m/z = 581,37 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm
Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic
Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min
100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2 pl/min.
25 CLIP: tg = 5,750 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.
CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, Re= 0,20 (UV)

NHBz
>~ N
DMDO
\ N, A
O
acetone
TBSO OTBS
11 1m
30 Compusul intermediar Im -  N-(7-((25,35,45)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-hidroxi-5-

(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-1l)benzamida
La o solutie de compus intermediar 11 (560 mg, 0,964 mmol) in acetond (4,82 ml) la 0°C se adauga
DMDO (0,07M solutic in acetond, 13,8 ml, 0,964 mmol). Peste 10 min amestecul de reactie se
concentreaza sub presiune redusd, se usucd prin distilare azeotropd cu toluen (2 x 1 ml), se obtine 1m,
35 care se utilizeazad imediat in etapa urmatoare fara purificare suplimentara.
CL/SM: tg = 2,57 min, SM m/z = 615,14 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm
Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0.1% acid acetic
Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min
40 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2 pl/min.



10

15

20

25

30

MD 4596 C1 2019.05.31

32
NHBz NHBz
\\ \J\l TMSCN \\ \J\l
HO— O. ) "N nBr,  TMSO—_0 N\
HO™ \ CH,Cl» NC™\ |
TBSO OTBS ™BSO OTBS
1m 1n
Compusul  intermediar In - N-+(7-((25,3S,45)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-cian-5-

((trimetilsililoxi)metil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][ 1,2 4]triazin-4-il)benzamida

La o solutie de compus intermediar brut 1m (~592 mg, ~0,964 mmol) si trimetilsilil cianurd (640 pl,
4,80 mmol) in diclormetan (19,2 ml) se adauga bromurd de indiu (IIT) (681 mg, 1,92 mmol) la 0°C intr-
o atmosferd de argon. Peste 4,5 h amestecul de reactie s¢ stinge cu solutie apoasd saturatd de bicarbonat
de sodiu (6 ml) si se lasd sd se Incalzeascd pand la temperatura camerei. Amestecul format se distribuie
intre diclormetan (20 ml) si solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (20 ml). Fazele se separd si
stratul apos se extrage cu diclormetan (20 ml). Straturile organice combinate se usucd deasupra
sulfatului de sodiu si se concentreazd sub presiune redusd, se obtine compusul intermediar 1n (amestec
diastereomeric 1:1) (710 mg), care se utilizeaza direct in etapa urmatoare fara purificare suplimentara.

CL/SM: izomerul care elueazd primul t. = 2,91 min, SM m/z = 696,28 [M+1], izomerul secund de
elutie tr = 3,02 min, SM m/z = 696,19 [M+1],; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,.61 XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%-2% ACN, 3,2 min...3,5 min
2% ACN la 2 pl/min.

NHBz NHBz
\\ \J\‘ CsF \\ \J\‘
TMSO 0 N‘N/ OMF HO 0 N‘N/
NC \_/ NC \
T8SO OTBS HO OH
1n 10

Compusul intermediar 1o - N-(7-((2S,3R,45)-5-cian-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-
2-il)pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

La o solutie de compus intermediar brut In (668,23 mg, 0,96 mmol) in DMF (9,6 ml) se adauga
fluorurd de cesiu (729 mg, 4,8 mmol) la temperatura camerei. Peste 5 h amestecul de reactie se dilueaza
cu solutie salind saturatd (100 ml) si amestecul format se extrage cu diclormetan (3 x 100 ml). Straturile
organice combinate se usucd deasupra sulfatului de sodiu si se concentreaza sub presiune redusd, se
obtine compusul intermediar lo (amestec diastereomeric 1:1), care se utilizeazd direct in etapa
urmatoare fard purificare suplimentara.

CL/SM: izomerul din prima elutic tx = 1,31 min, SM m/z = 396,19 [M+1], izomerul din elutic
secunda tg = 1,32 min, SM m/z = 396,19 [M+1],; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5
min 2% ACN la 2 pl/min.
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10 1

Exemplul 1 - (2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-dihidroxi-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-carbonitril

La o solutie de compus intermediar brut 1o in metanol (1 ml) la temperatura camerei se adauga
metilamind (40% in apd, 0,3 ml). Peste 2,5 h amestecul de reactic se concentreaza sub presiune redusd si
se purificd direct prin CLIP preparativd (Phenominex Luna 5 p C18 100A, Coloani 100x30 mm,
gradient 5...15% acetonitril/apd, 25 min). Fractiile cu continut de produs dezirabil si anomerul 4 se
combind si se concentreazi sub presiune redusi. Anomerii 4’ se separd prin CLIP preparativi
(Phenominex Luna 5 p C18 1004, Coloani 100x30 mm, gradient 5...15% acetonitril/apa, 25 min).
Fractiile cu continut de produs dezirabil se combina si se liofilizeaza, se obtine exemplul 1.

'H RMN (400 MHz, CD;0D) 5 7,79 (s, 1H), 6,85 (d, /= 4,5 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,45
(d, J =59 Hz, 1H), 4,59 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,40 (d, /= 5,6 Hz, 1H), 3,88 (d, /= 12,0 Hz, 1H), 3,80 (d,
J=12,0Hz, 1H).

CL/SM: tg = 0,29 min, SM m/z = 292,16 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min
2...100% ACN, 1,5 min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min
2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 0,377 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.; CLIP: tg = 6,643 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100;
Coloani: Luna 5p C18(2) 1104, 250 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril, api; Gradient: 5...15% ACN timp
de 10 min la 2 ml/min

NHBz
BzCl, TMSCI, ~ A
\
Pyr HO—~_o./ N
HO F

2b

Compusul intermediar 2b - N-(7-((2S,3R,4R,5R)-3-fluor-4-hidroxi-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-
2-il)pirol[1,2-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

Intr-un balon purjat cu N, se adaugd compusul intermediar 2a, (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-
f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-fluor-2-(hidroximetil )tetrahidrofuran-3-ol (preparat, conform [12], 1,20 g, 4,01
mmol) (uscat prin coevaporare cu piridind de 3 ori), apoi s¢ dizolva in piridind (18 ml). La 0°C intr-o
portie se adaugd clortrimetilsilan (1,54 ml, 13,13 mmol) si amestecul format se agitd intr-o atmosfera de
Ny timp de 1 h. Se adaugd in picaturi clorurd de benzoil (675 pl, 5,82 mmol) si amestecul de reactie se
agitd timp de lh. Pentru consumul materialului inifial restant se adaugd o cantitate suplimentara de
clorurd de benzoil (100 ul). Se observda un amestec de mono- si bis-Bz produse protejate. Reactia se
stinge cu H0 (5 ml) si amestecul format se agitd timp de 5 min. Apoi se adaugd intr-o portie NHsOHapy
concentrat (8 ml) si se lasd sd se agite timp de 15 min, timp in care produsul bis-Bz se transforméd in
produs dezirabil. Solventi se elimind sub presiune redusa si apoi reziduul se coevaporeazd cu CH;OH.
Compusul intermediar 2b se izoleazd dupd purificare prin cromatografie pe silica gel, utilizand
gradientul eluentilor 50%...100% EtOAc in hexani.
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'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,26...7,91 (m, 2H), 7,88...7,79 (m, 1H), 7,61 (t, J = 7.5 Hz, 1H),
7,56...7,36 (m, 2H), 7,37...7,24 (m, 1H), 7,10 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 7,01 (s, 1H), 5,53 (d, J = 23,4 Hz,
1H), 5,45 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 5,16...4,91 (m, 1H), 4,86 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,21...4,04 (m, 1H), 3,82
(dd, J =8,0; 3,9 Hz, 1H), 3,71 (ddd, J = 12,3; 5,6; 2,6 Hz, 1H), 3,52 (ddd, J = 12,2; 5,7; 4,5 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 5 -196,33 (dt, J = 55,1; 22,5 Hz).

CL/SM: tgr = 0,77 min, SM m/z = 373,14 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NHB2 biHB2
\\? Y QMTICL Pir ﬂe?“\\
HO—, 0 )ﬂ@% ot DMTRO—, ,.m}“ﬁ o
ﬁ\{ N W T / W
NG OF Mo R
B e

Compusul intermediar 2¢ - N-(7-((2S,3R,4R,5R)-5-((bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-3-fluor-
4-hidroxitetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

Compusul intermediar 2b (1,3 g, 3,49 mmol) se usuca prin coevaporare cu piridind. Materialul uscat
se dizolva apoi in piridind (15 ml) intr-o atmosferd de N». Intr-o portie la temperatura camerei se adauga
clorurd de 4,4’ -dimetoxitritil (1,71 g, 5,0 mmol) si se lasd sd se agite timp de 2 h. Se adaugd etanol (2
ml) si solutia formatd se agitd timp de 5 min. Solventii se elimind sub presiune redusd. Reziduul se
purifica prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd gradientul eluentilor 0%...100% EtOAc in hexani, se
obtine compusul intermediar 2c.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,28...8,02 (m, 2H), 7,61 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,51 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 7,36 (ddt, J = 6,0; 4,7; 2,0 Hz, 2H), 7,31...7,04 (m, 7H), 6,90...6,73 (m, 4H), 5,62 (d, J = 24,4 Hz,
1H), 5,49 d, J = 7,0 Hz, 1H), 5,27...5,01 (m, 1H), 4,32...4,13 (m, 1H), 4,06...3,95 (m, 1H), 3,69 (s,
4H), 3,28 (s, 3H), 3,12 (dd, J = 10,4; 5,2 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -195,58 (dt, J = 52,1; 24,7 Hz).

CL/SM: tg = 1,37 min, SM m/z = 675,29 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6 p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NHBz
1. TBSCI, Imid, DMF

2. TsOH, MeOH, CHCI;

2c 2d

Compusul  intermediar 2d - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-fluor-5-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

La o solutie de compus intermediar 2¢ (1,47 g, 2,18 mmol) in DMF (8 ml), preparatd intr-o
atmosferd de N», se adaugd imidazol (251 mg, 3,70 mmol), apoi ferf-butilclordimetilsilan (492 mg, 3,27
mmol). Solutia se lasd sd se agite la temperatura camerei timp de 16 h. Solutia se dilueaza cu H.O (5
ml) si apoi solventii se elimind sub presiune redusd. Reziduul se distribuie intre EtOAc si H,O.
Straturile se separd si faza organic se spald apoi cu solutie salind saturatd. Produsele organice se usuca
deasupra NaxSOs, care se elimind prin filtrare §i filtratul se concentreaza sub presiune redusd.
Materialul brut se utilizeaza In urmatoarea etapa.

Materialul brut se dizolvd in CHCI; (15 ml) si se rdceste pana la 0°C. La amestec se adaugd in
picéturi hidratul acidului p-toluensulfonic (414 mg, 2,18 mmol), dizolvat in CH3OH (6 ml) si se lasa sd
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se agite timp de 15 min. Amestecul de reactie se stinge cu NaHCOsqp) saturat. Produsele organice se
spala cu solutic salind saturatd si se usucd deasupra Na,SQs, se¢ filtreazd si solventul se ¢limind sub
presiune redusd. The reziduul se purificd cromatografie pe silica gel, utilizdnd gradientul eluentilor
0%...50% EtOAc in hexani, se obtine compusul intermediar 2d.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,21...7,98 (m, 2H), 7,51 (dt, J = 39,9; 7,5 Hz, 3H), 7,12...6,86
(m, 2H), 5,48 (d, J = 21,9 Hz, 1H), 5,07 (dt, J = 54,6; 3,8 Hz, 1H), 4,86 (t, /= 5,5 Hz, 1H), 4,28 (ddd, J
=17,8;7,1; 4,4 Hz, 1H), 3,83...3,72 (m, 1H), 3,63 (ddd, J = 12,1; 5,2; 3,0 Hz, 1H), 3,43 (ddd, J = 12,1;
6,0; 4,2 Hz, 1H), 0,80 (s, 9H), 0,01 (s, 3H), 0,00 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 5 -198,05 (dt, J = 54,2; 19,8 Hz).

CL/SM: tg = 1,35 min, SM m/z = 487,24 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

o T s, T, BDCK
4 *; Y Pir, TFA,
HEY & }wﬁi‘*‘ L )
e S N 2. Formaldehidd, Nal
Yot Dioxan, Ho
vasd b 3. NaBHy, BI04
2d 2e
Compusul intermediar 2e - N-(7-((285,3S,4R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-fluor-5,5-

bis(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-11)benzamida

La solutia de compus intermediar 2d (856 mg, 1,75 mmol) in toluen (4 ml) si DSMO (6 ml),
preparatd intr-o atmosferd de N,, se adaugd hidroclorurd de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimidd (EDCI) (504 mg, 2,63 mmol). La acest amestec se adauga piridind (150 pl) si TFA (70 ul)
s amestecul se agitd la temperatura camerei timp de 15 min. Se adaugd o cantitate suplimentara de
EDCI (100 mg) si piridind (100 ul) si amestecul se agitd timp de incd 45 min. Amestecul de reactie se
stinge cu HO (10 ml) si CH,Cl, (10 ml). Produsele organice se spald cu solutie salind saturatd si se
usucd deasupra Na,SQ, se filtreazd si solvent se elimind sub presiune redusd, se obtine aldehida bruta,
care se utilizeaza in etapa urmdtoare.

Aldehida brutd se dizolvd in dioxan (5 ml) si se adaugd 37% formaldehidap (925 ul), apoi 2N
NaOHggp) (925 pl). Dupa agitare la temperatura camerei timp de 3 h, amestecul de reactie se stinge cu
AcOH, se dilueaza cu EtOAc si se spald cu H,O. Produsele organice se usucd deasupra Na,SOs, se
filtreaza si solventul s¢ elimind sub presiune redusd, s¢ obtine produsul de aldol brut, care se utilizeaza
in etapa urmatoare.

Intr-o atmosfera de N, produsul de aldol brut s¢ dizolvd in EtOH (9 ml) si se raceste pand la 0°C.
Intr-o portie se adaugd NaBHs (80 mg, 2,1 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 10 min.
Amestecul de reactic se stinge cu AcOH, se dilueazd cu CH:Cl, si se spald cu solutie 1:1 de apd si
NaHCOjp saturat. Faza organic se usucd deasupra NaxSOs, se filtreaza si solventul se elimind sub
presiune redusd. Reziduul se purificd prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd gradientul eluentilor
0%-100% EtOAc in hexani, se ob{ine compusul intermediar 2e.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds)  8,20...7,99 (m, 2H), 7,51 (dt, J = 39,5; 7,5 Hz, 3H), 7,15...6,93
(m, 2H), 5,50 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 5,24 (dt, J = 54,2; 5,4 Hz, 1H), 4,78 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,48 (dd, J =
10,7; 4,8 Hz, 1H), 4,34 (dd, J = 6,7; 4,9 Hz, 1H), 3,62 (dd, J = 11,9; 4,9 Hz, 1H), 3,55...3,35 (m, 3H),
0,82 (s, 9H), 0,07 (s, 3H), -0,09 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -200,37 (d, J = 51,1 Hz).

CL/SM: tg = 1,25 min, SM m/z = 517,21 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3.00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.
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1. DMTrCI, TEA, DCM TBSO

2. TBSCI, Imid, DMF

Compusul intermediar 2f - N-(7-((25,3S,4R,5R)-5-((bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)metil )-4-(tert-
butildimetilsililoxi)-5-((tert-butildimetilsililoxi)metil )-3-fluortetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-
f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

Compusul intermediar 2e (370 mg, 0,717 mmol) se dizolvd in CH>Cl; (10 ml) si TEA (200 ul) sub o
atmosfera de N si apoi se riceste pani la 0°C. Intr-o portie se adauga clorurd de 4,4’-dimetoxitritil
(0,364¢g, 1,07mmol) si amestecul de reactie se lasa sd se agite timp de 30 min. Se adaugd CH3OH (2 ml)
si solutia se dilueazad cu CH,Cl, si NaHCOs . saturat. Stratul organic se spald cu solutie salind saturata,
se usucd deasupra Na,SOs, se filtreazd si solventii se elimind sub presiune redusd. Reziduul se purificd
prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd gradientul eluentilor 5%...100% EtOAc in hexani, se obtine
produsul brut sub forma de amestec de produse bis-DMTr si 4’3. Acest amestec se utilizeazd ulterior
fara purificare suplimentara.

Intr-o atmosferd de N, la produsul brut (574 mg, amestec) In DMF (3 ml) se adaugd imidazol (143
mg, 2,10 mmol), apoi ferf-butilclordimetilsilan (158 mg, 1,05 mmol). Solutia se lasd sa se agite la
temperatura camerei timp de 2 h. Solutia se dilueaza cu CH;OH (1 ml) si EtOAc. Produsele organice se
spala cu H>O si apoi cu solutie salind saturatd. stratul organic se usucd deasupra Na;SQs, s¢ filtreazd si
solventul se elimind sub presiune redusd. Reziduul se purificd prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd
gradientul eluentilor 0%...50% EtOAc in hexani, se obtine compusul intermediar 2f, care contine putin
material bis-DMTr.

CL/SM: tg = 2,25 min, SM m/z = 933,52 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6p C18 100A, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

NHBz

AN
\ JN TsOH, CHCls, MeOH
N

TBSO

DMTrO—"\
TBSG F
2f 2g
Compusul intermediar 2g - N-(7-((2S,35,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-

butildimetilsililoxi)metil)-3-fluor-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol [ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-
il)benzamida

Compusul intermediar 2f se dizolva in CHCls (5 ml) si se rdceste pana la 0°C. La amestec se adaugd
in picdturi hidratul acidului p-toluensulfonic (90 mg, 0,474 mmol), dizolvat in CH;0H (4 ml) si
amestecul de reactie se lasd sd se agite timp de 5 min. Amestecul de reactie se stinge cu NaHCO3p)
saturat. Produsele organice se spald cu solufie salind saturatd, se usucd deasupra Na,SQOs, se filtreaza si
solventul se elimind sub presiune redusd. Reziduul se purificd prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd
gradientul eluentilor 0%...40% EtOAc in hexani, se obtine compusul intermediar 2g.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) 6 8,09...7.88 (m, 2H), 7,48 (dt, J = 35,4; 7,4 Hz, 3H), 7,30 (d, J = 4,6
Hz, 1H), 6,88 (s, 1H), 5,69 (dd, J = 18,8; 4,2 Hz, 1H), 5,05 (dt, J = 54,6; 4,7 Hz, 1H), 4,62 (dd, J =
14,9; 5,1 Hz, 1H), 3,91...3,64 (m, 3H), 0,92...0,70 (m, 18H), 0,13...0,04 (m, 6H), 0,01 (m, 6H).

YEF RMN (376 MHz, CDCl5) & -196 (m)

CL/SM: tg = 2,61 min, SM m/z = 631,43 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, Apa cu 0,1% acid formic



10

15

20

25

30

35

40

MD 4596 C1 2019.05.31

37

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

J“*“E“ 1 DWIST, Tol, EDGL ?‘3 B
:ér' S Py, TFA , §’3
ﬁs o ' -,
j‘ W 2. hrarnrmetil trifanil TB%O—«\ A,

bromurd de fosfoniu, e— we

KOtBu, THF : TES“\ >

H

2y

Compusul intermediar 2h - N-(7-((2S,3S,4R,5R)-5-((E)-2-bromvinil)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-
((tert-butildimetilsililoxi)metil)-3-fluortetrahidrofuran-2-il)pirol [1,2-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

La solutia de compus intermediar 2g (228 mg, 0,361 mmol) in toluen (0,75 ml) si DSMO (0,15 ml)
se adauga hidroclorurd de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimidd (EDCI) (208 mg, 1.08 mmol)
intr-o atmosferd de N». La acest amestec se adaugd piridind (30 pl) si TFA (15 ul) si amestecul se agitd
la temperatura camerei timp de 30 min. Amestecul de reactie se dilueazd cu EtOAc si se spald cu H,O,
apoi cu solutie salind saturatd. Produsele organice se usuca deasupra Na,SQs, se filtreazd si solventul se
elimind sub presiune redusd, se obtine aldehidad brutd. Acest material se utilizeaza 1n etapa urmatoare.

La o suspensie de bromura de brometiltrifenilfosfoniu (314 mg, 0,72 mmol) in THF (4 ml) la -40°C
se adaugd KOtBu (1,0M in THF, 1,08 ml, 1,08 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 2 h intr-o
atmosferd de N». Aldehida bruté se dizolva in THF (4 ml) si se adaugd 1n picaturi. Amestecul de reactie
se Inlaturd de pe baia rece si se lasa s se Incélzeascd pand la 10°C timp de 1 h. Amestecul de reactie se
raceste iardsi pand la -40°C si amestecul de reactie se stinge cu NH4Clap) saturata. Straturile se separd si
produsele organice se usuca deasupra Na,SOQs, s¢ filtreaza si solventul se elimind sub presiune redusa.
Reziduul se purifica prin cromatografie pe silica gel, utilizind eluentul din 0%...50% EtOAc in hexant,
se obtine compusul intermediar 2h.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) & 8,08...7,85 (m, 2H), 7,62...7,36 (m, 2H), 7,34...7,01 (m, 3H), 6,92
(s, 1H), 6,60...6,45 (m, 1H), 6,35 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,61 (d, J = 25,1 Hz, 1H), 4,82 (dd, J = 56,3; 4,9
Hz, 1H), 4,69...4,46 (m, 1H), 3,97 (d, /= 11,4 Hz, 1H), 3,53 (d, /= 11,4 Hz, 1H), 0,84 (d, J = 3,9 Hz,
18H), 0,13...0,10 (m, 12H).

F RMN (376 MHz, CDCl5) & -190,60 (m).

CL/SM: tg = 2,10 min, SM m/z = 705,54/707,29 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

NHBz

KOtBu, THF

Compusul intermediar 2i - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-
butildimetilsililoxi)metil)-5-etinil-3-fluortetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4] triazin-4-il)benzamida

Compusul intermediar 2h (204 mg, 0,289 mmol) intr-o atmosferd de N, se dizolvd in THF (8 ml) si
se raceste pand la -40°C. Lent se adaugd KOtBu (1,0M in THF, 1,08 ml, 1,08 mmol). Amestecul de
reactie se lasd sa se agite timp de 20 min si se stinge cu NH4Cl,p) saturata. Solutia se dilueazd cu EtOAc
si se spala cu solutie salind saturatd. Produsele organice se usucd deasupra Na,SQu, se filtreazd si
solventul se elimind sub presiune redusd. Reziduul se purificd prin cromatografie pe silica gel, utilizdnd
gradientul eluentilor 0%...50% EtOAc 1n hexani, se obtine compusul intermediar 21i.

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,12...7,88 (m, 2H), 7,51 (dt, J = 36,5; 7,5 Hz, 2H), 7,32 (d, J = 4,6
Hz, 1H), 6,88 (s, 1H), 5,79 (d, J = 22,1 Hz, 1H), 5,02 (ddd, J = 55,3; 5,1; 3,2 Hz, 1H), 4,56 (dd, J =
18,1; 5,1 Hz, 1H), 3,91 (d, /= 11,3 Hz, 1H), 3,83...3,62 (m, 1H), 2,55 (m, 1H), 0,90 (dd, J = 25,3; 1,6
Hz, 18H), 0,20 ... -0,08 (m, 12H).

F RMN (376 MHz, CDCls) 6 -193,10 (lat-s).
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CL/SM: tr = 1.88 min, SM m/z = 625,24 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6p C18 1004, 50 x 3,00 mm
Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic
Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.
NHBz

TBAF

THF

Compusul intermediar 2j - N-(7-((2S,3R,4R,5R)-5-¢etinil-3-fluor-4-hidroxi-5-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

La o solutie de compus intermediar 21 (152 mg, 0,243 mmol) in THF (3,5 ml) intr-o atmosferd de N»
la temperatura camerei se adaugd TBAF (1,0M in THF, 700 ul, 0,700 mmol) si amestecul se lasd sa se
agite timp de 30 min. Solventii se elimind sub presiune redusd. Reziduul se purificd prin cromatografie
pe silica gel, utilizand gradientul eluentilor 40%...100% EtOAc in hexani, se obfine compusul
termediar 2j.

CL/SM: tg = 0,88 min, SM m/z = 397,16 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

NHBz
NH4OH
MeOH
2j 2
Exemplul 2 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-etinil-4-fluor-2-

(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

La o solutie de compus intermediar 2j (71 mg, 0,179 mmol) in CHsOH (2 ml) se adaugd NH4OHgp,
concentrat (0,7 ml) si solutia formata se agitd la temperatura camerei timp de 16 h. Solventii se elimind
sub presiune redusd. Reziduul se purifica prin cromatografie pe silica gel, utilizand gradientul eluentilor
0%...20% CH3;0H in CH,Cl,, apoi prin CLIP cu fazi inversi, utilizind gradientul eluentilor 0%...20%
ACN in H:0, se obtine compusul din exemplul 2.

'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,77 (s, 1H), 6,90...6,70 (m, 2H), 5,62 (dd, J = 25,5; 2,6 Hz, 1H),
5,18 (ddd, J = 56,0; 5,4; 2,7 Hz, 1H), 4,57 (dd, J = 20,5; 5,4 Hz, 1H), 3,93...3,59 (m, 2H), 3,02 (d, J =
0,7 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, CD;0D) 5 -193,76 (ddd, J = 56,0; 25,5, 20,4 Hz).

CL/SM: tg = 0,45 min, SM m/z = 293,13 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

CLIP: tr = 3,112 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100

Coloani: Phenomenex Kinetex C18 2,6 um 1004, 4,6 x 100 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA

Gradient: O min...8,0 min 2...98% ACN la 1,5 ml/min.
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EDCI-HCI, Pyr, TFA

DMSO, Tol

Compusul intermediar 3a - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-
butildimetilsililoxi)metil)-3-fluor-5-formiltetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

La o solutie de compus intermediar 2g (1,13 g, 1,79 mmol) in DSMO (1 ml) si toluen (10 ml),
preparatd intr-o atmosferda de N, se adaugd EDCI'HCI (1,02 g, 5,36 mmol) si piridind (149 pl, 1,92
mmol). Se adaugd in picaturi TFA (74 pl, 0,97 mmol). Peste 1 h amestecul de reactie se verificd prin
CL/SM. Se¢ observa un singur varf cu timpul de retentie similar materialelor initiale, dar cu varful M+1
egal cu cel asteptat al produsului. Se adauga Inca 50 pl de piridina si amestecul de reactie se agitd timp
de incd 15 min. In datele CL/SM nu se remarcd modificari. Amestecul de reactie se dilueazi cu EtOAc
si se stinge cu amestec 1:1 de NaHCOsp,) saturat si H>O. Amestecul se distribuie intre EtOAc si incd
H,O. Stratul organic s¢ separd si se spald cu H.O, solutie salind saturatd si apoi se usucd deasupra
Na,SO4. Agentul de uscare se elimind prin filtrare in vid si filtratul se concentreaza. Reziduul se trateaza
cu CH,Cl,, se concentreazd si materialul rezultat se plasecazd sub vid 1nalt pentru 1 h. Produsul,
compusul intermediar 3a, se utilizeaza in reactia urmatoare.

CL/SM: tg = 1,90 min, SM m/z = 629,46 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.
M . NMBR

Sy F "
S £ A N O \*““‘
SO . b7 e TESO
Qungeey T = Piridina wa*“ b =
X Sie —
et ¥ TS °*'
kE) b
Compusul intermediar 3b - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-

butildimetilsililoxi)metil)-3-fluor-5-((E)-(hidroxiimino)metil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-
f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

La o solutie de compus intermediar 3a (produsul brut din etapa precedenta, 1,79 mmol presupuse) in
piridind (11 ml), preparatd intr-o atmosferd de N, intr-o portie la temperatura camerei se adaugd
HONHyHCL. Peste 5 min amestecul de reactie se verificd prin CL/SM; s¢ confirm consumarea
substantei initiale. Reactia se verificd incd peste 25 min. Nu se observd modificari comparativ cu primul
moment. Amestecul de reactie se concentreaza si reziduul se distribuie intre EtOAc si H,O. Stratul
organic s¢ separd, se spala cu solutie salind saturatd, s¢ usucd deasupra Na,SOs si se filtreaza. Filtratul
se concentreaza, se introduce in CH»Cl,, iardsi se concentreazd si reziduul se plaseazd in vid inalt.
Produsul, compusul intermediar 3b, se utilizeaza in etapa urmatoare.

CL/SM: tg = 1,83 min, SM m/z = 644,55 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

NHBz NHBz
AN
CDI
— >
ACN
3b 3c
Compusul intermediar 3c - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-

butildimetilsililoxi)metil)-5-cian-3-fluortetrahidrofuran-2-il)pirol [ 1,2-f][1,2,4] triazin-4-il)benzamida
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La o solutie de compus intermediar 3b (produsul brut din etapa precedenta, 1,79 mmol presupuse) in
ACN (16 ml) se adaugd CDI (436 mg, 2,69 mmol) intr-o singurd porfie. Reactia se conduce intr-o
atmosferd de N». Peste 20 minute reactia se verificd prin CL/SM. Varfurile cu masa materialului initial
si produsului sunt putin separate In timp. Amestecul de reactic se mai verificd peste 1,5 h. Varful UV,
corespunzator materialului initial, practic dispare, iar intensitatea varfului de masd se diminueaza.
Amestecul de reactie se dilueaza cu CH>Cl; si se stinge cu amestec 1:1 de NaHCO3p,) saturat si H>O.
Straturile se separd, stratul apos iardsi se extrage cu CH2Cl; si straturile organice combinate se extrag cu
amestec 1:1 de solutie salind saturatd si H>O, se usuca deasupra Na,SOs si se filtreaza. Filtratul se
concentreaza i compusul intermediar 3¢ se izoleazd prin cromatografie pe coloand cu silica gel,
utilizdnd gradientul urmator de eluenti: 0% EtOAc in hexane, majorand péna la 20% EtOAc in hexani,
pauzd la 20% EtOAc in hexani si apoi majorand pana la 40% EtOAc in hexani.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 5 8,31 (s, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,65 (t, J = 8 Hz, 1H), 7,54 (t, J = 8 Hz,
1H), 7,15 (d, 4 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 5,82 (d, J = 24 Hz, 1H), 5,51 (ddd, J = 52; 4,8; 2,8 Hz, 1H), 4,70
(dd, J = 18,4; 4,4 Hz, 1H), 3,94 (dd, J = 53,2; 11,2 Hz, 2H), 0,93 (s, 9H, ), 0,84 (s, 9H), 0,17 (s, 3H),
0,16 (s, 3H), 0,05 (s, 3H), 0,01 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -194,658 (dt, J = 53; 21,4 Hz).

CL/SM: tg = 1,84 min, SM m/z = 626,60 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,8§ min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min
100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.

NHBz

TBSO F TBSO F

3c 3d

Compusul intermediar 3d - (2R,3R,4S,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-3-(tert-
butildimetilsililoxi)-2-((tert-butildimetilsililoxi)metil )-4-fluortetrhidrofuran-2-carbonitri

La o solutie de compus intermediar 3¢ (770 mg, 1,23 mmol) in MeOH (11,2 ml), récitd pe o baie cu
apa cu gheatd, se adaugd NHsOHy) concentrat (3,74 ml). Baia de ricire se indeparteazd si solutia
eterogena rezultati se agitd peste noapte. In ziua urmitoare reactia este incompletd, fapt confirmat prin
CL/SM. Se adaugd o cantitate suplimentard de NH4OHp) concentrat (4 ml) si 2-MeTHF (12 ml).
Amestecul de reactie devine omogen, dar peste 20 de minute nu se observd progresarea ulterioard a
reactiel. Amestecul de reactie se concentreaza si reziduul se dizolvd in THF (15 ml). La acest amestec
se adaugd NH4OHp,) concentrat (5 ml) si o cantitate suficientd de MeOH (1,9 ml) pentru a obtine o
solutie omogena si monofazicd. Amestecul de reactie se agitd la temperatura camerei timp de 22 h.
Reactia este aproape complet (circa 5% de material initial restant). Amestecul de reactie se dilueaza cu
CH:xCl; si H>O. Straturile se separd si stratul apos se dilueazd cu NaHCOs,p) concentrat si se extrage cu
CHxCls. Stratul apos se neutralizeazd cu 2N HCI si apoi se extrage cu CHCly. Straturile organice
combinate se usucd deasupra Na:SOs, care apoi se elimind prin filtrare. Filtratul se concentreazd si
compusul intermediar 3d se izoleazd din reziduu prin cromatografie pe coloand cu silica gel, utilizdnd
gradientul urmétor al eluentilor: 0% EtOAc in hexani majorand pana la 50% EtOAc in hexani, pauzd la
50% EtOAc in hexani §i apoi majorand pand la 100% EtOAc in hexani.

CL/SM: tg = 1,59 min, SM m/z = 522,47 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,8 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NH»
TBSO N HF-Pyr
N="\ THF
TBSO F
3d 3
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Exemplul 3 - (2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-3-hidroxi-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-carbonitril

La o solutiec de compus intermediar 3d (100 mg, 0,191 mmol) in THF (2 ml), intr-o eprubetd de
polipropilend, la 0°C intr-o atmosferd de N2 se adaugd 70% HFpiridind in piridind (60 pl, 0,478 mmol).
Peste 20 min amestecul de reactie se verificd; reactia nu se produce, de aceca se adaugd o cantitate
suplimentard de 70% HFpiridina in piridind (150 pl) si baie de rdcire se indepérteaza. Peste 1 h si 50
min se adauga o cantitate suplimentard de 70% HF piridind in piridind (150 pl). Peste incd 2 h se adaugd
o cantitate suplimentara de 70% HFpiridina in piridind (300 pl). Peste Inca 2 h §i 15 min se adauga o
cantitate suplimentard de 70% HF piridind in piridina (1 ml). Amestecul devine transparent si omogen la
ultima aditic a 70% HFpiridind in piridind. Amestecul de reactie s¢ agitd peste noapte. Reactia se
finalizeazd in ziua urmatoare. Amestecul de reactie se raceste pe o baie de gheatd si se stinge cu H2O si
o cantitate micad de NaHCOsp) saturat. Amestecul se concentreaza si reziduul se introduce iIn DSMO.
Materialul insolubil restant se elimind prin filtrare si filtratul se purifica partial prin CLIP. Materialul
izolat se dizolva in DMF si se purifici prin CLIP. Compusul din exemplul 3 se izoleazi cu 0,5% sub
formd de sare cu TFA.

'H RMN (400 MHz, DMF-d7) 8 7,92 (s, 1H), 6,99 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,89 (d, J = 4,9 Hz, 1), 6,64
(d, J =6 Hz, 1H), 5,92 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 5,83 (dd, J = 25,2; 2 Hz, 1H), 5,40 (ddd, J = 54,8; 4.8; 2,4
Hz, 1H), 4,75 (dt, J = 22; 5,2 Hz, 1H), 4,02 (dd, J = 12; 6,4Hz, 1H), 3,87 (dd, J = 12; 6,4 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, DMF-d7) 6 -74,92 (s), -193,726 (dt, J = 54,5; 23,3 Hz).

CL/SM: tg = 0,56 min, SM m/z = 294,10 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, Apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,8 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

CLIP: tg = 3,220 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloand: Phenomenex Kinetex C18 2,6
pm 1004, 4,6 x 100 mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, Api cu 0,1% TFA

Gradient: 0 min...-8,0 min 2...98% ACN la 1,5 ml/min.

e} TEMPO v@o @)
""o,o NBS d ""”’O
4b
Compusul intermediar 4b - (3aR,5R,6a8)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-i1)-2,2-

dimetildihidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-6(3aH)-ona

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 10 1 se plaseazd o solutic de compus
mtermediar  4a, (3aR,5S,6S,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-i1)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,2-
d][1,3]dioxol-6-0l (500 g, 1,90 mol) In amestec de diclormetan/apd (2,7 1/2,3 Ll) la temperatura
camerei. La aceasta se adaugd carbonat de sodiu (290 g, 3,42 mol). Apoi se adaugd carbonat de potasiu
(451 g, 3,24 mol). Apoi se adauga 2,2,6,6-tetrametilpiperidinoxi (TEMPO, 15,2 g, 96,31 mmol). La
amestec se adaugd bromurd de tetrabutilamoniu (31 g, 95,20 mmol). La acesta in portii la 35°C se
adaugd N-bromsuccinimida (514 g, 2,86 mol). Solutia formata se lasd si interactioneze cu agitare timp
de 2 h la temperatura camerei. Solufia formatd se extrage cu 2x1 L de diclormetan si straturile organice
se combind. Amestecul format se spald cu 1x1,5 L de apd. Amestecul se usucd deasupra sulfatului de
sodiu anhidru si se concentreaza sub vid. Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4b (brut).

NaBH, OSX@......O
74 OX

MeOH $
HO

4c

Compusul  intermediar 4c - (3aR,58,6R,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-6-0l

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 2 L se plascaza o solutie de compus
mtermediar 4b (370 g, 1,29 mol) in metanol (1300 ml). La aceasta in portii la temperatura camerei
borhidrura de sodiu (26,4 g, 706,38 mmol). Solutia formati se lasa sd interactioneze cu agitare timp de 2
h la temperatura camerei. Amestecul format se concentreaza in vid. Apoi reactia se stinge prin aditia
1000 ml de solutic apoasd de 5% de clorurd de amoniu. Solutia formatd se extrage cu 3x500 ml de
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diclormetan si straturile organice se combind. Solutia formata se¢ spald cu 2x300 ml de apd. Amestecul
se usuca deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazad in vid. Produsul brut se purificd prin
recristalizare din eter de petrol. Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4c.

DCM "0
H O 50% NaOH NAPO

4c 4d

Compusul intermediar 4d

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 5000 ml se plaseaza o solutie de compus
mtermediar 4c¢ (350 g, 1,34 mol) in diclormetan (700 ml). La aceasta se adaugd bromurd de
tetrabutilamoniu (476,8 g, 1,48 mol). La amestec se adaugd 50% hidroxid de sodiu/apa (700 g). La
acesta se adaugd 2-(brommetil)naftalend (340 g, 1,54 mol) in citeva portii. Solutia format se lasd sa
interactioneze cu agitare timp de 4 h la temperatura camerei. Apoi reactia se stinge prin aditia a 1800 ml
de diclormetan/apa (1:1). Solutia formatd se extrage cu 2x1 L de diclormetan si straturile organice se
combind. Amestecul format se spald cu 1x1000 ml de apa. Reziduul se dizolva in 1000/1000 ml de eter
de petrol/apa. Produsul brut se purificd prin recristalizare din eter de petrol. Aceasta rezultd cu
compusul intermediar 4d.

720 \ 0 OO)< ACOH / H,0 HI?M%

NAPO NAPO  ©

4d 4e

Compusul intermediar 4e - (R)-1-((3aR,5R,6R,6aR)-2,2-dimetil-6-(naftalen-2-
ilmetoxi)tetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-5-il)etan-1,2-diol

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 5 L se plascaza o solutie de compus
mtermediar 4d (500 g, 1,25 mol). La aceasta se adauga acid acetic (1,8 1). La amestec se adauga apd
(600 ml). Solutia format se lasd sa interactioneze cu agitare peste noapte la temperatura camerei.
Produsele solide se filtreazi. Solutia formata se extrage cu 3x1 L de eter de petrol si straturile apoase se
combind. Solutia formatd se dilueazd cu 2 L of acetat de etil. Amestecul format se spald cu 2x2 L de
clorurd de sodiu «p). Valoarea pH solutiei se ajusteaza pand la 8 cu carbonat de sodiu (50 %). Solutia
formatd se extrage cu 2x1 L de acetat de etil si straturile organice se combind si se concentreaza in vid.
Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4e.

O,

O

HO N J\@....O
H;XQ o)( nalo, H -, X
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Compusul intermediar 4f - (3aR,5S,6R,6aR)-2,2-dimetil-6-(naftalen-2-ilmetoxi)tetrahidrofuro([3,2-
d][1,3]dioxol-5-carbaldehida

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 10 L la temperatura camerei se plaseazd o
solutie de compus intermediar 4e (300 g, 833,33 mmol) in 1,4-dioxane (2100 ml). Accasta se trateaza
prin aditia solutiei de periodat de sodiu (250 g) 1n apd (4000 ml) la temperatura camerei timp de 0,5 h.
Solutia formatd se lasd si interactioneze cu agitare timp de 0,5 h la temperatura camerei. Produsele
solide se filtreaza. Solutia formatd se extrage cu 3x1000 ml de acetat de etil si straturile organice se
combind. Amestecul format se spald cu 2x1000 ml clorurd de sodiu (). Amestecul format se
concentreaza sub vid. Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4f.
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Compusul intermediar 4g - ((3aR,65,6aR)-2,2-dimetil-6-(naftalen-2-ilmetoxi)tetrahidrofuro([3,2-
d][1,3]dioxole-5,5-diil)dimetanol

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 10 L la temperatura camerei se plaseazd o
solutie de compus intermediar 4f (250 g, 761,36 mmol) in amestec de apé/tetrahidrofuran (1250/1250
ml). La aceasta in picaturi cu agitare la 0...15°C se adaugd 2N hidroxid de sodiu ¢y (1500 ml). La
amestec se adaugd formaldehidd (620 ml). Solutia formatd se lasd sd interactioneze cu agitare peste
noapte la temperatura camerei. Solutia formatd se extrage cu 2x2000 ml de acetat de etil. Amestecul
format se spald cu 2x2000 ml de clorura de sodiugp). Straturile organice se combind si se usuca deasupra
sulfatului de sodiu anhidru. Reziduul se aplicd pe colana cu silica gel cu eter de petrol:acetat de etil
(2/1). Produsul brut se recristalizeaza din amestec de acetat de etil:etanol in raport de 1g/(1 ml:1 ml).
Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4g.

HO™N O 5 TBDPso/\_@m”O

“60y TBDPSCI
DCM, TEA

(57 (3

Compusul intermediar 4h - ((3aR,5R,6S,6aR)-5-((ter-butildifenilsililoxi)metil)-2,2-dimetil-6-
(naftalen-2-1lmetoxi)tetrahidrofuro[3,2-d][1,3] dioxol-5-il)metanol

Intr-un balon cu 4 gaturi cu fund rotund cu un volum de 5 L, purjat si mentinut intr-o atmosferd de
azot inertd, se plaseazd o solutie de compus intermediar 4g (125 g, 346,84 mmol) in diclormetan (2500
ml) la temperatura camerei. La amestec la temperatura camerei se adaugd trietilamind (157,5 ml). La
acesta 1n picaturi cu agitare la 0...10°C se¢ adaugd clorurd de ferg-butildifenilsilil (157,5 ml). Solutia
formatd se lasa sd interactioneze cu agitare peste noapte la temperatura camerei. Reactia apoi se stinge
prin aditia a 37.5 ml de metanol. Amestecul format se spald cu 2x500 ml de 5% clorurd de hidrogen (ap)
s1 2 x 500 ml de bicarbonat de sodiu (p).Amestecul format se spald cu 2 x 500 ml de 1N hidroxid de
sodiu (o). Amestecul se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreaza in vid. Produsul
brut se purifica prin recristalizare din amestec de diclormetan/hexan. Aceasta rezultd cu compusul
itermediar 4h.

TBDPSO o)
TBDPSO e ”O N HO
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Compusul intermediar 41 - ter;-but11(((3aR,SR,6S,6aR)-5-(10d0met11)-2,2-dimetil-6-(naftalen-2-
ilmetoxi)tetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-5-i1l)metoxi) difenilsilan

Intr-un balon cu 3 géturi cu fund rotund cu un volum de 1000 ml, purjat si mentinut intr-o atmosfera
de azot inerta, se plaseazd o solutie de compus intermediar 4h (20 g, 31,73 mmol) in toluen (320 ml),
trifenilfosfind (35 g, 132,11 mmol), imidazol (8,96 g, 132,26 mmol). Apoi in cdteva portii la
temperatura de 60°C se adaugd iod (16,95 g, 66,8 mmol). Solutia formata se agitd peste noapte la 80°C
pe o baie de ulei. Amestecul de reactie se raceste pana la temperatura camerei cu o baie de apa/gheata.
Solutia formatd se dilueazd cu 1000 ml de acetat de etil. Amestecul format se spald cu 2x300 ml de
tiosulfat de sodiu (. Amestecul format se spald cu 1x300 ml de clorurd de sodiugp. Amestecul se
usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazd in vid. Reziduul se aplicd pe coloand de
silica gel cu amestec de acetat de etil/ eter de petrol (1:10). Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4i.
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Compusul intermediar 4 - tert-butildifenil(((3aR,5R,68,6aR)-2,2,5-trimetil-6-(naftalen-2-

ilmetoxi)tetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-5-il)metoxi)silan

Intr-un balon cu fund rotund cu un volum de 2000 ml, purjat si mentinut Intr-o atmosferd de azot
inertd, se plaseazd o solutie de compus intermediar 41 (66 g, 88,47 mmol) in etanol/acetat de etil
(600/600 ml), trietilamind (20,7 g, 202,52 mmol), paladiu pe carbon (10% mas, 24,8 g, 23,30 mmol).
Solutia formata se agitd timp de 3 h la 40°C. Produsele solide se filtreazd. Amestecul format se
concentreaza in vid. Solutia formatd se dilueazad cu 1500 ml de acetat de etil. Amestecul format se spald
cu 1x500 ml de clorurd de sodiuwp. Amestecul se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se
concentreaza in vid. Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4j.

TBDPSO/\<OJ,,,”O
W / )< DDQ TBDPSO N @) 0
g © X
DCM, H20 S “O
HO
) .
Compusul intermediar 4k - (3aR,5R,6S,6aR)-5-((tert-butildifenilsililoxi)metil)-2,2,5-

trimetiltetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol-6-0l

Intr-un balon cu fund rotund cu un volum de 500 ml se plaseaza o solutie de compus intermediar 4j
(1,0 g, 1,63 mmol) in diclormetan (15 ml), apad (1,25 ml) si 2,3-diclor-5,6-dician-1,4-benzochinona
(DDQ, 780 mg, 3,40 mmol). Solutia formatd se agitd timp de 1 h la temperatura camerei. Solutia
formatd se dilueazd cu 50 ml de diclormetan. Amestecul format se spala cu 1 x 30 ml of apd si 2x30 ml
de bicarbonat de sodiu (). Amestecul format se spala cu 1x30 ml de clorura de sodiup). Amestecul se
usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazd in vid. Reziduul se aplicd pe coloand de
silica gel cu amestec de acetat de etil/eter de petrol (1:20~1:10). Aceasta rezultd cu compusul
termediar 4k.

HO o)
TBDPSOMMIO TBAF \Q%(
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Compusul intermediar 41 - (3aR,5R,6S,6aR)-5-(hidroximetil)-2,2,5-trimetiltetrahidrofuro([3,2-
d][1,3]dioxol-6-o0l

Intr-un balon cu fund rotund cu un volum de 50 ml se plascazi o solutie de compus intermediar 4k
(520 mg, 1,12 mmol) in tetrahidrofuran (9 ml), fluorurd de tetrabutilamoniu (369 mg, 1,40 mmol).
Solutia formata se agitd timp de 2 h la temperatura camerei. Amestecul format se concentreazd in vid.
Reziduul se aplicéd pe coloana cu silica gel cu amestec de diclormetan/metanol (100:1). Aceasta rezultd
cu compusul intermediar 41.

'H RMN (300 MHz, DSMO-ds): & 5,64 (d, J = 3,9Hz, 1H), 4,96 (d, J = 6,6Hz, 1H), 4,67 (m, 1H),
4,55 (m, 1H), 4,05 (m, 1H), 3,24...3,30 (m, 1H), 3,11...3,18 (m, 1H), 1,50 (s, 3H), 1,27 (s, 3H), 1,16 (s,
1H).
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Compusul intermediar 4m - (3aR,5R,68,6aR)-6-(benziloxi)-5-(benziloximetil)-2,2,5-
trimetiltetrahidrofuro[3,2-d][1,3]dioxol

Intr-un balon cu 3 gaturi cu fund rotund cu un volum de 50 ml, purjat si mentinut intr-o atmosfera de
azot inertd, se plaseaza o solutiec de compus intermediar 41 (180 mg, 0,84 mmol) in tetrahidrofuran (4
ml). Apoi la temperatura de 0°C se adauga in portii hidrura de sodiu (60% mas., 140 mg, 3,50 mmol).
Solutia formati se agitd timp de 30 min la 0°C. Solutia formatd sc¢ lasd s@ interactioneze cu agitare
pentru adifional 30 min la temperatura camerei. La aceasta se adauga in picaturi cu agitare la 0°C
bromurd de benzil (452 mg, 2,62 mmol). Solutia formatd se lasid si interactioneze cu agitare timp de
incd suplimentar 3 h la temperatura camerei. Reactia apoi se stinge prin adifia a 30 ml de clorurd de
amoniu (). Solufia formatd se extrage cu 50 ml de diclormetan si straturile organice se combini §i se
usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreaza 1n vid. Reziduul se aplicd pe coloand cu
silica gel cu amestec de acetat de etil/eter de petrol (1:30...1:20). Aceasta rezultd cu compusul
mtermediar 4m.

Bno/ﬁgjj,,,IO H, S04 BnO \ O_.OAC

Ke ACOH, Ac,0

am 4n

Compusul intermediar 4n - (2R,3R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)-5-metiltetrahidrofuran-
2,3-diil diacetat

Intr-un balon cu fund rotund cu un volum de 1000 ml se plaseazd o solutie de compus intermediar
4m (de asemenea preparat in conformitate cu (Biosci. Biotech. Biochem. 57, 1993, p. 1433-1438); 45 g,
111,19 mmol), acid acetic (270 ml), anhidridad aceticd (90 ml), acid sulfuric (45 d). Solutia formata se
agitd timp de 30 min la temperatura camerei. Reactia apoi se stinge prin aditia a 1000 ml de amestec de
apd/gheata. Solutia formatd s¢ diluecazda cu 3000 ml de acetat de etil. Amestecul format se spald cu
2x1000 ml de apd si 4x1000 ml de bicarbonat de sodiu (). Amestecul format se spald cu 2x1000 ml de
clorurd de sodiugp). Amestecul se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreaza in vid.
Reziduul se aplicd pe coloand cu silica gel cu amestec de acetat de etil/eter de petrol (1:30...1:20).
Aceasta rezultd cu compusul intermediar 4n.

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 7,28...7,38 (m, 10H), 6,13 (s, 1H), 5,37 (d, J = 4,8Hz, 11),
4,44...4,68 (m, 4H), 4,33 (d, J = 5,1Hz, 1H), 3,33...3,45 (m, 2H), 2,15 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 1,35 (s,
3H).

SM m/z = 451[M+Na]

0 0
Bno/}Q-"“‘OAC 1) KoCO3, MeOH BnO™™> 0
B0 OAc 2 NIS, BusNI, DCM 8nd  OH
4n 40
Compusul intermediar 40 - (3R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)-3-hidroxi-5-

metildihidrofuran-2(3H)-ona
Jitompusul intermediar 4n (1,3 g, 3 mmol) se dizolvi in MeOH anhidru (15 ml). Se adaugi pulbere

de carbonat de potasiu (456 mg, 3,3 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 1 h. Amestecul de
reactie se concentreazd apoi sub presiune redusd. Se adauga acetonitril §i se agitd timp de 5 min.
Substantele insolubile se¢ filtreazd si se spald cu acetonitril. Filtratul s¢ concentreazd sub presiune
redusd. Substanta format se dizolvd DCM anhidru (20 ml). Se adaugd iodurd de tetrabutilamoniu (1,66
g, 4,5 mmol) si N-iod-succinimida (NIS, 1,69 g, 2,5 mmol). Timp de 16 ore amestecul de reactic se¢
agitd in Intuneric. Se mai adaugd NIS (0,85 g, 1,25 mmol) si se agitd timp de 4 h. Se mai adaugd NIS
(0,85 g, 1,25 mmol) si se agitd timp de 2 zile in Intuneric. Amestecul de reactie se dilueaza cu EtOAc si
se spala de doud ori cu solutie apoasd saturatd de tiosulfat de sodiu si apoi cu solutic apoasd saturatd de
clorurd de sodiu. Partea organicd se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si s¢ concentreazi sub
presiune redusd. Se purificd pe coloand cu silica gel (0...30% EtOAc in hexani), s¢ obtine compusul

ter e A%00 Mz, CDCls): 67,35...7.22 (m, 10H), 4.82 (bs, 1H), 4.75.. 4,66 (m, 2H), 4.55.. 4,44
(m, 210), 4,13 (d, J = 8Hz, 1H), 3,70...3,45 (m, 2H), 1,38 (s, 3H).
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CL/SM: tr = 2,58 min, SM m/z = 342,9 [M+1], 360,0 [M+H,O]; sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5p, 110A, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril

5-100% Tampon B timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9 min la 2 ml/min.

CLIP: tzr = 3,78 min; sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cis, 5 |, 110A, 50 x 4.6
mm; tampon A: 0,05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2ml/min.

Bno%&o Ag,0, BnBr BnO%&O

BnO OH EtOAc BnG OBn

40 4p

Compusul intermediar 4p - (3R,4S,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-(benziloximetil)-5-metildihidrofuran-
2(3H)-ona

Compusul intermediar 40 (955 mg, 2,79 mmol) se dizolvad in EtOAc (10 ml). Se adaugd bromura de
benzil (400 pl, 3,35 mmol) si oxid de argint(I) (712 mg, 3,07 mmol). Se agitd la 60°C intr-o atmosferd
de N3 (gaz) in Intuneric timp de 3 h. Se mai adauga bromurd de benzil (400 pl, 3,35 mmol) si se agita la
60°C intr-o atmosfera de N, (gaz) in intuneric timp de 16 h. Se mai adaugd oxid de argint(I) (350 mg,
1,5 mmol) si se agitd la 60°C intr-o atmosferd de N2 (gaz) in intuneric timp de 8 h. Se rdceste pand la
temperatura camerei. Produsele solide se filtreazd si se spald cu EtOAc. Filtratul se concentreazd sub
presiune redusa cu obtinerca unui ulei. Se¢ adaugd hexani si se agitd timp de 2 h cu formarea unei
substante solide. Substanta solidd se colecteaza si se spald cu hexani. Substanta solida se usuca in vid
inalt, s¢ obtine compusul intermediar 4p.

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,35...7,16 (m, 15H), 5,03 (d, J = 12Hz, 1H), 4,79...4,71 (m, 21),
4,52...4,40 (m, 4H), 4,06 (d, J = 6Hz, 1H), 3,49...3,39 (m, 2H), 1,38 (s, 3H).

CL/SM: tr = 2,91 min, SM m/z = 433,1 [M+1], 450,1 [M+H,O]; sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5 i, 1104, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9
min la 2 ml/min.

CLIP: tr = 4,54 min; sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cys, 5 u, 1104, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0.05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril

2...98% tampon B timp de 5 min la 2 ml/min.

OIH
o

|
NH, CI_S|i/\/Si—CI

0 |
Bno/§<_74o ~ SN |
& +

\ N nBuLi THF

4p 1b

Compusul intermediar 4q - (3R,4S,5R)-2-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-bis(benziloxi)-
5-(benziloximetil)-5-metiltetrahidrofuran-2-ol

Compusul intermediar 1b (148 mg, 0,570 mmol) si 1,2-bis(clordimetilsilil)etan (123 mg, 0.570
mmol) se dizolva in THF anhidru (20 ml) si se agitd intr-o atmosferd de Ar(gaz) la -70°C. La amestecul
de reactie in picaturi se adaugd n-butillitiu (2.5M solutie in hexani, 684 pl, 1,71 mmol), mentinand
totodata temperatura internd sub -65°C. Amestecul de reactie se lasd sd se¢ incdlzeascd pand la -40°C si
se mentine timp de 15 min. Apoi n amestecul de reactie intr-o atmosferd de Ar (gaz) se adaugd solutic
de compus intermediar 4p (224 mg, 0,518 mmol) in THF (10 ml), ricitd in prealabil pana la -70°C.
Solutia formatd se agitd timp de 2 h la -40°C. Amestecul de reactie se toarnd apoi Intr-un amestec agitat
de EtOAc si acid citric @p). Se agitd timp de 5 min. Stratul organic se colecteaza si se spald cu NaClep)
saturatd. Stratul organic se usucd deasupra Na;SO4 anhidru §i se concentreazad sub presiune redusd. Se
purifici prin CLIP preparativi, se obtine compusul intermediar 4q.

CL/SM: tg = 2,60 min, SM m/z = 567,3 [M+1], 565,1 [M-1]; Sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5 i, 1104, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B, timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9
min la 2 ml/min.
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CLIP: tg = 3,22 min; Sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cis, 5 p, 1104, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0.05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2ml/min.

NH,
N
TES, DCM N
BFgeE,0 BNO
BnO OBn
4r
Compusul intermediar 4r - 7-((2S,35,4S,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-(benziloximetil)-5-

metiltetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-amina

Compusul intermediar 4q (81 mg, 0,143 mmol) se dizolva in DCM anhidru (15 ml) si se agitd intr-o
atmosferd de N, (gaz) intr-o baie de gheatd. Se adaugd intr-o portie trietilsilan (114 pl, 0,715 mmol). S¢
adauga in picaturi trifluorura de bor- dietil eterat (27 pl, 0,215 mmol). Se agitd timp de 15 min si apoi se
indepérteazd baia cu gheatd. Se agitd timp de 60 min, se adaugd trietilamina (100 pl, 0,715 mmol) si se
concentreaza sub presiune redusd. Se dizolva in EtOAc si se spald cu NaHCOs .y saturat (2x) si apoi cu
NaClygp) saturata. Fractiile organice se usucd deasupra Na:SO, anhidru si se concentreazd sub presiune
redusd. Se purificd pe coloana cu silica gel (0...80% EtOAc in hexani), se obtine compusul intermediar
4r.

'H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,71 (s, 1H), 7,35...7,10 (m, 16H), 6,82...6,78 (m, 1H), 5,57 (d,
J=4,4Hz, 1H), 4,70...4,45 (m, 6H), 4,25...4,15 (m, 2H), 3,55...3,40 (m, 2H), 1,42 (s, 3H).

CL/SM: tg = 2,75min, SM m/z = 551,4 [M+1]; Sistemul CL/SM: Thermo LCQ Advantage
Phenomenex Gemini, Cis, 5 p, 1104, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api; tampon B:
0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9 min la 2
ml/min.

CLIP: tr = 3,57min; Sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cis, 5 p, 110A, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0,05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2ml/min.

e &
Pd Megru ; \}Jr} S
BNy ot H(’xq}kg N
TR A HOQaM W L
T8 BN T8y
Bnct  Oen - pl i
&r 4
Exemplul 4 - (2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-(hidroximetil)-2-

metiltetrahidrofuran-3,4-diol

Compusul intermediar 4r (23 mg, 0,042 mmol) se dizolva in solutie de acid formic/MeOH (1:9, 10
ml). Se adaugd paladiu negru si se agitd la 60°C, timp de 90 min. Se rdceste pand la temperatura
camerei si se filtreaza prin Celite. Filtratul se concentreaza sub presiune redusi. Se purifici prin CLIP
preparativi. Se concentreazi sub presiune redusi. Se dizolvd in NaHCOsyp, si se purifica prin CLIP in
conditii neutre, se obtine compusul din exemplul 4.

Sistemul CLIP preparativad: Gilson 215 Liquid Handler; Phenomenex Gemini, Cig 4 p, 100 x 30,0
mm

Tampon A: 0,1% TFA in apa; tampon B: 0,1% TFA 1n acetonitril; 5...100% tampon B, timp de 13
min la 20 ml/min.

'H RMN (400 MHz, CDCL): & 8,01 (s, 1H), 7,41 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 5,33
(d, J=8 Hz, 1H), 4,53...4,49 (m, 1H), 4,15 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 3,50 (m, 2H), 1,27 (s, 3H).

CL/SM: tr = 0,30min, SM m/z = 281,3 [M+1], 279,0 [M-1]; Sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5 p, 110A, 30x4,6 mm; tampon A: 0.1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B, timp de 2,5 min, apoi 100%, timp de
0,9 min 1a 2 ml/min.
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CLIP: tg = 0.42 min; Sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cys, 5 p, 1104, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0,05% TFA 1in apd; tampon B: 0,05% TFA in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2ml/min.

NHBz
~"SN  TMSN,
HO YN
O N InBrs
HO '\ CH,Cl,
™8SG OTBS
1m LY}

Compusul intermediar 5a - N-(7-((2S,3S,45,5R)-5-azido-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-
((trimetilsililoxi)metil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4] triazin-4-il)benzamida

La o solutiec de compus intermediar brut 1m, N-(7-((2S,35,45)-3,4-bis(tert-butildimetilsililoxi)-5-
hidroxi-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamidad, (~110 mg, ~0,18
mmol) si azidotrimetisilan (242 pl, 1,84 mmol) in diclormetan (1.5 ml) la temperatura camerei intr-o
atmosferd de argon se adaugd bromurd de indiu (III) (130 mg, 0,369 mmol). Peste 1 h amestecul de
reactie se stinge cu solutie apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu (1 ml). Amestecul format se distribuie
intre diclormetan (20 ml) si solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (20 ml). Fazele se separd si
stratul apos se extrage cu diclormetan (20 ml). Straturile organice combinate se usucd deasupra
sulfatului de sodiu si se concentreaza sub presiune redusa, se obtine compusul intermediar 5a, care se
utilizeaza direct in etapa urmétoare fard purificare suplimentara.

CL/SM: tg = 3,52 min, SM m/z = 712,16 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,55 min 100% ACN, 3,55 min...4.2 min 100%...2% ACN la 2 pl/min.
NHBz

5a 5b

Compusul intermediar 5b - N-(7-((2S,3R,4S,5R)-5-azido-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-4-1l)benzamida

La o solutie de compus intermediar brut 5a (~120 mg, ~0,168 mmol) in DMF (5 ml) la temperatura
camerei se adaugd fluorurd de cesiu (256 mg, 1,68 mmol). Peste 25 h amestecul de reactie se dilueaza
cu solutie salind saturatd (100 ml) si amestecul format se extrage cu acetat de etil (3x100 ml). Straturile
organice combinate se usucd deasupra sulfatului de sodiu si se concentreazd sub presiune redusd, se
obtine compusul intermediar 5b, care se utilizeaza direct in etapa urmdtoare fard purificare
suplimentara.

CL/SM: tg = 1,40 min, SM m/z = 412,17 [M+1];Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A, 50x4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2.0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 2,46 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5 p C18 110A, 50 x 4.6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5.0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.
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5b 5

Exemplul 5 - (2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-azido-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diol

La o solutie de compus intermediar brut 5b In metanol (I ml) la temperatura camerei se adauga
hidroxid de amoniu concentrat (1 ml). Peste 2 zile amestecul de reactie se concentreazd sub presiune
redusd si se purifici direct prin CLIP preparativi (Phenominex Sinergi 4 p Hidro-RR 80A, Coloani
150x30 mm, gradient 5...100% acetonitril/apd). Fractiile cu continut de produs dezirabil se combind si
se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul se purificd repetat prin cromatografie pe coloand cu
S102 (4 g Si102 Combiflash HP Gold Column, 0-20% metanol/diclormetan), se obtine compusul din
exemplul 5.

'H RMN (400 MHz, CD;0D) 3 7,79 (s, 1H), 6,86 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,51
(d, J=6,0 Hz, 1H), 4,63 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 4,37 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,69 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 3,59 (d,
J=12,0 Hz, 1H).

CL/SM: tg = 0,76 min, SM m/z = 308,08 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A, 50x4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5
min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 1,287 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5 u C18 1104, 50x4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.;

CSS: eluent: 20% metanol in diclormetan, Re= 0,4 (UV)
2
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Exemplul 6 (de asemenea mentionat ca TP-1) - ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-
7-11)-2-cian-4-fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 3 (15,0 mg, 0,05 mmol) se usucd intr-un balon in vid peste noapte. In balon
se adaugad trimetilfosfat (0,5 ml) si 1,8-bis(dimetilamino)naftalind (25 mg, 0,12 mmol) si solutia se lasd
sd se agite Intr-o atmosfera de N cu rdcire pe o baie cu gheatd/apd. Se adaugd oxiclorurd de fosfor
distilata (10 pl, 0,11 mmol) si amestecul de reactie se lasd sd se agite timp de 4 h cu racire. Se adaugd
tributilamin (0,1 ml, 0,42 mmol) si pirofosfat de tributilamoniu (0.8 ml de solutie 0,5 M in DMF, 0,4
mmol) si amestecul de reactie se lasd sd se agite timp de aditional 45 min cu rédcire. Reactia se stinge cu
bicarbonat de trietilamoniu (0,5 M, 5 ml). Solventii se elimind prin evaporare cu rotor si amestecul brut
restant se dizolvd in 2 ml de apd. Produsul se purificd utilizand o coloand Sephadex DEAE A-25 cu
gradient liniar 0—1 M bicarbonat de trictilamoniu. Produsul cu continut de fractii se combini si se
concentreaza, se obtine produsul din exemplul 6 (TP1), care apoi se dizolvad in 1 ml de apd cu obtinerea
10 mM de solutie.

SM m/z = 532,0 [M-1]

CLIP cu schimb de ioni, timpul de retentie: 12,015 min; Coloand: DNAPac PA-100 4x250 mm SN
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Solventul A: apd milliQ; Solventul B: 0,5 M bromurd de tetractilamoniu; programul gradientului
solventului: echilibrare cu utilizarea 100% A timp de 10 min, apoi gradientul 0...80% B timp de 14
min..; Fluxul: 1 ml/min.
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Exemplul 7 (de asemenea TP2) - ((2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-etinil-
4-fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 2 (16,0 mg, 0,055 mmol) se usucd intr-un balon in vid peste noapte. In
balon se adaugd trimetilfosfat (0,5 ml) si 1,8-bis(dimetilamino)naftalena (28 mg, 0,13 mmol) si solutia
se lasd sd sc agita Intr-o atmosferd de N», récitd cu o baie de gheata/apa. Se adaugéd oxiclorurd de fosfor
distilata (11 pl, 0,12 mmol) si amestecul de reactie se lasd sd se agite timp de 4 h cu racire. Se adaugd
tributilamind (0,11 ml, 0,42 mmol) si tributilamoniu pirofosfat (0.9 ml de solutie 0,5 M in DMF, 0,45
mmol) si amestecul de reactie se lasd sa se agite timp de incd 45 min cu racire. Reactia se stinge cu
bicarbonat de trietilamoniu (0,5 M, 5 ml). Solventii se elimind prin evaporare cu rotor si amestecul brut
restant se dizolvd in 2 ml de apd. Produsul se purificd utilizand o coloana Sephadex DEAE A-25 un
gradient liniar 0—1 M bicarbonat de trietilamoniu. Fractiile cu continut de produs se combind si se
concentreazi, se obtine compusul din exemplul 7 (TP2), care apoi se¢ dizolvad in 1,4 ml de ap4, sc obtine
10 mM solutie.

SM m/z = 531,0 [M-1]

CLIP cu schimb de ioni, timpul de retentie: 19,829 min; Coloani: DNAPac PA-100 4 x 250 mm SN

Solvent A: milliQ apd; Solvent B: 0,5 M bromurd de tetractilamoniu; programul gradientului
solventului: echilibru utilizand 100% A timp de 10 min, apoi gradientul 0-80% B timp de 14 min;
fluxul: 1 ml/min
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Exemplul 8 (TP3) - ((2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-cian-3,4-
dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

La o solutic de compus din exemplul 1 (5,0 mg, 0,017 mmol) in PO(OMe); (0,6 ml) la 0°C se
adauga POCls (45 mg, 0,29 mmol). Amestecul de reactie se agitd la 0°C timp de 10 h, moment 1n care
CLIP cu schimb de ioni atestd aproximativ 50% conversie. Se adaugi solutie de siruri de pirofosfat
tributilamina (250 mg) in ACN (0,6 ml), apoi tributilamind (110 mg, 0,59 mmol). Amestecul de reactie
se agita la 0°C timp de 0,5 h si CLIP cu schimb de ioni aratd finalizarea reactiei. Amestecul de reactie
se stinge cu tampon bicarbonat de trietilamoniu (1 M, 5 ml). Amestecul de reactic se agitd la
temperatura camerei timp de 0.5 h, apoi se concentreazd si de doua ori se coevapord cu apd. Reziduul
se dizolva in H>O (5 ml) si se plaseazd pe o coloand schimbétoare de ioni, eluare cu H,O, apoi cu 5-35%
tampon bicarbonat de trietilamoniu (1M)-H,O. Fractiile cu continut de produs se combini, se
concentreaza si se coevapord cu H)O. Reziduul se purificad cu o coloand schimbétoare de ioni, s¢ obtine
materialul brut. 3'P RMN arati, cd acest material contine impuritati, de aceea produsul se purificd
repetat cu coloand C-18, eluare cu 0...15% ACN-H,O continind 0,05% TEA si fractiile cu continut de
produs se combina si se concentreazd cu formarea a 3,6 mg de material, care confine numai 1.5 echiv de
TEA, conform analizei 'H RMN. Materialul se dizolvi in H,O (1 ml) i se adaugd tampon bicarbonat
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de ftrietilamoniu (1 M, 0,1 ml). Amestecul format se concentreazd sub presiune redusd si se
coevaporeazd de doud ori H-O sub presiune redusd, se obtine compusul din exemplul 8 (TP3), sub
forma de sare de tetra-TEA.

'H RMN (400 MHz, D,0O): & 7,78 (s, 1H), 6,85 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,51 (d,
J=3,0Hz, 1H), 4,65...4,55 (m, 2H), 4,20...4,08 (m, 2H), 3,15...3,00 (m, 24H), 1,18...1,08 (m, 36H).

3P RMN (162 MHz, D20): 8 -6,25 (d, /= 52 Hz), -12,21 (d, J = 52 Hz), -22,32 (t, J = 52 Hz).

SM m/z = 530,2 [M-1], 532,1 [M+1]

g Exermnplul 9
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Exemplul 9 (TP4) - ((2R,35,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-1l)-2-azido-3,4-

dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

La o solutic de compus din exemplul 5 (6,0 mg, 0,019 mmol) in PO(OMe); (0,6 ml) la 0°C se
adauga POCls (45 mg, 0,29 mmol). Amestecul de reactie se agitd la 0°C timp de 10 h, moment 1n care
CLIP cu schimb de ioni atesti aproximativ 50% conversie. Se adaugi solutie de saruri de pirofosfat
tributilamina (250 mg) in ACN (0,6 ml), apoi tributilamind (110 mg, 0,59 mmol). Amestecul de reactie
se agitd la 0°C timp de 6 ore. Amestecul de reactie se stinge cu tampon bicarbonat de trietilamoniu (1
M, 5 ml). Amestecul de reactie se agitd la temperatura camerei timp de 0,5 h, apoi se concentreaza si de
doud ori se coevapord cu apd. Reziduul se dizolvd in H,O (5 ml) si se plaseazd pe o coloand
schimbatoare de ioni, eluare cu H>O, apoi cu 5-35% tampon bicarbonat de trietilamoniu (1M)-H>O.
Fractiile cu continut de produs se combind, se concentreazd si se coevapord cu H,O. Reziduul se
purificd cu o coloani schimbétoare de ioni, se obtine materialul brut. *!P RMN aratd, ci acest material
contine impuritdti, de aceea produsul se purificd repetat cu coloand schimbatoare de ioni, iardsi se
obtine materialul brut. Produsul se trateazd cu NaHCO; (10 mg) si amestecul se concentreaza sub
presiune redusa. Reziduul solid se dizolvd in 0,5 ml de HO si se adauga 40 pl de NaOH (1n).
Amestecul obtinut se purificd pe coloand C-18, eluare cu H,O si fractiile cu continut de produs se
combind §i se concentreazd sub presiune redusd cu formarea compusului din exemplul 9 (TP4) sub
formad de sare de tetrasodiu.

'H RMN (400 MHz, D,0): & 7,76 (s, 1H), 6,88 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 5,59 (d,
J=5,5Hz, 1H), 4,60 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,55 (d, /= 5,8 Hz, 1H), 3,99 (qd, /= 11,2; 5,5 Hz, 3H).

3P RMN (162 MHz, D>0): 5 -8,13 (d, J = 19,8 Hz), -14,04 (d, J = 18,9 Hz), -24,00 (t, J = 19,3 Hz).

SM m/z = 546,1 [M-1], 547,9 [M+1]

O

TEA, CH,Cl, 0
HS
%m ~"0oH \FKS/\/OH

PD1a

Compusul intermediar PD1a - S-2-hidroxietil 2,2-dimetilpropantioat

La o solutie de 2-tioetanol (3,50 ml, 50,0 mmol) si trietilamind (7,02 ml, 50,0 mmol) in CH,Cl,, care
se raceste pand la -78°C, se adaugd in picdturi timp de 30 min clorurd de pivalil (6,15 ml, 50,0 mmol).
Amestecul de reactie se lasd sa se Incédlzeasca lent pand la temperatura camerei si evolutie reactiei se
monitorizeazd prin CSS. Peste 30 min se determind, c¢d reactia este completd si se stinge cu apa.
Straturile se separd si stratul apos se spald cu CH,Cl,. Produsele organice se combind §i se usucd
deasupra sulfatului de sodiu. Produsele solide se filtreaza si solventul se elimind sub presiune redusa.
Produsul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel 0...50% EtOAc/hexane, se obtine compusul
mtermediar PD1a.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 4,89 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,49...3,36 (m, 2H), 2,86 (t, J = 6,7 Hz,
2H), 1,14 (s, 9H).
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Oxiclorura de fosfor (281 pl, 3,08 mmol) se plaseazd in CH,Cl (5 ml) si solutia se raceste pana la -
78°C. Tioesterul PDl1a (1,00 g, 6,17 mmol) se plascaza in CH,Cl (5 ml) si se adaugd lent in solutic de
POCl;. Apoi in picdturi se adaugd TEA (891 pl, 6,16 mmol) si se lasd s se agite rece timp de 30 min.
Apoi se incilzeste pand la temperatura camerei si se lasd sa se agite timp de 2 h. Intr-o portie se adauga
p-nitrofenol (428 mg, 3,08 mmol), apoi se adaugd lent TEA (449 pl, 3,08 mmol). Se agitd la
temperatura camerei timp de 30 min. CSS (70:30 Hexani/EtOAc) aratd doar o singurd patd, dar,
conform CL/SM, sunt doud varfuri (produsul si bis-p-nitrofenolat). Solutia se dilueazd cu eter si
produsele solide se e¢limind prin filtrare si se elimind. Solutia initiala s¢ concentreaza si se purificd prin
cromatografie pe silica gel, se obtine un amestec de produs si bis-p-nitrofenolat. Amestecul apoi se
purificd repetat prin CLIP, se obtine compusul intermediar PD1b, S,5-2,2'-((4-
nitrofenoxi)fosforil)bis(oxi)bis(etan-2,1-diil) bis(2,2-dimetilpropanetioat).

'H RMN (400 MHz, CDCl5) & 8,29...8,21 (m, 2H), 7,46...7,36 (m, 2H), 4,23 (br q, J = 7,7 Hz, 41),
3,16 (br t, J= 6,7 Hz, 4H), 1,23 (s, 18H).

3P RMN (162 MHz, CDCLs) & -7,72 (s).

N - o
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Exemplul 10 (de asemenca mentionat ca PDI1) - S§,8'-2,2'-((((2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-
f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-cian-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)fosforil)bis(oxi)bis(etan-2, 1-
diil)bis(2,2-dimetilpropanetioat)

Compusul din exemplul 1 (6,0 mg, 0,02 mmol) se dizolva in NMP (0,1 ml) si se adaugd THF (0,2
ml). Apoi la temperatura camerei intr-o atmosferd de argon se adaugd clorurd de fery-butil magneziu
(1,0 M solutie in THF, 0,031 ml, 0,031 mmol). Peste 10 min se¢ adaugi o solutic de compus intermediar
PD1b (15,7 mg, 0,031 mmol) in THF (0,1 ml) si amestecul format se incilzeste pand la 50°C. Peste 5 h
reziduul format se purifici prin CLIP preparativd (Phenominex Sinergi 4u Hidro-RR 80A Coloani
150x30 mm, 40...100% gradient de acetonitril/apd). Fractiile cu continut de produs dezirabil se
combina si se liofilizeaza, se obtine compusul din exemplul 10 (PD1).

'H RMN (400 MHz, CDCl,) § 7,82 (s, 1H), 6,69 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,64 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,56
(d, J = 3,4 Hz, 1H), 4,61 (br s, 2H), 4,45...4,32 (m, 2H), 4,22...4,06 (m, 4H), 3,13 (dt, /= 11,7; 6,7 Hz,
4H), 1,23 (s, 9H), 1,21 (s, 9H).

3P RMN (162 MHz, CDCLs) & -2,34 (s).

CL/SM: tg = 1,70 min, SM m/z = 660,02 [M+1],; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50x4,6 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min
2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5
min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 3,204 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloand: Gemini 5 C18 110A, 50x4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apd cu 0,1% TFA

Gradient: O min...5,0 min 2...98% ACN, 5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.
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Exemplul 11 (PD2) - S,8'-2,2'-((((2R,3R,4R,58)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-cian-4-
fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)fosforil)bis (oxi)bis(etan-2,1-diil)bis(2,2-dimetilpropantioat)

Compusul din exemplul 3 (10,5 mg, 0,036 mmol) se dizolva in NMP (0,1 ml) si se adauga THF (0,1
ml). Apoi la temperatura camerei intr-o atmosferd de argon se adaugd clorurd de ferf-butil magneziu
(1,0 M solutie in THF, 0,054 ml, 0,054 mmol). Peste 10 min se¢ adaugd o solutic de compus intermediar
PD1b (27,3 mg, 0,054 mmol) in THF (0,1 ml) si amestecul format se incélzeste pand la 50°C.Peste 24 h
reziduul format se purifici prin CLIP preparativa (Phenominex Sinergi 4u Hidro-RR 80A, Coloani
150x30 mm, 40...100% gradient de acetonitril/apd). Fractiile cu continut de produs dezirabil se
combina si se liofilizeaza, se obtine compusul din exemplul 11 (PD2).

RMN (400 MHz, CDCl3) 6 7,94 (s, 1H), 6,75 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,67 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,77 (dd,
J=27,8; 1,4 Hz, 1H), 5,43 (ddd, J = 55,2; 4,9; 1,3 Hz, 1H), 4,93 (dd, J = 21,2; 4,9 Hz, 1H), 4,49 (dd, J
= 11,3; 7,8 Hz, 1H), 4,40 (dd, J = 11,3; 7,8 Hz, 1H), 4,10 (ddt, J = 15,9; 8,0; 6,7 Hz, 4H), 3,16...3,04
(m, 4H), 1,23 (s, 9H), 1,21 (s, 9H).

3P RMN (162 MHz, CDCLs) & -2,10 (s).

F RMN (376 MHz, CDCl3) 5 -191,64 (ddd, J = 55,0; 27,8; 21,3 Hz).

CL/SM: tg = 1,85 min, SM m/z = 662,03 [M+1],; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tz = 3,385 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Su C18 110A, 50x4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

o M4 pem, TEA g
H O)K‘/NHz O - | 0
P Cl /jﬂ 2) p-NO,PhOH, TEA /j/\o)‘\rNH Q

Compusul intermediar PD3c - (25)-2-etilbutil 2-((4-nitrofenoxi)(fenoxi) fosforilamino)propanoat

Fenil diclorfosfatul PD3a (1.5 ml, 10 mmol) se dizolvd in 30 m! DCM anhidru si se agitd intr-o
atmosferd de N» (gaz) pe o baie de gheata. Se adaugd intr-o portie sarea de HCl a amino esterului PD3b,
hidroclorurd de (S)-2-etilbutil 2-aminopropanoat (preparatd printr-o metodd cunoscutd (Eur. J. Med.
Chem. 44, 2009, p. 3765-3770), 2,1 g, 10 mmol). Se adaugd in picdturi TEA (3 ml, 22 mmol). Se agitd
timp de 1 h la 0°C. Se adaugi intr-o portie p-nitrofenol (1,4 g, 10 mmol) si TEA (1,5 ml, 11 mmol).
Amestecul de reactie se agitd apoi la temperatura camerei timp de 16 h. Se diluecazd cu DCM si se spald
cu NaHCOsy saturat. Fractiile organice se usucd deasupra Na;SO, anhidru si se concentreaza sub
presiune redusi. Se purificd pe coloand cu silica gel (0...15% EtOAc in hexani), se obtine compusul
mtermediar PD3c.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8,23 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,41...7,30 (m, 4H), 7,25...7,19 (m, 3H),
4,10...4,00 (m, 3H), 3,90...3,83 (m, 1H), 1,55...1,45 (m, 1H), 1,42...1,31 (m, 7H), 0,87 (t, J = 7,2Hz,
6H).

3P RMN (162 MHz, CDCls) 6 -3,04 (s), -3,10 (s).

CL/SM: tr = 2,87min, SM m/z = 451,1 [M+1], 449,0 [M-1]; Sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5 i, 1104, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9
min la 2 ml/min.

NO,
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CLIP: tr = 4,40min; Sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cis, 5 p, 110A, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0,05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2 ml/min.

Exemplul 12 M
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Exemplul 12 (PD3) - (28)-2-etilbutil 2-((((2R,3R,4R,58)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-il)-
2-cian-4-fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi) fosforilamino)propanoat

Compusul din exemplul 3 (15 mg, 0,051 mmol) se dizolva in DMF anhidru (1 ml) si se agitd intr-o
atmosferd de N» (gaz). p-Nitrofenilfosfoamidatul PD3c (35 mg, 0,077 mmol) se dizolvd in DMF anhidru
(0,5 ml) si se adaugd la amestecul de reactie intr-o portie. Se adaugd in picaturi tBuMgCl in THF (1M in
THF, 77 pl, 0,077 mmol). Se agitd timp de 2 h. Se adaugd o cantitate suplimentard de p-
nitrofenilfosfoamidat (35 mg in 0,5 ml DMF anhidru) si o cantitate suplimentard de tBuMgCl (1M in
THF, 50 ul, 0,050 mmol). Se agitd timp de 2 h. Se adaugd o cantitate suplimentard de p-
nitrofenilfosfoamidat (35 mg in 0,5 ml DMF anhidru) si o cantitate suplimentard de solutie de tBuMgCl
(IM in THF, 50 pl, 0,050 mmol). Se agitd timp de 16 h. Se dilueazd cu EtOAc si se spald cu
NaHCOj3ap saturat (3x). Se spald cu NaClyp, saturatd si fractiile organice se usucd deasupra NaxSO,
anhidru. Se concentreazd sub presiune redusd. Se purificd pe coloana cu silica gel (0...5% MeOH in
DCM). Fractiile se combini si se concentreaza sub presiune redusi. Se purific prin CLIP preparativa
cu TFA 1n calitate de modificator, se obtine compusul din exemplul 12 (PD3).

Sistemul CLIP prep.: Gilson 215 Liquid Handler; Phenomenex Gemini, Cis 4u, 100 x 30,0 mm.

Tampon A: 0,1% TFA in apd; tampon B: 0,1% TFA in acetonitril; 5...100% tampon B timp de 13
min la 20 ml/min.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) & 7,89 (s, 1H), 7,31...7,13 (m, 6H), 6,80...6,75 (m, 1H), 5,80...5,70
(m, 1H), 5,35...5,20 (m, 1H), 4,80...4,62 (m, 1H), 4,60...4,45 (m, 2H), 4,35...4,10 (m, 1H),
4,06...3,96 (m, 3H), 1,49...1,28 (m, 8H), 0,90...0,82 (m, 6H).

3P RMN (162 MHz, CDCls) 3 2,36 (s), 2,22 (s).

CLIP: tr = 3.00min; Sistemul CLIP: Agilent 1100; Phenomenex Gemini, Cis, 5 p, 110A, 50 x 4,6
mm; tampon A: 0,05% TFA in apd; tampon B: 0,05% TFA 1in acetonitril; 2...98% tampon B timp de 5
min la 2 ml/min.

CL/SM: tr = 2,39min, SM m/z = 605,1 [M+1], 603,0 [M-1]; Sistemul CL/SM: Thermo LCQ
Advantage; Phenomenex Gemini, Cys, 5 i, 1104, 30 x 4,6 mm; tampon A: 0,1% acid acetic in api;
tampon B: 0,1% acid acetic in acetonitril; 5...100% tampon B timp de 2,5 min, apoi 100% timp de 0,9
min la 2 ml/min.

NHBz

1) EDC-HCI, DMSO
TFA-Pyr

2) Ph3PCH;Br, nBuLi

Zg 6a
Compusul intermediar 6a - N-(7-((25,3S,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-
butildimetilsililoxi)metil)-3-fluor-5-viniltetrahidrofuran-2-il)pirol[ 1,2-f][ 1,2,4] triazin-4-il)benzamida
Compusul intermediar 2g, N-(7-((2S,35,4R,5R)-4-(tert-butildimetilsililoxi)-5-((tert-

butildimetilsililoxi)metil)-3-fluor-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-il)pirol [ 1,2-f][1,2,4]triazin-4-

il)benzamida, (220 mg, 0,35 mmol) se dizolva In 5 ml DSMO anhidru si se agitd intr-o atmosferd de N
(gaz). Se adaugd EDCI (100 mg, 0,52 mmol) si apoi TFA-piridind (34 mg, 0,18 mmol). Se agitd timp
de 1 h. Se adaugd o cantitate suplimentard de EDCI (100 mg, 0,52 mmol) si se agitd timp de 1 h.
Monitorizarea prin CL/SM atestd produs de alcool initial restant. Se adauga o cantitate suplimentard de
EDCI (100 mg, 0,52 mmol) si se agitd timp de 1 h. Monitorizarea prin CL/SM aratd conversia completd
a reactiel. Se dilueaza cu acetat de etil si se spald cu NaHCO3p) saturat (2x) si apoi cu NaClep) saturata.
Stratul organic se usucd deasupra Na>SO, anhidru si se concentreaza sub presiune redusa. Se purifica pe
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o coloani cu silica gel (0...20% EtOAc in hexani). Fractiile se combind si se concentreaza sub presiune
redusd, se obtine aldehidd sub forma de substantd solidd. Bromura de metil trifenilfosfoniu (500 mg,
1,40 mmol) se suspendeazd in 10 ml THF anhidru si se agita la -78°C intr-o atmosferd de Ar (g,). Se
adaugd 1n picaturi solutie 2,5 M de n-butillitiu in hexan (560 pl, 1,40 mmol). Amestecul de reactie se
agitd pe o baie de gheatd timp de 1 h, se obtine un amestec de culoare galbeni. Aldehida, preparata
anterior, se dizolvd in 5 ml de THF anhidru si se adaugd 1n picdturi in amestecul de reactie. Se
indeparteazad baia de gheatd si amestecul de reactic se lasd si se incilzeascd pand la temperatura camerei
. Se agitd timp de 3 h la temperatura camerei. Se adaugd o solutie apoasd saturatd de NH1Cl si se extrage
cu acetat de etil. Extractul organic se spald cu NaHCOj3p saturat si apoi cu NaCl,yp, saturatd. Fractiile
organice se usucd deasupra Na,SO. anhidru si se concentreazd subpresiune redusid. Se purificd pe
coloani cu silica gel (0...20% EtOAc in hexani), se obtine compusul intermediar 6a.

'H RMN (400 MHz, DSMO-d6) & 8,22 (br s, 1H), 8,03 (br s, 2H), 7,58 (dt, J = 40,4; 7,4 Hz, 3H),
7,12 (d, J=4,7 Hz, 1H), 6,97 (s, 1H), 6,01 (dd, J = 17,5; 10,9 Hz, 1H), 5,58 (d, J = 22,8 Hz, 1H), 5,46
(dd, J = 17,5; 2,1 Hz, 1H), 5,25 (dd, J = 11,0; 2,0 Hz, 1H), 5,14 (ddd, J = 55,4; 4,9; 2,7 Hz, 1H), 4,61
(dd, 7 =20.8; 4,8 Hz, 1H), 3,63...3,40 (m, 2H), 0,89 (s, 9H), 0,84 (s, 9H), 0,09 (d, J = 8,4 Hz, 6H), 0,00
(d, /= 14,1 Hz, 6H).

F RMN (376 MHz, DSMO-d6) 6 -191,86 (d, J = 56,8 Hz).

SM m/z = 627,3 [M+1].

NHBz

1) TBAF, THF

2) NHz, MeOH

6a 13

Exemplul 13 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-11)-4-fluor-2-(hidroximetil)-2-
viniltetrahidrofuran-3-ol

Compusul intermediar 6a (146 mg, 0,23 mmol) se dizolva in THF (10 ml) si solutia formata se agita
pe o baie de gheatd. Se adaugd o solutie 1M de TBAF in THF (700 pl, 0,70 mmol) si se agita timp de 2
h. Se dilueaza cu EtOAc si se spald cu NaCl,p saturatd (5x). Stratul organic se usucd deasupra NaxSO,
anhidru si se concentreazd sub presiune redusa. Se dizolva in solutie 7 M de amoniu in MeOH (7 ml) si
se agitd timp de 18 h. Amestecul de reactie se concentreaza sub presiune redusi. Se purific prin CLIP
preparativd pe o coloand C-18 cu TFA in calitate de modificator. Fractiile s¢ combini si s¢ concentreaza
sub presiune redusa. Se dizolvd in NaHCOsyp, §i se purifica repetat prin CLIP preparativa in conditii
neutre. Fractiile se combind si se usucd prin congelare, se obtine compusul din exemplul 13.

'H RMN (400 MHz, D,0) & 7,54 (s, 1H), 6,62...6,49 (m, 2H), 5,98...5,79 (m, 1H), 5,55...5,36 (m,
2H), 5,31 (d, J = 11,1 Hz, 1H), 5,11 (ddd, J = 54,8; 5,2; 2,9 Hz, 1H), 4,42 (dd, J = 20,6; 4,8 Hz, 1H),
3,62...3,43 (m, 2H).

YF RMN (376 MHz, D;0) 6 -193,23 (dd, J = 54,7; 44,2 Hz).

SM m/z = 295,2 [M+1]

Pd/C,H, HO
MeOH
13 14
Exemplul 14 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-etil-4-fluor-2-

(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

Compusul din exemplul 13 (5 mg, 0,017 mmol) se dizolvd In metanol (2 ml). Apoi se adaugd
catalizatorul Degussa 10% Pd/C (2 mg) si amestecul format se agita intr-o atmosfera de hidrogen gazos.
Peste 40 min amestecul format se filtreazd pentru eliminarea Pd/C si filtratul se concentreaza sub

presiune redusd. Reziduul se dizolva in apd si se usuci prin congelare, s¢ obtine compusul din exemplul
14.
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'H RMN (400 MHz, D;O) & 7,67 (s, 1H), 6,79...6,55 (m, 2H), 5,54...5,12 (m, 2H), 4,46 (dd, J =
15,1; 5,5 Hz, 1H), 3,65...3,44 (m, 2H), 1,89...1,44 (m, 2H), 0,84 (t, J = 7,6 Hz, 3H).

YF RMN (376 MHz, D>0) & -197,62 (ddd, J = 54,5; 20,6; 15,0 Hz).

SM m/z =297,3 [M+1].
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Exemplul 15 (PD4) - S,5'-2,2'-((((2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-f][ 1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-3-
hidroxi-2-viniltetrahidrofuran-2-il)metoxi)fosforil)bis (oxi)bis(etan-2,1-diil) bis(2,2-dimetilpropantioat)

Compusul din exemplul 13 (5 mg, 0,017 mmol) se dizolvd in DMF anhidru (0,5 ml). Se adauga intr-
o portie p-nitro-fenonat (13 mg, 0,026 mmol). Se adaugd In picédturi clorurd de 1M ¢-butilmagneziu in
THF (25 pl, 0,026 mmol). Se agitd timp de 1 h. Se incélzeste pana la 50°C si se agitd timp de 2 h. Se
adaugd o cantitate suplimentard de p-nitro-fenonat (13 mg, 0,026 mmol) si se agitd timp de 2 h. Se
adaugd o cantitate suplimentarad de clorurda de 1M ¢-butilmagneziu in THF (25 ul, 0,026 mmol) si se
agitd timp de 16 h la 50°C. Se raceste pand la temperatura camerei. Amestecul format se purificd direct
prin CLIP preparativi pe coloani si se elueazi cu gradient liniar 0-100% ACN in apd, se obtine
compusul din exemplul 15 (PD4).

RMN (400 MHz, CDs;0OD) 6 7,84 (s, 1H), 6,92 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,10
(dd, /=17,4; 10,9 Hz, 1H), 5,67 (dd, J = 5,8; 1,9 Hz, 1H), 5,61 (s, 1H), 5,45...5,35 (m, 1H), 5,15 (ddd,
J =55,6;5,0; 2,2 Hz, 1H), 4,65 (dd, J = 22,5; 5,1 Hz, 1H), 4,13 (dd, J = 11,1; 5,2 Hz, 1H), 4,08...3,95
(m, 5H), 3,06 (dd, J =7,0; 6,1 Hz, 4H), 1,21 (s, 9H), 1,18 (s, 9H).

F RMN (376 MHz, CD;0D) & 192,99 (1d, J = 55,7; 23,6 Hz).

SM m/z = 663,0 [M+1].
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Exemplul 16 (PD5) - (25)-2-etilbutil 2-(((((2R,3S,4R,58)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-
2-azido-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil) (amino)propanoat

Compusul din exemplul 5 (5 mg, 0,016 mmol) se dizolvd in N-metil-2-pirolidond anhidra (0.2 ml) si
intr-o atmosfera de argon se adauga THF (0,1 ml). Apoi la temperatura camerei se adauga clorura de
terg-butil magneziu (1M in THF, 24 pl, 0,024 mmol) si se sedimenteazd o substantd solidd de culoare
alba. Peste 5 min in amestecul de reactie se adaugd intr-o portie o solutie de p-nitrofenilfosfoamidat
PD3c (15 mg, 0,032 mmol) in THF (0,1 ml) si amestecul format se incilzeste pana la 50°C. Peste 3,5 h
amestecul de reactie se lasd sd se raceascd pand la temperatura camerei si se agitd timp de 18 h. Apoi s¢
adaugd p-nitrofenilfosfoamidat PD3c (50 mg, 0,111 mmol) si apoi se adaugd clorurd de fery-butil
magneziu (1M in THF, 24 ul, 0,024 mmol) si amestecul de reactie se agitd de Incd 5 zile. Reziduul
format se purifici apoi direct prin CLIP preparativi (Phenominex Sinergi 4u Hidro-RR 80A, coloand
150 x 30 mm, gradient 40-100% acetonitril/apd). Fractiile cu continut de produs dezirabil se combina si
se liofilizeazd, se obtine compusul din exemplul 16 (PD5) (amestec diastereomeric 2:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,88 (br s, 1H), 7,33...7,22 (br m, 2H), 7,22...7,10 (br m, 3H), 6,69
(br d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,61 (br d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,64...5,56 (m, 1H), 4,54 (d, J = 6,3 Hz, 1H),
4,50...4,20 (m, 3H), 4,11...3,94 (m, 3H), 3,90...3,76 (m, 1H), 1,49 (s, J = 6,2 Hz, 1H), 1,40...1,24 (m,
7H), 0,86 (t, J = 7,4 Hz, 6H).

3P RMN (162 MHz, CDCls) 5 2,68 (s), 2,56 (s).

CL/SM: tg = 1,70 min, SM m/z = 619,09 [M+1],; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP.

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
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min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
ul/min. .

CLIP: tg = 3,010 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5u C18 1104, 50 x 4.6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.
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Exemplul 17 (TP5) - ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-3-hidroxi-2-
viniltetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

La o solutic de compus din exemplul 13 (6.0 mg, 0,020 mmol) in PO(OMe); (0,6 ml) la 0°C se
adauga POCI; (50 mg, 0,32 mmol). Amestecul de reactic se agitd la 0°C timp de 6 h, moment 1n care
CLIP cu schimb de ioni aratd aproximativ 90% de conversie. Se adaugi o solutie de saruri de pirofosfat
tributilamina (250 mg) in ACN (0,6 ml), apoi tributilamind (110 mg, 0,59 mmol). Amestecul de reactie
se agitd la 0°C timp de 1 h. Amestecul de reactie se stinge cu tampon bicarbonat de trietilamoniu (1 M,
5 ml). Amestecul de reactie se agitd la temperatura camerei timp de 0,5 h, apoi se concentreaza si se
coevapord de doud ori cu apd. Reziduul se dizolvd in H O (5 ml) si se plaseazd pe o coloand
schimbatoare de ioni, eluare cu H,O, apoi cu tampon 5...35% bicarbonat de trietilamoniu (1M)-H-O.
Fractiile cu continut de produs s¢ combind, se concentreazd si se coevapora cu HO. Reziduul solid se
dizolva in 3 ml de H»O si se adaugd 100 ul de NaOH (1N). Amestecul format se purificd pe coloana C-
18, se clueazd cu H»O si fractiile cu continut de produs s¢ combind si se concentreazd sub presiune
redusd, se obtine compusul din exemplul 17 (TP5) sub forma de sare de tetrasodiu.

'H RMN (400 MHz, D,0): 6 7,74 (s, 1H), 6,89 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,00
(dd, J=174; 11,1 Hz, 1H), 5,72 (d, J = 23,3 Hz, 1H), 5,49 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 5,32 (d, /= 11,1 Hz,
1H), 5,14 (dd, J = 54,0; 4,6 Hz, 1H), 4,72 (dd, J = 23,7; 4,5 Hz, 1H), 4,09 (dd, J = 11,3; 5,8 Hz, 1H),
3,79 (dd, J = 11,6; 3,8 Hz, 1H).

3P RMN (162 MHz, D20): 5 -8,38 (d, J = 20,5 Hz), -13,67 (d, J = 19,3 Hz), -24,20 (t, J = 19,9 Hz).

EF RMN (376 MHz, CDCls) 6 -194,58 (dt, J = 55,0; 23,8 Hz).

SM m/z = 533,0[M-1], 535,0 [M+1].
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Exemplul 18 (TP6) - ((2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-2-etil-4-fluor-3-
hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

La o solutie de compus din exemplul 14 (5.0 mg, 0,017 mmol) iIn PO(OMe); (0,6 ml) la 0°C se
adauga POCIl; (45 mg, 0,30 mmol). Amestecul de reactic se agitd la 0°C timp de 6 h, moment in care
CLIP cu schimb de ioni aratd aproximativ 90% de conversie. Se adaugi o solutie de saruri de pirofosfat
tributilamina (250 mg) in ACN (0,6 ml), apoi tributilamind (110 mg, 0,59 mmol). Amestecul de reactie
se agita la 0°C timp de 1 h. Amestecul de reactie se stinge cu tampon bicarbonat de trietilamoniu (1 M,
5 ml). Amestecul de reactie se agitd la temperatura camerei timp de 0,5 h, apoi se concentreaza si se
coevapord de doud ori cu apd. Reziduul se dizolvd in H O (5 ml) si se plaseazd pe o coloand
schimbatoare de ioni, se elueazd cu H>O, apoi cu tampon 5-35% bicarbonat de trietilamoniu (1M)-H>O.
Fractiile cu continut de produs s¢ combind, se concentreaza si se coevapora cu H.O. Reziduul solid se
dizolva in 3 ml de H»O si se adaugd 100 ul de NaOH (1N). Amestecul format se purificd pe coloana C-
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18, se elucazd cu H,O si fractiile cu continut de produs se combind §i s¢ concentreazd sub presiune
redusd, se obtine 18 (TP6) sub forma de sare de tetra-sodiu.

'H RMN (400 MHz, D»0O): & 7,73 (s, 1H), 6,86 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 5,60
(dd, J = 21,9; 3,5 Hz, 1H), 5,23 (dt, J = 55,2; 4,2 Hz, 1H), 4,65 (dd, J = 20,6; 5,3 Hz, 1H), 4,08 — 3,84
(m, 3H), 1,83 (dq, J = 14,4; 7,4; 6,9 Hz, 1H), 1,62 (dq, J = 15,0; 7,5 Hz, 1H), 0,87 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

3P RMN (162 MHz, D20): -3,72 (d, J = 20,2 Hz), -10,81 (d, J = 19,3 Hz), -21,60 (t, J = 19,8 Hz).

F RMN (376 MHz, CDCls) 8 -194,77 (dt, J = 55,2; 21,2 Hz).

SM m/z = 535,1[M-1], 536,9,0 [M+1].

NHBz I@ NHBz
~ I®
$ N Pho-R-OPh C TN
HO—~. O - OPh | o /N
o
DMF
HO F HO F
2b 8a

Compusul intermediar 8a - N-(7-((2S,3R,4R,55)-3-fluor-4-hidroxi-5-(iodometil)tetrahidrofuran-2-
il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)benzamida

Intr-un balon, purjat cu argon, se adaugd 2b (68 mg, 0,183 mmol) iIn DMF (2 ml), apoi iodurd de
metiltrifenoxifosfoniu (124 mg, 0,274 mmol). Amestecul de reactie se lasd sd se agite la temperatura
camerei timp de 5 min, timp in care prin LCSM se observd conversia completd a produsului. Amestecul
de reactie se stinge cu metanol si solventii se elimind sub presiune redusd. Materialul brut se distribuie
intre EtOAc si H>O. Produsele organice se separa si se spala cu solutie salind saturata. Materialul format
se usuca deasupra Na>SOs, se filtreazd si solventul se elimind sub presiune redusi. Materialul brut se
purificd prin cromatografie pe silica gel (20...100 % EtOAc/Hexani), se obtine compusul intermediar
8a.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 6 8,17 (m, 3H), 7,63 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 7,6 Hz, 21),
7,17...6,96 (m, 2H), 5,74 (s, 1H), 5,60 (d, J = 24,9 Hz, 1H), 5,19 (ddd, J = 54,6; 4,5; 2,1 Hz, 1H),
4,09...3,92 (m, 1H), 3,72 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 3,63 (dd, J = 11,0; 3,4 Hz, 1H), 3,44 (dd, /= 11,0; 5,9 Hz,
1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -194,23 (m).

CL/SM: tr = 1,13 min, SM m/z = 483,23 [M+1]

Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NHBz

NHBz
N
DBU \ N
O N‘N/J
THF \_
HO F
8b
Compusul intermediar 8b - (3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-2-

metilentetrahidrofuran-3-ol

Compusul intermediar 8a (80 mg, 0,166 mmol) se dizolvd in THF. Intr-o portie se adaugi DBU
(0,074 ml, 0,498 mmol). Amestecul de reactie apoi se incalzeste pana la 60°C pe o baie de ulei timp de
16 h. Amestecul de reactie se rdceste pand la temperatura camerei si solventul se elimind sub presiune
redusd. Materialul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...70% EtOAc/Hex), se obtine
compusul intermediar 8b.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,34...8,05 (m, 3H), 7,63 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 7,13 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 5,97...5,82 (m, 2H), 5,39...5,13 (m, 1H),
4,89...4,69 (m, 1H), 4,38 (d, /= 2,1 Hz, 1H), 4,16 (t, J = 1,8 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -198,14 (ddd, J = 53,9; 24,7; 20,9 Hz).

CL/SM: tg = 1,05 min, SM m/z = 355,15 [M+1]

Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP
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Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: Acetonitril cu 0,1% acid formic, Apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.
NHBz

\\ Ny BnNMesCl,
NaNs, I»
N\NJ -
\ NMM
HO F
8b

Compusul intermediar 8c - (2S,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-azido-4-fluor-
2-(iodometil)tetrahidrofuran-3-ol

Clorura de benziltrimetilamoniu (55 mg, 0,296 mmol) si azida de sodiu (19,3 mg, 0,296 mmol) se¢
dizolva in ACN (1 ml). Amestecul format se agitd la temperatura camerei peste noapte si apoi se
filtreaza si printr-o seringd se adauga la o solutie de compus intermediar 8b (50 mg, 0,141 mmol) in
THF (1 ml). Apoi se adaugd N-metilmorfolind (0,078 ml, 0,706 mmol), apoi In picaturi se adaugd
solutie de iod (65 mg, 0,25 mmol) in THF (1 ml). Peste 15 min se¢ adaugd N-acetil cisteind pana cand nu
se mai observa ¢liminarea gazului. Apoi se adaugd o solutie apoasd de tiosulfat de sodiu pand solutia
devine galben deschisd. Amestecul brut se distribuie intre EtOAc si HO. Fazele se separd si stratul
organic se usucd deasupra sulfatului de sodiu, se filtreazd §i se concentreazd sub presiune
redusd. Materialul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...60% EtOAc/Hex), se obtine
compusul intermediar 8c.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,31...8,05 (m, 3H), 7,63 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 7,14 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 7,04 (s, 1H), 6,34 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 5,80 (d, J = 23,7 Hz, 1H), 5,55 -
5,31 (m, 1H), 4,62 (dt, J = 21,9; 5,9 Hz, 1H), 3,78...3,56 (m, 2H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -194,44 (dt, J = 54,7; 22,8 Hz).

CL/SM: tg = 1,19 min, SM m/z = 524,09 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NHBz NHBz

Ac,O
DMAP

THF

Compusul mtermediar 8d — acetat de (2S5,3R,4S,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-
azido-4-fluor-2-(iodometil)tetrahidrofuran-3-il

La o solutie de compus intermediar 8¢ (40 mg, 0,076 mmol) in THF (1ml) la temperatura camerei se
adaugd anhidridd aceticd (0,009 ml, 0,092 mmol), apoi DMAP (10 mg, 0,082 mmol). Peste 15 min
amestecul de reactie se stinge cu metanol si amestecul format se concentreazd sub presiune redusa.
Produsul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...50% EtOAc/Hex), se obtine compusul
intermediar 8d.

'H RMN (400 MHz, CDCL) & 8,15...8,02 (m, 3H), 7,62 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,53 (t, J/ = 7,6 Hz, 2H),
7,44 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 5,95...5,80 (m, 1H), 5,70...5,43 (m, 2H), 3,71 (d, J =
11,3 Hz, 1H), 3,60 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 2,25 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, CDCl3) 8 -192,78 (ddd, J = 55,7; 24,6; 18,5 Hz).

CL/SM: tg = 1,35 min, SM m/z = 566,14 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2.6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.
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BzONa
15-Crown-5

DMF

Compusul  intermediar 8¢ -  ((2R,3R,45,55)-3-acetoxi-2-azido-5-(4-benzamidopirol[2,1-
f][1,2,4]triazin-7-11)-4-fluotetrahidrofuran-2-il)metil benzoat

La o solutie de compus intermediar 8d (30 mg, 0,053 mmol) iIn DMF (2 ml) la temperatura camerei
se adauga 15-Crown-5 (0,105 ml, 0,531 mmol) si benzoat de sodiu (77 mg, 0,531 mmol). Amestecul de
reactie se Incédlzeste apoi pand la 105°C. Peste 30 h amestecul de reactic se lasd sa ajungd péand la
temperatura camerei §i amestecul se distribuie intre 5% LiClep, s1 EtOAc. Fazele se separa si faza
apoasa se spald cu EtOAc (2 x). Extractele organice combinate se usuca deasupra sulfatului de sodiu si
se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...60%
EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 8e.

'H RMN (400 MHz, CDCL) § 8,25...7,97 (m, 4H), 7,69...7,40 (m, 6H), 7,36 (d, J = 4,7 Hz, 1H),
6,95...6,80 (m, 1H), 5,90 (d, /= 25,0 Hz, 1H), 5,65 (d, /= 1,9 Hz, 1H), 5,62...5,48 (m, 1H), 4,69 (dd, J
=179,3; 12,0 Hz, 2H), 2,20 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, CDCls) 6 -192,57 (ddd, J = 53,9; 25,1; 22,0 Hz).

CL/SM: tg = 1,45 min, SM m/z = 560,14 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6y C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NHg, CHzOH

Exemplul 19 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-azido-4-fluor-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

La compusul intermediar 8¢ (24 mg, 0,043 mmol) se adaugd 7N NH; in CH3;OH (2 ml) la
temperatura camerei. Peste 16 h amestecul format se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut
se purifica prin CLIP cu fazd inversd fird modificator acid, se obtine compusul din exemplul 19.

'H RMN (400 MHz, Metanol-ds) 8 7,81 (s, 1H), 6,85 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 4,5 Hz, 1H),
5,80 (dd, J =24,7; 1,9 Hz, 1H), 5,22 (ddd, J = 55,6; 5,1; 1,9 Hz, 1H), 4,63 (dd, J = 22,9; 5,1 Hz, 1H),
3,81 (d, J= 12,1 Hz, 1H), 3,70 (d, J = 12,2 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, Metanol-dy) & -195,30 (ddd, J = 55,5; 24,6; 22,9 Hz).

CL/SM: tg = 0,61 min, SM m/z = 310,02 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6p C18 1004, 50 x 3,00 mm

Solventi: acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN.

NaH BnO 0
HO— b 1) BnBr HO b|3<

THF i
BnO O

Oll

9a 9b
Compusul intermediar 9% - ((3aR,5R,68,6aR)-6-(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol-5-1)metanol
La o solutie de hidrurd de sodiu (60% din greutate, 1,55 g, 38,7 mmol) in THF (100 ml) la 0°C intr-
o atmosfera de argon se adaugd ((3aR,68S,6aR)-6-(benziloxi)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[2,3-



10

15

20

25

30

35

40

MD 4596 C1 2019.05.31

61

d][1,3]dioxol-5,5-diil)dimetanol (9a, achizitionat de la Carbosinth, 10,0 g, 32,2 mmol). Peste 10 min se
adaugd bromurd de benzil (4,54 ml, 38,6 mmol) si amestecul de reactie se lasd sd se incdlzeascd pand la
temperatura camerei. Peste 2 h amestecul de reactie se stinge cu solutie apoasd saturatd de clorurd de
amoniu (500 ml). Amestecul format se extrage cu acetat de etil (500 ml). Faza organic se spald apoi cu
solutie salind saturatd (400 ml), se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru §i se concentreazd sub
presiune redusid, se obtine un ulei incolor. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloani cu
S10; (Coloand 220 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de etil/hexani), se obtine
compusul intermediar 9a (9,49 g, 73%) sub forma de ulei incolor.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 7,38...7,19 (m, 10H), 5,68 (app t, J = 3,6 Hz, 1H), 4,73 (q, /= 4,4
Hz, 1H), 4,63 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,49...4,36 (m, 3H), 4,24 (br s, 1H), 4,20...4,13 (m, 1H), 3,81 (d, J
= 11,9 Hz, 1H), 3,56 (d, /= 11,9 Hz, 1H), 3,46 (q, J = 10,3 Hz, 2H), 1,47 (s, 3H), 1,25 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,88 min, SM m/z = 423,31 [M+Na]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 3,79 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 40% acetat de etil in hexani, R¢= 0,4 (UV)

Feriodinan

Dess-Martin

B Se

Compusul intermediar 9¢ - (3aR,5R,68,6aR)-6-(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol-5-carbaldehida

La o solutie de compus intermediar 9b (1,95 g, 4,87 mmol) in diclormetan (24,5 ml) la temperatura
camerei se adauga periodinan Dess-Martin (3,1 g, 7,3 mmol). Peste 1,5 h amestecul de reactie se
purificd prin cromatografic pe coloand cu SiO, (Coloand 80 g SiO, Combiflash HP Gold Column,
0...100% acetat de ctil/hexani), se obtine compusul intermediar 9¢ (1,94 g, 100%), sub formd de ulei
incolor.

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 9,91 (s, 1H), 7,36...7,11 (m, 10H), 5,84 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 4,71 (d,
J=12,1 Hz, 1H), 4,59 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 4,59...4,58 (m, 1H), 4,52 (d, / = 12,0 Hz, 1H), 4,46 (d, J =
12,0 Hz, 1H), 4,37 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 3,68 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 3,61 (d, / = 11,0 Hz, 1H), 1,60 (s,
3H), 1,35 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,99 min, SM m/z = 421,25 [M+Na]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 4,09 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 40% acetat de etil in hexani, R¢= 0,6 (UV)

B”O\é o PhoPCHBr B”O\é o
O=w" " — > — T

g nBuLi ,
Bno THF Bnd O

9¢c 9d
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Compusul intermediar 9d - (3aR,5R,6S,6aR)-6-(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-2,2-dimetil-5-
viniltetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol

La o solutie de bromura de metiltrifenilfosfoniu (5,38 g, 15,1 mmol) in tetrahidrofuran (20 ml) la -
78°C se adaugd 2,5M n-butillitiu (6,02 ml). Amestecul de reactie se lasd si se incdlzeascd pand la 0°C
sl printr-o seringd lent se adaugd solutie de compus intermediar 9c¢ (2,00 g, 5,02 mmol) in
tetrahidrofuran (5 ml). Amestecul de reactie se lasd si se Incilzeascd pand la temperatura camerei si se
agita timp de 4 h. Amestecul de reactie se stinge apoi cu solufie apoasd saturatd de clorurd de amoniu
(10 ml) si se distribuie intre apa (200 ml) si acetat de etil (200 ml). Straturile se separd si stratul organic
se spald cu solutie salind saturata (200 ml), se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se
concentreazi sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO»
(Coloand 120 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...50% acetat de etil/hexani), se obtine compusul
mtermediar 9d (1,01 g, 51%) sub forma de ulei incolor.

'H RMN (400 MHz, CDCl,) & 7,42...7,17 (m, 10H), 6,19 (dd, J = 17,6; 11,0 Hz, 1H), 5,76 (d, J =
3,9 Hz, 1H), 5,52 (dd, /= 17,5; 1,9 Hz, 1H), 5,25 (dd, J = 11,1; 1,8 Hz, 1H), 4,76 (d, J = 12,3 Hz, 1H),
4,62...4,55 (m, 2H), 4,52 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,41 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,25 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 3,32
(d, J=1,5 Hz, 2H), 1,52 (s, 3H), 1,29 (s, 3H)

CL/SM: tg = 2,13 min, SM m/z = 419,24 [M+Na]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 4.6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 4,37 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 50% acetat de etil in hexani, R¢= 0,55 (UV)

By A . By
‘ HCE . W R
Y \}'Ia\ - B wﬂ“‘“{; “:'?WQ\
K@k““ ReOH
Bk - HERVETN Bl 0N
ad S
Compusul intermediar 9¢ - (3R,48S,5R)-4-(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-2-metoxi-5-

viniltetrahidrofuran-3-ol

La o solutie de compus intermediar 9d (1,01 g, 2,55 mmol) in metanol (12,5 ml) la temperatura
camerei se adauga 4M HCl in dioxan (320 pl) . Peste 1,25 h amestecul de reactie distribuie intre acetat
de etil (100 ml) si solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (100 ml). Fazele se separd si faza
organic se spala cu solutie salind saturatd (100 ml), se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se
concentreaza sub presiune redusd, se obtine compusul intermediar brut 9¢ (1,05 g, amestec ~2.5:1 de 1’
anomeri) sub forma de ulei incolor.

CL/SM: anomerul principal tz = 2,00 min, SM m/z = 393,22 [M+Na], anomerul secundar tg = 1,98
min, SM m/z = 393,22 [M+Na]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP; Sistemul SM: Thermo LCQ
Fleet; Coloand: Kinetex 2,60 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic,
apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min 100% ACN,
3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: anomerul principal tg = 4,01 min, anomerul secundar tg = 3,955 min; Sistemul CLIP: Serii
Agilent 1100; Coloani: Gemini 5pu C18 1104, 50 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, api cu
0,1% TFA; Gradient: O min...5,0 min 2...98% ACN, 5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 25% acetat de etil in hexani, Anomerul principal Ry= 0,30 (UV), Anomerul secundar
Rs= 0,25 (UV)
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9e of
Compusul intermediar 9f - (2R,35,4R)-3,4-bis(benziloxi)-2-((benziloxi)metil)-5-metoxi-2-
viniltetrahidrofuran

La o solutie de compusul intermediar 9¢ (1,0 g, 2,7 mmol) in THF (13,5 ml) la temperatura camerei
intr-o atmosfera de argon se adaugd NaH (60% mas, 130 mg, 3,2 mmol) sub formd de substan{d solida.
Peste 15 min se¢ adaugd bromura de benzil (0,38 ml, 3,2 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 4
h. Amestecul de reactie se stinge cu solutie apoasa saturatd de clorurd de amoniu (5 ml) si se distribuie
intre acetat de etil (100 ml) si solutie salind saturatd (100 ml). Fazele se separd si stratul organic se
usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreaza sub presiune redusa, se obtine compusul
intermediar brut 9f (1,57 g, amestec ~2:1 de 1" anomeri) sub forma de ulei incolor.

CL/SM: anomerul principal tz = 1,88 min, SM m/z = 483,36 [M+Na], anomerul secundar tr = 1,83
min, SM m/z = 483,36 [M+Na]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP; Sistemul SM: Thermo LCQ
Fleet; Coloand: Kinetex 2,60 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% acid acetic,
apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5 min...2,2 min 100% ACN, 2,2
min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: anomerul principal tg = 4,83 min, anomerul secundar tr = 4,62 min; Sistemul CLIP: Serii
Agilent 1100; Coloani: Gemini 5pu C18 1104, 50 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, api cu
0,1% TFA; Gradient: O min...5,0 min 2...98% ACN, 5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

BnO BnO
O TFA n O
—_\‘\Q/O\ _— — OH
3 HZO N i
Bn Bn BnO OBn

Oll
o

Compusul intermediar 9¢g - (3R,485,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-5-
viniltetrahidrofuran-2-ol

La compusul intermediar 9f (1,5 g, 3,2 mmol) la 0°C se adauga o solutie de TFA (16 ml) si apa (1,6
ml) si amestecul de reactic se lasd sd se incdlzeasca pand la temperatura camerei. Peste 9 h se adaugd
apd (1 ml) si amestecul de reactie se lasd sd se agite incd 10 h. Amestecul de reactie se concentreaza
apoi sub presiune redusd. Reziduul brut se dizolva in acetat de etil (200 ml) si se spala cu solutie apoasd
saturatd de bicarbonat de sodiu (2 x 150 ml) si solutie salind saturatd (150 ml). Stratul organic se usuca
deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul se purifica prin
cromatografie pe coloand cu SiO; (Coloana 24 g SiO, Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de
etil/hexani). Fractiile cu continut de produs dezirabil se combind, se obtine compusul intermediar 9g
(580 mg) sub forma de ulei incolor, care este In amestec cu alte impuritafi. Amestecul se utilizeaza
direct in etapa urmatoare.

CL/SM: tg = 3,13 min, SM m/z = 463,88 [M+OH)]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 4,34 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.
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Compusul intermediar 9h - (3R,4S,5R)-3,4-bis(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-5-vinildihidrofuran-
2(3H)-ona

La o solutie de compus intermediar 9g (580 mg, 1,30 mmol) si 4A MS (100 mg) in DCM (6,45 ml)
la temperatura camerei se adauga tetrapropilamoniu perutenat (45,7 mg, 130 umol) si 4-metilmorfolin
N-oxid (457 mg, 3,89 mmol). Peste 1 h la amestecul de reactic se adaugd silica gel (~500 mg) si
suspensia formatd se filtreazd printr-un strat de silica gel (~1 g). Filtratul se concentreaza sub presiune
redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO, (Coloana 12 g SiO;
Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de etil/hexani), se obtine compusul intermediar Sh (254
mg, 18% in doud etape) sub forma de ulei incolor.

'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,38...7,23 (m, 13H), 7,20...7,13 (m, 2H), 591 (dd, J = 17,5; 11,2
Hz, 1H), 5,49 (dd, J = 17,5; 0,9 Hz, 1H), 5,33 (dd, J = 11,2; 0,9 Hz, 1H), 4,96 (d, J = 12,0 Hz, 1H).
4,74...4,68 (m, 2H), 4,55...4,47 (m, 3H), 4,39 (d, /= 11,9 Hz, 1H), 4,20 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 3,55 (d, J
= 10,8 Hz, 1H), 3,46 (d, /= 10,8 Hz, 1H)

CL/SM: tg = 2,19 min, SM m/z = 444,78 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tr = 4,53 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: Acetonitril cu 0,1% TFA, Apé cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: 25% acetat de etil in hexani, R¢= 0,45 (UV)

e
\ /\/SI\
BnO
\ \N - =
— \ N. BulLi, THF
BnG OBn N
9h 1b 9

Compusul intermediar 91 - (3R,4S,5R)-2-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-bis(benziloxi)-
5-((benziloxi)metil)-5-viniltetrahidrofuran-2-ol

La o suspensie de compus intermediar 1b (0,21 g, 0,81 mmol) si 1,2-bis(clordimetilsilil)etan (0,17 g,
0,81 mmol) in THF (4 ml) la -78°C intr-o atmosferd de argon se adaugid rapid n-butillitiu (2,5M in
hexani, 1,0 ml, 2,5 mmol). Amestecul format se transfer apoi printr-o canuld intr-o solutie de 9h (0.18 g,
0.41 mmol) in THF (1 ml) la -78°C intr-o atmosferd de argon. Peste 20 min amestecul de reactie se lasd
sd se incdlzeascd pand la 0°C si se agitd timp de 15 min. Amestecul de reactie se stinge cu solutie
apoasd saturatd de clorurd de amoniu (1 ml). Amestecul format se dilueaza cu acetat de etil (100 ml) si
se spala cu solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (100 ml) si solutie salind saturatd (100
ml). Stratul organic se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru si se concentreazd sub presiune
redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO, (Coloana 12 g SiO;
Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de etil’/hexani), se obtine compusul intermediar 91 (11.1
mg, 5%, amestec de izomeri) sub forma de ulei incolor.

CL/SM: tg = 1,97 min, SM m/z = 579,27 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apd cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,
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CLIP: t = 3,37 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: acetat de etil, Re= 0,3 (UV)

NH,
Et;SiH
BF30Et20
B
CH,Cl,
Bn6 6Bn
9i 9j
Compusul  intermediar  9j - 7-((2S,35,4S,5R)-3,4-bis(benzilox1)-5-((benziloxi)metil)-5-

viniltetrahidrofuran-2-il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amind

La o solutie de compus intermediar 91 (11,0 mg, 19,0 umol) si trietilsilan (0,5 ml) in DCM (1 ml) la
0°C ntr-o atmosfera de argon se adaugd lent trifluorurd de bor-dietil eterat (0,1 ml). Peste 1 h
amestecul de reactie se dilueazd lent cu solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (10 ml) si
amestecul format se extrage cu acetat de etil (2 x 10 ml), se usuca deasupra sulfatului de sodiu anhidru
si se concentreaza sub presiune redusa. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe coloand cu SiO»
(4 g Si0, Combiflash HP Gold Column, 0...100% acetat de ectil/hexani), s¢ obtine compusul
intermediar 9j (7,7 mg, 72%) sub forma de peliculd incolora.

'H RMN (400 MHz, CDCLy) & 7,87 (s, 1H), 7,37 — 7,17 (m, 15H), 6,73 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,51 (d,
J=4,5Hz, 1H), 6,23 (dd, J = 17,5; 10,9 Hz, 1H), 5,70 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5,59 (dd, J = 17,5; 1,8 Hz,
1H), 5,32 (dd, J = 10,9; 1,7 Hz, 1H), 4,72...4,56 (m, 4H), 4,49 (d, J = 11,9 Hz, 2H), 4,43 (d, J = 5,6
Hz, 1H), 4,25 (dd, J = 5,6; 4,0 Hz, 1H), 3,56 (s, 2H).

CL/SM: tg = 2,32 min, SM m/z = 563,33 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min-2,0 min 2-100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 3,51 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

CSS: eluent: acetat de etil, Re= 0,40 (UV)

9j 20

Exemplul 20 - (2R,35,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-(hidroximetil )-2-
viniltetrahidrofuran-3,4-diol

La o solutie de compusul intermediar 9j (7,7 mg, 13,7 pmol) In diclormetan (1 ml) la -78°C mtr-o
atmosferd de argon se adauga in picéturi tribromurd de bor (1M, 0,06 ml, 60 pmol). Peste 1 h amestecul
de reactic se lasd sa se incdlzeascd pand la 0°C si se agitd aditional 1,5 h. Amestecul de reactie se
raceste pand la -78°C si se stinge cu o solutie 2:1 de metanol/piridind (1.5 ml). Amestecul format se lasd
sd se incdlzeascd pana la temperatura camerel si se concentreaza sub presiune redusa. Reziduul brut se
purifici prin CLIP preparativi (Phenominex Sinergi 4 p Hidro-RR 80A, Coloani 150 x 30 mm,
0...100% Acetonitril/apd gradient), s¢ obtine compusul din exemplul 20 (0,5 mg, 13%) sub forma de
substantd solidd alba.

'H RMN (400 MHz, CD;0D) & 7,78 (s, 1H), 6,88 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,02
(dd, J=17,4; 11,0 Hz, 1H), 5,47 (dd, J = 17,4; 2,0 Hz, 1H), 5,23 (dd, J = 10,9; 2,1 Hz, 1H), 5,15 (d, J =
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8,3 Hz, 1H), 4,72 (dd, J = 8,2; 5,7 Hz, 1H), 4,34 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,60 (d, /= 11,8 Hz, 1H), 3,49 (d,
J=11,8 Hz, 1H)

CL/SM: tg = 0,84 min, SM m/z = 293,19 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min...1,5 min 2...100% ACN, 1,5
min...2,2 min 100% ACN, 2,2 min...2,4 min 100%...2% ACN, 2,4 min...2,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: tg = 2,181 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini Sp C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

selectfluor
—_—

MeCN

19 21

Exemplul 21 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-azido-4-fluor-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

Compusul din exemplul 19 (237 mg, 0,766 mmol) si Selectfluor (407 mg, 1,15 mmol) se
suspendeazd in acetonitril (5 ml) si se adaugd AcOH (0,2 ml). Amestecul format se agita la temperatura
camerei timp de 30 min si apoi se neutralizeaza cu solutie de bicarbonat de sodiu si se filtreaza pentru
eliminarea substantelor solide. Dupa concentrare in vid, reziduul se purifici prin CLIP preparativa
(acetonitril de la 0 pana la 30% in apd), se obtine compusul din exemplul 21 (27 mg, 11%) sub forma de
substanta solida aproape alba.

'H RMN (400 MHz, CD;0D) & 7,73 (s, 1H), 6,63 (s, 1H), 5,80 (dd, J = 23,9; 1,7 Hz, 1H), 5,16
(ddd, J = 55,3; 5,0; 1,7 Hz, 1H), 4,56 (dd, J = 23,5; 5,0 Hz, 1H), 3,94...3,60 (m, 2H)

YF RMN (376 MHz, CD;0D) & -161,76 (s), -195,42 (d, J = 55,4 Hz)

SM m/z = 328 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ
P MNHs
& o e"““wi"‘;‘,":_ 3 égu NQ’? o «-“‘l\f\ .
%h"\“l‘“\E 5\5 & Boe 1X B W R ¥ " fil"%\gw o~ N
NP ; RV |
RN NNH;; HFIPir \»MwN,,N,f’\_g
118 11b

Compusul intermediar 11b - 2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

Compusul intermediar 11a (2,0 g, 13,4 mmol) se plaseaza intr-un vas polyTube. Vasul de reactie se
plaseaza apoi intr-o baie de gheatd si succesiv se adaugd 70% HF/Pir (18 ml) si piridind (9 ml). Apoi
imediat dupa adifia piridinei, timp de 20 min se adauga lent tBuNO; (2,07 ml, 17,43 mmol). Solutia din
cafeniu-galbend devine Intunecata cu eliminarea caldurii si formarea gazului. Amestecul de reactie apoi
se agitd timp de inca 20 min si amestecul de reactie se dilueazd apoi cu apd si se concentreaza sub
presiune redusd. Reziduul brut se distribuie intre acetat de etil si apd. Produsele organice se separd si
stratul apos se spald cu acetat de etil de trei ori. Produsele organice se combini si se spald cu solutie
salind saturatid. Produsul brut se¢ usucd deasupra Na,SQ., se filtreaza si solventul se elimind sub
presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (50...100% EtOAc/Hex), se
obtine compusul intermediar 11b (1,68 g, 82%) sub formid de substantd solidd de culoare galben-
cafenie.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,49...8,09 (m, 2H), 7,58 (t, J = 2,0 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 4,5;
1H), 6,59 (d, J = 4.,5; 1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 3 -73,42 (s).

CL/SM: tg = 1,03 min, SM m/z = 153,08 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6y XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
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acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

PiHg Nty
- \-‘%},\ Dibromhidantoind b
S VS S
N e ; " i
i e g A,
'\\A‘MN'\N;“N\ = IR R
11b e

Compusul intermediar 11c¢ - 7-brom-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

O solutie de compus intermediar 11b (3,36 g, 22,1 mmol) In DMF (50 ml) se rdceste pand la 0°C
intr-o baie de gheatd. Cu o palnie picurdtoare timp de 40 min se adaugd in picdturi o solutie de 1,3-
dibrom-5,5-dimetilhidantoina (3,16 g, 11,0 mmol) in DMF (50 ml). Peste 1 h amestecul de reactie se
stinge cu Na2S>Osp) saturat §i produsul brut se distribuie intre EtOAc §1 5% LiClep). Produsele organice
se extrag cu 5% LiClwp (4 X), apoi cu solutie salina saturatd. Produsele organice se usucd deasupra
Na>SOs, produsele solide se elimind prin filtrare §i filtratul se concentreaza sub presiune redusa.
Reziduul brut se disperseaza cu ultrasunet in CH»Cl; si substantele solide se colecteazd prin filtrare si se
usucd 1n vid 1nalt, se obtine compusul intermediar 11c (3,93 g, 77%) sub formd de substantid solidad
galbena.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,49...8,44 (m, 2H), 7,08 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 4,6 Hz,
1H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) & -71,45 (s).

CL/SM: tg = 1,22 min, SM m/z = 232,98 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%..2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

NH>
BnO .
<N \(3740 STABASE, nBulLi
N\ N Ak -
h Y 790
o N”F Bnd E THF, -78 °C
11c 11d

Compusul intermediar 1le - (3R,4R,5R)-2-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-
(benzilox1)-5-((benziloxi)metil)-3-flortetrahidrofuran-2-ol

La o solutie de 1lc (2,09 g, 9,08 mmol) In THF (30 ml) se adaugd intr-o portie 1,2-
bis(clordimetilsilil)etan (STABASE, 1,96 g, 9,08 mmol) si amestecul format se lasi si se agite la
temperaturd ambientald timp de 1 h. Apoi amestecul de reactie se raceste pand la -78°C utilizand o
baie cu gheatd uscatd in metanol. S¢ adauga nBuLi (2,5M in hexani, 10,9 ml, 27,2 mmol), mentinand
temperatura internd de -65°C. Apoi la amestecul de reactie timp de 1 min se adaugd o solutie de
compus intermediar 11d (preparatd printr-o metoda cunoscutd [13], 2,5 g, 7,5 mmol) in THF (25 ml).
Peste 5 min amestecul de reactic se stinge cu acid acetic si se lasd sd revind la temperatura ambientala.
Solventi se ¢limind sub presiune redusd si reziduul se trateaza cu acetat de etil. Produsele organice se
spald cu apd, apoi cu solutie salind saturata. Straturile se separa si produsele organice se usucéd deasupra
Na,SOs, se filtreazd si se concentreazd sub presiune redusd, se obtine compusul intermediar brut 11e
sub forma de amestec de izomert, care se utilizeazd ca atare in etapa urmatoare.

CL/SM: tr = 1,32 si 1,40 min, SM m/z = 483,15 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.
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TES, BF3¢Et,0

CH,Cl,

11e 11f

Compusul intermediar 11f - 7-((28,35,4R,5R)-4-(benziloxi)-5-((benziloxi)metil)-3-
fluortetrahidrofuran-2-il)-2-fluorpirol[2,1-f][ 1,2,4]triazin-4-amind

Compusul intermediar 11e (1,99 g, 3,72 mmol) se dizolvd in CH,Cl, (80 ml) si la amestec se adauga
TES (4,75 ml, 29,7 mmol). Amestecul de reactie se raceste pand la 0°C si se adaugd lent BFs-Et,O
(1,07 ml, 4,09 mmol). Peste 15 min amestecul de reactie se stinge cu NaHCOs3,p) saturat si straturile se
separd. Stratul apos se spald cu CH>Cla. Produsele organice se combind si se spald cu NaHCOsp,)
saturat. Produsele organice se usucd deasupra Na,SOs, se filtreaza §i se concentreazd sub presiune
redusd. Produsul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...60% EtOAc/Hex), se obtine
compusul intermediar 11f (1,12 g, 64%, amestec 2:1 de 1’ anomert).

CL/SM: tg = 1,55 min, SM m/z = 467,47 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6 u XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ;

Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN, 1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 mun...1,85 min
100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8 ml/min.

10% Pd/C, AcOH

i:_:
119

Compusul mtermediar 11g - (2R,3R,4R,5S)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-
fluor-2-(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

Compusul intermediar 11f (0,82 g, 1,76 mmol) se dizolva in acid acetic (25 ml). Vasul de reactie se
purjeazd cu argon si se adauga 10% Pd/C (468 mg, 0,439 mmol). Vasul se evacueaza si s¢ umple cu
Hoeary (3 ). Peste 1 h vasul de reactie se purjeazad cu azot. Amestecul format se filtreaza printr-un strat
de celite si stratul de pe filtru se spald cu CHsOH. Filtratul se concentreaza sub presiune redusd si apoi
se coevapord cu acetat de etil, apoi cu hexan, se obtine compusul intermediar 11g (503 mg, 98%,
amestec 2:1 de 1’ anomeri).

CL/SM: tg = 0,81 min, SM m/z = 286,97 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

CH3(OPh)sPI, DMF

11h

Compusul intermediar 11h - (2S,3R,4R,5S5)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-
fluor-2-(iodometil)tetrahidrofuran-3-ol

Intr-un balon, purjat cu argon, se adauga o solutie de 11g (283 mg, 0,989 mmol) In DMF (10 ml),
apoi o solutie de iodurd de metil trifenoxifosfoniu (0,536 g, 1,19 mmol) in 4 ml DMF. Amestecul de
reactie se lasd sd se agite la 0°C timp de 10 min §i apoi se incilzeste pand la temperatura ambientala.
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Peste 30 min amestecul de reactie se stinge cu NaxS:0sp) saturat. Materialul brut se distribuie intre
EtOAc si 5% LiClep. Produsele organice se separd si se spald cu solufie salind saturatd. Produsele
organice se usucd deasupra Na>SQs, se filtreaza si se concentreazi sub presiune redusd. Reziduul brut
se trateazd cu ACN si se purifica prin CLIP fird modificator acid, se obtine compusul intermediar 11h
(201 mg, 52%, amestec 2:1 de 1’ anomeri) sub forma de substantd solida.

CL/SM: tg = 1,08 min, SM m/z = 397,12 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6y XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

H>N

=
~¢"N
NN A DBU, THF, 60 °C
~ o N”F

Ou.
™

H
11h 11i

Compusul intermediar 111 - (3R,4R,55)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-2-
metilenetetrahidrofuran-3-ol

La o solutie de 11h (356 mg, 0,899 mmol) in THF (8 ml) se adaugd DBU (0,403 ml, 2,70 mmol) si
amestecul format se incdlzeste pand la 60°C. Peste 3 h amestecul de reactic se concentreazd sub
presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (40...100% EtOAc/Hex), se
obtine compusul intermediar 111 (201 mg, 83%, amestec 2:1 de 1’ anomeri) sub formi de substantd
solidd alba.

CL/SM: tg = 1,04 min, SM m/z = 269,14 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min..1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

H,N
LN Bn(CH3)sNCI, NaN3
l,, NMM, ACN, THF
\ N\N)\F
o
HO F
1i

Compusul mtermediar 11j - (2S,3R,4R,55)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-
azido-4-fluor-2-(iodometil)tetrahidrofuran-3-ol

Clorura de benziltrimetilamoniu (292 mg, 1,57 mmol) si azida de sodiu (102 mg, 1,57 mmol) se
dizolva in ACN (4 ml) si amestecul format se agita la temperatura ambientald timp de 4 h. Amestecul
se filtreazd si filtratul se adauga la o solutie de 11i (0,201 g, 0,749 mmol) in THF (4 ml). Se adaugd
NMM (0,412 ml, 3,75 mmol), apoi in picaturi se adauga o solutie de iod (0,342 g, 1,35 mmol) in THF
(4ml). Peste 15 min se adaugd in portii N-acetil cisteind pand nu se observd eliminarea gazului. Se
adaugd NaxS»Os(p) saturatd pand solutia devine galben-deschisd. Amestecul format se distribuie intre
apa si acetat de etil. Straturile se separd si stratul organic se usucéd deasupra Na>SOs, se filtreazi si se
concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (20...100%
EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 11j (183 mg, 56%) sub forma de un singur izomer.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 6 8,44 (d, J = 28,6 Hz, 2H), 6,98 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,79 (d, J =
4,6 Hz, 1H), 6,32 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 5,60 (dd, J = 23,8, 2,5 Hz, 1H), 5,36 (ddd, J = 54,9; 5,0; 2,6 Hz,
1H), 4,60 (ddd, J = 21,5; 6,9; 5,0 Hz, 1H), 3,63 (ABq, Ad = 0,09ppm, J = 8Hz, 2H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 5 -71,74 (s), -194,57 (ddd, J = 54,9; 24,0; 21,7 Hz)

CL/SM: tg = 1,71 min, SM m/z = 437,93 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
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2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

Anhidrid izobutirics “L
Bty DMAE, THF 7N
E\\A}x AP
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Compusul mntermediar 11k - (2S,3R,4S,5S)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-
azido-4-fluor-2-(iodometil)tetrahidrofuran-3-il izobutirat

La o solutie de 115 (0,183 g, 0,419 mmol) In THF (10 ml) se adauga anhidrida izobutirica (0,083 ml,
0,502 mmol), TEA (0,118 ml, 0,837 mmol) si DMAP (10 mg, 0,084 mmol). Amestecul de reactie se¢
lasd sd se agite la temperatura ambientald timp de 15 min si amestecul de reactie se stinge cu CH;OH.
Amestecul de reactie se concentreazd sub presiune redusa si reziduul brut se purifica prin cromatografie
pe silica gel (0...50% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 11k (0,198 g, 93%) sub forma de
substantd solidd alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,48 (d, J = 30,7 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,84 (d, J =
4,6 Hz, 1H), 5,77...5,47 (m, 3H), 3,69 (ABq, Ad = 0,05ppm, J = 12 Hz, 2H), 2,70 (p, /= 7,0 Hz, 1H),
1,24...1,05 (d, J = 7,0 Hz, 6H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 5 -71,58 (s), -194,89 (ddd, J = 55,0; 24,3;16,8 Hz).

CL/SM: tg = 1,56 min, SM m/z = 508,13 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6y XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

Hal o Hah
R (B NS Dy N N
Y af ¥ acid 3-clorbenzaic B Y e L
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M{ E\w{ acid 3-clorperoxibenzoic G L“f
. X R . . R ¥
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j\x ik 1 44

Compusul mtermediar 111 - ((2R,3R,4S,5S)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-
azido-4-fluor-3-(izobutiriloxi)tetrahidrofuran-2-il)metil-3-clorbenzoat

Compusul intermediar 11k (0,153 g, 0,302 mmol) se dizolva in CH>Cl, (10 ml) si HO (6 ml). Se
adauga succesiv fosfat de potasiu dibazic (0,138 g, 0,603 mmol), bisulfat de tetrabutilamoniu (0,210 g,
0,618 mmol) si acid 3-clorbenzoic (0,097 g, 0,618 mmol). Amestecul format se raceste pand la 0°C si se
adaugda MCPBA (0,203 g, 0,905 mmol). Amestecul de reactic se lasd sd sc¢ Incdlzeascd pand la
temperatura ambientald si se agitd timp de 16 h. Amestecul de reactie se stinge cu NaxS:Osp) saturat si
se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul apos brut se dilueazi cu ACN si se purifica prin CLIP
preparativd fard modificator acid, se obtine compusul intermediar 111 (20 mg, 13%) sub forma de
substantd solidd alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-de) 8,46 (d, J = 26,4 Hz, 2H), 7,96...7,81 (m, 2H), 7,81...7,66 (m,
1H), 7,62...7,46 (m, 1H), 6,94 (d, /= 4,5 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,73 (s, 3H), 4,60 (ABq, A
= 0,08ppm, J = 12 Hz, 2H), 2,66 (p, J = 7,0 Hz, 1H), 1,20...1,01 (m, 6H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 6 = -71,45 (s), -193,41 (ddd, J = 54,4; 25,4; 21,2 Hz,).

CL/SM: tg = 2,22 min, SM m/z = 536,17 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
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2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

CHzOH, NH4OH

jv\ 111 22

Exemplul 22 - (2R,3R,4R,55)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-2-azido-4-
fluor-2-(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol

La o solutic de compus intermediar 111 (22 mg, 0,041 mmol) in CH3;OH (1 ml) la temperatura
camerei se adauga NH4OH concentrat (1 ml). Peste 30 min amestecul de reactie se concentreazd sub
presiune redusi. Reziduul brut se dilueazi cu o cantitate minima de H>O si se purifici prin CLIP
preparativd fard modificator, se obtine exemplul 22 (10 mg, 77%) sub forma de substanti solida alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 8,40 (d, J = 30,9 Hz, 2H), 6,95 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,78 (d, J =
4,5 Hz, 1H), 5,89 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,61 (dd, J = 23,8; 2,1 Hz, 1H), 5,44 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 5,18
(ddd, J = 55,3; 5,1; 2,2 Hz, 1H), 4,44 (ddd, J = 23,7; 7,5; 5,0 Hz, 1H), 3,59 (ddd, J = 48,5; 12,0; 6,1 Hz,
2H).

F RMN (376 MHz, DSMO-ds) 5 -71,18 (s), -193,48 (dt, J = 55,3; 23,8 Hz).

CL/SM: tg = 1,13 min, SM m/z = 327,86 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apd cu 0,1% acid formic; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

TBSO Selectfluor Il
NZ=" ACN
TBSO F
3d

12a

Compusul intermediar 12a - (2R,3R,4S,5S)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-3-
((tert-butildimetilsilil)oxi)-2-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-4-fluortetrahidrofuran-2-carbonitril

La o solutie de compus intermediar 3d (57 mg, 0,109 mmol) in ACN (3 ml) intr-o portie se adauga
Selectfluor II (52 mg, 0,164 mmol). Peste 1,5 h amestecul de reactie se stinge prin aditia NaHCO3p)
saturat. Se adaugd acetat de etil (4ml) si amestecul bifazic se agita viguros timp de 5 min. Amestecul de
reactie se dilueaza apoi cu EtOAc si NaHCOj3p saturat. Straturile se separd si faza organica se extrage
cu apa si apoi cu solufie salina saturata. Stratul organic se usucd deasupra NaSO.. Agentul de uscare se
elimind prin filtrare in vid si filtratul se concentreazd sub presiune redusd. Compusul intermediar 12a
(11 mg, 18,7 %) se izoleazd din materialul crud concentrate prin cromatografie pe coloand cu silica gel
utilizdnd gradientul urmator al eluentilor: 0% EtOAc in hexani majorand pana la 70% EtOAc in hexani,
majorand rapid pana la 100% EtOAc dupd ce produsul initial a fost eluat de pe coloana.

'H RMN (400 MHz, CDs0D) 8 7,72 (s, 1H), 7,55 (s, 1H), 5,65 (dd, J = 24,8; 2,4 Hz, 1H), 5,38 (dq,
J =544; 2 Hz, 1H), 4,88 (dd, J = 19,2; 4,4 Hz, 1H), 3,96 (ABq, O0ag = 0.141ppm, J = 11 Hz, 2H),
0,99 (s, 9H), 0,86 (s, 9H), 0,21 (s, 6H), 0,07 (s, 3H), -0,02 (s, 3H).

F RMN (376 MHz, CD;0D) & -161,795 (s), -194,806 (ddd, J = 54,5; 19,2; 18,8 Hz).

CL/SM: R, = 2,06 min, SM m/z = 540,64 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP; SM:
Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6 C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1%
acid formic, apd cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN, 2,4 min...2,8 min
100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.
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Exemplul 23 - (2R,3R,4R,5S)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-fluor-3-hidroxi-2-
5 (hidroximetil)tetrahidrofuran-2-carbonitril
La o solutie de compus intermediar 12a (29 mg, 0,054 mmol) in THF (2 ml) intr-o eprubeta de
polipropilend se adaugd 70% HFpiridina 1n piridina (51 pl, 1,97 mmol) la 0°C intr-o atmosferd de No.
Peste 1,5 h amestecul de reactie s¢ Indeparteaza de pe baia de gheatd. O cantitate suplimentard de 70%
HFpiridiné in piridind (150 pl) se adaugd peste 3 h, peste 5 h 45 min (200 pl) si peste 21 h 15 min (0,7
10 ml). Amestecul de reactie se agitd apoi timp de incd 24 h, moment in care amestecul de reactie se
raceste pe o baie de gheatd si apoi se stinge cu apd s1 NaHCOsp) saturat. Amestecul se concentreaza sub
presiune redusd si reziduul se introduce in DMF. Solutia/suspensia formatd se filtreaza printr-un filtru
seringd (Whatman 0,45 um PTFE w/GMF). Filtratul se injecteaza pe coloana de CLIP si produsul semi-
purificat ulterior se purificd prin cromatografie pe coloand cu silica gel utilizand urmatorul gradient al
15 solventilor: 0% MeOH in DCM, majorand pana la 20% MeOH in DCM. Fractiile cu continut de produs
se concentreaza si reziduul se liofilizeazd, se obtine compusul din exemplul 23 (5 mg, 30%) sub forma
de pulbere de culoare alba.
'H RMN (400 MHz, DMF-d7) 6 7,74 (s, 1H), 6,61 (s, 1H), 5,75 (dd, J = 25,2; 1,6 Hz, 1H), 5,23
(ddd, J = 54.8; 4,8; 1,6 Hz, 1H), 4,64 (dd, J = 22; 4,4 Hz, 1H), 3,90 (ABq, Adas = 0,151ppm, J = 12 Hz,
20 2H).
YEF RMN (376 MHz, DMF-d7) 5 -161,727 (s), -193,726 (ddd, J = 54,5; 22,9; 21,8 Hz).
CL/SM: Temperatura camerei = 0,81 min, SM m/z = 312,13 [M+1]; LC: Thermo Accela 1250
SCLIP; SM: Thermo LCQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6u C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0.1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
25 2, 4min...2,8 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3 min 2% ACN.
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Compusul  itermediar 132 - N-(7-((2S,3S,4R,5R)-4-((tert-butildimetilsilil)oxi)-5-(((tert-

butildimetilsilil)oxi)metil)-3-fluor-5-(iodometil)tetrahidrofuran-2-il)pirol[2,1-f][ 1,2,4]triazin-4-
30  il)benzamidd
La o solutie de trifenilfosfind (973 mg, 3,71 mmol) si imidazol (252 mg, 3,71 mmol) in THF (5 ml)
la temperatura camerei se adaugd iod (253 mg, 1,86 mmol). Dupd dizolvarea completd a iodului, se
adauga lent in picaturi o solutic de compus 2g (650 mg, 0,93 mmol) in THF (5 ml). Amestecul format
se agitd la 80°C timp de 3 zile si apoi se concentreazd in vid. Reziduul se purificd prin cromatografic pe
35 coloani cu silica gel (de la 0 pana la 50% EtOAc in hexani), se obtine compusul intermediar 13a (230
mg, 33%) sub forma de ulei.
SM m/z = 742 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet.
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Compusul  intermediar  13b - N-(7-((2S,3S,4R,5R)-4-((tert-butildimetilsilil)oxi)-5-(((tert-

butildimetilsilil)oxi)metil)-3-fluor-5-metiltetrahidrofuran-2-il)pirol [ 2, 1-f][ 1,2,4]triazin-4-il)benzamida

Compusul intermediar 13a (200 mg, 0,243 mmol) se dizolva in metanol (10 ml) si intr-o atmosferad
de azot se adaugd 10% Pd/C (100 mg, 0.094 mmol) si TEA (0,035 ml, 0,243 mmol). Amestecul format
se agitd apoi intr-o atmosferd de H, (balon) la temperatura camerei timp de 40 min. Amestecul format se
filtreaza si se concentreaza in vid si reziduul se purificd prin cromatografie pe coloand cu silica gel (de
la 0 pand la 40% EtOAc in hexani), se obtine compusul intermediar 13b (145 mg, 72%) sub forma de
substanta solida alba, puritatea - 75%.

SM m/z = 616 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet

TBAF, THF;

NH3, MeOH

13b 24

Exemplul 24 - (2R,3R,4R,58)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-4-fluor-2-(hidroximetil)-2-
metiltetrahidrofuran-3-ol

Compusul intermediar 13b (145 mg, 75% puritatea, 0,177 mmol) se dizolvd in THF (10 ml) si se
adaugd TBAF (1M 1n THF, 0,53 ml, 0,531 mmol). Amestecul format se agitd la temperatura camerei
timp de 2 h si apoi se adaugd amoniu metanolic (7N, 10 ml). Amestecul format se agitd timp de 24 h si
se concentreaza sub presiune redusi. Reziduul brut se purifici CLIP preparativa (de la 0 pani la 35%
acetonitril in apd, timp de 20 min), se obtine exemplul 24 (30 mg, 60%) sub forma de substantd solida
alba.

'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,78 (s, 1H), 6,84 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 5,53
(dd, J = 21,5, 4,0 Hz, 1H), 5,25 (ddd, J = 55,5; 5,3; 4,1 Hz, 1H), 4,44 (dd, J = 17,2; 5,2 Hz, 1H),
3,65...3,43 (m, 2H), 1,27 (s, 3H)

F RMN (376 MHz, CD;0D) & -197,08 (ddd, J = 55,4; 21,5; 17,1 Hz)

SM m/z = 282 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet.

10%Pd/C, AcOH

Y

Compusul  intermediar 14a - (25,3R,4S,5R)-2-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-5-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diol
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Compusul intermediar le (2,64 g, 4,91 mmol) se dizolva in acid acetic (50 ml). Balonul se purjeaza
cu argon si se adaugd 10% Pd/C (1,05 g, 0,982 mmol). Balonul se evacueazd si de trei ori se umple cu
Hoear). Amestecul de reactie se agitd intr-o atmosferd de Hagay. Peste 1h balonul se purjeazd cu azot si
amestecul de reactie se filtreaza printr-un strat celite spdlat cu CH3;OH. Filtratul se concentreazd sub
presiune redusd si apoi se coevaporeaza cu EtOAc, apoi cu hexani. Reziduul se plaseaza intr-un vid
inalt, s¢ obtine compusul intermediar 14a (1,31 g, 99%) sub forma de substanta solida alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 7,80 (s, 1H), 7,66 (s, 2H), 6,82 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,66 (d, J =
4,4 Hz, 1H), 5,09 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 5,06...4,56 (m, 3H), 4,21 (t, /= 5,9 Hz, 1H), 3,93 (t, / = 4,9 Hz,
1H), 3,77 (q, J = 4,5 Hz, 1H), 3,48 (ddd, J = 38,9; 11,8; 4,4 Hz, 2H).

CL/SM: tg = 0,47 min, SM m/z = 267.13 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.
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Compusul intermediar 14b - ((3aR,4R,6S,6a8)-6-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-i)metanol

Compusul intermediar 14a (3,13 g, 11,7 mmol) se dizolva in acetona (80 ml) si se adaugd TsOH
(6,00 g, 31,5 mmol). Timp de 10 min s¢ adaugd lent trietilortoformiat (6,0 ml, 36,1 mmol). Amestecul
format se lasd sd se agite la temperatura ambientald peste noapte. Se adaugd solutie apoasd saturatd de
carbonat de sodiu pand la pH amestecului de reactic = 8. Substantele solide se elimind prin filtrare i
filtratul se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut se distribuie intre EtOAc si solutie salind
saturatd. Fazele se separd si produsele organice se usucd deasupra NaxSOs, se filtreazd si se
concentreaza sub presiune redusd. Produsul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (60-100%
EtOAc/Hex - 20% MeOH/EtOACc), se obtine compusul intermediar 14b (2,55 g, 71%) sub forma de
substantd solidd alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 7,83 (s, 1H), 7,71 (s, 2H), 6,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,73 (d, J =
4,5 Hz, 1H), 5,21 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 5,01 (dd, J = 6,6; 4,9 Hz, 1H), 4,84 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,71 (dd, J
=6,7; 3,7 Hz, 1H), 3,99...3,85 (m, 1H), 3,46 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 1,48 (s, 3H), 1,29 (s, 3H).

CL/SM: tg = 0,87 min, SM m/z = 307,21 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACN la 1,8
ml/min.

HoN HoN
=" N =" N
HO— o N N\N/) TBSCI, Imid TBSO~ N N\N/)
\ CH,Cl, \
¢ ¢
14b 14c
Compusul  intermediar 14c - 7-((3aS,4S,6R,6aR)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-2,2-

dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
Compusul intermediar 14b (2,55 g, 8,32 mmol) se dizolvd in DCM (50 ml) si amestecul se raceste
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pana la 0°C. Se adaugd imidazol (1,70 g, 24,9 mmol), apoi TBSCI (1,88 g, 12,5 mmol). Peste 16 h
amestecul de reactie se stinge cu metanol. Amestecul format se concentreazd sub presiune redusd si
reziduul brut se distribuie intre apa si EtOAc. Produsele organice se usucéd deasupra NaxSOs, se filtreazd
si se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel
(50...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 14c (2,60 g, 74%) sub formd de substantd
solida alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 7,83 (s, 1H), 7,74 (s, 2H), 6,82 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,68 (d, J =
4,4 Hz, 1H), 5,26 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 5,00 (dd, J = 6,5; 4,5 Hz, 1H), 4,71 (dd, J = 6,5; 3,7 Hz, 1H), 3,97
(td, J=5,1; 3,6 Hz, 1H), 3,64 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 1,48 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 0,83 (s, 9H), -0,02 (s, 6H).

CL/SM: tg = 1,91 min, SM m/z = 421,60 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo L.CQ Fleet; Coloani: Kinetex 2,6) XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

H,N
=) Boc,O, TEA
0CL),
TBSO NNy DMAP, THF
GXE’)
14c 14d

Compusul intermediar 14d - tert-butil (7-((3aS,4S,6R,6aR)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1l)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14¢ (2,59 g, 6,16 mmol) se dizolvd in THF (60 ml) si solutia formata se
raceste pand la 0°C. Apoi se adaugd Boc.O (2,69 g, 12,3 mmol) si DMAP (0,3 g, 2,46 mmol). Se
adaugd lent TEA (2,56 ml, 18,3 mmol) si amestecul de reactic se lasd sd se¢ Incilzeascd pand la
temperatura camerei. Peste 3 h amestecul de reactie se raceste pand la 0°C si se adaugd MeOH (10 ml),
apol NH4OHp) concentrat (50 ml). Amestecul format se lasd sd se incdlzeasca pand la temperatura
camerei §1 se agitd peste noapte. Amestecul de reactie se concentreaza sub presiune redusd si reziduul
brut se distribuie intre EtOAc si apa. Straturile se separa si stratul organic se usuca deasupra NaxSOys, se
filtreaza si se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul brut se purifica prin cromatografie pe silica
gel (0-100% EtOAc/Hex), se obfine compusul intermediar 14d (2,82 g, 88%) sub forma de substantd
solida alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 3 10,46 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,19 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 6,90 (d, J =
4,6 Hz, 1H), 5,33 (d, /=4,2 Hz, 1H), 5,02 (dd, J = 6,5; 4,3 Hz, 1H), 4,72 (dd, J = 6,5; 3,6 Hz, 1H), 4,01
(q,J=5,0Hz, 1H), 3,64 (d, /= 5,1 Hz, 2H), 1,49 (s, 9H), 1,32 (d, J = 22,7 Hz, 6H), 0,82 (s, 9H), -0,03
(s, 6H).

CL/SM: tg = 1,89 min, SM m/z = 521,27 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6y XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.
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TBAF, THF
14d
Compusul  intermediar  14e - tert-butil  (7-((3aS,4S,6R,6aR)-6-(hidroximetil)-2,2-

dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1l)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14d (2,8 g, 5,4 mmol) se dizolvd in THF (50 ml) si se adaugd TBAF (1,0M in
THF, 5,92 ml, 5,92 mmol). Peste 30 min se adaugd o cantitate suplimentard de TBAF (1,0M in THF,
5,92 ml, 5,92 mmol). Peste inca 30 min amestecul de reactie se stinge cu apa si amestecul format se
extrage cu EtOAc (2 x). Straturile organice combinate se spald cu solutic salind saturatd, se usucd
deasupra NaxSOs, se filtreazd si se concentreazd sub presiune redusa. Reziduul brut se purificd prin
cromatografie pe silica gel (10...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 14e (2,19 g, 86%)
sub forma de substanta solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 6 10,46 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 7,20 (s, 1H), 6,95 (s, 1H), 5,29 (d, J =
4,6 Hz, 1H), 5,03 (dd, J = 6,6; 4,7 Hz, 1H), 4,85 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,72 (dd, J = 6,6; 3,6 Hz, 1H),
4,05...3,90 (m, 1H), 3,46 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 1,50 (s, 12H), 1,29 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,52 min, SM m/z = 407,05 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

Brohi BouHN
o ‘_.ak'"l{}- 1 - ‘J:\;(\\,:\ 2
SO 4 EDO), Pyr, TRA, DMSO =N
MO %,NXN»;?- 23 H00, NaOH, Dioxan TR ¥
\\Cj | 2) NalBiH,, Ei0H N
- ” %{§m\¢.- a_,-j
14e 14f
Compusul  intermediar  14f - tert-butil  (7-((3a8,4S,6aS8)-6,6-bis(hidroximetil)-2,2-

dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1l)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14e (1,78 g, 4,38 mmol) se dizolvd in DSMO (20 ml) si toluen (15ml). Se
adaugd piridind (0,35 ml, 4,38 mmol) si EDCI (1,26 g, 6,56 mmol), apoi TFA (0,178 ml, 2,39
mmol). Peste 90 min se adaugd o cantitate suplimentard de piridind (0,35 ml, 4,38 mmol) si EDCI (1,26
g, 6,56 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de incd 30 min. Amestecul de reactie se stinge cu
apd si amestecul format se extrage cu CH>Cly. Stratul apos se extrage repetat cu CH,Cls. Straturile
organice se combind si se spald cu solutie salind saturatd, se usucd deasupra Na,SOs, se filtreazd si se
concentreazd sub presiune redusi. Produsul brut se plascazd in vid inalt pentru 15 min, apoi se
utilizeaza in etapa urmaétoare.

Reziduul brut se dizolvd in dioxan (15 ml) si se adauga succesiv formaldehidd (37% in apd, 5,0 ml,
37,2 mmol) si 2N NaOH (5,34 ml, 10,7 mmol). Peste 10 min amestecul de reactie se stinge cu AcOH si
amestecul format se distribuie intre NaHCOs,p) saturat si CH,Cl,. Stratul apos se extrage repetat cu
CH,Cl,. Straturile organice s¢ combina si se spald cu solutic salind saturata, se usucd deasupra Na,SOy,
se filtreaza si se concentreazd sub presiune redusd. Produsul brut se plaseaza in vid inalt pentru 15 min,
apoi se utilizeazd direct in etapa urmatoare.
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Reziduul brut se dizolvd in EtOH (50 ml) si in portii mici sa adaugd NaBH. (0,324 g, 8,76
mmol). Peste 20 min amestecul de reactie se stinge cu AcOH si se concentreazd sub presiune
redusd. Reziduul brut se distribuie intre cu EtOAc i NaHCOs ) saturat. Stratul organic se separd, se
usuca deasupra Na,SOy, se filtreaza si se concentreazd sub presiune redusid. Reziduul brut se purificd
prin cromatografie pe silica gel (50...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 14f (1.91 g,
68%) sub forma de substantd solidd de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 6 10,45 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,19 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 6,95 (d, J =
4,7 Hz, 1H), 5,35 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,06 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,79...4,74 (m, 2H), 4,45 (t, J = 5,8 Hz,
1H), 3,73...3,46 (m, 3H), 3,40...3,30 (m, 1H), 1,50 (s, 12H), 1,27 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,45 min, SM m/z = 437,09 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

BocHN

DMTrCl, TEA, CH.Cl,

14f 149

Compusul intermediar l4g - tert-butil (7-((3a8,48,68,6aS)-6-((bis(4-
metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-6-(hidroximetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d] [1,3] dioxol-4-
il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14f (1,15 g, 2,63 mmol) se dizolva in CH,Cl, (50 ml) si se adauga TEA (0,73
ml, 5,27 mmol). Solutia formatd se¢ rdceste pand la 0°C si se adaugd DMTrCl (1,35 g, 3,95
mmol). Peste 10 min amestecul de reactie se stinge cu CH3OH si apoi se dilueazd cu CH:Cls.
Amestecul format se spald cu NaHCOsp saturat si solufie salind saturatd. Stratul organic se usucd
deasupra NaxSOs, se filtreazd si se concentreazd sub presiune redusa. Reziduul brut se purificd prin
cromatografie pe silica gel (0...100% EtOAc/Hex), se obtine 14g (1,95 g, 79%) sub formd de substanta
solidd aproape alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 510,46 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,56...7,07 (m, 10H), 7,07...6,70 (m,
5H), 5,24 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,04 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 4,93...4,71 (m, 2H), 3,80...3.59 (m, 7H), 3,52
(dd, /7 =10,9; 4,8 Hz, 1H), 3,25 (d, /= 9,9 Hz, 1H), 3,09 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 1,50 (s, 9H), 1,25 (s, 3H),
1,21 (s, 3H).

CL/SM: tg = 2,54 min, SM m/z = 739,28 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

BocHN
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Compusul intermediar 14h - tert-butil (7-((3a8S,4S,6R,6a8)-6-((bis(4-
metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14g (1,53 g, 2,08 mmol) se dizolvd in DMF (10 ml) si se adaugd imidazol
(0,42 g, 6,23 mmol), apoi TBSCI (0,47 g, 3,11 mmol). Peste 1 h amestecul de reactic se stinge cu
metanol si distribuie intre EtOAc §1 5% LiClwy). Fazele se separd si stratul organic se spala cu solutie
salind saturatd, se usucd deasupra Na>SO., se filtreaza si se concentreaza sub presiune redusi. Reziduul
brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...50% EtOAc/Hex), se obtine 14h (1,77 g, 78%) sub
forma de substantd solida aproape alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 3 10,47 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,56...6,66 (m, 15H), 5,31 (d, /= 4.9
Hz, 1H), 5,14 (dd, J = 6,5; 4,9 Hz, 1H), 4,73 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 3,87 (d, /= 9,7 Hz, 1H), 3,72 (s, 6H),
3,53 (d, /7=9,7 Hz, 1H), 3,31 (m, 1H), 3,08 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 1,50 (s, 9H), 1,25 (s, 3H), 1,22 (s, 3H),
0,75 (s, 9H), -0,04 (s, 3H), -0,08 (s, 3H).

CL/SM: tg = 2,34 min, SM m/z = 853,50 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apd cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,0 min 2...100%
ACN,1,0 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2%
ACN la 1,8 ml/min.

TsOH, CHCl5

MeOH

14h 14i

Compusul intermediar 141 - tert-butil (7-((3aS,4S,6R,6aS)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-6-
(hidroximetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3] dioxol-4-il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14h (1,38 g, 1,62 mmol) se dizolvd in cloroform (20 ml) si solutia formata se
rdceste pand la 0°C. Apoi se adaugd lent o solutic de TsOH (0,34 g, 1,78 mmol) in CH;0OH (16
ml). Peste 30 min amestecul de reactie se stinge cu NaHCO3.p) saturat si amestecul format se distribuie
intre EtOAC si solutie salina saturata. Straturile se separd si stratul organic se usuca deasupra Na SOy, se
filtreaza si se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut se purifica prin cromatografie pe silica
gel (0...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 141 (0,84 g, 94%) sub forma de substantd
solidd de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 10,42 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,19 (s, 1H), 6,89 (s, 1H), 5,37 (d, J =
4,8 Hz, 1H), 5,05 (dd, J = 6,2; 4,8 Hz, 1H), 4,71 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 4,51 (t, /= 5,5 Hz, 1H), 3,70 (d, J
= 10,2 Hz, 1H), 3,59 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 3,49 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 1,49 (s, 12H), 1,28 (s, 3H), 0,82 (s,
9H), -0,01 (s, 3H), -0,02 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,88 min, SM m/z = 551,25 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP

Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apd cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,0 min 2...100%
ACN,1,0 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2%
ACN la 1,8 ml/min.
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Compusul intermediar 145 - tert-butil (7-((3aS,4S,6R,6aS)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-6-
cian-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][ 1,3]dioxol-4-il) pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 141 (0,838 g, 1,52 mmol) se dizolvd in DSMO (5 ml) si toluen (3 ml). Se
adauga piridind (0,14 ml, 1,67 mmol) si EDCI (0,438 g, 2,28 mmol), apoi TFA (0,057 ml, 0,761
mmol). Peste 30 min se adaugd o cantitate suplimentard de piridind (0,14 ml, 1,67 mmol) si EDCI
(0,438 g, 2,28 mmol). Peste 1 h se adaugd o cantitate suplimentard de piridina (0,14 ml, 1,67 mmol) si
EDCI (0,438 g, 2,28 mmol). Peste 2 h amestecul de reactie se stinge cu ? NaHCO 3 saturat si se
distribuie intre EtOAc si %2 NaHCOsp) saturat. Straturile se separd si stratul organic se usucéd deasupra
Na,SOs4, se filtreazd si se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul se dizolvd in CH.Cl, se
concentreazi in vid Inalt timp de 1 h, se obtine un reziduu, care se utilizeaza direct in etapa urmatoare.

Reziduul se dizolva in piridind (8 ml) si intr-o portie se adauga hidroclorurd de hidroxilamind (0,159
g, 2,28 mmol). Peste 15 min, amestecul de reactie se concentreaza sub presiune redusa si se distribuie
intre EtOAc si apd. Stratul organic se usucd deasupra Na,SOs, se filtreaza si se concentreazd sub
presiune redusd. Reziduul brut se plaseazd in vid Inalt pentru 30 min si se utilizeaza in ctapa a treia.

Reziduul brut se dizolvd in ACN (8 ml). Intr-o portie se adaugd CDI (0,37 g, 2,28 mmol). Peste 45
min se adaugd o cantitate suplimentara de CDI (0,37 g, 2.28 mmol). Peste 1 h amestecul de reactie se
stinge cu 7 NaHCO 3 saturat. Produsul brut se distribuie intre EtOAc si %2 NaHCOsp) saturat.
Straturile se separd si stratul organic se usucd deasupra Na>SOs, se filtreaza si se concentreaza sub
presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...50% EtOAc/Hex), se
obtine compusul intermediar 14j (0,72 g, 87%) sub forma de substantd solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) 3 10,53 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 7,21 (s, 1H), 7,00 (d, J = 4,6 Hz, 11),
5,62 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,28 (dd, J = 6,6; 3,7 Hz, 1H), 4,93 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 3,83 (s, 2H), 1,62 (s,
3H), 1,50 (s, 9H), 1,33 (s, 3H), 0,83 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

CL/SM: tg = 2,50 min, SM m/z = 546,15 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

14 14k

Compusul intermediar 14k - (3aS,4R,6S,6aS)-6-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-(((tert-
butildimetilsilil)oxi)metil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]dioxol-4-carbonitril

Compusul intermediar 14j (0,688 g, 1,26 mmol) se dizolvd in CH,Cl> (15 ml). Intr-o portie se
adaugd bromurd de zinc (0,567 g, 2,52 mmol) si amestecul de reactic se agitd la temperatura
ambientald. Peste 3 h amestecul de reactie se introduce intr-un cartus cu silica gel si se purificd prin
cromatografie pe silica gel (40...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 14k (0,56 g, 99%)
sub forma de substanta solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 7,86 (s, 1H), 7,80 (s, 2H), 6,85 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 6,79 (d, J =
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4,5 Hz, 1H), 5,55 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 5,25 (dd, J = 6,6; 3,8 Hz, 1H), 4,92 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 3,82 (s,
2H), 1,61 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 0,83 (s, 9H), -0,13 (s, 6H).

CL/SM: tg = 2,27 min, SM m/z = 446,68 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

Mol AcHY
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Compusul intermediar 141 - N-(7-((3aS,4S,6R,6a8)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-6-cian-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1l)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)acetamida

Compusul intermediar 14k (0,20 g, 0,449 mmol) se dizolvd In piridind (2 ml), apoi se adaugd
anhidrida acetica (0,21 ml, 2,24 mmol) si amestecul de reactie se agitd la temperatura ambientald. Peste
30 min amestecul de reactie se stinge cu metanol si se concentreaza sub presiune redusd. Reziduul brut
se purificd direct prin cromatografie pe silica gel (0...100% EtOAc/Hex), se obtine compusul
mtermediar 141 (0,185 g, 85%) sub forma de substantd solidd de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 10,87 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,24 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 7,05 (d, J =
4,7 Hz, 1H), 5,65 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,29 (dd, J = 6,6; 3,6 Hz, 1H), 4,93 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 3,84 (s,
2H), 2,36 (s, 3H), 1,62 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 0,83 (s, 9H), 0,00 (s, 3H), -0,01 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,14 min, SM m/z = 488,38 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apd cu 0,1% acid formic; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
1,4 min...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACNla 1,8
ml/min.

141

Compusul intermediar 14m - N-(5-brom-7-((3a$,4S,6R,6aS)-6-(((tert-butildimetilsilil )oxi)metil)-6-
cian-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)pirol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-1])acetamida

Compusul intermediar 141 (80 mg, 0.164 mmol) se dizolvd in DMF (2 ml) si intr-o portie se adauga
NBS (29 mg, 0,164 mmol). Peste 45 min amestecul de reactic se dilueazd cu metanol. The solventul se
elimind sub presiune redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie pe silica gel (0...50%
EtOAc/Hex), se obtine compusul intermediar 14m (50 mg, 54%) sub forma de substantd solidd aproape
alba.

'H RMN (400 MHz, DSMO-ds) & 10,13 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 5,65 (d, J = 3,2 Hz, 1H),
5,29 (dd, J = 6,6; 3,2 Hz, 1H), 491 (d, / = 6,5 Hz, 1H), 3,84 (d, /= 1,6 Hz, 2H), 2,27 (s, 3H), 1,62 (s,
3H), 1,33 (s, 3H), 0,83 (s, 9H), 0,02 (s, 3H), 0,00 (s, 3H).

CL/SM: tg = 1,79 min, SM m/z = 566,40 [M+1]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
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1,4 mim...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACNla 1,8
ml/min.

nBuLi, NFSI, THF

14m 14n

Compusul intermediar 14n - N-(7-((3aS,4S,6R,6a8)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-6-cian-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-11)-5-fluorpirol[2,1-f][ 1,2,4]triazin-4-il)acetamida

Compusul intermediar 14m (50 mg, 0,088 mmol) se dizolva in THF (2 ml) si solutia se raceste pana
la -78°C. Se adaugd nBuLi (2,5M 1in hexani, 0,071 ml, 0,18 mmol). Peste 5 min s¢ adaugd N-
fluorbenzensulfonimida (NSFI, 33,4 mg, 0,106 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 5 min.
Amestecul de reactie se stinge apoi cu AcOH. Solventii se elimind sub presiune redusd. Reziduul brut
se purifica prin CLIP cu fazi inversa, se obtine compusul intermediar 14n (10 mg, 22%) sub forma de
substanta solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, Metanol-ds) 3 8,13 (s, 1H), 6,80 (s, 1H), 5,65 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 5,23 (dd, J =
6,7; 3,6 Hz, 1H), 4,97 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 3,92 (d, J = 1,7 Hz, 2H), 2,37 (s, 3H), 1,70 (s, 3H), 1,38 (s,
3H), 0,90 (s, 9H), 0,08 (s, 6H).

19F RMN (376 MHz, Metanol-ds) & -156,43 (s).

CL/SM: tg = 1,65 min, SM m/z = 506,18 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...2,4 min 2...100% ACN,
2,4 min...2,80 min 100% ACN, 2,8 min...2,85 min 100%...2% ACN, 2,85 min...3,0 min 2% ACN la
1,8 ml/min.

1) TFA, H,0

2) NH,OH, CH3OH

14n 25

Exemplul 25 - (2R,35,4R,55)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-dihidroxi-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-2-carbonitril

Compusul intermediar 14n (11 mg, 0,022 mmol) se plaseazd intr-o solutie de 50% TFA in apa la
temperatura ambientald. Peste 2 h amestecul de reactie se stinge cu Na,COs solid pana la pH =
8. Solventul se elimind sub presiune redusd si reziduul brut se purifica prin CLIP cu fazi inversa.
Fractiile cu continut de compus din exemplul 25 s¢ combind si se lasd si fractiile cu continut de N6-Acil
se combind si se concentreazd sub presiune redusd. Reziduul N6-Acil al compusului intermediar se
trateazd cu NH4OHp) concentrat (1 ml) si amestecul se lasa s se agite la temperatura ambientald. Peste
30 min amestecul format se concentreazi sub presiune redusi si reziduul brut se purifici prin CLIP.
Fractiile cu continut de compus din exemplul 25 se combind cu fractiile 1dsate anterior cu continut de
compus din exemplul 25, se obtine compusul din exemplul 25 (4 mg, 58%) sub formd de substantd
solidd de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, Metanol-ds) & 7,71 (s, 1H), 6,56 (s, 1H), 5,44 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 4,48 (t, J =
5,6 Hz, 1H), 4,36 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 3,83 ((ABq, Ab = 0,05ppm, J = 12 Hz, 2H).

9F RMN (376 MHz, Metanol-dy) & -161,81 (s).

CL/SM: tg = 0,47 min, SM m/z = 310,13 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6p XB-C18 100A, 50 x 3,00 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid formic, apa cu 0,1% acid formic ; Gradient: 0 min...1,4 min 2...100% ACN,
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1,4 mim...1,80 min 100% ACN, 1,8 min...1,85 min 100%...2% ACN, 1,85 min...2 min 2% ACNla 1,8
ml/min.

Boc\NH Boc\NH

N. =
TBSO N7 1yTicLpy  TBSO
W —»
HO— 2Licl, bMF S
><
14i 15a

Compusul mtermediar 15a - tert-butil (7-((3a$,4S,6R,6aS)-6-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)-6-
(clormetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-1)pirol[2,1-f][ 1,2,4]triazin-4-il)carbamat

Compusul intermediar 14i (100 mg, 0,18 mmol) se dizolv in piridina anhidra (5 ml). Intr-o portie se
adaugd clorurd de trifluormetansulfonil (23 pl, 0,22 mmol) si amestecul de reactie se agitd timp de 45
min la temperatura camerei. Se adaugd apoi o cantitate suplimentard de clorurd de trifluormetansulfonil
(100 pl). Peste 30 min se adaugd o cantitate suplimentara de clorurd de trifluormetansulfonil (100 pl).
Peste inca 30 min se mai adaugd o cantitate suplimentara de clorurd de trifluormetansulfonil (100 pl) si
amestecul de reactie se agitd timp de 30 min, moment in care amestecul de reactie se concentreaza sub
presiune redusd. Reziduul brut se dizolva in DMF anhidru (5 ml) si Intr-o portie s¢ adaugid clorurd de
litiu (153 mg, 3,6 mmol). Amestecul format se agitd la temperatura camerei timp de 16 h. Amestecul de
reactic s¢ dilueaza cu acetat de etil (50 ml) si se spald cu solutic apoasi saturatd de clorurd de sodiu (3 x
20 ml). Stratul organic se usucd deasupra sulfatului de sodiu anhidru §i se concentreazd sub presiune
redusd. Reziduul brut se purificd prin cromatografie cu silica gel (0...20% acetat de etil in hexani), se
obtine compusul intermediar 15a.

SM m/z = 569,0 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ Advantage

15a 26

Exemplul 26 - (2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol [2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-(clormetil)-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diol

Compusul intermediar 15a se dizolva intr-o solutic de TFA si apa (1:1,5 ml) si amestecul format se
agitd timp de 16 h. Amestecul de reactie se concentreazd apoi sub presiune redusi. Reziduul brut se
dizolvi in solutie apoasi de bicarbonat de sodiu si acetonitril §i se purificd prin CLIP preparativa, se
obtine compusul din exemplul 26 (19 mg, 34%) sub forma de pudra alba.

'H RMN (400 MHz, D>0) 8 7,61 (s, 1H), 6,72...6,64 (m, 2H), 5,19 (d, /= 9,1 Hz, 1H), 4,73...4,66
(m, 1H), 4,28 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 3,78 (s, 2H), 3,72...3,57 (m, 2H).

SM m/z = 315,3 [M+H]. Sistemul SM: Thermo LCQ Advantage
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HO~p?°
P(O)Cls;
[nBU3N H]2P207H2
19 27 (TP7)

Exemplul 27 (de asemenea TP7) - ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-
azido-4-fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 27 se prepara sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei
descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 19.

'H RMN (400 MHz, D;0) & 7,76 (s, 1H), 6,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 5,94 (d,
J=1252Hz, 1H), 5,24 (dd, J = 55,2; 5,2 Hz, 1H), 4,78 (dd, J = 26,8; 5,2 Hz, 1H), 4,08... 4,18 (m, 2H).

F RMN (376 MHz, D,0) 5 -193,74 ...-194,02 (m).

3P RMN (162 MHz, D;0O) 8 -4,60 (d, J = 53,2 Hz, 1P), -10,25 (d, J = 48,4 Hz, 1P), -20,28 (t, J =
48,4 Hz, 1P).

P(O)Cls;

P
o

[nBU3NH]2P207H2

21 28

Exemplul 28 - ((2R,3R,4R,55)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-azido-4-fluor-3-
hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 28 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei
descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 21.

'H RMN (400 MHz, D;0) & 7,64 (s, 1H), 6,60 (s, 1H), 5,90 (d, J = 24,4 Hz, 1H), 5,20 (dd, J = 54.8;
4,8 Hz, 1H), 4,72 (dd, J = 27,2; 4,8 Hz, 1H), 4,05...4,18 (m, 2H).

F RMN (376 MHz, D;0) 5 -161,00 (s), -196,39...-196,69 (m).

3P RMN (162 MHz, D20) 8 -8,24 (d, J = 50,4 Hz), -14,20 (d, J = 46,0 Hz), -24,08 (t, J = 48,4 Hz).

SM m/z = 567,87 [M+1]. Sistemul SM: Thermo LCQ Advantage

P(O)Cls;

P
o

[nBU3NH]2P207H2

29 29

Exemplul 29 - ((2R,3R,4R,55)-5-(4-amino-2-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-azido-4-fluor-3-
hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat
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Compusul din exemplul 29 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei
descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 22.
'H RMN (400 MHz, D;0) 5 6,81 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 5,81 (d, J = 24,4 Hz,
1H), 5,16 (dd, J = 54,4; 4.8 Hz, 1H), 4,70 (dd, J = 26,8; 4,4 Hz, 1H), 4,02...4,12 (m, 2H).
5 F RMN (376 MHz, D;0) 6 -75,95 (s), -196,51...-196,80 (m).
3P RMN (162 MHz, D20) & -8,29 (d, J = 53,2 Hz), -14,22 (d, J = 48,4 Hz), -24,09 (1, J = 48,4 Hz).
SM m/z = 567,59 [M+1]. Sistemul SM: Thermo LCQ Advantage

HO~p

HO' 5\P,,O

P(O)Cls;

oy

[nBu3NH]2P2O7H2

23 30
Exemplul 30 - ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-cian-4-fluor-3-
10 hidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat
Compusul din exemplul 30 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei
descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 23.
'H RMN (400 MHz, D;0) & 7,64 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 5,87 (d, J = 24,8 Hz, 1H), 5,26 (dd, J = 53.6;
4,0 Hz, 1H), 4,82 (dd, J = 25,2; 4,4 Hz, 1H), 4,26...4,35 (m, 2H).
15 F RMN (376 MHz, D;0) 5 -161,05 (s), -194,92...-195,19 (m).
3P RMN (162 MHz, D20) 8 -8,22 (d, J = 50,8 Hz), -14,48 (d, J = 48,4 Hz), -24,01 (t, J = 48,4 Hz).
SM m/z = 551,91 [M+1]. Sistemul SM: Thermo LCQ Advantage
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Exemplul 31 (de asemenea TP11) - ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-4-
20 fluor-3-hidroxi-2-metiltetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat
Compusul din exemplul 31 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei
descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 24.
'H RMN (400 MHz, D:O) & 7,66 (s, 1H), 6,78 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 5,58
(dd, J = 23,6; 2,4 Hz, 1H), 5,16 (ddd, J = 55,2; 5,2; 2,8 Hz, 1H), 4,51 (dd, J = 23,2; 5,2 Hz, 1H), 3,88
25 (dd, /= 11,6; 6,0 Hz, 1H), 3,78 (dd, J = 10,8; 4,0 Hz, 1H), 1,2 (s, 3H).
F RMN (376 MHz, D;0) § -195,74...-196,01 (m).
3P RMN (162 MHz, D20) 8 -8,24 (d, J = 50,4 Hz), -13,54 (d, J = 45,6 Hz), -24,11 (t, J = 48,0 Hz).
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Exemplul 32 (de asemenea TP12) - ((2R,3S,4R,55)-5-(4-amino-5-fluorpirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-
i)-2-cian-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 32 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei

5 descrise pentru exemplul TP4, reiesind din compusul din exemplul 25.

'H RMN (400 MHz, D;0) & 7,59 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 5,44 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 4,56 (d, J = 5,2 Hz,
1H), 4,48 (dd, J = 5,6 Hz, 1H), 4,16 (dd, J = 11,6; 6,0 Hz, 1H), 4,08 (dd, J = 11,2; 5,2 Hz, 1H).

F RMN (376 MHz, D,0) 5 -161,25 (s).

3P RMN (162 MHz, D20) 8 -8,29 (d, J = 48,4 Hz), -14,49 (d, J = 53,2 Hz), -24,15 (t, J = 48,4 Hz).

10 SM m/z = 549,90 [M+1]. Sistemul SM: Thermo LLCQ Advantage
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Exemplul 33 (de asemenea TP13) - ((2R,3S,4R,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-2-
(clormetil)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat

Compusul din exemplul 33 se prepard sub forma de sare de tetra-sodiu printr-o metoda similard celei

15 descrise pentru exemplul TP3, reiesind din compusul din exemplul 26.

'H RMN (400 MHz, D;O) 5 7,76 (s, 1H), 6,92 (br s, 1H), 6,85 (br s, 1H), 5,32 (d, J = 9,6 Hz, 1H),
4,78 (dd, J =8; 6,4 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 4,08 (dd, J = 10,0; 4,0 Hz, 1H), 3,83...3.95 (m,
3H), 3,07 (q, J = 7,6 Hz, 24 H), 1,16 (t, J = 7,6 Hz, 36 H).

3P RMN (162 MHz, D20) 8 -9,44 (d, J = 45,6 Hz), -11,51 (d, J = 48,8 Hz), -22,95 (t, J = 48,4 Hz).

20 SM m/z = 555,06 [M+1]. Sistemul SM: Thermo LLCQ Advantage
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Exemplul 34 (de asemenea PDO6) - (25)-2-etilbutil 2-(((((2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-
f][1,2,4]triazin-7-11)-2-cian-4-fluor-3-hidroxitetrahidrofuran-2-il)
25 metoxi)(fenoxi)fosforil)amino)propanoat
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Compusul din exemplul 1 (3,8 mg, 0,013 mmol) se dizolva in N-metil-2-pirolidond anhidra (0,2 ml)
s1 intr-o atmosfera de argon se adaugd THF (0,1 ml). Apoi la temperatura camerei se adaugd clorurd de
terg-butil magneziu (1M in THF, 20 pl, 0,024 mmol) si se sedimenteaza o substantd solida alba. Peste 5
min la amestecul de reactie Intr-o portie se adaugd o solutie de p-nitrofenilfosforamidat PD3c (12 mg,
0,026 mmol) in THF (0,1 ml) si amestecul format se incédlzeste pand la 50°C. Peste 20 h amestecul de
reactie se lasd sd se rdceascd pand la temperatura camerei si apoi se purifica direct prin CLIP preparativi
(Phenominex Sinergi 4u Hidro-RR 80A, Coloani 150 x 30 mm, gradient 40...100% acetonitril/apa).
Fractiile cu confinut de produs dezirabil se combind si se liofilizeazd, se obtine exemplul 34 (2,9 mg,
37%, amestec diastereomeric 3:2) sub forma de substanta solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, CD50D) 6 7,80 (s, 0.3H), 7,78 (s, 0,6H), 7,38...7,10 (m, 5H), 6,85 (br dd, J =
4,7; 2,2 Hz, 1H), 6,75...6,71 (m, 1H), 5,54...5,46 (m, 1H), 4,65...4,58 (m, 1H), 4,53...4,31 (m, 3H),
4,07...3,84 (m, 3H), 1,54...1,39 (m, 1H), 1,38...1,19 (m, 7H), 0,92...0,81 (m, 6H) 29H

3P RMN (162 MHz, CD;0D) 6 3,25 (br s).

CL/SM: tg = 1,55 min, SM m/z = 603,19 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP;
Sistemul SM: Thermo LCQ Fleet; Coloana: Kinetex 2.6p XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi:
acetonitril cu 0,1% acid acetic, apa cu 0,1% acid acetic; Gradient: 0 min-2,0 min 2...100% ACN, 2,0
min...3,05 min 100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2
pl/min,

CLIP: tg = 2,98 min; Sistemul CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 1104, 50 x 4,6
mm; Solventi: acetonitril cu 0,1% TFA, apa cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN,
5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2 ml/min.

M {;.m\ — Exemplul 35 i‘f\H(
_ 3 . Er S 7 \ g _‘«-‘-\N
;'M\xff %N et } ‘4 \&“} . # k
O }MNJ ;;L L ‘E}‘Qr\ BuMg X‘“‘}_‘“‘g_ﬁf\fﬁx e
R XY - e, M ; ' A
;}i* . ey WE THE P W T !
bl s, DMF, THF Ny N
N B NGy T HG OH
1 Pi¥Ta PoT

Exemplul 35 (de asemenea PD7) - (25)-etil 2-(((((2R,3S,4R,55)-5-(4-aminopirol[2,1-
f][1,2,4]triazin-7-i1)-2-cian-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metoxi)(fenoxi)fosforil)Jamino) propanoat

Compusul din exemplul 1 (19 mg, 65,3 umol) se dizolvad in NMP (0,2 ml). La temperatura camerei
intr-o atmosferd de argon se adaugd THF (0,1 ml) apoi clorurd de tert-butil magneziu (solutie 1,0 M in
tetrahidrofuran, 0,098 ml). Peste 5 min se adaugd o solutie de compus intermediar PD7a (Preparat
printr-o metodd cunoscutd [1], 51,4 mg, 130 pmol) in THF (0,1 ml) si amestecul format se incélzeste
pana la 50°C. Peste 1 h amestecul de reactie se¢ lasd sd se raceascd pand la temperatura camerei si se
purifica direct prin CLIP preparativd (Phenominex Sinergi 4u Hidro-RR 80A, Coloani 150 x 30 mm,
gradient 5...100% acetonitril/apd). Fractiile cu continut de produs se combind si se concentreaza §i
reziduul format se purifica repetat prin CLIP preparativi (Phenominex Luna 5 i, Coloana C18 100 x 30
mm, gradient 5...100% acetonitril/apd), se obtine compusul din exemplul 35 (12 mg, 34%, amestec de
diastereomer 3:2) sub forma de substanta solida de culoare alba.

'H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7,80 (d, J = 2,3 Hz, 0.4H), 7,78 (d, J = 2,3 Hz, 0,6H), 7,36...7,12
(m, 5H), 6,88...6,81 (m, 1H), 6,76...6,70 (m, 1H), 5,53...5,46 (m, 1H), 4,66...4,60 (m, 1H),
4,55...4,30 (m, 3H), 4,15...3,98 (m, 2H), 3,93...3,79 (m, 1H), 1,30...1,12 (m, 6H).

3P RMN (162 MHz, CD;0D) 6 3,27 (br s).

CL/SM: diastereomerul principal tz = 1,28 min, SM m/z = 547,14 [M+H], diastereomerul secundar
tr = 1,30 min, SM m/z = 547,04 [M+H]; Sistemul CL: Thermo Accela 1250 SCLIP; Sistemul SM:
Thermo LCQ Fleet; Coloand: Kinetex 2,6 XB-C18 100A, 50 x 4,6 mm; Solventi: Acetonitril cu 0.1%
acid acetic, Apd cu 0.1% acid acetic; Gradient: 0 min...2,0 min 2...100% ACN, 2,0 min...3,05 min
100% ACN, 3,05 min...3,2 min 100%...2% ACN, 3,2 min...3,5 min 2% ACN la 2 pl/min.

CLIP: diastereomerul principal tr = 2,44 min, diastereomerul secundar tg = 2,46 min; Sistemul
CLIP: Serii Agilent 1100; Coloani: Gemini 5p C18 110A, 50 x 4,6 mm; Solventi: acetonitril cu 0,1%
TFA, apd cu 0,1% TFA; Gradient: 0 min...5,0 min 2...98% ACN, 5,0 min...6,0 min 98% ACN la 2
ml/min.

Se propun variante aparte de realizare a prezentei inventii care include, respective, compusii cu
formula (A), formula (B), formula (C), formula (D) si formula (E):
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in care, in fiecare caz, X' reprezinti o grupd protectoare de oxigen si X? reprezintd o grupi
protectoare de amina.

Grupele protectoare de oxigen utilizate includ: o grupd protectoare de eter sililic sau o grupa
protectoare de tip benzil, inclusiv grupele metoxibenzil.

Grupele protectoare de eter sililic utilizate includ: trimetilsilil (TSM), trietilsilil (TES),
timetilizopropilsilil (IPDSM), dietilizopropilsilil (DEIPS), dimetiltexilsilil (TDS), tert-butildimetilsilil
(TBS sau TBDSM), terg-butildifenilsilil (TBDPS), tribenzilsilil, tri-p-xililxilil, triizopropilsilil (TIPS),
difenilmetilsilil (DPSM), di-ferf-butilmetilsilil (DTBSM), trifenilsilil (TPS), metildifenilsilil (MDPS),
tert-butilmetoxifenilsilil, tris(trimetilsilil)silil ~ (sisil), (2-hidroxistiril)dimetilsilil  (HSDSM), (2-
hidroxistiril)diizopropilsilil (HSDIS). Grupele protectoare ferf-butilmetoxifenilsilil (TBMPS) si tery-
butoxidifenilsilil (DPTBOS).

Grupele protectoare de tip benzil utilizate includ: grupele protectoare benzil, benzil halogenat, p-
metoxibenzil, benziloximetil, 2,4-dimetoxibenzil, 3,4-dimetoxibenzil, 2,6-dimetoxibenzil, p-CFs-benzil,
p-metilbenzil, p-metoxilbenzil, 3,5-dimetilbenzil, p-tert-butilbenzil, o-nitrobenzil, p-nitrobenzil, p-
halobenzil, inclusiv p-Br-benzil, 2,6-diclorbenzil, p-cianbenzil, p-fenilbenzil, 2,6-difluorbenzil, p-
acilaminobenzil (PAB), p-azidobenzil (Azb), 4-azido-3-clorbenzil, 2-trifluormetilbenzil, p-
(metilsulfinil)benzil, 2-picolil, 4-picolil, 3-metil-2-picolil N-oxido, 2-chinolinilmetil, difenilmetil
(DPM), p,p’-dmitrobenzhidril, trifenilmetil, alfa-naftildifenilmetil, p-metoxifenildifenilmetil, di(p-
metoxifenil)fenilmetil, tri(p-metoxifenil)metil, 4,4’,4”-tris(benzoiloxifenil)metil si 2-naftilmetil.

Grupele protectoare amine utilizate includ: grupele protectoare p-metoxibenzil carbonil (Moz sau
MeQZ), acetil (Ac), benzoil (Bz), p-metoxibenzil (PMB), 3,4-dimetoxibenzil (DMPM), p-metoxifenil
(PMP), tosil (Ts sau Tos), trifluoracetamida si tritil. Grupele protectoare amine utilizate de asemenea
includ: grupele protectoare carbamat si amide. Exemplele de grupe protectoare carbamat includ: metil
si etil carbamati, cum ar fi 9-fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC), 9-(2-sulfo)fluorenilmetil, 9-(2,7-
dibrom)fluorenilmetil, 17-tetrabenzo[a,c,g,i|fluorenilmetil (Tbfmoc), 2-clor-3-indenilmetil (Climoc),
benz[f]inden-3-ilmetil (Bimoc), 2,7-di-terf-butil[9-(10,10-dioxo-10,10,10,10-tetrahidrotioxanil)]metil
(DBD-Tmoc), [2-(1,3-ditianil)metil (Dmoc) si 1,1-dioxobenzo[b]tiofene-2-ilmetil (Bsmoc) carbamatii.

Exemplele de ¢til carbamati substituiti utilizati includ: 1,1-dimetil-2-cianetil, 2-fosfonioetil (Peoc),
2-metiltioetil, 2-(p-toluensulfonil)etil, 2,2,2 -tricloretil (Troc), 2-(trimetilsilil)etil (Teoc), 2-feniletil
(hZ), 1-(1-adamantil)-1-metiletil (Adpoc), 1,1-dimetil-2-brometil, 1,1-dimetil-2-cloretil, 1,1-dimetil-
2,2-dibrometil (DB-t-BOC), 1,1-dimetil-2,2,2-tricloretil (TCBOC), 1-metil-1-(4-bifenilil)etil (Bpoc), 1-
(3,5-di-terg-butilfenil)-1-metiletil ~ (terf-Bumeoc), 2-(2’piridil)etil,  2-(4’piridil)etil,  2,2-bis(4’-
nitrofenil)etil (Bnpeoc), N-(2-pivaloilamino)-1,1,dimetiletil, 2-[(2-nitrofenil)ditio]- 1-feniletil
(NpSSPeoc), 2-(N,N-diciclohexilcarboxamido)etil, ferf-butil (Boc sau BOC), 1-adamantil (1-Adoc), 2-
adamantil (2-Adoc), vinil (Voc), allil (Aloc sau alloc), 1-izopropilallil (Ipaoc), cinamil (Coc), 4-
nitrocinamil (Noc), 3-(3’-piridil)prop-2-enil (Paloc), 8-chinolil si N-hidroxipiperidinil, carbamati,
precum si alchilditio carbamati, inclusiv metilditio, etilditio, izopropilditio, tert-butilditio si fenilditio
carbamati.

Se utilizeaza, de asemenca, carbamati cu continut de aril si carbamati cu continut de aril substituiti,
cum ar fi benzil, p-metoxibenzil, p-nitrobenzil, p-brombenzil, p-clorbenzil, 2,4-diclorbenzil, 4-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4596 C1 2019.05.31

88

metilsulfinilbenzil (SMz), 9-antrilmetil, 4-metiltiofenil (Mtpc), 1-metil-1-(trifenilfosfoniu)etil (2-
trifenilfosfonioizopropil) (Ppoc), 2-dansiletil (Dnseoc), 2-(4-nitrofenil)etil (Npeoc), 4-fenilacetoxibenzil
(PhAcOZ), 4-azidobenzil (ACBZ), 4-azidometoxibenzil, m-clor-p-aciloxibenzil, p-
(dihidroxiboril)benzil, carbobenziloxi (Cbz), 4-benzizoxazolilmetil (Bic), 2-(trifluormetil)-6-
cromonilmetil (Tcroc), fenil si difenilmetil carbamatii. Carbamatii aditionali includ: butinil, ciclopentil,
ciclohexil, ciclopropilmetil, 1-metilciclobutil, I1-metilciclohexil, 1,1-dimetilpropinil si 1-metil-1-
ciclopropilmetil carbamatii.

Grupele de protectie amide utilizate pentru amine include: N-formil, N-acetil, N-cloracetil, N-
tricloracetil, N-trifluoracetil (TFA), N-fenilacetil, N-3-fenilpropionil, N-4-pentenoil, N-picolinoil, N-3-
piridilcarboxamido, N-benzoilfenilalanil, N-benzoil si N-p-fenilbenzoil amidele.

Activitatea antivirald

O altd variantd de realizare a prezentai inventii se referd la metodele de inhibare a infectiilor virale,
care includ etapa de tratare a mostrei sau subiectului, suspectat de necesitatea unei asemenea inhibari cu
o compozitie, conform prezentei inventii.

Mostrele examinate in prezentul context, suspectate de a confine virus, includ materiale natural sau
artificial, cum ar fi organismele vii; fesuturi sau culturi de celule, probe biologice, cum ar fi probe de
material biologic (sdnge, ser, urind, lichid cerebrospinal, lacrimi, sputd, salivd, probe de tesuturi, etc.);
probe de laborator; produse alimentare, probe de apd sau aer; probe de produse biologice, cum ar fi
extracte de celule, in special de celule recombinante, care sintetizeaza glicoproteina dezirabild; etc. De
reguld mostra contine un organism care induce infectia virald, mai frecvent un organism patogen, cum
ar fi virusul tumorii. Probele se pot contine in orice mediu, incluzind apa si amestecuri de solventi
organici\apd. Probele includ organisme vii, cum ar fi oameni, i materiale sintetice, cum ar fi culturi de
celule.

La dorintd, activitatea antivirala a compusului dupd aplicarea compozitiei poate fi cercetatd prin
orice metodd, incluzdnd metodele directe si indirecte de detectare a unei asemenea activitagi. Sunt
prevazute toate metodele de determinare a unei asemenea activitdfi - cantitative, calitative si
semicantitative. De obicei s¢ aplicd una din metodele de scrining, descrise mai sus, insd, orice alta
metodd, cum ar fi observarea proprietétilor fiziologice ale organismului viu, de asemenea este aplicabil.

Activitatea antiviralda a unui compus poate fi méasuratd folosind protocoalele standard de scrining,
care sunt cunoscute. De exemplu, activitatea antivirald a unui compus poate fi estimatd folosind
urmatoarele protocoale generale.

Analiza activitatii antivirale Iimpotriva virusului sincitial respirator (RSV) si analiza citotoxicitatii

Activitatea Anti-RSV

Activitatea antivirald Impotriva RSV s-a determinat utilizand testul de protectie a celulelor impotriva
infectiei cu celule citopatice pe celule din linia celulard HEp-2. In aceastd analizd compusii, care inhiba
infectia virald si/sau replicarea virald, produc un efect citoprotector impotriva distrugerii celulelor,
indusd de virus, care poate fi cuantificat utilizdnd un reagent al viabilitatii celulare. Metodele, utilizate
n aceastd descriere, reprezintd adaptéri noi ale metodelor descrise in literatura de specialitate (Chapman
et al., Antimicrob Agents Chemother. 51(9), 2007, p. 3346-3353).

Celulele HEp-2 au fost obtinute de la ATCC (Manassas, VI) si mentinute in mediu MEM
suplimentat cu 10% ser fetal de bovind si penicilind/streptomicind. Celulele erau recultivate de doud ori
pe saptdiménd si erau mentinute in etapa subconfluentd. Materialul comercial de RSV tulpina A2
(Advanced Biotechnologies, Columbia, MD) era titrat inainte de testarea compusului pentru
determinarea dilutiei corespunzitoare de material viral, care genera efectul citopatic dezirabil in celulele
HEp-2.

Pentru cercetdrile antivirale celulele HEp-2 erau cultivate in baloane mari pentru cultivarea celulelor
aproape pana la conflluentd, dar nu completd. Compusii, care urmau a fi testati, erau diluati in prealabil
in DSMO 1in pléci cu 384 godeuri pentru diluarea compusilor in format doza-raspuns standardizat sau in
numdr de 8, sau in numadr de 40 probe pe placi. S-a efectuat dilutia tripld in serie a fiecdrui compus
testat pe placi si probele studiate erau transferate cu un aparat de transfer acustic (Echo, Labcyte) 1a 100
nl per godeu pe placd cu 384 godeuri pentru analiza culturii celulare. Fiecare dilutie a compusului era
transferata sub forma de probe de una sau patru mostre repetate pe placi uscate pentru analizd, care se
pastrau pand analiza era gata de realizare. Controalele pozitive si negative erau amplasate In par{i opuse
ale placii in sectoare verticale (1 Coloand).

Dupa acecasta s-a preparat amestecul infectios utilizand dilutie corespunzétoare de material viral,
determinatd In prealabil prin titrare cu celule la o desistate de 50000/ml si s-au addugat 20 ul/godeu pe
placi de testare w/compus prin automatica (uFlow, Biotek). Fiecare placd includea controlul pozitiv si
controlul negativ (16 repetéri fiecare), pentru crearea a 0% si 100% standard de inhibare a virusului,
respectiv. Dupd infectare cu RSV placile de testare erau incubate timp de 4 zile la 37°C intr-un
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incubator pentru culturi celulare. Dupa incubare in plicile de testare s-a addugat reagentul pentru
controlul viabilitatii celulare Cell TiterGlo (Promega, Madison, WI), s-au incubat rapid si pe toate
placile de testare s-a determinat valoarea Inregistratd a luminiscentei (Envision, Perkin Elmer). Efectul
citopatic RSV-indus, procentul de inhibare, erau determinate dupd gradul de viabilitate al celulelor
rdmase. Acesti indicatori cantitativi erau calculati pentru fiecare concentratie studiata in raport cu 0% si
100% controale de inhibare si valoarea ECso pentru fiecare compus s-a determinat prin regresie
neliniard sub formd de concentratie de compus, care inhibd efectul citopatic RSV-indus cu 50%. In
calitate de controale pozitive pentru activitatea antivirala s-au utilizat diferifi compusi eficienti
experimentali anti-RSV.

Analiza citotoxicitatii in celulele HEp-2

Citotoxicitatea compusilor testati a fost determinatd pe celule HEp-2 neinfectate in paralel cu
studierea activitafii antivirale, folosind reagentul pentru controlul viabilititii celulelor printr-o
modalitate similard celei descrise mai sus pentru alte tipuri de celule (Cihlar et al., Antimicrob. Agents
Chemother. 52(2), 2008, p. 655-665). Pentru determinarea citotoxicitdtii compusului s-a folosit acelasi
protocol, care s-a folosit si pentru determinarea activitdtii antivirale, cu exceptia ca celulele nu erau
infectate cu RSV. Din contra, amestecul de celule neinfectate in aceeasi densitate se adduga céate 20
pl/godeu pe placi care contineau dilutii preliminare ale compusilor, precum si la 100 nl/proba. Placile
erau apoi incubate timp de 4 zile cu verificarea ulterioara a viabilitdtii celulare, folosind aceeasi adifie
de reagent CellTiter Glo si determinarea valorii Inregistrate a luminiscentei. Celulele netratate si
celulele tratate cu 2 M de puromicina (Sigma, St. Louis, MO) au servit in calitate de 100% si 0% de
control al viabilitatii celulelor, respectiv. Procentul viabilitatii celulare se calcula pentru fiecare
concentratie de compus testat, comparativ cu controlul 0% si 100%, si valoarea CCs s-a determinat prin
regresie neliniard sub forma de concentratie de compus, care restabileste viabilitatea celulelor cu 50%.

Analiza citotoxicitdtii pe celulele MT-4

Linia de celule MT-4 a fost livratd de NIH AIDS Research and Reference Reagent Program
(Germantown, MD) si cultivatd in mediu RPMI-1640 (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, Cat # 9160),
suplimentat cu 10% FBS, 100 unitati/ml de penicilind, 100 unitdti/ml de streptomicind si 2 mM de L-
glutamind. Celulele MT-4 erau recultivate de doud ori pe sdptdméand pentru mentinerea densitdtii
celulelor sub 0,6x10° celule/ml. Mediul complet RPMI-1640, care confinea concentratii 100x de
compus diluat de trei ori in serie, In limite de 26 nM péand la 530 uM, a fost stantat in patru repetari in
placi negre cu 384 de godeuri. Dupd aditia compusului in fiecare godeu cu un dozator de lichide
MicroFlo (BioTek, Winooski, VT) s-au addugat 2x10° celule MT-4 si celulele erau cultivate timp de 5
zile la 37°C intr-un incubator cu 5% CO,. Dupd incubare celulele erau echilibrate pand la 25°C si
viabilitatea celulelor se determina prin adifia a 25 pl de reagent pentru controlul viabilitatii celulare
Cell-Titer Glo. Amestecul se incuba timp de 10 min la 25°C si semnalul de luminiscentd era cuantificat
pe o placa cititor al luminiscentei Victor. Valoarea CCsp era definitd ca concentratic de compus, care
reduce viabilitatea celulelor cu 50%, determinatd cu semnalul Cell-Titer Glo. Datele au fost analizate
utilizdnd software pentru colectarea si analiza datelor Pipeline Pilot Plate Data Analytics Collection
(versiunea 7.0, Accelrys, San Diego, CA). Valorile CCsps-au calculat prin analiza regresiei neliniare
utilizind ecuatia cu 4 parametri a curbei sigmoidale dozd-efect: Y=Bottom+(Top-
Bottom)/(1+ 10" (LogCC50-X)*HillSlope]) (Y=jos+(sus-jos)/(1+10"(LogCC50-X)*coeficientul
Hill])), in care sus (Top) si jos (Bottom) erau fixate la nivel de 100% si 0% de viabilitate celulara,
respectiv. Valorile CCso au fost calculate ca valoare medie +deviatie standard din 3 experimente
independente.

Exemplul ECso/ uM HEp-2 CCsqy / uM MT-4 CCsy / uM

7.3 >50 >53

9,6 >100 >106

2,0 >100 >106

1
2
3
4

30 >50 >53

5

2,1 >50 >53

10 (PD1) 1,0 39 73

11 (PD2) 12 42 19,7

12 (PD3) 3,0 >50 27

13

10,5 >100 >106

14

40 >100 >106

15 (PD4) 1,6 35 7,9

16 (PD5) 0,3 18 25
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19 0,40 >44 16
20 >50 >50
21 50 36 15
22 0,57 >100 32
23 235 72 21
24 1,0 >100 11
25 9,2 >100 >93
26 >50 42 >57
34 (PD6) 0,21 >50 >50
35 (PD7) 0,34 >50 47
Incd un beneficiu este in legdturd cu avantajul, asigurat de compusii, care contin substituirea R*,
comparativ cu compusii fird substituirea R* (adicd, acei in care R* = H) in ceea ce priveste
citotoxicitatea MT-4. De exemplu, compusul (25,3R,4S,5R)-2-(4-aminopirol[1,2-f][1,2,4]triazin-7-11)-5-
5 (hidroximeti)tetrahidrofuran-3,4-diol (Patil S. A., Otter R. A., Klein R. S. Tetrahedron Lett. 35, 1994,
p- 5339-5342) cu structura:
HO\\ /f)H
demonstreazd MT-4 CCso = 0,007 uM; in timp ce compusii din exemplele 1, 4, 5, 20 si 26, toti
demonstreazd MT-4 CCsp>53 pM. in continuare compusul (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[1,2-
10 fI[1,2,4]triazin-7-i1)-4-fluor-2-(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol [12] cu structura:
demonstreaza MT-4 CCso = 30 puM; in timp ce compusii din exemplele 2, 3, 13 si 14, toti
demonstreaza MT-4 CCsg>106 uM.
Un alt beneficiu este determinat de avantajul, asigurat de compusii R®> = F cu substituirea R*, cu
15 compusii fard substituirea R* (adicd, acei in care R* = H), in privinta activititii HEp-2 anti-RSV. De
exemplu, compusul (2R,3R,4R,55)-5-(4-aminopirol[ 1,2-f][1,2,4]triazin-7-11)-4-fluor-2-
(hidroximetil)tetrahidrofuran-3-ol [12] cu structura, prezentatd mai sus, arec HEp-2 ECsg = >100 puM; in
timp ce compusii din exemplele 2, 3, 13, 14, 19, 21, 22, 23 si 24, toti demonstreazd ECso = <100uM.
Prepararea RSV RNP
20 Complexele ribonucleoproteice RSV (RNP) se prepara printr-o metoda modificata de Mason et al.

(http://www.cdc.gov/rsv/index.html). Celulele HEp-2 au fost cultivate la o densitate a celulelor de 7,1 x
10* cel./cm? in MEM + 10% ser fetal de bovind (FBS) si lisate sd se stabilizeze peste noapte la 37°C
(5% COs). Dupd atasament celulele au fost infectate cu RSV A2 (MOI=5) in 35 ml MEM + 2% FBS.
Peste 20 h dupd infectare mediul era inlocuit cu MEM + 2% FBS suplimentat cu 2 ug/ml de
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actinomicind D si reintors la 37°C pentru o ord. Apoi celulele au fost spélate o singurd datd cu PBS si
tratate cu 35 ml of PBS + 250 pg/ml lizo-lecitind pentru 1 min, apoi tot lichidul se aspira. Celulele s-au
colectat prin raclarea lor in 1,2 ml de tampon A [50 mM TRIS acetat (pH 8,0), 100 mM acetat de
potasiu, | mM DTT si 2 ug/ml de actinomicind D] si au fost lizate prin trecere multipla printr-o seringd
cu ac de calibrul 18 (10 ori). Lizatul celular a fost plasat pe gheatd timp de 10 min i apoi centrifugat la
2400g timp de 10 minute la 4°C. Supernatantul (S1) s-a eliminat §i sedimentul (P1) a fost restabilit in
600 pl de tampon B [10 mM TRIS acetat (pH 8.0), 10mM acetat de potasiu si 1,5 mM MgCls]
suplimentat cu 1% Triton X-100 la trecerea repetatd printr-un ac de calibrul 18 (10 or1). Sedimentul
resuspendat a fost plasat pe gheatd pentru 10 min si apoi centrifugat la 2400g timp de 10 min la 4°C.
Supernatantul (S2) s-a eliminat si sedimentul (P2) a fost restabilit in 600 ul de tampon B suplimentat cu
0,5% deoxicolat si 0,1% Tween 40. Sedimentul resuspendat a fost plasat pe gheatd pentru 10 min si
apoi centrifugat la 2400g timp de 10 min la 4°C. Supernatantul (S3), fractia cu continut de complexe
RSV RNP imbogitite au fost colectate si concentratia de proteind s-a determinat dupd absorbtia UV la
280 nm. Alicote de fractii RSV RNP S3 au fost péstrate la -80°C.

Analiza RSV RNP

Amestecul de reactie pentru transcriptie confinea 25 pg de complexe RSV RNP brute in 30 pl de
tampon de reactic [50 mM TRIS-acetat (pH 8,0), 120 mM acetat de potasiu, 5% glicerol, 4,5 mM
MgCl,, 3 mM DTT, 2 mM tetraacid etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-acetic EGTA), 50 nug/ml BSA, 2,5
U RNazini (Promega), ATP, GTP, UTP, CTP si 1,5 pCi [a->2P] NTP (3000 Ci/mmol)]. Nucleotida
radiomarcatd, utilizatd in analiza transcriptiei, a fost selectatd in conformitate cu analogul nucleotid,
evaluat pe inhibarea transcriptici RSV RNP. NTP competitiva rece s-a adaugat la o concentratie finala
de jumitate din Ky ei (ATP= 20 uM, GTP= 12,5 uM, UTP= 6 uM si CTP= 2 uM). Celelalte trei
nucleotide s-au adaugat la o concentratie finald de 100 uM.

Pentru a determina dacd inhiba analogii nucleotidelor RSV RNP transcriptia, s-au addugat compusii
utilizand dilutia in serie in 6 etape cu marirea volumului de 5 ori. Dupa 90 min de¢ incubare la 30°C,
reactiile RNP e¢rau stopate cu 350 pl de tampon de lizd Qiagen RLT si ARN se purifica utilizand kitul
Qiagen RNeasy 96. ARN purificat era denaturat in tampon de incarcare pentru probe de ARN (Sigma)
la 65°C timp de 10 min si condus pe gel de 1,2% agaroza/MOPS cu continut de 2M formaldehida. Gelul
de agarozd se usca si se expunea pe ecranul luminofor Storm (GE Healthcare). Concentratia de compus,
care reduce transcripturile radiomarcate generale cu 50% (ICso), era calculatd prin analiza de regresie
neliniard in doud replicdri (Mason, S., Lawetz, C., Gaudette, Y., Do, F., Scouten, E., Lagace, L.,
Simoneau, B., Liuzzi, M. Polyadenilation-dependent screening assay for respiratory sincytial virus
RNA transcriptase activity si identification of an inhibitor. Nucleic Acids Research, 32, 2004, p. 4758-
4767).

Exemplul 1Cso / uM
6 (TP1) 0,086
7 (TP2) 1

8 (TP3) 0,025
9 (TP4) 0,12
17 (TP5) 0,56
18 (TP6) 0,42
27 (TP7) 0,097
28 (TP8) 0,086
29 (TP9) 0.080
30 (TP10)

31 (TP11)

32 (TP12) 0,022
33 (TP13)




MD 4596 C1 2019.05.31

92

Inca un beneficiu se referd la avantajul compusilor, aritat in exemple, care demonstreaza inhibarea
puternicd a transcriptiei RSV RNP, comparative cu compusii cu substituire 2’CMe. De exemplu,
((2R,3R 4R ,55)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-dihidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-ilymetil
tetrahidrotrifosfat [3, 6] cu structura:

NH,
— \N
Q o)
o)

b "

HO /\O//\o 7\

HO HO il O

§ ,’////OH
5 HO

demonstreazd ICso = 8,5 pM; in timp ce compusul din exemplul TP3 demonstreazd 1Cso = 0,025
UM. Mai mult decat atit, compusul ((2R,3R,4R,5S)-5-(4-aminopirol[2,1-f][1,2,4]triazin-7-i1)-4-fluor-3-
hidroxi-4-metiltetrahidrofuran-2-il)metil tetrahidrotrifosfat [7] cu structura:

NH,
— \N
O o o
HO™ ) N\~ \__-P
/ @) / O//\O

: “,
> 7,
£ F
HO
10 demonstreaza ICsp = >100 pM; in timp ce compusul din exemplul TP1 demonstreazad ICso = 0,086

uM si compusul din exemplul TP2 demonstreaza ICso = 1 uM.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

. US 2012009147 (A1) 2012-01-12

. US 2012020921 (A1) 2012-01-26

. WO 2008089105 (A2) 2008-07-24

. WO 2008141079 (A1) 2008-11-20

. WO 2009132135 (A1) 2009-10-29

. WO 2010002877 (A2) 2010-01-07

. WO 2011035231 (A1) 2011-03-24

. WO 2011035250 (A1) 2011-03-24

. WO 2011150288 (A1) 2011-12-01
10. WO 2012012465 (A1) 2012-01-26
11. WO 2012012776 (A1) 2012-01-26
12. WO 2012037038 (A1) 2012-03-22
13. WO 2012087596 (A1) 2012-06-28
14. WO 2012142075 (A1) 2012-10-18

O 00 ~1 O\ Wk LN =



MD 4596 C1 2019.05.31

93

(57) Revendicari:

1. Compus cu formula (I) sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia:

R°—0

in care:
R! reprezintd H sau F;
R? reprezintd H sau F;
R? reprezintd OH sau F;
R* reprezintd CN, C1-Cy alchil, C2-Cy alchenil, C2-Cy alchinil, C5-Cy cicloalchil, azido, halogen
sau C;-C; haloalchil;
R® reprezinti OH;
RS se selecteazd din grupa, care include H si:

(@]
O o)
I 7 L0
HO—P—¢-— _ L
O B N S
HO : HO é , HO 4o )
™ [
l:f % Lo ;' —:g'—
B—¢CH) : ) U
o =
C { gl QU
o H K "
=] i{ g e w{} .f \‘u.\
RSB Ul / :
Q.d..w*"“g%@
{ b
i2

in care:
n’ se selecteaza dintre 1, 2, 3 51 4;
R® se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-C3-Cs cicloalchil,
-O-CH,-C5-Cs cicloalchil si CF3;
R’ se selecteazi dintre fenil, 1-naftil, 2-naftil,
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R se selecteazd dintre H si CHs;
R se selecteazd dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C;-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil s —CH,-Cs-Cs cicloalchil.

2. Compus, conform revendicarii 1, sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R!
reprezintd H.

3. Compus, conform revendicirii 1, sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R?
reprezintd H.

4. Compus, conform revendicirilor 1-3, in care ambii R! si R? reprezinta H.

5. Compus, conform revendicarilor 1-4, sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
R!, R%si R® reprezintd H.

6. Compus, conform revendicarilor 1-5, sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
R! si R?reprezintd H si R3 reprezintd OH.

7. Compus, conform revendicérilor 1-5, sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
R!'si R2reprezintd H si R® reprezintd F.

8. Compus, conform oricdrei din revendicirile 1-4, sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, cu formula (II):

HO

in care:
R? reprezintd OH sau F;
R* reprezintd CN, C1-Cy alchil, C2-Cy alchenil, C2-Cy alchinil, C5-Cy cicloalchil, azido, halogen
sau C;-C; haloalchil;
RS se selecteazd din grupa care include H si:

o o 7/) 2 o
Ho—t—3- I ] oA

P
HO —P, b2 o~ I'\ _P—5-
[ No~ HO Hé o~ |

/
HO R HO H(é 5 HO ,
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in care:
n’ se selecteaza dintre 1, 2, 3 51 4;
R® se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-C3-Cs cicloalchil,
-O-CH,-C5-Cs cicloalchil si CF3;
R® reprezintd fenil;
R se selecteazd dintre H si CHs;
R se selecteazd dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C;-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil s —CH,-Cs-Cs cicloalchil.
9. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-8 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia,
in care R* reprezintd CN, metil, etil, etenil, etinil, azido, F, Cl, -CHxCl, -CHF, -CHF; sau —CF;.
10. Compus, conform oricérei din revendicdrile 1-5 si 7-9 sau o sare farmaceutic acceptabila a
acestuia, in care R® reprezinti F.
11. Compus, conform oricérei din revendicdrile 1-6 si 8-9 sau o sare farmaceutic acceptabila a
acestuia, in care R® reprezintd OH.
12. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-5 si 7-10 sau o sare farmaceutic acceptabila a
acestuia, in care in care R® reprezintd F si R* reprezintd CN.
13. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-6, 8-9 si 11 sau o sare farmaceutic acceptabild
a acestuia, in care in care R® reprezintd OH si R* reprezinti CN.
14. Compus, conform oricarei din revendicarile 1-5 si 7-10 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care ambii R! si R? reprezintd H, R3reprezintd F si R* reprezintd metil, etil, vinil sau etinil.
15. Compus, conform oricirei din revendicirile 1-6 si 8-9 si 11 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R® reprezintd OH si R* reprezintd metil, etil, vinil sau etinil.
16. Compus, conform oricarei din revendicarile 1-5 si 7-10 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care R®reprezinti F si R* reprezintd halometil.
17. Compus, conform oricdrei din revendicarile 1-6, 8-9 si 11 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R*reprezintd OH si R* reprezintd halometil.
18. Compus, conform oricdrei din revendicdrile 1-17 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care R reprezinti H.
19. Compus, conform oricarei din revendicérile 1-17 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care R se selecteazi din grupa, care include:

O o)
o o Il I 7
_h_S T _P_  _p Il
Hg RS R e i

’ HO  Ho
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in care:

R? se selecteazi dintre C;1-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil si -CH,-C5-Cs cicloalchil; si

R!? se selecteazi dintre C;-Cs alchil, benzil, C3-Cs cicloalchil si —<CH,-Cs-Cs cicloalchil.

20. Compus, conform oricirei din revendicdrile 1-4, 6-17 si 19 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R8reprezintd Ci-Cs alchil.

21. Compus, conform oricdrei din revendicarile 1-4, 6-17 si 19-20 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R8reprezintd Ci-Cs alchil.

22. Compus, conform oricarei din revendicirile 1-4, 6-17 si 19-21 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R® este selectat din C;-Cs alchil.

23. Compus, conform oricdrei din revendicdrile 1-4, 6-17 si 19-22 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R® i R reprezintd C;-Cy alchil.

24, Compus, conform oricarei din revendicdrile 1-11, 16-23 sau o sare farmaceutic acceptabila
a acestuia, in care R*reprezintd CH,Cl sau CH,F.

25. Compus, conform oricarei din revendicdrile 1-5, 7-10, 12, 14, 16 si 18-23 sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia, cu conditia suplimentar, in cazul in care R® reprezinti F, R* nu
reprezintd metil.

26. Compus, conform oricdrei din revendicdrile 1-25 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care R se selecteazd din grupa, care include H si:

~ o o~
{#\? <, & o i {;}" Q i
4 ¢ i 9 4 ! iz
HO mt::; :’ ¥ i S ~F £ i 5
e ¢ R L oy o + SRR
fS HO =B\ Peege g HOT e g T8
£ < $ g ¢ § " § o
) mon A : A A oy HG HEY .
MO {b} 0 Hé} 5 PG HE HO E

27. Compus, conform oricarei din revendicarile 1-4, 6-17 si 19-26 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R>reprezinti:

HO“-E—%-
HO é :

28. Compus, conform oricdrei din revendicdrile 1-4, 6-17 si 19-26 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R>reprezinti:

f‘f‘ 0
Hmf?\ﬂf ,}{f’m —_
HO

29. Compus, conform oricarei din revendicdrile 1-4, 6-17 si 19-26 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, in care R>reprezinti:
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HO
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30. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-15, 18-19, 25-26 si 29 sau o sar¢ farmaceutic
acceptabild a acestuia, selectat din grupa constand din:

B oy

31. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-14, 18-21, 25-26 si 29 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, selectat din grupa constand din:

Uk
. D SN
Nt HCg ;\1533‘%3 0
O b O HOY g e
i3 . RS "y . MY g)\{)«, B K
MY })*F“O . Ak HG t}wp&‘ . [RRES o N o
% % : IR ot M2 X 3
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32. Compus, conform oricdrei din revendicarile 1-14, 18-21, 25-26 si 29 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, selectat din grupa constand din:
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33. Compus, conform oricarei din revendicarile 1-15, 18 si 25 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, selectat din grupa constand din:
' E kA

S A K
“_/"& ;-:.-.-— \,,}N . f%‘?g;"thﬁ I&T o .\‘N .\‘a,%f E‘XN

Hiw A § 4 < L3
\@Q; J N%‘ ?-i‘\}_‘_\}{:}\, f“‘m \N@"E HO_"’% {1 }« \\h,f\s&“i C{C}\\\ 5 % M'}\g \‘\?‘
E?@&‘\# Y _f -t § o Y L
e X__________‘ee N\ ; 5. ;‘5“\ 3
w C\ E:J § 3 ‘a % 3 &\‘.-.-.-.-.-i
T MO O NG F ny F
E\ Pt “ By
= w_\g‘ ) {-.»"'\ - %\
H{)\-\ 'ﬁ“—\ ?.. B '5 Hf} - % ?tér 'J\i\{
% y q\. et \ R &-«.‘Sj
g ! R N i
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34. Compus, conform oricérei din revendicarile 1-13, 17-19, 24-26 si 29 sau o sare farmaceutic
acceptabild a acestuia, selectat din grupa constand din:
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35. Compus, conform oricirei din revendicarile 1-4, 6, 8-9, 11, 13, 17, 19-21, 24, 26 51 29 sau o
sare farmaceutic acceptabila a acestuia, selectat din grupa constand din:

. o
HO ™ HOwg?
i 'rw\ £ H@ \
HOY & Y ; MMy 5"{3 B ? \H
o Ry Y
vy 0% =
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36. Compus, conform revendicarii 1 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care:
R! reprezintd H;
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R? reprezintd H;
R? reprezintd OH;
R* reprezintd CN sau C;-C, haloalchil;
RC reprezintd OH;
R5 se selecteazd din grupa, care include H si:
O
0 o o
O
I 5 Lo
HO—P—¢G— HO—P S HO//\ AN _P—S-
/ N~ P o™ | Yo /
HO [ Yo HO Ho
HO HO > HO 5
& ilig "
\
: Ot
- 1 v
3 B \
£ i NN
e.," r&ﬂ"\'
e, :
¢ he

in care:
n’ se selecteaza dintre 1, 2, 3 51 4;
R® se selecteazi dintre C;-Cg alchil, -O-C1-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-Cs-Cs
cicloalchil, -O-CH,-Cs-Cs cicloalchil si CF3;

R’ se selecteazi dintre fenil, 1-naftil, 2-naftil,
e N
.-»-"’(x ‘\}"\{'\\:\‘ =~ " "’\‘\xﬂ"\

y
N e
< - S S, oy
R ~3 % o
\ N i L
e N i A
% 3 ; TR
5 N i Zl L
L, N -~ -3 K-
& ", PRt a“"“’f & My
R ””"x;\ ats N
e e 2

R se selecteazi dintre H si CHs;
R se selecteaza dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C1-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil si —CH,-Cs-Cs cicloalchil.

37. Compus, conform revendicarii 36 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care:
R? reprezintd OH;

R* reprezintd CN sau C;-C; haloalchil;

RS se selecteazd din grupa, care include H si:

0 7/3 o) 7/) ﬁ 7/3
HO—P—2¢- _ Il “ING AN P—
H(é " 7,\0 7)_ - Hé 7 H(é\o [
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in care:
n’ se selecteaza dintre 1, 2, 3 51 4;
R® se selecteaza dintre C;-Cg alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil, -O-benzil, -CH,-C3-Cs
cicloalchil, -O-CH,-Cs-Cs cicloalchil si CF3;
R’ se selecteazd dintre fenil;
R se selecteazi dintre H si CHs;
R! se selecteazi dintre H sau C1-Cs alchil;
R!? se selecteazi dintre H, C;-Cs alchil, benzil, C3-Cs cicloalchil si —CH,-Cs-Cs cicloalchil.
38. Compus, conform revendicarilor 36 si 37 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, n
care R* reprezinti CN, -CH,Cl, -CH,F, -CHF; sau -CF;.
39. Compus, conform revendicdrilor 36-38 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in
care R* reprezintd CN, -CH,Cl, sau -CH:F.
40. Compus, conform revendicarilor 36-39 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in
care  R*reprezintd CN.
41. Compus, conform revendicarilor 36-37 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in
care R* reprezintd C;-C; haloalchil.
42. Compus, conform revendicarilor 36-37 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
R* reprezintd CN sau halometil.
43. Compus, conform revendicérilor 36-42 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care
RS reprezintd H.
44. Compus, conform revendicdrilor 36-42 sau o sare farmaceutic acceptabila a acestuia, in

care:
R’ se selecteazi din grupa:
O
O O
[ 79 L1
HO—P—>5~ HO—P  _p—o- HO//\O//\ P
HO | Yo~ Ho b 9
, HO HO 5 HO ,
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n care:
R?® se selecteazi dintre C;-Cs alchil, -O-C;-Cs alchil, benzil si -CH,-Cs-Cs cicloalchil;
R!? se selecteazi dintre C1-Cs alchil, benzil, Cs-Cs cicloalchil si —CH,-Cs-Cs cicloalchil.
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45. Compus, conform revendicirii 44 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R
reprezinta:

s

Lol s

HO™ g Pt
Y

HC
sau

46. Compus, conform revendicirii 44 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia, in care R®
reprezinta:

Q
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47. Compus, conform oricarei din revendicarile 44-46 sau o sare farmaceutic acceptabild a
acestuia, in care R'? reprezinti C;-Cs alchil.

48. Compozitie farmaceuticd cu continut de compus, conform oricérei din revendicérile 1-47
sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia si un purtdtor sau excipient farmaceutic acceptabila.

49. Metoda de obtinere a unei compozitii farmaceutice, destinatd tratirii infectiei cu virus
Preumovirinae sau cu virus sincitial respirator la om, unde se foloseste un compus conform oricarei din
revendicarile 1-47 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia.

50. Compus, conform oricarei din revendicdrile 1-47 sau o sare farmaceutic acceptabila a
acestuia pentru utilizare In tratamentul infectiei cu virus Preumovirinae sau cu virus sincitial respirator
la om.

51. Metoda de tratament al infectiei cu virus Preumovirinae la om, care prevede administrarea
a unei cantitdti terapeutic eficiente de compus conform oricdrei din revendicdrile 1-34 sau o sare
farmaceutic acceptabild a acestuia.

52. Metodd de tratament al infectiei cu virus sincitial respirator la om, care prevede
administrarea a unei cantitati terapeutic eficiente de compus conform oricarei din revendicarile 1-47 sau
o sare farmaceutic acceptabild a acestuia.
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53. Compus selectat dintre formula (A), formula (B), formula (C), formula (D) si formula (F):
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in care X! reprezintd o grupd de protectie de oxigen, care reprezintd:

o grupd protectoare de eter sililic, selectatd dintre trimetilsilil (TSM), trietilsilil (TES),
timetilizopropilsilil (IPDSM), dietilizopropilsilil (DEIPS), dimetiltexilsilil (TDS), tert-butildimetilsilil
(TBS sau TBDSM), terg-butildifenilsilil (TBDPS), tribenzilsilil, tri-p-xililxilil, triizopropilsilil (TIPS),
difenilmetilsilil (DPSM), di-terf-butilmetilsilil (DTBSM), trifenilsilil (TPS), metildifenilsilil (MDPS),
tert-butilmetoxifenilsilil, tris(trimetilsilil)silil ~ (sisil), (2-hidroxistiril)dimetilsilil  (HSDSM), (2-
hidroxistiril)diizopropilsilil  (HSDIS), ferf-butilmetoxifenilsilil  (TBMPS) si  ferf-butoxidifenilsilil
(DPTBOS), sau

o grupa protectoare de tip benzil selectatd dintre grupele protectoare benzil, benzil halogenat, p-
metoxibenzil, benziloximetil, 2,4-dimetoxibenzil, 3,4-dimetoxibenzil, 2,6-dimetoxibenzil, p-CFs-benzil,
p-metilbenzil, p-metoxilbenzil, 3,5-dimetilbenzil, p-tert-butilbenzil, o-nitrobenzil, p-nitrobenzil, p-
halobenzil, inclusiv p-Br-benzil, 2,6-diclorbenzil, p-cianbenzil, p-fenilbenzil, 2,6-difluorbenzil, p-
acilaminobenzil (PAB), p-azidobenzil (Azb), 4-azido-3-clorbenzil, 2-trifluormetilbenzil, p-
(metilsulfinil)benzil, 2-picolil, 4-picolil, 3-metil-2-picolil N-oxido, 2-chinolinilmetil, difenilmetil
(DPM), p,p’-dmitrobenzhidril, trifenilmetil, alfa-naftildifenilmetil, p-metoxifenildifenilmetil, di(p-
metoxifenil)fenilmetil, tri(p-metoxifenil)metil, 4,4’,4”-tris(benzoiloxifenil)metil si 2-naftilmetil;

si X? reprezintd o grupd protectoare de amind, selectatd dintre p-metoxibenzil carbonil (Moz sau
MeQZ), acetil (Ac), benzoil (Bz), p-metoxibenzil (PMB), 3,4-dimetoxibenzil (DMPM), p-metoxifenil
(PMP), tosil (Ts sau Tos), trifluoracetamida si tritil; sau

o grupd protectoare de carbamat selectatd dintre 9-fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC), 9-(2-
sulfo)fluorenilmetil, 9-(2,7-dibrom)fluorenilmetil, 17-tetrabenzo[a,c,g,i|fluorenilmetil (Tbfmoc), 2-clor-
3-indenilmetil (Climoc), benz[f]inden-3-ilmetil (Bimoc), 2,7-di-fer¢-butil[9-(10,10-dioxo-10,10,10,10-
tetrahidrotioxanil)Jmetil (DBD-Tmoc), [2-(1,3-ditianil)metil (Dmoc) si 1,1-dioxobenzo[b]tiofene-2-
ilmetil (Bsmoc), 1,1-dimetil-2-cianetil, 2-fosfonioetil (Peoc), 2-metiltioetil, 2-(p-toluensulfonil)etil,
2,2,2 ~tricloretil (Troc), 2-(trimetilsilil)etil (Teoc), 2-feniletil (hZ), 1-(1-adamantil)-1-metiletil (Adpoc),
1,1-dimetil-2-brometil, 1,1-dimetil-2-cloretil, 1,1-dimetil-2,2-dibrometil (DB-£-BOC), 1,1-dimetil-2,2,2-
tricloretil (TCBOC), 1-metil-1-(4-bifenilil)etil (Bpoc), 1-(3,5-di-fer-butilfenil)-1-metiletil  (terf-
Bumeoc), 2-(2’piridil)etil, 2-(4’piridil)etil, 2,2-bis(4’-nitrofenil)etil (Bnpeoc), N-(2-pivaloilamino)-
1,1,dimetiletil, 2-[(2-nitrofenil)ditio]-1-feniletil (NpSSPeoc), 2-(N,N-diciclohexilcarboxamido)etil, terf-
butil (Boc sau BOC), 1-adamantil (1-Adoc), 2-adamantil (2-Adoc), vinil (Voc), allil (Aloc sau alloc), 1-
1zopropilallil (Ipaoc), cinamil (Coc), 4-nitrocinamil (Noc), 3-(3’-piridil)prop-2-enil (Paloc), 8-chinolil si
N-hidroxipiperidinil, carbamati, precum si alchilditio carbamati, inclusiv metilditio, etilditio,
izopropilditio, tert-butilditio si fenilditio, benzil, p-metoxibenzil, p-nitrobenzil, p-brombenzil, p-
clorbenzil, 2,4-diclorbenzil, 4-metilsulfinilbenzil (SMz), 9-antrilmetil, 4-metiltiofenil (Mtpc), 1-metil-1-
(trifenilfosfoniu)etil  (2-trifenilfosfonioizopropil) (Ppoc), 2-dansiletil (Dnseoc), 2-(4-nitrofenil)etil
(Npeoc), 4-fenilacetoxibenzil (PhAcOZ), 4-azidobenzil (ACBZ), 4-azidometoxibenzil, m-clor-p-
aciloxibenzil, p-(dihidroxiboril)benzil, carbobenziloxi (Cbz), 4-benzizoxazolilmetil (Bic), 2-
(trifluormetil)-6-cromonilmetil (Tcroc), fenil si difenilmetil carbamatii. Carbamatii aditionali includ:
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butinil, ciclopentil, ciclohexil, ciclopropilmetil, 1-metilciclobutil, 1-metilciclohexil, 1,1-dimetilpropinil
si 1-metil-1-ciclopropilmetil carbamatii; sau
o grupa de protectoare de amida pentru amine, selectata dintre N-formil, N-acetil, N-cloracetil, N-
tricloracetil, N-trifluoracetil (TFA), N-fenilacetil, N-3-fenilpropionil, N-4-pentenoil, N-picolinoil, N-3-
piridilcarboxamido, N-benzoilfenilalanil, N-benzoil si N-p-fenilbenzoil amide.
54. Compus, conform revendicarii 53, selectat dintre:
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