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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Domeniul inventiei
Prezenta inventie se referd la noi compusi antibacterieni, compozitii farmaceutice care ii contin si
utilizarea lor in calitate de medicamente antimicrobiene.

Premisele de creare a inventiei

ADN topoizomerazele sunt enzime implicate in modificarea supraspiralizarea ADN-ului in timpul
replicdrii sau transcrierii. Aceste enzime se leagd de ADN-ul monocatenar sau dublucatenar si taie
scheletul fosfatului ADN-ului astfel incat catena ADN-ului si se desfacd sau dezrdsuceasci. La
sfarsitul proceselor de replicare sau transcriere, insdsi enzimele refac scheletul ADN-ului.

ADN topoizomerazele sunt clasificate in tip I, atunci cind taie o singurd catend dintr-un dublu
helix ADN si tip II, atunci cand taie ambele catene dintr-un dublu helix ADN.

Topoizomerazele de tip II bacteriene cuprind ADN giraza si topoizomeraza IV (Topol V), care sunt
enzime heterotetramerice prezente concomitent in aproape toate celulele procariote. Ambele
enzime sunt necesare pentru replicarea ADN-ului §i, prin urmare, pentru cresterea si divizarea
celulelor bacteriene.

Topoizomerazele de tip II bacteriene sunt tinte antibacteriene dovedite, in special ale compusilor
care apartin clasei fluorochinolonelor.

Fluorochinolonele sunt medicamente antibacteriene cu spectru larg, care joacd un rol important in
tratamentul infectiilor bacteriene, in special infectiile dobandite in spital si infectiile in care este
suspectatd rezistenta la alte clase de medicamente antibacteriene. Fluorochinolonele actioneazi
prin inhibarea ADN girazei din bacteriile gram-negative si a topoizomerazei IV din bacteriile
gram-pozitive.

Cu toate acestea, rezistenta la fluorochinolone a aparut in ultimii ani din cauza mutatiilor care au
modificat fie situsul activ al medicamentelor care tintesc ADN giraza si topoizomeraza IV sau
acumularea medicamentelor. In plus, rezistenfa la chinolone poate fi mediatd de plasmide care
produc proteina Qnr, care protejeazi chinolonele fintd de inhibitie (G. A. Jacoby, CID, 2005:41,
Suppl. 2, SD120-S126).

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii, rezistenta antimicrobiand (RAM) este rezistenfa unui
microorganism la un medicament antimicrobian la care inifial era sensibil. Bacteriile rezistente
sunt capabile sd reziste la atacul antibioticelor si medicamentelor antibacteriene, astfel incit
tratamentele standard devin ineficiente si infectiile persista crescand riscul de raspandire la altii.
Mitton-Fry M. I. si altii (Bioorg. Med. Chem. Lett., 23, 2010, 2955-2961) au dezvoltat noi derivati
de chinolone in calitate de inhibitori ai ADN girazei bacteriene si topoizomerazei [V. Avand in
vedere importanta mutatiilor tintd treptate in istoricul clinic al rezistentei la fluorochinolone,
autorii au fost ferm convingi cd asigurarea inhibdarii TopolV aldturi de ADN giraza a fost extrem de
importanti. Potrivit autorilor, o astfel de activitate de tintire dubla ar trebui sa Incetineasca viteza
de aparitie a rezistentei in clinicd, deoarece organismul care mutd ADN giraza pentru a evita
inhibitia ar fi totusi sensibil la citolizd prin inhibarea TopolV.

Surivet J.P. si altii (J. Med. Chem. 2013, 56, 7396-7415) au raportat proiectarea de noi inhibitori
duali ai ADN girazei bacteriene si TopolV care contin un miez de tetrahidropiran si au demonstrat
cd inhibarea dubli a ADN girazei si TopolV este necesard pentru a minimiza rata de dezvoltare a
rezistentei.

WO 2006/105289 se referd la compusi heterociclici, mai particular la compusi pirazolici, care au
fost testafi pentru inhibarea atat a ADN girazei, cat si a topoizomerazei I'V.

WO 02/072572, WO 2006/021448, WO 2008/139288, WO 2010/081874, WO 2010/084152, WO
2013/068948, WO 2013/080156, WO 2016/027249, WO 2016/096631 si WO 2016/096686
dezvaluie compusi heterociclici inzestrati cu activitate antimicrobiana.

WO 96/10568 si WO 2012/003418 dezviluie compusi heterociclici Inzestrati cu altd activitate
terapeutica.

Esenta inventiei

Solicitantul a recunoscut cd existi o necesitate puternici si continud de medicamente
antibacteriene care depdsesc problema bacteriilor rezistente.

Solicitantul s-a confruntat cu problema dezvoltdrii noilor compusi antibacterieni care si permiti
depasirea problemei rezistentei antibacteriane.
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Mai precis, solicitantul s-a confruntat cu problema dezvoltdrii noilor compusi antibacterieni
capabili sd inhibe simultan topoizomerazele bacteriene de tip II, adici ADN giraza si
topoizomeraza I'V.

De asemenea, solicitantul s-a confruntat cu problema dezvoltarii noilor compusi antibacterieni cu
un spectru larg de activitate, adica utili impotriva bacteriilor gram-pozitive si/sau gram-negative.
Astfel, intr-o prima variantd de realizare, prezenta inventie se referd la un compus cu formula (I):

A_L1_G1 GZ—Y_LZ_B

Ri (1)

G si Gy, identici sau diferifi intre ei, reprezintd CH sau N, cu conditia ca cel putin unul dintre G si
G, reprezintd N;

R; reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, OH, alchil (Ci.3), alcoxi (Ci), alchil (Ci.
3)-OH, -COOR' sau -CONR’R", in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de
hidrogen sau alchil (C;);

L reprezintd o legiturd o, -CHa-, -O- sau -NH-;

Y reprezintd o grupare alchilenil (Cis), o grupare alchilenil -NH-(Ci,) sau o grupare
cicloalchilenil (Cs.s), gruparea mentionatd fiind optional substituitd cu o grupare hidroxi sau o
grupare amino sau o grupare formamido (-NH-CHO);

L, reprezintd legitura ¢, -NH- sau alchilenil -NH-(C1.);

A reprezintd o grupare biciclicd condensatd avand urmatoarea formuld (I1I)

R

r

Gg

(1)

in care

G3 reprezintd N sau C(R”), in care R’ este H sau alchil (C;);

Gy, Gs s1 Gg identici sau diferiti intre ei, reprezintd CH, CF, C-CN sau N;

R, reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi (C23),
CF3, OCF; sau NR’R", in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezinti un atom de
hidrogen sau alchil (C;.3); si

Rz reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi (Ci23),
trifluorometil sau NR’R", in care R’ si R" reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (C;);

si

B reprezintd o grupare biciclicd condensatd avind urmitoarea formuld (V) sau o grupare triciclica
condensati avand urmatoarea formula (VII):
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(VII)

m care

Py reprezintd N sau CR’, in care R’ reprezintd H, CN sau CF3;

nreprezintd 0 sau 1; si

Re reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, CF3, hidroxi sau NR’R", in care R’ si R",
identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (C;);

si sdruri de aditie cu acizi sau baze organice sau anorganice acceptabile farmaceutic, enantiomeri,
N-oxizi si siruri de amoniu cuaternare ale compusului mentionat cu formula (I).

Intr-o a doua varianti de realizare, prezenta inventie se referd la o compozifie farmaceutica care
contine cel putin un compus cu formula (I).

Intr-o a treia variantd de realizare, prezenta inventie se referd la compusii cu formula (I) pentru
utilizare in medicind.

Intr-o a patra variantd de realizare, prezenta inventie se referd la compusii cu formula (I) pentru
utilizare in tratamentul infectiilor bacteriene.

De asemenea, este dezvaluitd o metodd de tratament al unei infectii bacteriene, care include
administrarea unui compus cu formula (I) la un pacient care necesiti aceasta.

Conform unui aspect preferat al prezentei inventii, Gz reprezintd N, CH sau C(CHz).

De preferinti, Rz reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, ciano, alchil (C;3) sau
NR’R", in care R’ i R" reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (C;3).

Mai preferabil, Rz reprezintd un atom de hidrogen, F, Cl, ciano, CHs, NH, sau N(CHz),.

In mod avantajos, L, reprezintd o legiturd ¢ sau -NH-.

De preferintd, R, reprezintd un atom de hidrogen, un atom de fluor, un atom de clor, OH, alchil
(Ci3)-OH, -COOR' sau -CON(R*)(R™), in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un
atom de hidrogen sau alchil (C;3).

Mai preferabil, R; reprezintd H, un atom de fluor, OH, -CH>OH, -COOC,H;s sau -CONHo..

De preferintd, R, reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (C;.3),
alcoxi (Ci.3), OCF; sau NR’R", in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de
hidrogen sau alchil (C; ).

Mai preferabil, R, reprezintd un atom de hidrogen, F, Cl, ciano, CHz, OCHs, NH, sau N(CHz),.

De preferint, Y reprezintd o grupare alchilenil (Ci4), o grupare alchilenil -NH-(Ci.4) sau o
grupare cicloalchilenil (Ca.s), gruparea mentionatd fiind optional substituitd cu o grupare hidroxi
sau o grupare amino.

Mai preferabil, Y reprezintd o grupare alchilenil (Ci.3), o grupare alchilenil -NH-(Cy3) sau o
grupare cicloalchilenil (Ca.s), gruparea mentionatd fiind optional substituitd cu o grupare hidroxi
sau o grupare amino.
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De preferintd, L reprezintd legitura o, -NH- sau alchilenil -NH-(C;.3).
Mai preferabil, L, reprezintd legitura o, -NH- sau -NH-CHo-.
De preferintd, Re reprezintd un atom de hidrogen sau un atom de halogen.
Mai preferabil, Rs reprezintd un atom de hidrogen, F sau Cl.
5 Conform unui aspect preferat al prezentei inventii, A reprezinti un inel biciclic condensat avand
una dintre urmétoarele formule:

R3 R3 R3 R3
N
- s
Q R R’ NN RN N R'
R2 R2 Ro Ro
R3 R3 R3 R3
N N
2 2
7 N\ 7 N\ 7N\ 7N\
R2 :RZ <R2
R3 R3 CN R3
/ N
N N\ N%\
/ \N / \N / \N
R2 o -

10 incare R’ reprezinti H sau alchil (C;) si R, si Rs au semnificatia explicatd mai sus.
Conform unui aspect preferat al prezentei inventii, B reprezintd o grupare condensati biciclicd sau
triciclicd avand una dintre urmatoarele formule:

R6
= N -
R, }\ R,
O O O O . O
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]

in care R¢ are semnificatia explicatd mai sus.
In prezenta descriere si in revendicdrile care urmeaz3, termenul ,,(alchil Ci.6)” inseamnd un lant
alchilic liniar sau ramificat continind de la 1 pani la 6 atomi de carbon, cum ar fi de exemplu
metil, etil, propil, izopropil, n-butil, izobutil, secbutil, tert-butil, pentil, izopentil, sec-pentil,
tertpentil, neo-pentil, 3-pentil, hexil, izohexil.
In prezenta descriere si in revendicdrile care urmeaz3, termenul ,,(alchil Ci.6)” inseamnd un lant
alchilic liniar sau ramificat continind de la 1 la 3 atomi de carbon, cum ar fi de exemplu metil, etil,
propil, izopropil.
In prezenta descriere si in revendicdrile care urmeaza, termenul ,,alchilenil (Ci6)” inseamnd un lant
alchilic liniar sau ramificat divalent continind de la 1 la 6 atomi de carbon, cum ar fi de exemplu
metilenil (-CH,-), etilenil (-CH>CHos-), propilenil (-CH>,CH»>CH>-) sau butilenil (-CH>CH,CH>CHa-
).
In prezenta descriere si in revendicdrile care urmeazd, termenul ,,cicloalchilenil (Cs.5)” inseamnd o
grupare cicloalchil divalentd continind 4 sau 5 atomi de carbon, cum ar fi ciclobutilenil si
ciclopentileni.
Anumiti compusi ai acestei inventii pot exista sub forme tautomere, iar aceastd inventie include
toate aceste forme tautomere ale acestor compusi, dacd nu se specifica altfel.
Cu exceptia cazului in care se prevede altfel, structurile prezentate in prezentul document sunt de
asemenea destinate sd includa toate formele stereochimice ale structurii; adicd, configuratiile R si
S pentru fiecare centru asimetric. Astfel, izomerii stereochimici izolati, precum si amestecurile
enantiomerice si diastereomerice ale compusilor prezenti sunt in sfera de aplicare a inventiei.
Astfel, aceastd inventie cuprinde fiecare diastereomer sau enantiomer substantial liber de alti
izomeri (> 90% si de preferintd > 95%, liber de alti stereoizomeri pe o bazi molard), precum si un
amestec de astfel de izomeri.
[zomeri optici particulari pot fi obtinuti prin rezolutia amestecurilor racemice conform procedeelor
conventionale, de exemplu, prin formarea sirurilor diastereoizomerice, prin tratarea cu un acid sau
bazd optic activd. Exemple de acizi adecvati sunt acidul tartric, diacetiltartric, dibenzoiltartric,
ditoluoiltartric si camforsulfonic si apoi separarea amestecului de diastereomeri prin cristalizare
urmati de eliberarea bazelor optic active din aceste sdruri. Un procedeu diferit pentru separarca
izomerilor optici implicd utilizarea unei coloane cromatografice chirale aleasd optim pentru a
maximiza separarea enantiomerilor. O altd metoda implica sinteza diastereomerilor covalenti prin
reactia compusilor inventiei cu un acid optic pur intr-o formd activatd sau cu un izocianat optic
pur. Diastereomerii sintetizati pot fi separati prin mijloace conventionale, cum ar fi cromatografie,
distilare, cristalizare sau sublimare si apoi hidrolizati pentru a furniza compusul enantiomeric pur.
Compusii optici activi ai inventiei pot fi obfinuti utilizind materii prime active. Acesti izomeri pot
avea forma unui acid liber, a unei baze libere, a unui ester sau a unei Sari.
Compusii acestei inventii pot exista sub formd radiomarcatd, adicd compusii mentionati pot
confine unul sau mai multi atomi care contin o0 masd atomica sau un numar de masa diferit de masa
atomicd sau numdirul de masi:se giseste in mod normal in naturd. Radioizotopii de hidrogen,
carbon, fosfor, fluor si clor includ *H, #C, 3?P, 33S, 18F gi, respectiv, **Cl. Compusii acestei inventii
care confin acei radioizotopi si/sau al{i radioizotopi ai altor atomi se afla in sfera de aplicare a
acestei inventii. Radioizotopii tritiati, adicd *H si carbon-14, adici '“C, sunt preferati in special
pentru usurinta de preparare si detectabilitate.
Compusii radiomarcati din aceastd inventie pot fi in general obtinuti prin metode bine cunoscute
specialistilor in domeniu. In mod convenabil, astfel de compusi radiomarcati pot fi obtinuti prin
efectuarea procedurilor dezvaluite in prezentul document, cu exceptia substituirii unui reactiv
radiomarcat usor disponibil cu un reactiv neradiomarcat.
Intr-o a doua varianti de realizare, prezenta inventie se referd la o compozifie farmaceutica care
contine cel putin un compus cu formula (I) astfel cum este descris mai sus, o sare a acestuia cu un
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acid sau o bazd organici sau anorganici acceptabild farmaceutic, sau un enantiomer al acestuia,
sau un N-oxid al acestuia, sau o sare de amoniu cuaternara a acestuia, si cel putin un excipient
acceptabil farmaceutic.

De preferintd, compozitia farmaceuticdi conform prezentei inventii este preparatd in forme
medicamentoase adecvate.

Exemple de forme medicamentoase adecvate sunt comprimate, capsule, tablete acoperite, granule,
solutii si siropuri pentru administrare orald; solutii, pomada si unguent pentru administrare topic;
plasturi care contin o substanti medicamentoasd pentru administrare transdermicd; supozitoare
pentru administrare rectala si solutii sterile injectabile. Alte forme medicamentoase adecvate sunt
cele cu actiune prelungitd si cele bazate pe lipozomi pentru administrare orald, injectabild sau
transdermicd. Compozitiile farmaceutice din aceasti invenfie pot fi, de asemenea, administrate
prin aerosol nazal sau prin inhalare sau livrate prin implantare (de exemplu, chirurgical), cum ar fi
cu un dispozitiv implantabil sau incorporabil ca un stent.

Alte forme medicamentoase adecvate sunt cele cu actiune prelungitd si cele bazate pe lipozomi
pentru administrare orald, injectabild sau transdermica.

Formele medicamentoase ale compozitiei farmaceutice din prezenta inventie pot fi preparate prin
tehnici care sunt cunoscute unui chimist farmaceutic si includ amestecarea, granularea,
comprimarea, dizolvarea, sterilizarea si altele asemenea.

De obicei, cantitatea de compus cu formula (I) sau de sare de amoniu cuaternard acceptabila
farmaceutic, N-oxid si sarea acestuia in compozitia farmaceutica a prezentei inventii va fi cuprinsa
intre 0,01 mg si 1500 mg, de preferintd intre 0,1 mg si 500 mg si mai preferabil intre 1 mg si 200
mg.

De obicei, cantitatea de compus cu formula (I) din compozitia farmaceutica a prezentei inventii va
fi astfel incat si asigure un nivel de administrare de la 0,001 pana la 20 mg/kg/zi. De preferinta,
nivelul de administrare este de la 0,01 pand la 7,5 mg/kg/zi, mai preferabil de la 0,1 pand la 5
mg/kg/zi si cel mai preferat de 1a 0,5 pand la 2,5 mg/kg/zi.

Dupa cum va aprecia specialistul in domeniu, pot fi necesare doze mai mici sau mai mari decit
cele mentionate mai sus. Regimurile specifice de dozare si tratament pentru orice pacient in parte
vor depinde de o varietate de factori, inclusiv de activitatea compusului specific utilizat, varsta,
greutatea corporald, starea generald de sdndtate, sexul, dicta, timpul de administrare, rata de
excretie, combinatia de medicamente, gravitatea si evolutia bolii, precum si dispozitia pacientului
la boald si concluzia medicului curant.

Comporzitiile farmaceutice din aceastd inventie pot fi administrate oral, parenteral, prin spray de
inhalare, topic, rectal, nazal, bucal, vaginal sau printr-un rezervor implantat. Termenul parenteral
astfel cum este utilizat in prezentul document include tehnici de injectie sau perfuzie subcutanata,
intracutanati, intravenoasd, intramusculard, intra-articulard, intrasinoviald, intrasternald,
intratecald, intralesionald si intracraniand.

Astfel cum s-a menfionat mai sus, in functie de natura substituentilor, compusul cu formula (I)
poate forma sdruri de aditie cu un acid sau o baza organica sau anorganic acceptabild farmaceutic.
Exemple tipice de acizi anorganici adecvati acceptabili fiziologic sunt acidul clorohidric, acidul
bromhidric, acidul sulfuric, acidul fosforic si acidul nitric.

Exemple tipice de acizi organici adecvati acceptabili fiziologic sunt acidul acetic, acidul ascorbic,
acidul benzoic, acidul citric, acidul fumaric, acidul lactic, acidul maleic, acidul metansulfonic,
acidul oxalic, acidul paratoluensulfonic, acid benzensulfonic, acidul succinic, acidul tanic si acid
tartric.

Exemple tipice de baze anorganice adecvate acceptabile fiziologic sunt hidroxizii, carbonatii si
hidratii de carbonat de amoniu, calciu, magneziu, sodiu si potasiu, de exemplu hidroxid de amoniu,
hidroxid de calciu, carbonat de magneziu, carbonat de hidrogen de sodiu si carbonat de potasiu.
Exemple tipice de baze organice adecvate acceptabile fiziologic sunt:arginina, betaina, cafeina,
colina, N,N-dibenziletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol,
etanolamina,  etilendiamina,  N-etilmorfina, = N-etilpiperina-metilglucamina,  glucamina,
glucozamina, histidina, N-(2-hidroxietil)-piperidina, N-(2-hidroxietil)pirolidina, izopropilamina,
lizina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, teobromina, trietilamina, tripropilamina
sl trometamina.

Astfel cum s-a descris in prezentul document, compozitia farmaceuticd din prezenta inventie
contine un compus al inventiei impreund cu un excipient acceptabil farmaceutic, care, astfel cum
este utilizat in prezentul document, include oricare si toti solventii, diluantii sau alte vehicule,
auxiliari de dispersie sau suspensie, agenti activi de suprafatd, agenti izotonici, agenti de ingrosare
sau de emulsionare, conservanti, lianti solizi, lubrifianti si altele asemenea, dupa cum se potriveste
formei medicamentoase particulare dorite.
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Unele exemple de materiale care pot servi in calitate de excipient acceptabil farmaceutic includ,
dar nu se limiteaza la, zaharuri precum lactoza, glucoza si zaharoza; amidonuri, cum ar fi amidon
de porumb si amidon de cartofi; celuloza si derivatii acesteia, cum ar fi carboximetilcelulozi de
sodiu, etil celuloza si acetat de celuloza; pudra tragacant; malt; gelatind; talc; excipienti, cum ar fi
untul de cacao si ceard pentru supozitoare; uleiuri, cum ar fi ulei de arahide, ulei de seminte de
bumbac, ulei de sofrinel, ulei de susan, ulei de misline, ulei de porumb si ulei de soia; glicoli, cum
ar fi propilenglicol; esteri, cum ar fi oleat de etil si laurat de etil; agar; agenti de tamponare, cum ar
fi hidroxid de magneziu si hidroxid de aluminiu; acid alginic; apa fard pirogen; solutie salind
izotonicd; solutie Ringer; alcool etilic si solufii tampon fosfat, alti lubrifian{i non-toxici
comstratibili, cum ar fi lauril sulfat de sodiu si stearat de magneziu, agenti de colorare, agenti de
eliberare, agenti de acoperire, indulcitori, aromatizanti si parfumatori, conservanti si antioxidanti.
Termenii ,,acceptabil farmaceutic” si ,,acceptabil fiziologic” sunt intentionati si defineasca, fard
nicio limitare speciald, orice material adecvat pentru obtinerea unei compozifii farmaceutice care
sa fie administratd unei fiinte vii.

Intr-o a treia variantd de realizare, prezenta inventie se referd la compusii cu formula (I) pentru
utilizare in medicind.

Intr-o a patra variantd de realizare, prezenta inventie se referd la compusii cu formula (I) pentru
utilizare in tratamentul infectiilor bacteriene.

De asemenea, este dezvaluitd o metodd de tratament al unei infectii bacteriene, care include
administrarea unui compus cu formula (I) la un pacient care necesiti aceasta.

De preferintd, infectia bacteriand mentionatd este o infectie a pielii, o infectie a mucoasei, o
infectie ginecologicd, o infectic a tractului respirator (ITR), o infectie a SNC, o infectie
gastrointestinald, o infectie osoasd, o infectie cardiovasculard, o infectie cu transmitere sexuald sau
o infectie a tractului urinar.

Mai particular, infectia bacteriand mentionata este o exacerbare acutd a bronsitei cronice (EABC),
un mediu de otitd acuti, sinuzitd acutd, infectiec cauzati de bacterii rezistente la medicamente,
sepsis legat de cateter, sancroid, clamidie, pneumonie dobanditd in comunitate (PDC), infectie
complicatd a pielii si a structurii pielii, infectic necomplicatd a pielii si a structurii pielii,
endocarditd, neutropenie febrild, cervicitd gonococica, uretritd gonococald, pneumonie dobandita
in spital (PDS), osteomielitd, sepsis, sifilis, pneumonie asociatd ventilatorului, infectii intra-
abdominale, gonoree, meningitd, tetanos sau tuberculoza.

Chiar mai mult, infectia bacteriand mentionatd poate fi o aterosclerozi sau o boald cardiovasculara
legatd de infectia cu Helicobacter pylori sau Chlamydia pneumoniae; infectii ale sangelui si
tesuturilor, inclusiv endocarditd si osteomielitd, cauzate de S. aureus, S. haemolyticus, E. faecalis,
E. faecium, E. durans, inclusiv tulpini rezistente la agenti antibacterieni cunoscuti, cum ar fi, dar
nelimitati la, beta-lactame, vancomicind, aminoglicozide, chinolone, cloroamfenicol, tetracicline si
macrolide; brongitd; sepsis legat de cateter, sancroid; infectie cu Chlamydia pneumoniac;
pneumonie dobanditd in comunitate; complex Mycobacterium avium diseminat (CMAD) legat de
infectia cu Mycobacterium avium sau Mycobacterium intracellulare; endocarditd; neutropenie
febrild; gangrend gazoasd legatd de infectia cu Clostridium perfringens sau Bacteroides spp;
infectie gastroenteritd; glomerulonefritd legata de infectia cu Streptococcus pyogenes, streptococi
din grupele C si G, Corynebacterium diphtheriac sau Actinobacillus haemolyticum; cervicitd
gonococicd; uretritd gonococicd; infectie ginecologicd;, pneumonie dobinditd in spital (PDS);
infectie cauzatd de bacterii rezistente la medicamente; infectii cauzate de Mycobacterium
tuberculosis, M. leprae, M. paratuberculosis, M. kansasii sau M. chelonei; protozoare intestinale
legate de infectia cu Cryptosporidium spp; boala Lyme legata de infectia cu Borrelia burgdorferi;
conjunctivitd, cheratitd si dacrocititd legatd de infectia cu Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, S. aureus, S. pneumoniae, S. pyogenes, H. injluenzae sau Listeria spp.; mastoidita
legata de infectia cu Streptococcus pneumoniae, Haemophilus injluenzae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, S. epidermidis, S.
haemolyticus sau Peptostreptococcus spp.; infectie odontogend legatd de infectia cu streptococi
viridani; osteomielitd; otitd medie; tuse persistentd legatd de infectia cu Bordetella pertussis;
faringita; febrd puerperald legatd de infectia cu Staphylococcus aureus, stafilococi coagulazo-
negativi Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, grupe de streptococi C-F (colonie mici
de streptococi), streptococi viridans Corynebacterium minutissimum, Clostridium spp. sau
Bartonella henselae; infectii ale tractului respirator legate de infectia cu Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus injluenzae sau Chlamydia
pneumoniae; febrad reumaticd; sepsis; boli cu transmitere sexuald legate de infectia de Chlamydia
trachomatis, Haemophilus ducreyi, Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum sau Neiseria
gonorrhoeae; sinuzitd; sifilis; sindroame febrile sistemice legate de infectia cu Borrelia recurrentis;
amigdalitd; boli de toxine legate de infectia cu S. aureus (intoxicatii alimentare si sindrom de soc
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toxic) sau streptococi din grupele A, B si C; ulcere legate de infectia cu Helicobacter pylori;
infectii acute necomplicate ale tractului urinar legate de infectia cu specii de stafilococ coagulazo-
negativ Staphylococcus aureus sau Enterococcus spp; infectii si abcese necomplicate ale pielii si
tesuturilor moi; uretritd si cervicitd; infectii ale tractului urinar; infectii ale sistemului nervos
central; infectii legate de dispozitiv cauzate de stafilococi; infectie musculo-scheletici cauzatd de
stafilococi; E. coli producitoare de toxine Shiga; Haemophilus influenzae (boald invaziva);
legionelozd; psitacozd/ornitozd clamydia psittaci; salmonelozid cauzati de salmonella spp;
dizenterie bacterind cuzata de shigella spp; sindrom de soc streptococic toxic; sindrom de soc toxic
stafilococic; si febrd tifoidd cauzatd de Salmonella typhi.

Infectia bacteriand poate fi o infectie provocatd de Acinetobacter spp, Bacteroides spp,
Burkholderia spp, Campylobacter spp, Chlamydia spp, Chlamydophila spp, Clostridium spp,
Enterobacter spp, Enterococcus spp, Escherichia spp, Gardnerella spper, Haemophilus spp,
Helicobacter spp, Klebsiella spp, Legionella spp, Moraxella spp, Morganella spp, Mycoplasma
spp, Neisseria spp, Peptostreptococcus spp, Proteus spp, Pseudomonas spp, Salmonella spp,
Serratia spp, Staphylococcus spp, Streptoccocus spp, Stenotrophomonas spp, Ureaplasma spp,
aaerobi, anaerobi obligatori, anaerobi facultativi, bacterii gram-pozitive, bacterii gram-negative,
bacterii gram-variabile si agenti stratogeni respiratori atipici.

Mai particular, infectia bacteriani poate fi o infectie provocatd de Acinetobacter baumanii,
Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter junii, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter Iwoffi,
Bacteroides bivius, Bacteroides fragilis, Burkholderia cepacia, Campylobacter jejuni, Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia urealyticus, Chlamydophila pneumoniae, Clostridium difficile,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus influenzae,
Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus
rezistent la meticilind, Staphylococcus aureus sensibil la meticilind, Moraxella catarrhalis,
Morganella morganii, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus
pneumoniae rezistent la penicilind, Streptococcus pneumoniae sensibil la peniciling,
Peptostreptococcus  magnus, Peptostreptococcus  micros, Peptostreptococcus — anaerobius,
Peptostreptococcus asaccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus tetradius,
Peptostreptococcus vaginalis, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
rezistent la chinolond, Staphylococcus epidermis rezistent la chinolond, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Stenotrophomonas maltofilia,
Ureaplasma urealyticum, Enterococcus faecium rezistent la vancomicind, Enterococcus faecalis
rezistent la vancomicind, Staphylococcus aurcus rezistent la vancomicind si Staphylococcus
epidermis rezistent la vancomicind.

Exemple de compusi conform prezentei inventii sunt furnizate in Tabelul 1 care urmeaza mai jos,
in care compusii marcati cu un asterisc nu fac parte din inventie.

Tabelul 1
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Compusii de mai sus pot fi obtinuti astfel cum este explicat in exemplele de sinteza de mai jos.

Specialistul in domeniu are o literaturd bine-stabiliti de transformdiri heterociclice si alte
transformari chimice relevante, tehnologii de recuperare si de purificare, pe care poate si le
foloseascd, in combinatie cu informatiile continute in exemplele care urmeaza, pentru indrumari
privind strategiile de sintezd, grupdrile protectoare si alte materiale si metode utile pentru sinteza,
recuperarea §i caracterizarea compusilor din aceastd inventie, inclusiv a compusilor care confin
diferite alegeri pentru A L, B, L,, Y, Ls si C. Pot fi utilizate diverse abordari sintetice. pentru a
produce compusii descrisi in prezentul document, inclusiv acele aborddri descrise schematic mai
jos. Specialistul in domeniu va aprecia cd grupuri protectore pot fi utilizate in aceste abordari.
»Grupurile protectoare” sunt fragmente utilizate pentru a bloca temporar reactia chimic3 la un situs
potential reactiv (de exemplu, o amind, hidroxi, tiol, aldehida etc.), astfel incat o reactie poate fi
efectuati selectiv la un alt situs intr-un compus multifunctional. In variantele de realizare preferate,
o grupare protectoare reactioneaza selectiv cu un randament bun pentru a obtine un substrat
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protejat care este potrivit pentru reactiile planificate; gruparea protectoare ar trebui si fie detasabil
selectivd, cu un randament bun, prin reactivii disponibili, de preferintd netoxici, care nu atacd in
mod necorespunzitor celelalte grupdri functionale prezente; gruparea protectoare formeazd de
preferintd un derivat usor separabil (mai preferabil fird generarea de noi centre stereogene); iar
gruparea protectoare are, de preferintd, un minim de functionalitate suplimentard pentru a evita
complicatia altor situsuri de reactie. Sunt cunoscute in domeniu o mare varietate de strategii si
grupdri protectoare, reactivi si conditii pentru utilizarea si indepirtarea acestora.

De asemenea, se pot alege reactivi imbogifiti pentru un izotop dorit, de ex. tritiu in locul
hidrogenului, pentru a crea compusi din aceastd inventie care confin astfel de izotopi. Compusii
care contin tritiu in loc de hidrogen intr-una sau mai multe locatii sau contin diferiti izotopi de C,
N, P si O, sunt cuprinsi de aceastd inventiec si pot fi utilizati, de exemplu, pentru studiul
metabolismului si/sau distributiei in {esuturi a compusilor. sau pentru a modifica rata sau calea
metabolismului sau a altor aspecte ale functiondrii biologice.

Compusii conform prezentei inventii pot fi sintetizati cu utilizarea metodelor descrise mai jos,
impreund cu metodele de sintezd cunoscute in domeniul chimiei organice sintetice sau printr-o
variafie a acestora, astfel cum este apreciat de specialistii in domeniu. Metodele preferate includ,
dar nu sunt limitate la cele descrise mai jos. Reactiile sunt efectuate intr-un solvent adecvat
reactivilor si materialelor utilizate si adecvate pentru transformarea care se realizeazd. Specialistii
in domeniul sintezei organice vor intelege ca functionalitatea prezentd pe moleculd ar trebui si fie
in concordantd cu transformdrile propuse. Acest lucru va necesita uneori o analizd pentru a
modifica ordinea etapelor de sintezd sau pentru a selecta o schema de procedeu particulard fati de
alta pentru a obtine un compus dorit al inventiei. Un compus al prezentei inventii poate fi obtinut
astfel cum este descris in cdile de sintezd descrise in continuare si prin metode standard cunoscute
specialistilor in domeniu.

EXEMPLE

Lista abrevierilor utilizate in cdile de sinteza descrise in continuare:
Boc: tert-butil carbamat

cHex: ciclohexan

VC: volumul coloanei

DBU: 1,5-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-5-ena
DCM: diclormetan

DIPEA: N, N-diizopropiletilamini

DME: 1,2-dimetoxietan

DMF: N,N- dimetilformamida

Et;O: eter dietilic

EtOAc: acetat de etil

SM: spectroscopic de masi

TEA: trietilamina

TFA: acid trifluoroacetic

THF: tetrahidrofuran

Pd/C: paladiu pe cirbune activat

Pd(OH),/C: hidroxid de paladiu pe cirbune activat
t.c. temperatura camerei

UPLC: Cromatografie lichida ultra-performantd

Obtinerea compusilor 27, 29 si 40 (nu face parte din inventie)
Compusii 27, 29 si 40 au fost obtinuti astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sintezd A.
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Etapa 1

4-Hidroxicumarind A0 (1g) s-a dizolvat in DCM (30 mL) cu trietilamind (1,72 mL) si anhidridd
trifluorometansulfonica (1,25 mL) s-a addugat in picaturi la -10°C in DCM si solutia s-a ldsat sub
agitare la -10°C pentru 2 ore. Solutia brund rosiatica rezultatd, incalzitd la temperatura camerel, s-a
diluat cu ciclohexan/eter dietilic1/1 si s-a filtrat printr-un strat de silicagel utilizand ciclohexan/eter
dietilic 1/1. Solventul s-a indepdrtat in vid pentru a obfine 2-oxo-2H-cromen-4-il-
trifluorometansulfonat, compusul intermediar Al (1,76 g, Y = 97%). CL-SM (M-H*): 295,0

Etapa 2

Trietilamind (1 mL) in acetonitril (2 mL) s-a adiugat prin picurare la o solutic agitatd a
compusului intermediar Al (1,76 g) si 1-Boc-4-aminopiperidind (1,2 g) in acetonitril uscat (20
mL). Dupa terminarea adaugdrii, solufia s-a incalzit la reflux timp de 2 ore. Amestecul de reactie s-
a ricit pand la temperatura camerei, s-a diluat cuo DCM si s-a spdlat cu NaHCO; saturat si apa.
Apoi faza organici s-a separat, s-a uscatd pe sulfat de sodiu si s-a evaporat in vid. Materialul brut
s-a purificat prin triturare cu metanol pentru a obtine ferf-butil 4-[(2-oxo-2H-cromen4-il)amino]pi-
peridin-1-carboxilat, compusul intermediar A2 (1,51 g, Y =73%) . CL-SM (M-H*): 345,2

Etapa 3

Compusul intermediar A2 (1 g) s-a dizolvat in DCM (10 mL), TFA (3 mL) s-a adiugat in picaturi
la 0°C si solutia s-a lasat sub agitare timp de 2 ore. Solutia s-a concentrat apoi in vid, s-a spalat cu
toluen si eter dietilic pentru a obtine sarea acidului trifluoroacetic al compusului intermediar A3 4-
(piperidin-4-ilamino)-2H-cromen-2-ona (1,2 g, Y = cant. ). CL-SM (M-H"): 245,1

Etapa 4

Compusul intermediar A3 (50 mg) si carbonat de potasiu (38,7 mg) s-au amestecat in DMF (2
mL). 3-Bromoprop-1-in (20,8 mg) s-a adiugat ulterior la temperatura camerei si reactia s-a 1asat
sub agitare peste noapte. Suspensia s-a filtrat si filtratul s-a concentrat. Reziduul s-a purificat prin
coloand Si, eludnd cu EtOAc la EtOAc/Metanol 8:2 pentru a obtine A4 4-{[1(prop-2-in-1-
il)piperidin-4-ilJamino}-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar (25,6 mg, Y = 76%). CL-SM
(M-H"): 283,1

Etapa 5
Compusul intermediar A4 (50 mg, 1 echiv.), compusul halogen-heteroaromatic dorit B-hal (1,1
echiv.) reprezentat in tabelul de mai jos si iodurd de cupru (Cul, 3,42 mg, 0,1 echiv.) s-au dizolvat
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in DMF (1 mL). S-a addugat DIPEA (0,125 mL, 4 echiv.). Amestecul s-a degazat prin aplicarea
alternativa de vid si azot, apoi s-a addugat diclorurd de bis(trifenilfosfind)paladiu (IT) (12,6 mg, 0,1
echiv.) si amestecul s-a incalzit la 60°C. Dupd 3 ore, cand reactia s-a finisat, s-a addugat ap3 si
amestecul s-a extras cu acetat de etil. Faza organica s-a spilat cu solutie de sdruri, s-a uscati pe
Na>SO4, s-a filtrat si s-a concentrat in vid pentru a obtine material brut. Dupa purificare prin
coloand Si eludnd cu EtOAc la EtOAc/Metanol 8:2 s-au obtinut compusii intermediari A5
corespunzatori, descrisi in tabelul de mai jos:

Tabel

Compusul B-hal Intermediarul AS CL-SM

nr.

27 Nﬂ 4-({1-[3-(1,3-benzoxazol-4-il)prop-2-in-1- CL-SM (M-H"): 400,1

il]piperidin-4-il }amino)-2H-cromen-2-ond
Br O

29 4-({1-[3-(izochinolin-1-il)prop-2-in-1- CL-SM (M-H"): 410,3
il]piperidin-4-il }amino)-2H-cromen-2-ond
Ol A
N =

40 QO | 7-(3-{4-[(2-0x0-2H-cromen-4- CL-SM (M-H"): 414,1

i)amino]piperidin-1il } prop-1-in-1-il)-1,3-
NH dihidro-2H-indol-2-ona
i
Etapa 6

Fiecare dintre compusii intermediari A5 de mai sus (0,09 mmoli, 1 echiv.) s-au plasat in EtOAc (5
mL). La fiecare solutie s-a addugat Pd/C 10% (0,05 echiv.) si amestecul s-a agitat sub hidrogen
(3,5 atm) la temperatura camerei. Dupd 3 ore s-a addugat DCM, apoi amestecul s-a filtrat si s-a
concentrat in vid pentru a obtine materialul brut, care s-a purificat prin coloand Si eludAnd cu DCM
la DCM/Metanol 8:2 pentru a obtine compusul corespunzitor A6, descris mai jos:

Compusul | Denumirea [UPAC A6 CL-SM

nr.

27 4-({1-[3-(1,3-benzoxazol-4-il)propil |piperidin-4- CL-SM (M-H"): 404,2
il }amino)-2H-cromen-2-ond

29 4-({1-[3-(izochinolin-1-il)propil]piperidin-4-il }amino)- CL-SM (M-H"): 414,1
2H-cromen-2-oni

40 7-(3-{4-[(2-0x0-2H-cromen-4-il)amino]piperidin-1- CL-SM (M-H"): 418,1
il }propil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ond

Compusul 29 s-a dizolvat in DCM. HCI 1M in eter dietilic s-a addugat in picaturi la 0°C si
solutiile s-au lasat sub agitare timp de 2 ore. Fiecare solutie s-a concentrat apoi in vid pentru a
obtine, dupd triturarea din eter dietilic, compusul final sub formd de sare clorhidrat:

Compusul nr. | Denumirea [UPAC

29 Clorhidrat de 4-({1-[3-(izochinolin-1- | CL-SM (M-H"): 414,1
il)propil]piperidin-4-il Jamino) -2H-cromen-2-ond
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Compusul 29: 'H RMN (400 MHz, DMSO-d) & 10,62 (br. s., 1H), 8,62 (br. s., 1H), 8,55 (d, J =
6,3Hz, 1H), 8,21 (d, J = 8,5Hz, 3H), 8,09 (br. s., 1H), 7,95 (br. s., 1H), 7,64-7,56 (m, 1H), 7,49 (br.
s., 1H), 7,35-7,26 (m, 2H), 5,36 (s, 1H), 3,82 (br. s., 2H), 3,75-3,41 (m, 4H), 3,26 (br. s., 2H), 3,12
(br. s., 2H) ), 2,40-2,25 (m, 2H), 2,20-1,94 (m, 4H)

Compusul 40: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,67 (br. s., 1H), 7,59-7,51 (m, 2H), 7,35 (d, T =
7,8 Hz, 1H), 7,30 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,05-7,00 (m, 1H), 6,96 (t, J = 7,3
Hz, 1H), 5,47-5,32 (m, 2H), 3,63-3,52 (m, 3H), 3,07 (d, J = 11,0 Hz, 2H), 2,64 (1, J = 5,9 Hz, 2H),
2,35 (1, J = 5,9 Hz, 2H), 2,31-2,13 (m, 4H), 2,06 1,93 (m, 2H), 1,87 (td, T = 6,1, 12,1 Hz, 2H)

Obtinerea compusului 46 (nu face parte din inventie)
Compusul 46 a fost obtinut astfel cum este descris in prezentul document mai jos, urmand calea de
sinteza B.

NHBoc NH,
H
N
Gl Etapa la [ j Etapa 2 N Etapa 3 N 5
) I (N O B
= =N SN
BO0a = =
B1a
B2
Etapa 4
10
(N NH
N
| N7
N |
Z s
Compusul 46 O/

Etapa 1a

2-Cloroizochinol BOa (3 g) s-a dizolvat in CH3CN (150 mL) cu piperazind (23,7 g) si carbonat de
potasiu (3,8 g) si solutia s-a incdlzit la reflux timp de 48 de ore. Solufia s-a concentrat, s-a diluat cu
DCM si s-a spdlat cu NaHCOs saturat si solutie de sdruri. Apoi faza organici s-a separat, s-a uscat
cu sulfat de sodiu si s-a evaporat in vid pentru a obtine 1-(piperazin-1-il)izochinolind, compusul
intermediar Bla (3,9 g, Y = 94%). CL-SM (M-H"): 214,1

Etapa 1b



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3233827 T2 2020.11.30

26

HO H
Etapa Ib 0O

_'.

NHBoc

BOb B1b

La o solutie de 3-(Boc-amino)-1-propanol cu formula BOb (3,9 mL) in DCM (140 mL) s-a addugat
periodinan Dess-Martin (12,4 g) si amestecul rezultat s-a agitat la temperatura camerei timp de 2
ore. Amestecul s-a diluat apoi cu eter dietilic si s-a spdlat cu o solufie apoasd 1M de Na»S,0s si
NaHCO; saturat. Apoi faza organica s-a separat, s-a uscat cu sulfat de sodiu si s-a evaporata in vid
pentru a obfine B1b ferf-butil (3-oxopropil)carbamat, compusul intermediar (3,9 g, Y = cant.). CL-
SM (M-H"): 174,0

Etapa 2

Compusul intermediar Bla (4 g) s-a dizolvat in DCM (75 mL) si compusul intermediar B1b (4,9
g) si cinci picdturi de acid acetic s-au addugat ulterior 1a temperatura camerei. Dupd zece minute s-
a addugat de asemenea triacetoxiborohidrurd de sodiu (6 g) si solutia s-a 1isat sub agitare peste
noapte. Solutia s-a diluat cu DCM si s-a spdlat cu 1M de hidroxid de sodiu, s-a uscat cu sulfat de
sodiu, s-a filtrat si s-a evaporat in vid.

Materialul brut s-a purificat mai intii cu o coloand Si, eludnd cu acetat de etil si apoi o altd coloani
Si eluand cu DCM/acetat de etil/MeOH 7/2,5/0,5, pentru a obtine terf-butil-{3-[4-( izochinolin-1-
il)piperazin-1-il]propil }carbamat, compusul intermediar B2 (3,5 g, Y = 50%). CL-SM (M-H") =
371,2

Etapa 3

Compusul intermediar B2 (3,5 g) s-a dizolvat in DCM (25 mL), s-a addugat TFA (10 mL) in
picdturi la 0°C si solutia s-a ldsat sub agitare timp de 2 ore. Solutia s-a concentrati in vid, s-a
spdlat cu toluen si eter dietilic pentru a obtine compusul intermediar B3, 3-[4-(izochinolin-1-
il)piperazin-1-il]propan-1-amind sub formd de sare TFA (6,35 g, Y = 93%). CL-SM (M-H") =
271,2

Etapa 4

Compusul intermediar B3 sub forma de sare TFA (1,3 g) s-a dizolvat in DCM (12 mL) si TEA (1
mL), o piciturd de acid acetic si[1,3]oxatiolo[5,4-c]piridin-6-carbaldehidd (150 mg), obtinuti
astfel cum este descris in Preparation of naphthyridine derivatives as antibacterial agents; Miller,
William Henry; Rouse, Meagan B.; Seefeld, Mark Andrew, PCT Int. Appl., 2006014580, 09 Feb
2006), s-au adiugat ulterior la temperatura camerei. Dupd zece minute s-a addugat
triacetoxiborohidrurd de sodiu (382 mg) si solutia s-a ldsat sub agitare peste noapte. Solutia s-a
diluat cu DCM si s-a spdlat cu solutie de sdruri, s-a uscat cu sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a
evaporat in vid. Materialul brut s-a purificat mai intii prin coloand Si (NH), eluind cu acetat de etil
la acetat de etil/MeOH 9:1, apoi prin coloand Si eludnd cu DCM la DCM/MeOH 7:3 pentru a
obtine compusul dorit 46, 3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]-N-([1,3]oxatiol-[5,4-c]piridin-6-
ilmetil)propan-1-amini (290 mg, Y = 28%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 5 8,15 (d, J = 5,8 Hz,
1H), 8,10 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,61 (ddd, /= 1,3, 7,0, §,1
Hz, 1H), 7,51 (ddd, J = 1,3, 7,0, 8,3 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,22 ( s, 1H), 5,74 (s, 2H),

NHBoc
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5,31 (s, 1H), 3,83 (s, 2H), 3,55-3,38 (m, 4H), 2,82-2,68 (m, 6H), 2,56 (t, / = 7,3 Hz, 2H), 1,81
(quin, J =7,1Hz, 2H)

Obtinerea compugilor 44, 51, 52, 56, 62, 66, 67, 69, 72, 73, 79, 80, 88, 91, 95, 98, 108 si 124 si
86 (nu face parte din inventie)

Compusii 44, 51, 52, 56, 62, 66, 67, 69, 72, 73, 79, 80, 86, 88, 91, 95, 98, 108 si 124 au fost
obtinuti astfel cum este descris mai jos, urmind calea de sinteza C.

™ =
R E.Lapa 1 N Etapa 2 = Etapa 3 /N
Cl N N
Cl

Gy

co ct [“,'j [:j

OH ©—S0 CF3 Alpas?
=
X Etapa 5
+ AN
—l- Cl
o N
Etapa 6 [ ] C4
N
N
(‘ \—\ ,» Cl

Compusul 51 g

2

Procedeul de sinteza utilizat pentru obtinerea compusului 51
Etapa 1

Un amestec de 1,7-dicloroizochinolind CO (350 mg), K>COs (390 mg) si ferf-butil piperazin-1-
carboxilat (700 mg) s-au pus impreund intr-un balon si s-au efectuat trei cicluri de vid/N,. S-a
addugat DMSO (10 mL) si suspensia s-a incdlzit 1a 120°C si s-a agitat timp de 5,5 ore. Reactia s-a
ldsat apoi s se rdceascd, s-a diluat cu apa si s-a extras cu EtOAc. Faza organici s-a separat si s-a
spdlat cu solutie de sdruri, s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub presiune redusd pentru a
obtine materialul brut sub forma de ulei maro. S-a purificat prin cartus SNAP 50g Si, eluand
amestecul cHex/EtOAc (10/0, 2 VC - de 1a 10/0 1a 7/3, 8 VC - 7/3, 2 VC), pentru a obtine o guma
lipicioasd incolord, compusul intermediar C1 terf-butil 4-(7-cloroizochinolin-1-il)piperazin-1-
carboxilat. (Y = 73%). CL-SM (M-H") = 348,3

Etapa 2

TFA (1 mL) s-a adaugat 1a o solutie de compus intermediar C1 (480 mg) in diclormetan (3 mL) la
temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 60 de minute. Reactia s-a evaporat sub
presiune redusd. Reziduul s-a dizolvat de doud ori in diclormetan (10 mL) si s-a evaporat sub
presiune redusd, apoi reziduul s-a dizolvat in MeOH (4 mL) si sa incdrcat pe un cartus SCX
preconditionat (5 g). SCX s-a eluat cu MeOH si apoi o solutiec 2M de amoniac in metanol. Fractiile
bazice s-au evaporat sub presiune redusd pentru a furniza 330 mg de ulei gros incolor, compusul
intermediar C2 7-cloro-1-(piperazin-1-il)izochinolind. (Y = cant.). CL-SM (M-H*) = 248,2

Etapa 3

)
\

NH—Boc
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Un amestec de compus intermediar C2 (325 mg), ferf-butil N-(3-bromopropil)carbamat (297 mg),
iodurd de potasiu (109 mg) si carbonat de potasiu (362 mg) in DMF (4 mL) s-a agitat peste noapte
la temperatura camerei. Reactia s-a impdrtitd intre EtOAc (50 mL) si solutie de sdruri semisaturati
(50 mL). Faza organicd s-a separat, apoi s-a spdlat cu solufie de sdruri semisaturatd (50 mL) si
solutie de sdruri (50 mL), s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub presiune redusi. Reziduul
s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 25) eluand cu un gradient de 50-100% din amestecul A in
ciclohexan, in care A este EtOAc/MeOH (97:3) pentru a furniza 465 mg de gumd lipicioasa
incolord, compusul intermediar C3 ferf-butil N-{3-[4-(7-cloroizochinolin-1-il)piperazin-1-
il]propil }carbamat (Y = 92%). CL-SM (M-H") = 405,4

Etapa 4

TFA (2 mL) s-a adaugat 1a o solutie de compus intermediar C3 (462 mg) in diclormetan (6 mL) la
temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 60 de minute. Substantele volatile s-au
evaporat sub presiune redusd. Reziduul s-a dizolvat de doud ori in diclormetan (10 mL) si s-a
evaporat sub presiune redusd, apoi reziduul s-a dizolvat in MeOH (4 mL) si s-a Incircat pe un
cartus SCX preconditionat (5 g). SCX s-a eluat cu MeOH si apoi o solutie 2M de amoniac in
metanol. Fractiile bazice s-au evaporat sub presiune redusd pentru a furniza 336 mg de gumi
galbend, compusul intermediar C4 3-[4-(7-cloroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]Jpropan-1-amind (Y
=96% ). CL-SM (M-H") = 305,3

Etapa 5

O solutie de anhidridd trifluorometansulfonica (2,5 mL) in diclormetan (10 mL) s-a adiugat in
picdturi la o solutie agitatd de compus intermediar C5 4-hidroxi-2H-cromen-2-ond (2,00 g) si
trietilamind (3,44 mL) in diclormetan (60 mL) la-10°C. Reactia s-a agitat la -10°C timp de 2 ore,
apoi s-a ldsat sd se Incdlzeasca pand la 0°C si s-a diluat cu ciclohexan/eter dietilic (3:1, 100 mL).
Amestecul s-a filtrat pe un dop de silicagel si s-a spdlat cu ciclohexan/eter dietilic suplimentar
(3:1). Spdlaturile care contin produsul dorit s-au evaporat sub presiune redusa pentru a furniza 3,80
g de solid maro, compusul intermediar 2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat C6 (Y =
97%). CL-SM (M-H") = 295,1

Etapa 6

O solutie de compus intermediar C4 (114 mg), trietilamind (70 microL) si compus intermediar C6
(100 mg) in acetonitril (4 mL) s-a incdlzit la 70°C timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a
concentrat sub presiune redusa si reziduul s-a impartit intre diclormetan (15 mL) si un amestec de
solutie de saruri/bicarbonat de sodiu (1:1, 15 mL). Amestecul s-a filtrat printr-o fritd hidrofoba
(separator de fazd);i s-a spdlat cu diclormetan (10 mL). Faza organicd s-a evaporat sub presiune
redusd si reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (2 x SNAP 10 in serie) eluand cu un gradient de
10-100% A in ciclohexan, in care A este MeOH/EtOAc (20:80), pentru a obtine 63 mg de 4-({3-
[4-(7-cloroizochinolin- 1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond (Compusul 51) sub
forma unei spume albe.

4-({3-[4-(7-Cloroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond (Compusul 51)
(60 mg) s-a dizolvat in diclormetan (3 mL) si s-a tratat cu solutie de HC1 1M 1n eter dietilic (0,35
mL) provocand precipitatie.

Amestecul rezultat s-a evaporat sub presiune redusi si reziduul s-a triturat cu eter dietilic.
Substantele solide s-au uscat pentru a obtine 69 mg de un solid alb murdar, clorhidrat de 4-({3-[4-
(7-cloroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond ( Y = 35%). CL-SM (M-
H*) = 4493

Compusii 44, 52, 56, 66, 67, 72, 88, 91, 95, 98 si 108 au fost obtinuti in mod similar prin
inlocuirea 1,7-dicloroizochinolinei (CO) din Etapa 1 cu urmdtorii compusi, respectiv.

Compusul | Intermediarul C0 CL-SM compusului final
44 1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 415,2
52 7-ciano-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H,,) = 440,3
56 3-metil-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 4294
66 1,3-dicloroizochinolini CL-SM (M-H") = 449,3
67 7-fluoro-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 433,3
72 7-metil-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 4294
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73 3-metoxi-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H*) = 4454
88 7-metoxi-1-cloroizochinolind CL-SM (M-H*) = 4454
91 3-fluoro-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 433,3
95 3-cian-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H*) = 440,3
98 7-dimetilamino-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 458,4
108 8-metil-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 4294

Compusul 44: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,07 (br. s., 1H), 8,19 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,15
(d, J=8,3 Hz, 1H), 8,08 ( d, J = 6,0 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,95 (t, ] = 5,5 Hz, 1H),
7,85 (t, 1 =7,5 Hz, 1H), 7,73-7,67 (m, 1H), 7,63-7,58 (m, 1H), 7,57 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,39-7,28
(m, 2H), 5,27 (s, 1H), 4,23 (br. s., 2H ), 4,00 (d, J = 13,3 Hz, 2H), 3,65 (d, J = 10,5 Hz, 4H), 3,50-
3,34 (m, 4H), 3,30 (td, J = 4,8, 9,4 Hz, 2H), 2,14 (quin, J = 7,3Hz, 2H)

Compusul 51: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,72 (br. s., 1H), 8,18 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 8,15-
8,09 ( m, 2H), 8,01 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,89 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 7,79 (dd, J = 1,9, 8,7 Hz, 1H),
7,63-7,57 (m, 1H ), 7,55 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 7,38 7,28 (m, 2H), 5,78 (br. s., 1H), 5,27 (s, 1H),
3,90-3,75 (m, 2H), 3,62 ( d, J = 10,0 Hz, 2H), 3,53-3,34 (m, 6H), 3,33-3,22 (m, 2H), 2,14 (quin, J
= 7,0 Hz, 2H)

Compusul 52: 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) 5 10,73 (br. s., 1H), 8,65 (s, 1H), 8,30 (d, ] = 5,8
Hz, 1H), §8,16-8,07 (m, 2H), 8,03 (dd, I = 1,5, 8,5Hz, 1H), 7,89 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 7,69-7,52 (m,
2H), 7,41-7,25 (m, 2H), 5,28 (s, 1H), 4,75 (br. s., 1H), 3,89 (d, J = 11,5 Hz, 2H), 3,62 (d, ] =9,3
Hz, 2H), 3,55-3,36 (m, 6H), 3,35-3,17 (m, 2H), 2,14 (quin, J = 7,0 Hz, 2H)

Compusul 56: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,06 (br. s., 2H), 8,08 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,83
(d, J=7,8 Hz, 2H), 7,70 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 7,66-7,60 (m, 1H), 7,59-7,50 (m, 1H), 7,41-7,27 (m,
3H), 5,31 (s, 1H), 3,88 (d, J = 11,0 Hz, 2H), 3,75-3,17 (m, 13H), 2,21-2,02 (m, 2H)

Compusul 72: '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 (CLOROFORM-d) 8,14 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 7,93
(br. s., 2H), 7,84 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,55-7,44 (m, 2H) , 7,34-7,28 (m, 3H), 5,25 (s,
1H), 3,70 (br. s., 4H), 3,49 (br. s., 2H), 3,04 (br. s., 4H), 2,92 (br .s., 2H), 2,59-2,49 (m, 3H), 2,18-
2,04 (m, 2H)

Compusul 73: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,07 (br. s., 1H), 8,17 (d, I = 5,8 Hz, 1H), 7,97
(br. s., 2H), 7,76 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 7,59 (br. s., 2H), 7,32 (br. s., 2H) ), 6,77 (br. s., 1H), 5,26 (br.
s., 1H), 3,90 (br. s., 6H), 3,70-3,05 (m, 10H), 2,15 (br. s., 2H)

Compusul 88: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,07 (br. s., 1H), 8,16 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 8,00
(d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,97-7,89 (m, 2H), 7,65-7,56 (m, 1H), 7,56-7,45 (m, 2H), 7,40-7,27 (m, 3H),
5,27 (s, 1H), 4,64 (br. s., 1H), 4,03-3,84 (m, SH), 3,73-3,52 (m, 4H), 3,50-3,35 (m, 4H), 3,30 (br.
s., 2H), 2,16 (quin, J = 7,2 Hz, 2H)

Compusul 91: 'H RMN (400 MHz, DMSO-d) 5 10,52 (br. S ., 1H), 8,14-8,07 (m, 2H), 7,93 (d, J
= 8,3 Hz, 1H), 7,86 (t, ] = 5,5 Hz, 1H), 7,74 (t, ] = 7,5 Hz, 1H), 7,64-7,58 (m, 1H), 7,58-7,52 (m,
1H), 7,40-7,28 (m, 2H), 7,15 (s, 1H), 5,28 (s, 1H), 3,96 (d, J = 13,3 Hz, 2H), 3,68 (br. s., 1H), 3,63
(d, J=11,5 Hz, 2H), 3,52-3,24 (m, 8H), 2,17-2,04 (m, 2H)

Compusul 95: '"H RMN (400 MHz , DMSO-ds) & 10,57 (br.s., 1H), 824 (s, 1H), 821 (d, J =
8,3Hz, 1H), 8,09 (dd, J = 8,0, 13,1 Hz, 2H), 7,94-7,88 (m, 1H), 7,88-7,80 (m, 2H), 7,65-7,57 (m,
1H), 7,38-7,28 (m, 2H), 5,28 (s, 1H), 3,98 (d, J = 13,3 Hz, 2H), 3,63 (d, J = 11,0 Hz, 2H), 3,55-
3,45 (m, 2H), 3,44-3,24 (m, 6H), 2,12 (quin, J = 7,1 Hz, 2H)

Compusul 98: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 11,12 (br. s., 1H), 8,14 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,93
(d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,68-7,49 (m, 3H) , 7,38-7,27 (m, 2H), 6,96 (br. s.,
1H), 5,28 (s, 1H), 4,69-3,86 (m, 6H), 3,69 (d, J = 12,3 Hz, 2H), 3,52 - 3,35 (m, 4H), 3,30 (br. s,
2H), 3,11 (s, 6H), 2,23-2,08 (m, 2H)

Compusul 108: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1,90-2,27 (m, 2H), 2,92 (s, 3H), 3,06-4,06
(m, 12H), 5,27 (s, 1H), 7,18-8,01 (m, 8H), §,03-8,19 (m, 2H), 10,59 (br. s., 1H)

Compusul 62 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44, dar utilizind terf-butil N-(3-
bromoetil)carbamat in loc de tert-butil N-(3-bromopropil)carbamat in etapa 3. CL-SM (M-H") =
401,3

Compusul 62: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,28 (br. s., 1H), 8,23 (d, ] = 7,5 Hz, 1H), 8,19
(d, J=8,3Hz, 1H), 8,11 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,04 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,83
(t, J=7,4 Hz, 1H), 7,73-7,66 (m, 1H), 7,65-7,58 (m, 1H), 7,56 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,39-7,28 (m,
2H), 5,39 (s, 1H), 4,86 (br. s., 1H), 3,99 (d, I = 11,8 Hz, 2H), 3,87-3,73 (m, 4H), 3,64 (t, = 11,4
Hz, 2H), 3,51 (br. s., 4H)

Compusul 69 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44, dar utilizind 1H-inden-1,3(2H)-
diond in loc de 2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat in etapa 6. CL-SM (M-H") = 399,3
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Compusul 69: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,40 (t, ] = 5,3Hz, 1H), 8,10 (d, J = 5,8 Hz, 1H),
8,08 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,87 ( d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,70 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,63-7,55 (m, 2H),
7,43-7,33 (m, 3H), 7,28-7,23 (m, 1H), 4,84 (s, 1H), 3,39 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 3,36-3,25 (m, 6H),
2,67 (br. s., 4H), 1,87 (quin, J = 6,5 Hz, 2H)

Compusul 79 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44, dar utilizAnd 2-oxo-6-cloro-2H-
cromen-4-itrifluorometansulfonat in loc de 2-oxo-2H-cromo-4-il-trifluorometansulfonat in etapa 6.
CL-SM (M-H") = 449,3

Compusul 79: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 10,86 (br. S., 1H), 8,28 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,17
(d, J=8,3Hz, 1H), 8,11 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,95-7,88 (m, J = 5,0, 5,0 Hz,
1H), 7,81 (t, J=7,4 Hz, 1H), 7,73-7,60 (m, 2H), 7,54 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
5,32 (s, 1H), 4,31 (br. s., 1H), 3,94 (d, J = 13,3 Hz, 2H), 3,75-3,50 (m, 4H), 3,48-3,12 (m, 6H),
2,25-2,03 (m, 2H)

Compusul 80 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44, dar utilizind 2-oxo-6-fluoro-2H-
cromen-4-il-trifluorometansulfonat in loc de 2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat in etapa
6. CL-SM (M-H") = 433,3

Compusul 80: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 11,07 (br. s., 1H), 8,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,14-
8,05 (m, 2H), 7,99 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,92 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 7,83 (t, ] = 7,4 Hz, 1H), 7,74-7,65
(m, 1H), 7,55 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,49 (dt, J = 2,8, 8,5 Hz, 1H), 7,43 7,32 (m, 1H), 5,31 (s, 1H),
4,72 (br. s., 1H), 3,98 (d, J = 13,3 Hz, 2H) , 3,65 (d, J = 11,5 Hz, 4H), 3,48-3,35 (m, 4H), 3,30 (br.
s., 2H), 2,24-2,06 (m, 2H)

Compusul 86 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44, dar utilizdnd 2-oxo-5,6,7,8-
tetrahidro-2H-cromen-4-il-trifluorometan ~ sulfonat in loc de  2-oxo-2H-cromen-4-il-
trifluvorometansulfonat in etapa 6. CL-SM (M-H") = 419.4

Compusul 86: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 11,16 (br. S., 1H), 8,19 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,07
(d, J=6,0 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,94-7,79 (m, 1H), 7,77-7,66 (m, 1H), 7,57 (d, 1 = 5,8
Hz, 1H), 6,80 (br. s., 1H), 4.92 (s, 1H), 4.01 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 4.06 (br. s., 3H), 3.68 (d, J =
10.0 Hz, 1H), 3.62 (d , J = 12,0 Hz, 2H), 3,39 (d, J = 10,0 Hz, 2H), 3,30-3,12 (m, 4H), 2,42-2,32
(m, 2H), 2,30-2,17 (m, 2H), 2,03 (quin, J = 7,0 Hz, 2H), 1,78-1,53 (m, 4H). 2-Oxo0-6-cloro-2H-
cromen-4-il-trifluorometansulfonat, 2-oxo-6-fluoro-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat si 2-
0x0-5,6,7,8-tetrahidro2H-cromen-4-il-trifluorometan sunt obtinufi prin procedura din etapa 5,
utilizand 4-hidroxi-6-cloro-2H-cromen-2-ond, 4-hidroxi-6-fluoro-2H-cromen-2-ond si respectiv 4-
hidroxi-5,6,7,8-tetrahidro-2H-cromen-2-ona.

Obtinerea compusului 124

La o solutie de 4-({3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond
(compusul 44) (110 mg, 0,265 mmoli, 1 echiv.) in THF (5 mL), la 0°C, s-a addugat CHsI (33 mL,
0,53 mmoli, 2 echiv.). Temperatura amestecului s-a ridicat spontan la t.c. si apoi s-a incilzit pana
la 70°C timp de doud zile. Solventul s-a indepdartat prin vid si materialul brut s-a purificat prin
HPLC-SM pentru a obtine iodurd de 4-(izochinolin-1-il)-1-metil-1-{3-[(2-0x0-2H-cromen-4-
il)amino]propil }piperazin-1-iu (compusul 124) (52 mg, Y = 32%). CL-SM (M-H") = 429,2

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds + D:0) 5 = 8,20-8,09 (m, 2H), 8,03 (dd, J = 1,3, 8,0 Hz, 1H), 7,95
(d, T =7,6Hz, 1H), 7,77 (dt, J = 1,0, 7,5 Hz, 1H), 7,72-7,58 (m, 2H), 7,52 (d, J = 5,8 Hz, 1H),
7,41-7,30 (m, 2H), 5,33 (s, 1H), 3,87 3,58 (m, 10H), 3,42 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,22 (s, 3H), 2,26-
2,05 (m, 2H).

Obtinerea compusului 64
Compusul 64 a fost obtinut in acelasi mod ca si compusul 44 prin inlocuirea 2-oxo-2H-cromen-4-
il-trifluorometansulfonatului din etapa 6 cu compusul intermediar D14-cloro-3,4-dihidro-2H-1,3-

benzoxazin-2-ond, obtinut astfel cum este descris mai jos. CL-SM (M-H") = 416,3

Procedeul de sinteza utilizat pentru obfinerea compusului 64
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Pentaclorurd de fosfor (293 mg) s-a addugat la un amestec agitat de compus intermediar DO 4-
hidroxi-1,3-benzoxazin-2-ond (100 mg) in oxiclorurd de fosfor (V) (0,335 mL) la temperatura
camerei. Amestecul de reactie s-a Incdlzit la 110°C si s-a agitat timp de 4 ore. Amestecul de
reactie s-a ricit si s-a evaporat sub presiune redusa. Apoi, de 3 ori, reziduul s-a dizolvat in toluen si
s-a concentrat sub presiune redusd pentru a indepdrta excesul de POCl:. Produsul brut s-a
cromatografiat pe un cartus de silicagel eluind cu EtOAc pentru a obtine 108 mg de compus
intermediar D1 4-cloro-3,4-dihidro-2H-1,3-benzoxazin-2-ond (Y = 99%). Compusul 64: 'H RMN
(400 MHz, DMSO-ds) 6 10,62 (br. s., 1H), 9,49 (br. s., 1H), 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,17 (d, J =
8,3 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,81 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,77-7,71
(m, 1H), 7,71-7,64 (m, 1H), 7,54 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 8,5 Hz,
1H), 4,11 (br. s., 1H), 3,95 (d, J = 11,8 Hz, 2H), 3,66 (q, J = 6,1 Hz, 4H), 3,56 (br. s., 2H), 3,41
(br. s., 2H), 3,31 (br. s., 2H), 2,16 (quin, J = 7,4 Hz, 2H)

Obtinerea compusilor 61, 65, 66, 67, 72, 88 si 100 si 63 (nu face parte din inventie)

Compusii 61, 63, 65, 66, 67, 72, 88 si 100 au fost obtinuti astfel cum este descris mai jos, urmand

calea de sintezi E.
ch

N
Boc O
N N

EO E1

7\ - 0 NH
5 /

Compusuf 61

Procedeul de sinteza utilizat pentru obtinerea compusului 61
Etapa 1
Compusul intermediar EO ferf-butil-4-[3-(1,3-dioxoisoindol-2-il)propil ]piperazin- 1-carboxilat (1,9

g) s-a dizolvat in metilamind (33% in etanol absolut, 20 mL) si s-a incilzit la 40°C timp de 4 ore.
Solventul s-a evaporat si reziduul s-a dizolvat in eter dietilic si s-a filtrat. Filtratul s-a evaporat

E2

E3
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pentru a obtine compusul intermediar E1 terf-butil 4-(3-aminopropil)piperazin-1-carboxilat sub
formi de ulei incolor (1,1 g, Y = 89%). CL-SM (M-H") = 2443

Etapa 2

O solutie de compus intermediar E1 (1,1 g), trietilamind (0,674 mL) si 2-oxo-2H-cromen-4-il-
trifluorometansulfonat (1,2 g), obtinutd astfel cum este descris in etapa 5 a obtinerii compusului
51, in acetonitril ( 20 mL) s-a incdlzit la 70°C timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a concentrat
sub presiune redusd si reziduul s-a impartit intre diclormetan si un amestec de solutie de
sdruri/bicarbonat de sodiu (1:1). Amestecul s-a filtrat printr-o fritd hidrofoba (separator de fazd)
spdlandu-se cu diclormetan. Faza organicd s-a evaporat sub presiune redusd si reziduul s-a
cromatografiat pe silicagel (SNAP50) eluand cu un gradient de EtOAc in ciclohexan pentru a
obtine 700 mg de compus intermediar E2 ferf-butil 4-{3-[(2-oxo-2H-cromen-4-
il)amino]propil }piperazin-1-carboxilat (700 mg, Y = 44%). CL-SM (M-H") = 388,3

Etapa 3

TFA (2 mL) s-a addugat 1a o solutie de compus intermediar E2 (700 mg) in diclormetan
(6 mL) la temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 20 de minute. Reziduul s-a
evaporat sub presiune redusd, s-a dizolvat in MeOH si s-a incdrcat pe un cartus SCX
preconditionat. SCX s-a eluat cu MeOH si apoi o solutie 2M de amoniac in metanol. Fractiile
bazice s-au evaporat sub presiune redusd pentru a obtine compusul intermediar E3 4-{[3-
(piperazinl-il) propil]Jamino}cromen-2-ond (456 mg) (Y = 88%). CL-SM (M-H") = 288,3

Etapa 4

Un amestec de compus intermediar E3 (40 mg), 8-cloro-1,7-naftiridind (19 mg) si carbonat de
potasiu (23 mg) in DMSO (1 mL) s-a agitat peste noapte la 110°C. Amestecul s-a diluat cu EtOAc.
Faza organica s-a spilat cu solutie de bicarbonat de sodiu, apa si solutie de saruri. Faza organica s-
a uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub presiune redusd. Reziduul s-a cromatografiat pe
silicagel (SNAP10) eluand cu un gradient de 0-100% A in EtOAc unde A este MeOH/EtOAc
(10:90) pentru a obtine 20 mg de produs dorit 4-({3-[4]-(1,7-naftiridin-8-il)piperazin-1-
il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond (compusul 61). CL-SM (M-H") = 416,3
4-({3-[4-(1,7-Naftiridin-8-il)piperazin- 1-ilJpropil }amino)-2H-cromen-2-ona  s-a  dizolvat in
diclormetan (1,5 mL) si s-a tratat cu solutiec de HCl 1M in eter dietilic(0,12 mL) provocand
precipitatie. Amestecul rezultat s-a evaporat sub presiune redusd si reziduul s-a triturat cu eter
dietilic. Substantele solidele s-au uscat pentru a obfine 14,8 mg de sare clorhidrat de 4-({3-[4-(1,7-
naftiridin-8-il)piperazin- 1-il]propil jamino)-2H-cromen-2-ond sub forma unui solid galben. CL-
SM (M-H") = 416,3

Compusul 61: 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) 3 10,56 (br. s., 1H), 8,91 (dd, J = 1,8, 4,3 Hz, 1H),
8,35 (dd, T = 1,8, 8,3 Hz, 1H), 8,15-8,04 (m, 2H), 7,85 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 7,76 (dd, J = 4,0, 8,3
Hz, 1H), 7,64-7,55 (m, 1H), 7,43-7,25 (m, 3H), 5,26 (s, 1H), 5,04 (d, J = 14,1 Hz, 2H), 3,71-3,48
(m, 6H), 3,46-3,35 (m, 2H), 3,34-3,16 (m, 4H), 2,11 (quin, J = 7,2 Hz, 2H)

Compusii 63, 65, 66, 67, 72, 88 si 100 au fost, de asemenea, obtinufi in mod similar prin inlocuirea
8-cloro-1,7-naftiridind din etapa 4, respectiv cu urmatorii compusi.

Compusul | Compusul de inlocuire CL-SM

63 4-cloro-2H-cromen-2-ond CL-SM (M-H") =432 4
65 5-cloro-1,6-naftiridind CL-SM (M-H") = 416,3
66 1,3-dicloroizochinolini CL-SM (M-H") = 449,3
67 7-fluoro-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 433,3
72 7-metil-1-cloroizochinolini CL-SM (M-H") = 429 4
88 7-metoxi-1-cloroizochinolind CL-SM (M-H") = 4454
100 1-cloro-7-fluoroizochinolin-2-iu-2-olat CL-SM (M-H") = 4493

Compusul 63: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) & 10,74 (br. s., 1H), 8,10 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,91-
7,82 (m, 1H), 7,73 (d, T = 7,5 Hz, 1H), 7,61 (q, T = 7,7 Hz, 2H), 7,40 (d, T = 8,0 Hz, 1H), 7,38-7,28
(m, 3H), 5,87 (s, 1H), 5,27 (s , 1H), 3,78 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,59 (br. s., 7H), 3,45-3,22 (m, 8H),
2,18-2,04 (m, 2H)

Compusul 65: 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & 10,10 (br. s., 1H), 9,06 (dd, J = 1.6, 4,1 Hz, 1H),
8,54 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,35 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 8,07 (d, T = 8,0 Hz, 1H), 7,81 (t, T = 5,5Hz, 1H),
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7,68-7,57 (m, 2H), 7,53 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,40-7,28 (m, 2H), 5,28 (s, 1H), 3,92 (d, J = 11,5 Hz,
2H), 3,63 (d, J = 10,0 Hz, 2H), 3,37-3,18 (m, 8H), 2,18-2,01 (m, 2H)

Compusul 66: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 9,99 (br. s., 1H), 8,11 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,05 (d,
J=8,3 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,85-7,72 (m, 2H), 7,69-7,56 (m, 3H), 7,41-7,28 (m, 2H),
5,29 (s, 1H), 3,96 (d, J = 9,3 Hz, 2H), 3,64 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 3,48-3,34 (m, 8H), 2,16-2,01 (m,
2H)

Compusul 67: '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,27 (br. s., 1H), 8,16 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,11-
8,03 (m, 2H), 7,88 7,80 (m, 2H), 7,70 (dt, J = 2,5, 8,8 Hz, 1H), 7,64-7,58 (m, 1H), 7,56 (d, J = 5,8
Hz, 1H), 7,39-7,26 (m, 2H), 5,29 (s, 1H), 3,81 (d, J = 12,0 Hz, 2H), 3,68-3,58 ( m, 2H), 3,57-3,22
(m, 9H), 2,12 (quin, J = 7,6 Hz, 2H)

Compusul 72: '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 (CLOROFORM-d) 8,14 (d, J = 5 5 Hz, 1H), 7,93
(br. s., 2H), 7.84 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,55-7,44 (m, 2H), 7,34-7,28 (m, 3H), 5.25 (s,
1H), 3,70 (br. s., 4H), 3,49 (br. s., 2H), 3,04 (br. s., 4H), 2,92 (br. s., 2H), 2,59-2,49 (m, 3H), 2,18-
2,04 (m, 2H)

Compusul 88: 'H RMN (400 MHz, DMSO-d°) 11,07 (br. s., 1H), 8,16 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 8,00
(d, T = 6,0 Hz, 1H), 7,97-7,89 (m, 2H), 7,65-7,56 (m, 1H), 7,56-7,45 (m, 2H), 7,40-7,27 (m, 3H),
5,27 (s, 1H), 4,64 ( br. s., 1H), 4,03-3,84 (m, 5H), 3,73-3,52 (m, 4H), 3,50-3,35 (m, 4H), 3,30 (br.
s., 2H), 2,16 (quin, J = 7,2 Hz, 2H)

Compusul 100: "H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 9,97 (br. s., 1H), 8,12 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 8,07
(dd, J = 5,6, 8,9 Hz, 1H), 8,00-7,81 (m, 3H), 7,65-7,52 (m, 2H), 7,39-7,29 (m, 2H), 5,28 (s, 1H),
4,31-3,71 (m, 3H), 3,57 (d, J = 11,3 Hz, 2H), 3,52-3,35 (m, 4H), 3,34-3,24 (m, 2H), 3,13 (br. s,,
2H), 2,12 (quin, J = 7,3 Hz, 2H)

Sinteza 1-cloro-7-fluoroizochinolin-2-iu-2-olatului, intermediarul XO utilizat in obfinerea
compusului 100, este descrisd mai jos.

- cl _
F F +/O
\N Etapa | \N
a » Z
X0 X1

Acid 3-cloroperoxibenzoic (0,10 g) s-a addugat la o solutie de 1-cloro-7-fluoroizochinolini X0 (50
mg) in diclormetan uscat (1,5 mL). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 zile.
Amestecul s-a diluat apoi cu diclormetan si s-a spalat cu o solutie apoasd 1M NaOH (2x) si solutie
de sdruri. Faza organicd s-a uscat pe Na>SOs, s-a filtrat §i s-a concentrat in vid pentru a obfine 1-
cloro-7-fluoroizochinolin-2-iu-2-olat brut sub forma unui solid alb (0,049 g, Y = 80%). Acest
produs s-a utilizat fard purificare suplimentard. CL-SM (M-H*) = 198,0

Obtinerea compusilor 54, 55, 77, 78 si 99

Compusii 54, 55, 77, 78 si 99 au fost obfinuti astfel cum este descris mai jos, urmand calea de
sinteza F.
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Procedeul de sinteza utilizat pentru obtinerea compusilor 54 si 55
Etapa 1

Triacetoxiborohidrurd de sodiu (597 mg) s-a adiugat 1a o solutie agitati a compusului intermediar
1-(piperazin-1-il)izochinolind FO (200 mg), obtinuta astfel cum este descris in etapa 1 de obtinere a
compusului 46, si terf-butil N-(3-oxociclobutil)carbamat (174 mg) in diclormetan (5 mL) la
temperatura camerei. Reactia s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Reactia s-a diluat cu
diclormetan (15 mL) si s-a stins cu apd (20 mL). Amestecul s-a filtrat printr-o fritd hidrofoba
(separator de faze) si faza organicd s-a spilat cu un amestec de solutic de siruri si solutie de
bicarbonat de sodiu (1:1, 20 mL), apoi s-a filtrat printr-o fritd hidrofoba (separator de fazd). Faza
organicd s-a evaporat sub presiune redusd. Reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 25)
eluand cu un gradient de A in ciclohexan, unde A este MeOH/EtOAc (3:97), pentru a obfine 84 mg
de cis-tert-butil {3-[4-( izochinolin-1-il)piperazin-1-il]ciclobutil }-carbamat sub forma unei gume
galbene (Y = 23%) si 175 mg de trans-tert-butil-{3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]ciclobutil } -
carbamat (compusul intermediar F1) sub forma unei spume albe (Y = 49%) ambele avand CL-SM
(M-H") = 383,3. Etapele urmatoare au fost efectuate cu utilizarea compusului intermediar trans F1
pentru a obtine compusul 55. Aceleasi etape pot fi repetate cu utilizarea compusului intermediar
cis F1 pentru a obfine compusul 54.

Etapa 2

TFA (1 mL) s-a adiugat la o solutie de compus intermediar trans F1 (175 mg) in diclormetan (3
mL) la temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 60 minute. Substantele volatile
s-au evaporat sub presiune redusi. Reziduul s-a dizolvat de doud ori in diclormetan (5 mL) si s-a
evaporat sub presiune redusd. Apoi reziduul s-a dizolvat in MeOH (2 mL) si s-a incdrcat pe un
cartus SCX preconditionat (1 g). SCX s-a eluat cu MeOH si apoi cu o solutiec 2M de amoniac in
metanol. Fractiile bazice s-au evaporat sub presiune redusd pentru a obtine 127 mg de compus
intermediar F2 trans-3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]ciclobutanamind sub formi de ulei
lipicios incolor (Y = 98%). CL-SM (M-H") = 283,2

Etapa 3

O solutie de compus intermediar trans F2 (120 mg), trictilamind (81 microL) si 2-oxo-2H-
cromend4-il-trifluorometansulfonat (114 mg), obtinutd astfel cum este descris in etapa 5 de btinere
a compusului 51, in acetonitril ( 4 mL) s-a Inclzit 1a 70°C timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a
ricit si s-a filtrat, spdlandu-se solidul cu acetonitril (2x 1 mL). Solidul s-a purificat in continuare
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prin cromatografie pe silicagel (2 x SNAP 10 in serie) eluand cu un gradient de 1-10% MeOH in
diclormetan pentru a obfine 148 mg de trans-4-({3-[4-(izochinolin-1)-il)piperazin-1-
ilJciclobutil }amino)-2H-cromen-2-ond (compusul 55) sub forma unei spume albe (Y = 79%). CL-
SM  (M-H") = 4274. Trans-4-({3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]ciclobutil }amino)-2H-
cromen-2-ona s-a dizolvat in diclormetan (5 mL) si o cantitate minimd de MeOH si s-a tratat cu
solutie de HCl 1M in eter dietilic (0,87 mL) provocand precipitatic. Amestecul rezultat s-a
evaporat sub presiune redusd si reziduul s-a triturat cu eter dietilic. Solidul s-a uscat pentru a
obtine 152 mg de sare clorhidrat de trans-4-({3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-
il]ciclobutil }amino)-2H-chromen-2-oni sub forma unui solid alb (Y = 79%). CL-SM (M-H*) =
427 4.

Compusul 55

"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,55-2,69 (m, 2H), 2,89-3,05 (m, 2H), 3,19-3,37 (m, 2H),
3,58 3,79 (m, 4H), 3,94-4,10 (m, 3H), 4,31 (br. s, 1H), 4,98 (s, 1H), 7,30-7,39 (m, 2H), 7,55-7,65
(m, 2H), 7,72 (t, J = 7,58 Hz, 1H), 7,82-7,89 (m, 1H), 7,94 (br. s., 1H), 8,01 (d, J = 7,60 Hz, 1H),
8,06-8,13 (m, 1H), 8,17-8,27 (m, 2H), 11,84 (br. s., 1H).

Compusul 54

CL-SM (M-H") = 427,4.

'"H RMN (500 MHz, DMSO-de) & ppm 2,60-2,70 (m, 2H), 2,83-2,94 (m, 2H), 3,27-3,38 (m, 2H),
3,56 (d, J = 11,74 Hz, 2H), 3,60-3,75 (m, 3H), 3,86-3,96 (m, 1H), 4,04 (d, J = 12,23 Hz, 2H), 5,10
(s, 1H), 7,30-7,38 ( m, 2H), 7,55-7,64 (m, 2H), 7,72 (t, } = 7,58 Hz, 1H), 7,86 (t, J = 7,34 Hz, 1H),
7,97-8,04 (m, 2H ), 8,08 (d, J = 6,36 Hz, 1H), 8,17-8,27 (m, 2H), 11,85 (br. s., 1H).

Compusul 99 a fost obtinut in mod similar prin inlocuirea 1-(piperazin-1-il)izochinolinei din etapa
1 cu 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind (Y = 50%) CL-SM ( M-H") = 401,3.

Compusul 99: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 10,82 (br. s., 1H), 9,37 (d, ] = 5,8 Hz, 1H), 8,29
(d,J=7,0Hz, 1H), 8,18 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,08 (dd, J = 5,8, 9,0 Hz, 1H), 7,87 (dd, J = 2,5, 10,3
Hz, 1H), 7,79-7,68 (m, 2H), 7,58 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,39 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,3Hz,
1H), 4,96 (br. s., 1H), 4,78 (br. s., 1H), 4,01 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 3,86 (d, J = 12,3 Hz, 2H), 3,65 (d,
J=10,8 Hz, 2H), 3,47-3,17 (m, 4H), 3,02-2,81 (m, 2H), 2,74-2,57 (m, 2H)

Obtinerea compusilor 77 si 78

Compusii 77 si 78 au fost obtinufi intr-un mod similar compusilor 55 si 54, dar in etapa 1 s-a
utilizat tert-butil N-(3oxociclooentil)carbamat avand urmdtoarea formula (ii) in locul tert-butil N-
(3-oxociclobutil)carbamatului. Ambii compusi avind CL-SM (M-H") = 441,4.

Compusul 77: "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 11,51 (br. s., 1H), 8,43 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 8,20
(d,J=85Hz 1H), 8,12 (d,J = 5,8 Hz, 1H), 7,99 (d, T = 8,3 Hz, 1H), 7,83 (t, J = 7,7 Hz, 1H),
7,75-7,66 (m, 2H), 7,65-7,51 (m, 2H ), 7,37-7,26 (m, 2H), 5,25 (s, 1H), 4,68 (br. s., 1H), 4,17-4,05
(m, 1H), 3,97 (d, T = 11,5 Hz, 2H), 3,81-3,65 (m, 3H), 3,65-3,51 (m, 2H), 3,50-3,35 (m, 2H), 2,72
2,60 (m, 1H), 2,27-2,08 (m, 3H), 2,06-1,91 (m, 2H)

Compusul 78: 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) § 11,27 (br. s., 1H), 8,19 (1, J = 7,8 Hz, 2H), 8,11
(d, T= 6,0 Hz, 1H), 7,98 (d, T = 8,0 Hz, 1H), 7,82 (t, T = 7,5 Hz, 1H), 7,73-7,65 (m, 1H), 7,64-7,58
(m, 1H), 7,55 (d, T = 6,0 Hz , 1H), 7,47 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,39-7,25 (m, 2H), 5,24 (s, 1H), 4,84
(br. s., TH), 4,25-4,13 (m, 1H), 4,01-3,92 (m, 2H), 3,91-3,81 (m, 1H), 3,74-3,64 (m, 2H), 3,58 (t, T
= 12,5 Hz, 2H), 3,49-3,32 (m, 2H), 2,48-2,40 (m, 1H), 2,37-2,14 (m, 3H), 2,08-1,95 (m, 1H), 1,94-
1,81 (m, 1H)

Tert-butil N-(3-oxociclooentil)carbamatul cu formula (ii) a fost obtinut dupd cum urmeaza.

Etapa 1a
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Periodinan Dess-Martin (2,53 g) s-a addugat portionat la o solutie de terf-butil (3-
5 hidroxiciclopentil)carbamat (1 g) cu formula (I) in diclormetan (26 mL) la 0°C. Dupa addugarca
completd, amestecul de reactie s-a agitat timp de 1 ord la 0°C, apoi s-a lasat sa se incilzeascd la
temperatura camerei §i s-a agitat timp de 18 ore. Amestecul de reactie s-a stins cu o solutie apoasi
saturatd 50/50 de bicarbonat de sodiu si o solutie apoasa saturatd de tiosulfat de sodiu. Stratul apos
s-a extras de 3 ori cu diclormetan. Straturile organice combinate s-au spdlat cu solutie de siruri, s-
10 au uscat pe sulfat de magneziu si s-au concentrat in vid. Reziduul s-a purificat pe silicagel prin
cromatografie flash in coloand eludnd cu cHex la cHex/acetat de etil 1:1 pentru a obtine 980 mg de
compus intermediar ferf-butil (3-oxociclopentil)carbamat cu formula (ii). (Y = 99%). CL-SM (M-

H*) =200,1.

15 Obtinerea compusilor 59, 93, 94, 102, 103, 104, 106

Compusii 59, 93, 94, 102, 103, 104, 106 au fost obtinuti astfel cum este descris mai jos, urmand
calea de sintezi G.

0 0. 0
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Q 0 N OH NH
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Compusul 59

20
Procedeul de sinteza utilizat pentru obfinerea compusului 59

Etapa 1
25
Un amestec de 1-(piperazin-1-il)izochinolind, compusul intermediar GO (150 mg), obtinut astfel
cum este descris in etapa 1 de obfinere a compusului 61 si 2-(oxiran-2-ilmetil)-2,3-dihidro-1H-
izoindol-1,3-diond (136 mg) in CHzCN (3 mL) s-a incilzit cu agitare la 60°C timp de doua zile.
Amestecul de reactie s-a evaporat sub presiune redusa si reziduul s-a cromatografiat pe silicagel
30 (SNAP 25) eluand cu un gradient de 50-100% EtOAc in ciclohexan pentru a obtine 203 mg de
compus intermediar 2-{2-hidroxi-3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }-2,3-dihidro-1H-
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izoindol-1,3-diond, compusul intermediar G1 sub forma de spuma alba lipicioasd (Y = 73%). CL-
SM (M-H") =417,3

Etapa 2

Compusul intermediar G1 (202 mg) s-a dizolvat in solutie de etanol metilamind (5 mL, solutie
33% in EtOH) si s-a incdlzit la 50°C timp de 2 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub
presiune redusa si reziduul s-a triturat cu eter dietilic /EtOAc (1:1,-10 mL). Amestecul s-a filtrat,
spdlandu-se solidul cu o cantitate mica din acelasi amestec de solventi. Reziduul s-a incércat pe un
cartus SCX (1g) si s-a eluat cu MeOH si apoi cu o solutie 2M de NH; in MeOH. Fractiile bazice s-
au colectat pentru a obtine 125 mg de 1-amino-3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-ol,
compusul intermediar G2 sub formd de guma lipicioasd incolord (Y = 90% ). CL-SM (M-H") =
287,2

Etapa 3

O solutie de compus intermediar G2 (123 mg), trietilamind (82 microL) si 2-oxo-2H-cromen-4-ill-
trifluorometansulfonat (115 mg), obtinutd astfel cum este descris in etapa 1 de obtinere a
compusului 27, in acetonitril (4 mL) s-a incalzit 1a 60°C timp de 1 ord. Amestecul de reactie s-a
concentrat sub presiune redusa si reziduul s-a impartit intre diclormetan (20 mL) si un amestec de
solutie de saruri/bicarbonat de sodiu (1:1, 20 mL). Amestecul s-a filtrat printr-o fritd hidrofoba
(separator de fazd) spdlandu-l cu diclormetan (10 mL). Faza organici s-a evaporat sub presiune
redusd si reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 25) eluand cu un gradient de 1-10%
MeOH in diclormetan pentru a obtine 113 mg din amestecul racemic al produsului dorit 4-({2-
hidroxi3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin- 1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond (compusul 59) sub
formi de spumi incolord. CL-SM (M-H*) = 431,3. Compusul 59 s-a dizolvat in diclormetan (3
mL) si cantitatea minimd de MeOH si s-a tratat cu solutie de HC1 1M 1n eter dietilic (0,66 mL)
provocand precipitatie. Amestecul rezultat s-a evaporat sub presiune redusi si reziduul s-a triturat
cu eter dietilic. Substantele solide s-au uscat pentru a obfine 117 mg de sare clorhidrat de 4-({2-
hidroxi3-[4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond sub forma unui solid
alb murdar (Y = 60%). CL-SM (M-H") = 431,3

Compusul 59: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,23 (br. s., 1H), 8,28-8,04 (m, 3H), 8,03-7,75
(m, 3H), 7,74-7,45 (m, 3H), 7,40-7,26 (m, 2H), 6,06 (br. s., 1H), 5,36 (s, 1H), 4,76 (br. s., 1H),
4,39 (br. s., 1H), 3,95 (br. s., 2H), 3,82-3,42 (m, 7H), 3,40-3,17 (m, 3H)

Compusii 93 si 94, adicd, stereoizomerii R si S ai compusului 59 s-au dizolvat utilizand o HPLC-
SM preparativa chirald. Ambii avind CL-SM (M-H") = 431,3.

Compusul 93: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,89 (br. s., 1H), 8,18-8,06 (m, 3H), 7,94 (d, J =
8,0 Hz, 1H), 7,85 (t, = 5,9 Hz, 1H), 7,76 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,69-7,57 (m, 2H), 7,49 (d, T = 5,8
Hz, 1H), 7,40-7,29 (m, 2H), 6,01 (br. s., 1H), 5,38 (s, 1H), 4,33 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,19-3,77 (m,
4H), 3,70 (br. s., 1H), 3,61 (d , T = 10,3 Hz, 1H), 3,54-3,31 (m, 6H), 3,30-3,19 (m, 1H)

Compusul 94: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,89 (br. s., 1H), 8,19-8,06 (m, 3H), 7,94 (d, J =
8,3 Hz, 1H), 7,85 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,76 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,68-7,58 (m, 2H), 7,49 (d, I = 5,8
Hz, 1H), 7,39-7,29 (m, 2H), 6,01 (br. s., 1H), 5,38 (s, 1H), 4,43-4,24 (m, 1H), 3,96-3,81 (m, 2H),
3,64 (br. s., 3H), 3,52-3,16 (m, 8H)

Compusii 102 si 103 s-au obtinut in mod similar prin inlocuirea 1-(piperazin-1-il) izochinolinei
din etapa 1 cu 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind. Ambii avind CL-SM (M-H") = 449,1.
Compusul 102: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 10,23 (br. s., 1H), 8,19 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,14
(d, J=5,8 Hz, 1H), 8,07 ( dd, J = 5.8, 9,0 Hz, 1H), 7,94 (t, = 5,5 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 2,3, 10,3
Hz, 1H), 7,72 (dt, J = 2,5, 8,8 Hz, 1H ), 7,65-7,52 (m, 2H), 7,40-7,26 (m, 2H), 5,36 (s, 1H), 4,65-
3,17 (m, 15H)

Compusul 103: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 = 10,17 ( br. s., 1H), 8,18 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
8,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,07 (dd, J = 5,6, 8,9 Hz, 1H), 7,92 (t, I = 5,7 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 10,3
Hz, 1H), 7,71 (dt, J = 2,3, 8,8 Hz, 1H), 7,64-7,59 (m, 1H), 7,56 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,39-7,30 (m,
2H), 5,37 (s, 1H), 4,51-3,93 (m, 3H), 3,82 (t, J = 13,0 Hz, 2H), 3,71 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 3,61 (d, J
= 10,8 Hz, 1H), 3,55-3,19 (m, 8H).

Compusii 104 si 106 s-au obtinut in mod similar compusilor 103 si 102 prin inlocuirea 2-oxo-2H-
cromen-4-il-trifluorometansulfonatului din etapa 3 cu 4-cloro-3,4-dihidro-2H-1,3-benzoxazin-2-
ond, obtinuta astfel cum este descris in etapa de obtinere a compusului 64. Ambii avand CL-SM
(M-H") = 450,3
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Compusul 104: "H RMN (400 MHz, DMSO-de) § 10,05 (br. s., 1H), 9,41 (br. s., 1H), 8,27 (br. s.,
1H), 8,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,05 (dd, T = 5,6, 8,7 Hz, 1H), 7,82 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,78-7,64
(m, 2H), 7,55 (d, T = 5,8 Hz, 1H), 7,43-7,25 (m, 2H), 4,51-4,31 (m, 1H), 4,07-3,31 (m, 13H), 3,29-
3,17 (m, 1H)

Compusul 106: 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & 9,94 (br. s., 1H), 9,38 (1, ] = 5,4 Hz, 1H), 8,25
(d,T=7.8 Hz, 1H), 8,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,06 (dd, J = 5.6, 8,9 Hz, 1H), 7,82 (dd, T = 2,1, 10,2
Hz, 1H), 7,77-7,72 (m, 1H), 7,69 (dt, T= 2,8 , 8,8 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,37 (t, T = 7,7
Hz, 1H), 7,33 (d, T = 8,3 Hz, 1H), 4,45-4,35 (m, T = 7,0 Hz, 1H), 3,87-3,67 (m, SH), 3,66-3,57 (m,
3H), 3,55-3,31 (m, SH), 3,24 (, T = 11,4 Hz, 1H)

Obtinerea compusului 90

Compusul 90 a fost obtinut astfel cum este descris mai jos, urménd calea de sintezi 1.
~
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Etapa 1

1-Cloroizochinolind, compusul intermediar 10 (905 mg) s-a dizolvat in CH:CN (72 mL). S-a
adiugat carbonat de potasiu (796 mg) urmat de ester metilic diclorhidrat al acidului piperazin-2-
carboxilic (1,8 g). Amestecul s-a agitat la 100°C timp de 7 zile. S-a addugat DCM si amestecul s-a
spdlat cu apa. Faza organici s-a separat, s-a uscat si s-a evaporat prin vid. Materialul brut s-a
purificat prin coloand Si ecluidnd cu cHex/acetat de etil 3:7 la acetat de etil/MeOH 9:1 pentru a
obtine 570 mg de compus intermediar I1 4-(izochinolin-1-il)piperazin-2-carboxilat (Y = 38%).
CL-SM (M-H") = 272,2.

Etapa 2
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Un amestec de compus intermediar 11 (570 mg), fert-butil N-(3-bromopropil)carbamat (475 mg),
iodurd de potasiu (174 mg) si carbonat de potasiu (579 mg) in DMF (20 mL) s-a agitat la 60°C
peste noapte. Reactia s-a impartit intre EtOAc si solufie de sruri semisaturatd. Faza organica s-a
separat, apoi s-a spdlat cu solutie de siruri semisaturat si solutie de sdruri, s-a uscat pe sulfat de
sodiu si s-a evaporat sub presiune redusi. Reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 50)
eluand cu un gradient de 30-100% EtOAc in ciclohexan pentru a obtine 470 mg de compus
intermediar 12 metil 1-{3-[(tert-butoxicarbonil)amino]propil } -4-(izochinolin)-1-il)piperazin-2-
carboxilat (Y = 52%). CL-SM (M-H") = 429 4.

Etapa 3

Compusul intermediar 12 (200 mg) s-a dizolvat in THF (2 mL), amestecul s-a ricit pand la 0°C si
solutie 2M de borohidrura de litiu in THF (0,259 mL) s-a adiugat in picdturi sub atmosfera de N2.
Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 7 ore, s-a racit pand la 0°C si s-a stins cu apa.
S-a addugat acetat de etil si faza organica s-a spilat cu solutie de siruri. Solventul s-a evaporat sub
vid pentru a obtine materialul brut purificat prin coloana Si (NH) eludnd cu ciclohexan la acetat de
etil pentru a obtine 102 mg de compus intermediar I3 terf-butil N-{3-[2-(hidroximetil)-4-
(izochinolin)- 1-il)piperazin-1-il]propil }carbamat (Y = 54%). CL-SM (M-H") = 401,4

Etapa 4

Compusul intermediar I3 (100 mg) s-a dizolvat in DCM (5 mL), s-a ricit pand la 0°C si TFA (1
mL) s-a addugat prin picurare. Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore.
Solventul s-a indepartat sub vid si produsul brut s-a purificat prin coloand SCX pentru a obtine 70
mg de compus intermediar 14 1-(3-aminopropil)-4-(izochinolin-1-il)piperazin-2-carboxamidi (Y =
93%) . CL-SM (M-H*) = 301,3

Etapa 5

O solutie de compus intermediar 14 (70 mg), trietilamind (0,726 mL) si 2-oxo-2H-cromen-4-il-
trifluorometansulfonat (62 mg) in acetonitril (2 mL) s-a incilzit la 70°C timp de 1 ord. Amestecul
de reactie s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin coloand Si (NH) eludnd
cu ciclohexan la acetat de etil pentru a obtine 40 mg de produs dorit 4-({3-[2-(hidroximetil)-4-
(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]-propil }amino)-2H-cromen-2ond (compusul 90). CL-SM (M-H") =
4454

Acest produs s-a dizolvat in DCM, s-a rdcit pana la 0°C si s-a addugat HCI 1M in Et20 (3 echiv.).
Dupad 30 de minute, solutia s-a evaporat in vid si s-a triturat cu EO pentru a obfine 28 mg de sare
clorhidrat de 4-({3-[2-(hidroximetil)-4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-
2-ond. CL-SM (M-H") = 4454

Compusul 90: 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 5,92 (br. s., 1H), 8,21-8,04 (m, 3H), 7,95 (d,J = 8,0
Hz, 1H), 7,87 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,77 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,69-7,57 (m, 2H), 7,51 (d, J = 5,8 Hz,
1H), 7,37-7,27 (m, 2H), 5,30 (s, 1H), 4,12 (br. s., 2H), 3,98-3,83 (m, 3H), 3,77 (d, J = 12,3 Hy,
1H), 3,67 (br, 1H), 3,56 (br. s., 3H), 3,49-3,36 (m, 4H), 3,31 (br. s., 1H), 2,22-2,00 (m, 2H)

Obtinerea compusului 105

Compusul 105 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sinteza L.
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Acid 3-cloroperoxibenzoic (26 mg) s-a addugat la 0°C la o solutie de 4-({3-[4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil }amino)cromen-2-ond LO (compusul 67) (60 mg) in
diclormetan uscat (3 mL). Amestecul s-a agitat la 0°C. Amestecul s-a diluat apoi cu diclormetan si
s-a spdlat cu o solutie apoasd 1M de NaOH (2x) si solutie de sdruri. Faza organici s-a uscat pe
Na>SOy, s-a filtrat si s-a concentrat in vid. Reziduul (59 mg) s-a purificat prin cromatografie flash
(cartus SNAP Biotage KP-Sil 10g, eluent A:diclormetan, eluent B:diclormetan/MeOH 80/20,
gradient A/B de la 90/10 la 0/100 in 15VC, apoi 5VC la 0/100, dimensiunea fractiei 9 mL) pentru
a obtine (0,054 g) de produs dorit 4-({3-[4-(7-fluorcizochinolin-1-il)-1-oxidopipera-zin-1-
il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond (compusul 105). CL-SM (M-H") = 449,3.

Acest compus (29,5 mg) s-a dizolvat in diclormetan si s-a addugat o solutic de HC1 1M in eter
dietilic(0,14 mL, 2 echiv.) la temperatura camerei. Amestecul astfel obtinut s-a concentrat sub azot
si reziduul s-a triturat cu eter dietilic (2x) pentru a obtine sarea clorhidrat de 4-({3-[4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)-1-oxidopiperazin-1-il]propil }amino)-2H-cromen-2-ond sub forma unui
solid galben (0,028 g, Y = 52%). CL-SM (M-H") = 449,3

Compusul 105: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 12,44 (br. s., 1H), 8,17 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,12
(d, J=7,5Hz, 1H), 8,08 (dd, I = 5,8, 9,0 Hz, 1H), 7,87 (d, I = 7,8 Hz, 2H), 7,71 (dt, I = 2,5, 8,8
Hz, 1H), 7,64-7,54 (m, 2H), 7,39-7,27 (m, 2H), 5,30 (s, 1H), 4,18-3,73 (m, 8H), 3,68-3,55 (m,
2H), 3,45 (q, J = 6,4 Hz, 2H), 2,26 (quin, J = 7,0 Hz, 2H)

Obtinerea compusului 109

Compusul 109 a fost obfinut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sintezd M.
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Compusul 109

Etapa 1

Un balon incdrcat cu 1-cloroizochinolind, compus intermediar MO (2,2 g) si ester pinacol al
acidului N-Boc-1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-boronic (4 g) s-a plasat sub azot. S-au addugat DME
(80 mL) si EtOH (24 mL) pentru a obtine o solutie. S-a addugat o solutie de fosfat de potasiu
monobazic (1,2 g) si fosfat de potasiu tribazic (1,9 mg) in apd (40 mL). Amestecul s-a dezoxigenat
prin mai multe cicluri de vid/N, inainte de addugarea a PdCly(dbpf) (548 mg). Amestecul de
reactie rezultat s-a agitat apoi la 60°C peste noapte. Amestecul de reactie s-a evaporat partial sub
presiune redusd pentru a indepirta substantele volatile, apoi reziduul s-a impdrtit intre solutie de
bicarbonat de sodiu semisaturata si EtOAc. Faza apoasd s-a extras in continuare cu EtOAc. Fazele
organice combinate s-au spdlat cu solutie de sdruri, s-au uscat pe Na>SOs si s-au evaporat sub
presiune redusd. Reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 100) eluand cu un gradient de 20-
80% EtOAc in ciclohexan pentru a obfine 2.8 g de compus intermediar M1 tert-butil 4-
(izochinolin1-il)-3,6-dihidro-2H-piridin- 1 -carboxilat (Y = 67%). CL-SM (M-H") = 311,5.

Etapa 2

La o solutie de compus intermediar M1 (2,8 g) in EtOH (90 mL) s-au addugat formiat de amoniu
(3,9 g) si PA(OH)»/C (644 mg) la temperatura camerei. Amestecul s-a incilzit la 80°C si s-a lasat
sa se agite la temperatura respectiva timp de 1 ord, apoi s-a ricit pAnd la temperatura camerei si s-a
filtrat peste un strat de celitd, spdland cu EtOH. Solventul s-a eliminat sub presiune redusa.
Reziduul s-a cromatografiat pe silicagel (SNAP 100) eluand cu un gradient de 10-80% EtOAc in
ciclohexan pentru a obfine 1,66 g de compus intermediar M2 terf-butil 4-(izochinolin-1-
il)piperidin-1-carboxilat (Y = 59%). CL-SM (M-H+) = 3133

Etapa 3

TFA (2 mL) s-a addugat la o solutie de compus intermediar M2 (658 mg) in diclormetan (6 mL) la
temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 20 minute. Reziduul s-a evaporat sub
presiune redusd, s-a dizolvat in MeOH si s-a incircat pe un cartus SCX preconditionat. SCX s-a
eluat cu MeOH si apoi cu o solutie 2M de amoniac in metanol. Fractiile bazice s-au evaporat sub
presiune redusd pentru a obtine 1-(piperidin-4-il)izochinolind, compusul intermediar M3 (447 mg,
Y = cant.). CL-SM (M-H") = 213,2

Etapa 4

M3

Etapa 4
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Un amestec de compus intermediar M3 (447 mg), tert-butil N-(3-bromopropil)carbamat (476 mg),
iodurd de potasiu (174 mg) si carbonat de potasiu (580 mg) in DMF (10 mL) s-a agitat peste
noapte la temperatura camerei. Reactia s-a impartit intre EtOAc si solutie de sdruri semisaturata.
Faza organica s-a separat, apoi s-a spalat cu solutie de sdruri semisaturatd si solufie de sdruri, s-a
uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub presiune redusid. Reziduul s-a cromatografiat pe
silicagel (SNAP 25) eluand cu un gradient de 30-100% A in EtOAc, unde A este MeOH/EtOAc
(20:80) pentru a obtine 665 mg de tert-butil {3-[4-(izochinolin-1-il)piperidin-1-il]propil }carbamat,
compusul intermediar M4 (Y = 85%). CL-SM (M-H") =370,4

Etapa 5

Compusul intermediar M4 (665 mg) s-a dizolvat in DCM (100 mL) si s-a rdcit pana la 0°C. S-a
addugat TFA (18 mL) si reactia s-a agitat la t.c. peste noapte. Solufia s-a concentratd sub vid si
reziduul s-a incdrcat pe 5g SCX si s-a eluat cu MeOH/NH; 1M in MeOH. Fractiunile din MeOH s-
au incércat din nou pe 5g SCX si s-au eluat cu MeOH/NH3 1M in MeOH. Fractiunile din NH3 s-
au combinat pentru a obtine compusul intermediar M5 3-[4-(izochinolin-1-il)piperidin-1-
ilJpropan-1-amind (410 mg), sub forma unui ulei galben-deschis (Y = 85%). CL-SM (M-H*) =
270,4

Etapa 6

O solutie de compus intermediar M5 (167 mg), TEA (130 mL) si 4-cloro-2H-cromen-2-ond (100
mg) in CH3CN (5 mL) s-a agitat la t.c. timp de 2 ore. Solutia s-a incilzit la 40°C, s-a agitat timp de
1,5 ore, apoi s-a ricit pand la temperatura camerei si s-a agitat peste noapte. A doua zi, solufia s-a
incdlzit 1a 60°C si s-a agitat timp de 2 ore, apoi reactia s-a stopat. Solutia de reactie s-a concentrata
si reziduul s-a dizolvat in EtOAc, s-a spalat cu NaHCO:s si solutie de sdruri, s-a uscat pe NaySO; si
s-a concentrat pentru a obtine un produs brut (237 mg), sub forma de spuma galbena. Un astfel de
produs brut s-a purificat prin cartus Si de 25 g, elund cu un amestec DCM/MeOH (de 1a 10/0 la
9/1) pentru a obtine produsul dorit 4-({3-[4-(izochinolin-1-il)piperidin-1-il]propil }amino)-2H-
cromen-2-ond 110 mg (Compusul 109), sub forma unei spume albe. CL-SM (M-H") = 414.,4

83 mg de compus 109 s-a dizolvat in DCM, s-a ricit pand la 0°C si apoi s-a addugat HC1 1M in
Et,O (0,6 mmol, 600 microL). Dupd 15 minute, solutia s-a evaporat cu N si s-a triturat cu EO
pentru a obfine sarea clorhidrat de 4-({3-[4-(izochinolinl-il) piperidin-1-il]propil }amino)-2H-
cromen-2-ond, sub forma unui solid galben-deschis (123 mg, Y = 44%). CL-SM (M-H") = 4144
'"H RMN (500 MHz, CLOROFORM-d) & ppm 1,65 (br. s., 2H), 1,92-2,15 (m, 4H), 2,31 (br. s.,
2H), 2,45 (d, J = 12,23 Hz, 2H), 2,76 (br. s., 2H), 3,27-3,50 (m, 4H), 3,62-3,78 (m, 1H), 5,22 (s,
1H), 7,32 (d, J = 8,80 Hz, 1H), 7,46-7,56 (m, 2H), 7,59 (d, J = 5,38 Hz, 1H), 7,63 (t, ] = 8,30 Hz,
1H), 7,70 (t, I = 7,34 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 7,83 Hz, 1H), 7,91 8,01 (m, 1H), 8,22 (d, J = 7,83 Hz,
2H), 8,54-8,72 (m, 2H).

Obtinerea compusilor 125, 126 si 127 (nu face parte din inventie)

Compusii 125, 126 si 127 au fost obtinuti astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sintezi
N.
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Compusul £25

Procedeul de sintezd utilizat pentru obtinerea compusului 125

Etapa 1

Pirolidind (22 mL) s-a adiugat la o solutie de tetrahidro-4H-piran-4-ond, compusul intermediar NO
(10 g) in toluen (120 mL). Amestecul s-a incdlzit la reflux cu un aparat Dean-Stark (temperatura
baii 120-130°C). Dupa 1 ord si 30 de minute reactia s-a finisat, deoarece s-a observat formarea
cantitatii stoichiometrice de apd. Amestecul s-a concentrat apoi in vid pentru a obtine un ulei maro
1-(3,6-dihidro-2H-piran-4-il)pirolidind, compusul intermediar N1 (17,5 g). Compusul s-a utilizat
in urmdtoarea sintezi fard purificare suplimentara.

Etapa 2

La o solutie de compus intermediar N1 (9,16 g) in 1,4-dioxan (60 mL) la 0°C s-a addugat
anhidridd acetica (12,4 mL) si amestecul rezultat s-a lasat sa se agite la temperatura camerei sub
azot peste noapte. S-a addugat apd (15 mL), amestecul rezultat s-a refluxat timp de 1 ord, apoi s-a
ricit paAnd la temperatura camerei si s-a concentrat sub vid. S-a addugat apd (60 mL) si faza apoasi
s-a extras de doud ori cu EtOAc (60 mL). Extractele organice combinate s-au spilat cu o solutie
apoasd de HCI 5% g/g (60 mL), s-au uscat pe Na>SOs si s-au concentrat sub vid pentru a obtine 7,6
g de material brut. Acest material brut s-a purificat prin cromatografie flash (cartus SNAP Biotage
KP-Sil 340g, gradient ciclohexan/acetat de etil de la 90/10 1a 20/80 in 10 VC, dimensiune fractie
100 mL) pentru a obtine compusul intermediar N2 2-acetiloxan-4-ond sub forma unui ulei incolor
(1,34 g, Y = 16%). CL-SM (M-H") = 143,0

Etapa 3
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Compusul intermediar N2 (1,34 g), in THF (47 mL) s-a ricit pand la -78°C si LIHMDS (28,2 mL)
s-a addugat 1n picaturi. Dupd agitare timp de 1 ord la aceeasi temperaturd, s-a addugat carbonat de
dimetil. Amestecul rezultat s-a ldsat s se Incilzeascd incet pand la -10°C si s-a agitat la aceasti
temperaturd. Dupa 5 ore, amestecul de reactie s-a stins la 0°C cu HC1 1M apos la un pH 6. S-a
addugat acetat de etil si faza organici s-a separat. Faza apoasa s-a extras din nou cu acetat de etil.
Fazele organice mixte s-au spdlat cu solutie de sdruri, s-au uscat pe Na;SOa, s-au filtrat si s-au
evaporat in vid pentru a obtine 1,7 g de compus intermediar N3 brut metil 3-oxo-3-(4-
oxotetrahidro-2H-piran-3-il)propanoat, care s-a utilizat pentru etapa urmdtoare fard purificare
suplimentard. CL-SM (M-H") = 183,1

Etapa 4

Compusul intermediar N3 (1,7 g) s-a dizolvat in toluen. S-a addugat DBU (1,4 mL) si amestecul s-
a agitat la reflux. Reactia s-a ricit pana la 0°C si s-a stins cu HC1 1M apos. S-a addugat acetat de
etil si s-a separat faza organici. Faza apoasi s-a extras din nou cu acetat de etil. Fazele organice
mixte s-au spalat cu solutie de sdruri, s-au uscat pe Na>SOs, s-au filtrat si s-au evaporat in vid
pentru a obtine 1,2 g de material brut. Materialul brut s-a purificat prin cromatografie flash (cartus
SNAP Biotage KP-Sil 50g, eluent A:diclormetan, eluent B:diclormetan/MeOH 9/1, gradient A/B
de 1a 70/30 1a 0/100 in 10VC, dimensiunea fractiei 9 mL) pentru a obtine compusul intermediar N4
4-hidroxi2,5,7,8-tetrahidropiran[3,2-c]piran-2-ona sub forma unei spume galbene (553 mg, Y =
35%). CL-SM (M-H") = 169,0

Etapa 5

O solutie de anhidrida trifluorometansulfonicd (0,664 mL) in diclormetan (5 mL) s-a addugat in
picdturi la o solutie agitatd de compus intermediar N4 (553 mg) si trietilamind (0,915 mL) in
diclormetan (10 mL) la -10°C . Reactia s-a agitat la -10°C timp de 1 ord, apoi s-a ldsat sd se
incdlzeascd pani la 0°C si s-a diluat cu ciclohexan/eter dietilic (3:1, 60 mL). Amestecul s-a filtrat
pe un dop de silicagel spalandu-1 cu ciclohexan/eter dietilic suplimentar (3:1). Spaliturile care
confin produsul dorit s-au evaporat sub presiune redusid pentru a obtine 425 mg de compus
intermediar N5 2-0x02,5,7,8-tetrahidropiran[3,2-c]piran-4-il-trifluorometansulfonat, sub forma
unui ulei galben (Y = 43%). CL-SM (M+H") = 301,1

Etapa 6

O solutie de 3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperazin-1-il]propan-1-amind (compusul intermediar
C4 in sinteza compusului 67) (164 mg), trietilamind (0.145 mL) si compus intermediar N5 (150
mg) in acetonitril (4 mL) s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. S-a addugat DCM si faza
organicd s-a spdlat cu solutie de saruri. Solventul s-a indepirtat in vid pentru a obfine 130 mg de
material brut. Amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusi. Reziduul s-a purificat prin
coloand Si eluind cu acetat de etil la acetat de etil/metanol 8:2 si apoi cu DCM la DCM/metanol
9:1 pentru a obtine 58 mg de produs dorit 4-({3-[4-(7)-fluoroizochinolin-1-il)piperazinl-
il]propil }amino)-7,8-dihidro-2H, 5H-pirano[4,3-b]piran-2-ond (compusul 125) (Y = 25%). CL-SM
(M-H") = 439,3

Compusul 125: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 10,07 (br. s., 1H), 8,17 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 8,06
(dd, J=5,8,9,0 Hz, 1H), 7,84 (dd, J = 2,4, 10,4 Hz, 1H), 7,70 (dt, J = 2,5, 8,8 Hz, 1H), 7,56 (d, ] =
5,8 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,99 (s, 1H), 4,35 (s, 2H), 3,91-3,75 (m, 5H), 3,46-3,28 (m,
5H), 3,27-3,14 (m, 5H), 2,07-1,92 (m, 2H)

Acest produs s-a dizolvat in DCM la 0°C si s-a addugat HC1 2N in eter dietilic (3 echiv.). Dupd 10
minute solventul s-a evaporat in vid si solidul s-a triturat cu eter dietilic pentru a obtine 20 mg de
sare clorhidrat de 4-({3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperazin-1-il]propil }amino)-7, 8-dihidro-
2H,5H-pirano[4,3-b]piran-2-ond (Y = 7,5%). CL-SM (M-H*) = 439,3

Compusii 126 si 127 s-au obtinut in mod similar prin inlocuirea tetrahidro-4H-piran-4-onei (NO)
din etapa 1 cu urmdtorii compusii, respectiv.

Compusul Intermediarul NO CL-SM

126 Tetrahidro-4H-tiopiran-4-ond CL-SM (M-H*) =455,3

127 1,1-Dioxid de tetrahidro-4H-tiopiran-4-ond CL-SM (M-H*) = 487,3
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Compusul 126: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 5 10,30 (br. s., 1H), 8,16 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,07
(dd, T = 5,9, 9,2 Hz, 1H), 7,90-7,78 (m, 1H), 7,71 (¢, J = 8,8 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 5,5 Hz, 1H),
6,97-6,84 (m, 1H), 5,00 (s, 1H), 3,93 (br. s., 1H), 3,81 (d, T = 10,0 Hz, 2H), 3,68-3,52 (m, 2H),
3,48-3,31 (m, 6H), 3,26 (d, J = 6,0 Hz, 4H) , 2,85 (t, T = 5,5 Hz, 2H), 2,74-2,61 (m, 2H), 2,12-1,90
(m, 2H)

Compusul 127: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 5 10,49 (br. s., 1H), 8,16 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,07
(dd, T = 5,6, 8,9 Hz, 1H), 7,85 (dd, T = 2,1, 10,2 Hz, 1H), 7,71 (dt, T = 2.5, 8,8 Hz, 1H), 7,57 (d, T =
5,8 Hz, 1H), 6,92 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 5,06 (s, 1H), 4,16 (br. s., 1H), 4,07 (s, 2H), 3,82 (d, T = 9,3
Hz, 2H), 3,60 (d, T = 5,8 Hz, 2H), 3,51 (¢, T = 6,4 Hz, 2H), 3,46-3,32 (m, 4H) , 3,24 (q, T = 6,4 Hz,
4H), 3,02 (t, T = 6,1 Hz, 2H), 2,02 (quin, J = 7,0 Hz, 2H)

Obtinerea compusului 131

Compusul 131 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sinteza O.
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Un amestec de 1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decan, compusul intermediar Oa (723 mg), 7-fluoro-1-
iodoizochinolind, compusul intermediar Ob (1,15 g) si carbonat de potasiu (872 mg) in DMSO
(13) mL) s-a agitat peste noapte la 110°C. Amestecul s-a diluat cu EtOAc. Faza organici s-a spalat
cu solutie de bicarbonat de sodiu si solutie de sdruri. Faza organicd s-a uscat pe sulfat de sodiu, s-a
filtrat si s-a evaporat sub presiune redusi pentru a obtine 1,3 g de 1-(1,4dioxa-8-azaspiro[4.5]dec-
8-il)-7-fluoroizochinolind, compusul intermediar O1 sub forma unui ulei galben (Y = 92%). CL-
SM (M-H") = 289,1

Etapa 2

La o solutie de 1-(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]dec-8-il)-7-fluoroizochinolind, compusul intermediar
01 (1,1 g) in THF (3 mL) s-a adidugat 2N HCIl (5 mL) la t.c. si s-a 13sat si se agite peste noapte.
Solutia rosie obtinuta s-a incdlzit apoi pand la 60°C timp de 8 ore si peste noapte la temperatura
camerei. Amestecul de reacfie s-a ficut bazic cu o solutie de NaOH 10% si s-a extras cu EtOAc.
Faza organici s-a spilat cu solutie de sdruri, s-a uscat pe sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a evaporat
sub presiune redusd. Reziduul s-a cromatografiat pe silicagel eluand CHCl; pand la CHCls/MeOH
(99:1) pentru a obtine compusul intermediar 02 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ona, (Y =
78%). CL-SM (M-H") = 245,1

Etapa 3

Tert-butil {2-[(6-fluoro-2-ox0-2H-cromen-4-il)amino]etil }carbamat, compusul intermediar 03, a
fost obtinut astfel cum este descris in etapa 6 de obtinere a compusului 51, utilizand zerf-butil (2-
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aminoetil)carbamat si 6-fluoro-2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat in calitate de reactivi
de pornire (Y = 50%). CL-SM (M-H") = 323,1

Etapa 4

4-[(2-Aminoetil)amino]-6-fluoro-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar 04, a fost obtinut astfel
cum este descris in Etapa 4 de obtinere a compusului 51, utilizind terf-butil {2-[( 6-fluoro-2-oxo-
2H-cromen-4-il)amino]etil }carbamat in calitate de reactiv (Y = 90%). CL-SM (M-H") = 223,1

Etapa 5

La o suspensie de 4-[(2-aminoetil)amino]-6-fluoro-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar 04
(300 mg) in CHCl;s (35 mL), o solutie de 1-(7-fluoroizochinolin)-1-il)piperidin-4-ona 02 (213 mg)
in CHCI3 (15 mL) s-a addugat la t.c. Doud picdturi de acid acetic si, dupd zece minute,
triacetoxiborohidrurd de sodiu (210 mg) s-au addugat la amestec. Acesta s-a ldsat sub agitare timp
de doud zile la temperatura camerei. Suspensia s-a diluat cu DCM si s-a spilat cu solutie de
bicarbonat de sodiu. Fazele s-au separat si faza organica s-a spalat cu solutie de sdruri, s-a uscat pe
sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a evaporat sub presiune redusd. Reziduul s-a cromatografiat pe
silicagel eluand cu CHCl; la CHCI/MeOH (9:1) pentru a obtine 6-fluoro-4-[(2-{[1-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJamino }etil)Jamino]-2H-cromen-2-ona (compusul 131) (35 mg,
Y = 10%). CL-SM (M-H") = 451,19

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 = 8,09 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,04-7,94 (m, 2H), 7,70-7,54 (m,
3H), 7,48 (ddd, J = 3,0, 8,0, 9,0 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,37 (dd, J = 4,9, 9,1 Hz, 1H),
5,27 (s, 1H), 3,66 (td, J = 3,0, 13,1 Hz, 2H), 3,42-3,22 (m, 2H), 3,03-2,83 (m, 4H), 2,79-2,66 (m,
1H), 2,00 (dd, J = 2,4, 12,6 Hz, 2H), 1,59 (dq, J = 3,4, 11,3 Hz, 2H).

Obtinerea compusului 134

Compusul 134 a fost obfinut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sinteza P.

O
= Etapa 1 cl
—_—
=
0 0]
O O
PO
+
H
N
N
. Pa Z
=N
P> P2
Etapa 1

4-Metil-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar PO (300 mg) s-a dizolvat in THF uscat (4 mL)
sub N> si s-a ricit pand la -30°C. S-a addugat solutie 1M de litiu bis(trimetilsilil)amida (1,87 mL)
in picdturi si solutia rosie s-a agitat 30 min la -30°C. Temperatura s-a redus pand la -78°C si s-a
adiugat in picdturi clorurd de clorpropionil (0,35 mL). Temperatura s-a 1asat sa atingd t.c. Dupa 2
ore, reactia s-a impdrtit intre EtOAc si NH4Cl si faza organicd s-a evaporat prin vid. Materialul
brut rezidual s-a triturat intr-un amestec de pentan/Et,O pentru a obtine 4-(4-cloro-2-oxobutil)-2H-
cromen-2-ond, compusul intermediar P1 (200 mg) utilizat pentru reactia suplimentard fara
purificare suplimentara.

Etapa 2

0 OH
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O
Etapa 3 N
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4-(4-Cloro-2-oxobutil)-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar P1 (200 mg) si 7-fluoro-1-
(piperazin-1-il)izochinolind, compusul intermediar Pa (184mg) s-au dizolvat in CH3;CN uscat
(10mL). S-a adaugat K»COs (330 mg) si amestecul s-a agitat la 45°C timp de 1 ord. Dupd récire,
sdrurile anorganice s-au filtrat si filtratul s-a evaporat prin vid. Produsul brut s-a purificat
preliminar prin cromatografie flash (eluent cHex:EtOAc:MeOH = 6:3:1) pentru a obfine 4-{4-[4-
(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin- 1 -il]-2-oxobutil } -2H-cromen-2-ond, compusul intermediar P2
(135 mg) sub forma de pulbere galben pali. CL-SM (M-H*) = 4464

Etapa 3

La o solutic de 4-{4-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-oxobutil }-2H-cromen-2-ond,
compusul intermediar P2 (50 mg) in MeOH (4 mL), s-a addugat NaBH, (9 mg) si amestecul s-a
agitat la temperatura camerei peste noapte. Substantele volatile s-au evaporat in vid si produsul
brut s-a purificat prin cromatografie in faza inversd C-18 utilizand amestecul de H;O/MeCN + 1%
HCOOH in calitate de eluent. 4-{4-[4-(7-Fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-hidroxibutil }-
2H-cromen-2-ona (compusul 134) (26 mg, Y = 37%) s-a obtinut sub forma de sare de formiat. CL-
SM (M-H") = 448,4

'H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & ppm 1,67-1,81 (m, 2H), 2,53-2,58 (m, 1H), 2,59-2,82 (m, 6H),
3,09 (dd, J = 13,45, 3,18 Hz, 1H), 3,30 (br. s., 4H), 3,85-4,03 (m, 1H), 6,38 (s, 1H), 7,34-7,43 (m,
2H), 7,45 (d, J = 5,87 Hz, 1H), 7,59-7,67 (m, 2H), 7,68-7,73 (m, 1H), 7,95 (d, J = 7,83 Hz, 1H),
8,01 (dd, J = 8,80, 5,87 Hz, 1H), 8,12 (d, J = 5,38 Hz, 1H), 8,15 (s, 1H).

Obtinerea compusului 143

Compusul 143 a fost obtinut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sintezi Q

0. O O o]

Etapa 4

-+ _—

F o] |
K\NH (\N/\)LOR
N\) Etapa 2

=N | _zN QZ’C)%:%IZE 2> Etapa3l

Etapa 1

La o suspensie de 4-amino-3-nitro-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar Q0 (100 mg) 1n alcool
izopropilic (6 mL) s-au addugat pulbere de zinc (1,2 g) si solutie apoasd de HC1 3M (6,4 mL).
Amestecul s-a agitat timp de 40 min la t.c. si apoi s-a turnat in solutie apoas saturatd de Na,COs.
Produsul s-a extras de doud ori cu Et,O, s-a uscat pe Na>SO; uscat, s-a filtrat si s-a evaporat pentru
a recupera 55 mg de 3,4-diamino-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar QIl, utilizat farad
purificare suplimentard pentru etapa urmdtoare. CL-SM (M-H") = 177,1

Etapa 2

7-Fluoro- 1-(piperazin-1-il)izochinolind, compusul intermediar Qa (400 mg) s-a dizolvat in MeOH
uscat (20 mL), s-a addugat N,N-diizopropiletilamind (0,82 mL) urmata de acrilat de metil (0,356
mL) ). Amestecul s-a agitat la 60-70°C timp de 1 ord. Solventii s-au evaporati sub presiune redusi
si produsul s-a izolat prin cromatografie in coloand (gradient de 20 pana la 80% acetat de etil in
ciclohexan), pentru a obtine 3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-ilJpropanoat de metil,
compusul intermediar Q2 (410 mg, Y = 75%). CL-SM (M-H") = 318,3

Etapa 3

e}
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O solutie de metil 3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propanoat, compusul intermediar
Q2 (300 mg) s-a dizolvat in THF/apa (1:1) si s-a addugat LiOH (68 mg), amestecul s-a agitat la t.c.
timp de 2 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusd, reziduul obtinut s-a
purificat prin cartus SCX (eludnd produsul dorit cu solutie 3M de TEA in MeOH), pentru a obtine
acid 3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propanoic, compusul intermediar Q3 sub forma
de sare de trietilamind (330 mg, Y = 65%). CL-SM (M-H") = 304,2

Etapa 4

3,4-Diamino-2H-cromen-2-ond, compusul intermediar Q1 (50 mg) si acid 3-[4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propanoic, compusul intermediar Q3 in calitate de sare de
trietilamind (50 mg) s-au suspendat in acid polifosforic (1,5 mL) si amestecul s-a incdlzit la 140°C
timp de 4 ore. Amestecul de reactie s-a turnat in solutie apoasa saturatd de Na,COs si produsul s-a
extras de doud ori cu EtOAc. Faza organicd s-a purificatd prin cromatografie flash utilizind un
amestec de cHex/EtOAc/MeOH (6:3:1) in calitate de eluent. 30 mg de compus recuperat s-a
dizolvat in DCM (1 mL) si s-a tratat cu un exces de 1M HCl in EtO (1 mL). Amestecul tulbure s-a
concentrat si s-a uscat in cuptor (50°C) timp de 1 ord pentru a obtine 2-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-
1-il)piperazin-1-il]etil }cromeno[3,4-d Jimidazol-4(1H)-ond (compusul 143) sub formd de sare
clorhidrat. CL-SM (M-H") = 444,4

'H RMN (500 MHz, METANQL.-d4) & ppm 3,63 (t, ] = 6,85 Hz, 2H), 3,92 (br. s., 4H), 3,93-3,98 (
m, 2H), 4,20 (br. s., 4H), 7,45 (t, I = 7,34 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 7,83 Hz, 1H), 7,56-7,63 (m, 1H),
7,82 (d, I = 6,36 Hz, 1H), 7,89-7,95 (m, 1H), 7,97-8,03 (m, 2H), 8,08 (d, J = 9,29 Hz, 1H), 8,23
(dd, 7=9,29, 5,38 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 144

Compusul 144 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.
Etapa 1 — Sinteza tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilatului:

Boc

Elioc
N
Cl [ j
F N
H

|
Nj
N
N £
. XN
= K,CO,, DMSO
120°C =

Carbonat de potasiu (2,9 g, 21 mmol) s-a adiugat la o solufic agitatdi de 1-cloro-7-
fluoroizochinolind (2,6, 14 mmol) si terf-butil piperazin-1-carboxilat (5,2 g, 28 mmol) in DMSO
(20 mL ) la temperatura camerei. Amestecul rezultat s-a incilzit la 120°C peste noapte. Verificarea
UPLC a aritat cd reactia s-a finisat. Amestecul s-a ldsat apoi si se raceasca la temperatura camerei
si s-a Tmpdrtit Intre EtOAc (300 mL) si apd (300 mL). Faza organicd s-a separat, s-a spdlat cu
solutie 1M de acid citric (100 mL) si solutie de saruri (70 mL) si s-a uscat pe sulfat de sodiu.
Solventii s-au evaporat sub presiune redusd si reziduul rezultat s-a purificat prin cromatografie
flash pe silicagel (SNAP 100, de la ciclohexan pand la ciclohexan/acetat de etil 8:2) pentru a
obtine tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilat (4,3 g, 13 mmol, randament
93%). CL-SM (M-H") =332,3

Etapa 2 — Sinteza 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolinei:
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Boc
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N

N
; TFA i
T
TSN DCM SN
= =

TFA (10 mL) s-a adiugat la o solutie de tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-
carboxilat (4,3 g, 13 mmol) in diclormetan (30 mL) si amestecul rezultat s-a agitat peste noapte la
temperatura camerei. Verificarea UPLC a ardtat cd reactia s-a finisat. Substantele volatile s-au
evaporat sub presiune redusd, reziduul s-a dizolvat in diclormetan (20 mL) si s-a evaporat la
presiune redusd de doud ori. Reziduul rezultat s-a dizolvat in MeOH si s-a Incircat pe un cartus
SCX preconditionat (50g). SCX s-a eluat cu MeOH si apoi o solutie 2M de amoniac in metanol. in
final, fractia bazica s-a evaporat sub presiune redusi pentru a obtine 3,1 g (Y = cant.) de 7-fluoro-
1-(piperazin-1-il)izochinolina sub forma unei gume galbene lipicioase. CL-SM (M-H") = 232,2

Etapa 3 — Sinteza 4-(4-cloro-2-oxobutil)-2H-1-benzopiran-2-onei:

@ji LIHDMS
THEF, -30°C

4-Metil-2H-1-benzopiran-2-ond (200 mg, 1,25 mmol) s-a dizolvat in THF uscat (4 mL) sub Nz si
s-a rdcit pand la -30°C. LiHDMS (solutie 1M in THF, 1,25 mL, 1,25 mmol) s-a addugat prin
picurare si solutia rosie s-a agitat 30 min la -30°C. Apoi temperatura s-a redus pana la -78°C si s-a
addugat prin picurare clorurd de cloropropionil (0,24 mL, 2,5 mmoli). Amestecul de reactie s-a
ldsat s atingd temperatura camerei, apoi s-a impdartit intre EtOAc si NH4CI. Faza organica s-a
evaporat in vid si materialul brut rezidual s-a tratat cu un amestec de pentan/Et;O pentru a obtine
270 mg (1,1 mmol, randament 88%) de 4-(4-cloro-2-oxobutil)-2H-1-benzopiran-2-ond. CL-SM
(M-H") =251,2

Etapa 4 — Sinteza 4-{4-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-oxobutil }-2H-1-benzopiran-
2-onei:
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4-(4-Cloro-2-oxobutil)-2H-1-benzopiran-2-ond (270 mg, 1,1 mmol) si 7-fluoro-1-(piperazin-1-
il)izochinolini (244 mg, 1,1 mmol) s-au dizolvat in MeCN uscat (10 mL). S-a adidugat K.COs (434
mg, 2,4 mmol) si amestecul s-a agitat la 45°C timp de 1 ord. Dupd ricire, sirurile anorganice s-au
filtrat si filtratul s-a evaporat in vid. Produsul brut s-a purificat prin CF (Ciclohexan:EtOAc:MeOH
6:3:1) pentru a recupera 188 mg (0,42 mmol, randament 38%) de 4-{4-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperazin-1-il]-2-oxobutil } -2H-1-benzopiran-2-ond sub forma de pulbere de culoare galben-pal
(Y =39%). CL-SM (M-H*) = 446,4

Etapa — Sinteza  4-{4-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-hidroxibutil }-2H-1-
benzoplran -2-onei (compusul 144):

NH,/MeOH [ j
Ti(:PrO),

9al
@g

4-{4-[4-(7-Fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-oxobutil }-2H-1-benzopiran-2-ond (80 mg,

0,18 mmol) s-a dizolvat in THF uscat ( 0,5 mL). S-a addugat NHz 2M in MeOH (0,9 mL, 1,8
mmol) urmat de Ti(iPrO)4 (212 mL, 0,72 mmol). Amestecul de reactie s-a incdlzit 1a 50°C intr-un
flacon inchis timp de 3 ore si apoi s-a lasat sa atingd temperatura camerei peste noapte. Substantele
volatile s-au evaporat in vid, reziduul s-a dizolvat in THF/MeOH si s-a ricit intr-o baie de gheata.
S-a addugat rapid NaBH, (127 mg). Dupd 10 minute, reactia s-a stins cu HCI 4M in dioxan pentru
a atinge pH 4, solventul s-a evaporat in vid si materialul brut s-a purificat prin HPLC preparativa
in conditii de bazd pentru a obtine 25 mg (Y = 31%) de 4-{4-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperazin-1-il]-2-hidroxibutil }-2H-1-benzopiran-2-oni. CL-SM (M-H") = 447,2. 'H RMN (400
MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 1,67-1,88 (m, 2H) 2,50 (dt, J = 3,70, 1,79 Hz, 7H) 3,09-3,95 (m, 6H) 6,44
(s, 1H) 7,35-7,44 (m, 2H) 7,46 (d, J = 5,77 Hz, 1H) 7,61-7,76 (m, 3H) 7,97-8,04 (m, 2H) 8,13 (d,
J=5,77 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 145
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Compusul 145 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 — Sinteza tert-butil [1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJcarbamatului:
Boc

Boc
NH NH
-

HN"™
@
XN
K,CO., DMSO F N
Z 3 N
Z 120°C
P

Intermediarul tert-butil [1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJcarbamat a fost obtinut in
conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-
1-carboxilatului (vezi compusul 144) utilizand terf-butil piperidin-4-ilcarbamat. Y = 71%. CL-SM
(M-H") = 346,5

Cl

Etapa 2 — Sinteza 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-aminei:
Boc

TF

Pﬁ -
N - N
F DCM
XN F XN
F yZ

Intermediarul 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-amind a fost obtinut in conformitate cu
procedura descrisd pentru sinteza 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolinei (vezi compusul 144)
utilizand ter¢-butil[1-(7-fluoroizochinolin1-il)piperidin-4-ilJcarbamat. Y = cant. CL-SM (M-H") =
246,3

Etapa 3 — Sinteza etil 4-oxo0-1,4-dihidro[ 1 Jbenzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilatului:

CO,Et
cl H
X o HC HZN/\COZEt HN
_ __
0 X0 TEA, EtOH 0
0

4-Cloro-3-formilcumarind (0,5 g, 2,4 mmol) si clorhidrat de etil glicinat (353 mg, 2,5 mmol) s-au
suspendat in etanol absolut. Amestecul s-a ricit pand la 0°C apoi s-a addugat TEA (1,1 mL, 7,2
mmol). Amestecul s-a agitat timp de 2 ore la 0°C si apoi s-a incilzit pand la 80°C timp de 12 ore.
Amestecul brut s-a incircat pe un cartus C-18 si s-a eluat cu HxO/MeCN (+ 0,1% HCOOH) de la
100/0 pana la 0/100 pentru a recupera 400 mg de etil 4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3b]pirol-
2-carboxilat (400 mg, 1,5 mmol, randament 64%). CL-SM (M-H*) = 258,2

Etapa 4 — Sinteza 2-(hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4(1H)-onei:
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CO,Et Pl
HNT N 1H4 N
THF, OOC
O
o

Etil 4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilat (170 mg, 0,66 mmol) s-a dizolvat in
THF uscat (6 mL). S-a addugat LiAlHs 1M in THF (1,33 mL, 1,33 mmol) prin picurare la 0°C.
Solutia s-a agitat 4H la 0°C apoi s-a stins prin addugarea de Na,SO4*10H,O. Sarurile anorganice
s-au filtrat si solventii s-au evaporat. Reziduul brut s-a purificat prin cromatografie flash
(Ciclohexan:EtOAc:MeOH 6:3:1) pentru a obtine 2-(hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-
4(1H)-oni (80 mg, 0,37 mmol, randament 56%). CL-SM (M-H") = 216,2

Etapa 5 — Sinteza 4-ox0-1,4-dihidro[1]benzopiran[4,3-b]pirol-2-carbaldehidei:

OH
AN periodinan
HN Dess-Martm HN N
O
O

2-(Hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4 (1H)-oni (80 mg, 0,37 mmol) s-a suspendat in DCM
uscat (15 mL) si s-a tratat cu Periodinan Dess-Martin (100 mg, 0,44 mmol). Amestecul de reactie
s-a agitat 45 min la temperatura camerei, apoi suspensia s-a impartit intre DCM si o solutie apoasa
de NaHCOs sat./10% Na,S,0s 1:1. Faza organicd s-a uscat pe NaxSOy, s-a filtrat si s-a evaporat
pentru a recupera 40 mg (0,19 mmol, Y = 51%) de 4-oxo-1,4dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-
carbaldehidd, care s-a utilizat in etapa urméitoare fard nicio purificare. CLSM (M-H") = 214,2

Etapa 6 — Sinteza 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperidin-4-ilJamino}metil)[1]benzopiran[4,3-
b]pirol-4(1H)-onei (sare de formiat, compusul 145):
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O NaBH(OAc),, CH,COOH NH
O MeCN
7" “NH

O

La o suspensie de 4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehidd (40 mg, 0,19
mmol) in MeCN uscat (40 mL) s-a addugat 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-amind (60 mg,
0,24 mmol) urmati de 3 picaturi de acid acetic. Amestecul tulbure s-a agitat timp de 1 ord la
temperatura camerei apoi s-a addugat NaBH (OAc) 3 (100 mg, 0,47 mmol) intr-o singurd portie.
Amestecul eterogen s-a agitat peste noapte, apoi substantele volatile s-au evaporat in vid. Reziduul
s-a Incarcat pe o coloand cu fazi inversatd C-18 si s-a eluat cu HxO/MeOH + 1% HCOOH (de la
95/5 la 70/30) pentru a obtine 32 mg (0,066 mmol, randament 34%) de 2-({[1-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJamino }metil)[ 1 Jbenzopirano[4,3-b]pirol-4(1H)-ona sub forma
de sare de formiat. CL-SM (M-H) = 443 4.

'"H RMN (500 MHz, METANOL-d,) & ppm 1,99 (qd, J = 12,06, 3,42 Hz, 2H), 2,31 (d, J = 10,76
Hz, 2H), 3,06 (t, J = 12,23 Hz, 2H), 3,31-3,35 (m, 2H), 3,84 (d, J = 13,21 Hz, 2H), 4,37 (s, 2H),
6,93 (s, 1H), 7,37-7,46 (m, 3H ), 7,48-7,58 (m, 2H), 7,76 (dd, J = 10,03, 2,20 Hz, 1H), 7,91-7,99
(m, 2H), 8,07 (d, J = 5,87 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 146
Compusul 146 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza 3,4-diamino-2H-1-benzopiran-2-onei:

NH_ NH,
NO NH
AN > Zn/HCl A 2
—_—
0 o) IPA 0 o)

4-Amino-3-nitro-2H-1-benzopiran-2-ona (500 mg, 2.4 mmol) s-a suspendat in IPA (30 mL). S-a
addugat pulbere de zinc (6g, 92 mmol) urmati de solutie de HC1 3M (32mL, 96 mmol). Amestecul
s-a agitat la temperatura camerei timp de 40 min, apoi s-a turnat in Na>COs sat. Produsul s-a extras
de doud ori cu Et;O, fazele organice s-au uscat pe Na,SOs, s-au filtrat si s-au concentrat pand la
uscare pentru a obtine 330 mg de 3,4-diamino-2H-1-benzopiran-2-ond (330 mg, randament 78%),
care s-a utilizat fara purificare suplimentard. CL-SM (M-H") = 177,2

Etapa 2 — Sinteza 2-(clorometil)[1]benzopiran[3,4-d]imidazol-4 (1H)-onei:
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PPA 140°C é >

La o suspensie de 3,4-diamino-2H-1-benzopiran-2-ond (120 mg, 0,68 mmol) in acid polifosforic
(2,5 mL) s-a adaugat acid cloroacetic (96 mg, 1 mmol). Suspensia s-a incdlzit 1a 140°C timp de 45
de minute, apoi s-a ricit si produsul brut s-a repartizat intre H>O si Et,O. Faza organici s-a uscat
pe Na»xSOy, s-a filtrat si s-a concentrat pentru a obtine 90 mg (0,38 mmol, randament 56%) de 2-
(clorometil)[1]benzopirano[3,4-d]Jimidazol-4(1H)-ond. CL-SM (M-H") = 235,1

Etapa 3 — Sinteza 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperidin-4-ilJamino}metil)[1]benzopirano[3,4-
d]imidazol4 (1H)-onei (compusul 146):

=
. N
Cl E‘Hj NN .
N
N
AN
— .
0
3 DMF NH
N~ “NH
0
0

1-(7-Fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-amind (370 mg, 1,5 mmol, vezi compusul 145) s-a
dizolvat in DMF uscat (2 mL) si s-a ricit intr-o baie de gheatd. 2-(Clorometil)[1]benzopiran[3,4-
dJimidazol-4(1H)-ond solidi (90 mg, 0,38 mmol) s-a addugat portionat si amestecul s-a agitat timp
de 10 min. Reactia brutd s-a Incdrcat direct pe o cromatografie in faza inversa C-18 si s-a eluat cu
H>O/MeCN + 1% HCOOH (de la 100/0 pana la 85/15) pentru a recupera 38 mg (0,09 mmol,
randament 23%) de 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[3,4-d]imidazol4 (1H)-oni. CL-SM (M-H") = 444 4.

'H RMN (500 MHz, METANOL-d,) & ppm 1,84-1,97 (m, 2H), 2,25 (d, J = 11,74 Hz, 2H), 3,03 (t,
J =11,74 Hz, 2H), 3,11-3,21 (m, 1H), 3,80 (d, J = 12,72 Hz, 2H), 4,34 (s, 2H), 7,40 (d, J = 5,87
Hz, 1H), 7,43 (t, J = 7,58 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 7,83 Hz, 1H), 7,50-7,60 (m, 2H), 7,75 (dd, J =

10,03, 2,20 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 9,05, 5,62 Hz, 1H), 8,03 (dd, J = 7,83, 1,47 Hz, 1H), 8,05 (d, J

= 5,87 Hz, 1H), 8,24-8,29 (m, 1H).

Obtinerea compusului 147
Compusul 147 a fost obtinut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 — Sinteza 2-(3-bromopropil)[1]benzopiran|3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:
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NH,

\ NH2 Br\/\/COZH
- uNT RN
o
o

N PPA, 140°C
0 o

Intermediarul 2-(3-bromopropil)[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ona a fost obfinut in
conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 2-(clorometil)[1]benzopirano[3, 4-d]imidazol-
4(1H)-onei (vezi compusul 146) utilizand acid 4-bromobutanoic. CL-SM (M-H*) = 307,1

Etapa 2 - Sinteza 2-{3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil } [1]benzopirano[3,4-

d]imidazol-4(1H)-onei ( sare de formiat, compusul 147):
/ F
N—

Br
H
N,
@ N
| W,
F. .
HNT NN y N
DMF
j —0
o
Ne=
o NH
AN
0

La o suspensie de 2-(3-bromopropil)[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (160 mg, 0,7
mmol) in DMF uscat (2 mL) s-a adiugat portionat 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind solida
(70 mg, 0,30 mmol, vezi compusul 144). Amestecul s-a agitat timp de 2 ore, apoi s-a addugat HCI
1M 1 (8 mL). Faza apoasa s-a spilat cu DCM de doud ori, apoi s-a Incircat pe o cromatografie in
faza inversd C-18 si s-a eluat cu HO/MeCN + 1% HCOOH (de la 100/0 pand la 75/25) pentru a
obtine 39 mg (0,09 mmol, randament 30% ) de 2-{3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-
il]propil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4 (1H)-ona sub forma de sare de formiat. CL-SM (M-H")
=458,4.

'H RMN (500 MHz, METANOL-d,) & ppm 2,29 (quin, J = 7,09 Hz, 2H), 3,02-3,17 (m, 4H), 3,28
(s, 4H), 3,61 (br. s., 4H), 7,36-7,50 (m, 3H), 7,51-7,62 (m, 2H), 7,79 (dd, J = 9,78, 2,45 Hz, 1H),
7,88-8,01 (m, 2H), 8,11 (d, J = 5,38 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 148

Compusul 148 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.
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Etapa 1 — Sinteza tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilatului:

AN N-Boc-piparazina
t-BuOK, Pd(OAc), F
N -
e =
Cl

BINAP
toluene, 85°C [ j
N

Boc

O solutie de 1-cloro-7-fluoroizochinolind (0,5 g, 2,76 mmol) si N-Boc-piparazind (1,54 g, 8,3
mmol) in toluen s-a degazat timp de 10 min. Apoi s-au adiugat ferf-Butoxid de potasiu (626 mg,
5,6 mmol), BINAP (174 mg, 0,28 mmol) si acetat de paladiu (61 mg 0,28 mmol) la temperatura
camerei. Amestecul s-a agitat la 85°C timp de 4 ore monitorizand reactia prin CLSM. Amestecul
de reactie s-a rdcit la temperatura camerei, s-a diluat cu EtOAc, s-a spalat cu api si solutie de
sdruri si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Solventul s-a concentrat sub presiune redusd si produsul brut
rezultat s-a purificat pe cromatografie in coloand pe silicagel (60-120 ochiuri) (0-20% acetat de etil
in hexan) pentru a obtine fert-butil 4-(7fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilat (310 mg,
34%) sub forma unui solid de culoare galben-pal. CL-SM my/z: 331,2 (M+1). 'H RMN (DMSO
ds): 6 ppm 1,44 (s, 9H), 3,21-3,24 (m, 4H), 3,60 (m, 4H), 7,48-7,49 (m, 1H), 7,64-7,69 (m, 1H),
7,715-7,78 (m, 1H), 7,97-8,04 (m, 1H), §,13-8,14 (m, 1H).

Etapa 2 — Sinteza trifluoroacetatului de 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolina:

11;)_\_@(@

DCM

La o solutie de tert-butil 4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilat (300 mg, 0,9 mmol) in
DCM (5 mL) TFA (5 mL) s-a addugat incet la temperatura camerei. Amestecul de reactie s-a agitat
timp de 4 ore, apoi s-a concentrat sub presiune redusa si produsul brut rezultat (lichid maro) s-a
utilizat ca atare in etapa urmitoare (310 mg, cant.). CL-SM m/z: 231,2 (M+1). 'H RMN (DMSO
ds): 6 ppm 3,38 (m, 4H), 3,46-3,47 (m, 4H), 7,52 (d, I = 5,7 Hz, 1H), 7,67-7,72 (m, 1H), 7,83 (d, J
= 9,9 Hz, 1H), 8,03-8,07 (m, 1H), 8,15 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 8,83 (br. s, 1H).

Etapa 3 — Sinteza 1-cloro-3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin- 1-il]propan-2-olului:
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O solutie de trifluoroacetat de 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind (200 mg, 0,87 mmol),
DIPEA (398 mg, 43 mmol) si epiclorohidrind (398 mg, 4,8 mmol) in etanol (5 mL) s-a agitat timp
de 5 ore la temperatura camerei. Reactia s-a monitorizat prin CLSM. Dupi finalizarea reactiei,
amestecul s-a concentrat sub presiune redusd. Produsul brut rezultat s-a dizolvat in EtOAc (50 mL)
si s-a spalat cu apa si solutie de saruri. Stratul organic s-a uscat si s-a concentrat pentru a obtine 1-
cloro-3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-ilJpropan-2-ol (220 mg, 79%) sub forma de lichid
gumos care s-a utilizat in etapa urmitoare fard purificare suplimentard. CL-SM m/z: 3242 (M+1).

Etapa 4 — Sinteza 1-azid-3-(4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il) propan-2-olului:

A X
N
. ZN NaN, F =
_
N [Nj
[Nj N
‘\[OH ‘\EOH
Cl N3

DMF

La o solutie de 1-cloro-3-(4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il) propan-2-ol (210 mg, 0,65
mmol) in DMF (4 mL) s-a addugat azidd de sodiu (65 mg, 1 mmol). Suspensia s-a agitat la 85°C
timp de 5 ore, apoi s-a ricit pand la temperatura camerei si s-a Impdrtit intre apa si EtOAc. Stratul
organic s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a concentrat sub presiune redusi. Produsul brut rezultat s-a
purificat pe silicagel (60-120 ochiuri, 0-10% MeOH in DCM) pe cromatografie in coloani pentru a
obtine 1-azid-3-(4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il)propan-2-ol (160 mg, 74%) sub forma
unei gume de culoare galben-pal. CL-SM m/z: 331,2 (M+1). 'H RMN (DMSO ds): 6 ppm 2,49-
2,52 (m, 2H), 2,50-2,71 (m, 4H), 2,86-2,87 (m, 2H), 3,19-3,20 (m, 4H), 3,88-3,89 (m, 1H), 5,14
(br. s, 1H), 7,44 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,61-7,70 (m, 2H), 7,98-8,03 (m, 1H), §,11 (d, J = 7,6 Hz,
1H).

Etapa 5 — Sinteza 1-amino-3-(4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il)popan-2-olului:
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La o solutie de 1-azid-3-(4-(7-fluoroizochinolin- 1-il)piperazin-1-il)propan-2-ol (160 mg) in etanol
(5 mL) s-a addugat 10% Pd/C (10 mg). Amestecul s-a agitat sub atmosferd de hidrogen la
temperatura camerei timp de 3 ore. Dupa finalizarea reactiei, amestecul s-a filtrat pe un strat de
celiti si filtratul s-a concentrat sub presiune redusi pentru a obtine 1-amino-3-(4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il)popan-2-ol (125 mg, 85%) sub forma unui solid de culoare
galben-pal. CL-SM m/z: 305,2 (M+1). 'H RMN (CDCI3): 6 ppm 2,27-2,28 (m, 2H), 2,45-2,57 (m,
2H), 2,70-2,91 (m, 4H), 3,40 (m, 4H), 3,81 (m, 1H), 7,25-7,45 (m, 2H), 7,56-8,12 (m, 2H), 8,42-
8,44 (m, 1H).

Etapa 6 — Sinteza metil 5-fluoro-2-hidroxibenzoatului:

OH OH
H, SO
OMe
MeOH, A F
O
La o solutie agitatd de acid 5-fluoro salicilic (25 g, 160 mmol) in MeOH (250 mL) s-a adiugat lent
acid sulfuric conc. (20 mL) la 0°C. Amestecul de reactie rezultat s-a refluxat timp de 48 de ore,
apoi s-a concentrat sub presiune redusd si produsul brut rezultat s-a alcalinizat la pH 8,0 cu
NaHCOs; sat. Apoi s-a neutralizat cu solutie de HC1 1,5 N si s-a extras cu EtOAc. Stratul organic s-
a uscat pe Na>SO, anhidru si s-a concentrat pentru a obtine metil 5-fluoro-2-hidroxibenzoat sub
forma unui lichid maro deschis (22,8 g, 83%). CGSM:( MetodaAcq HP-1IMS.M) 170,1 (M). 'H
RMN (400 MHz, DMSO-d¢): 6 ppm 10,29 (s, 1H), 7,51-7,49 (m, 1H), 7,42-7,41 (m, 1H), 57,03-

7,01 (m, 1H), 3,89 (s, 3H).

Etapa 7 — Sinteza 5-fluoro-2-hidroxibenzamidei:

OH OH
H3
NH-
MeOH F
50°C 5

Un amestec de metll 5-fluoro-2-hidroxibenzoat (22 g, 129 mmol) si amoniac metanolic (250 mL)
s-a incdlzit la 50°C intr-o autoclava timp de 10 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub
presiune redusd, produsul brut rezultat s-a codistilat cu toluen si s-a uscat pentru a obtine 5-fluoro-
2-hidroxibenzamidi sub forma unui solid maro (18,5 g, 92%). CL-SM m/z: 154,0 (M-H). '"H RMN
(400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 12,74 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,73-7,71 (m, 1H), 7,31-
7,29 (m, 1H), 6,91-6,90 (m, 1H).

Etapa 8 — Sinteza 6-fluoro-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionei:
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La o solutie agitatd de 5-fluoro-2-hidroxibenzamida (8,0 g, 51,6 mmol) in THF uscat (80 mL) s-a
addugat 1,1’ -carbonildiimidazol (10,9 g, 67,09 mmol) la 0°C. Amestecul s-a agitat la temperatura
camerei timp de 14 ore, apoi s-a concentrat sub presiune redusd. Produsul brut rezultat s-a tratat cu
MeOH si s-a spdlat cu eter dietilic. Solidul alb rezultat s-a uscat si s-a utilizat in etapa urmdtoare
fird purificare suplimentard (5,1 g, 55% solid alb). CL-SM m/z: 180,0 (M-H): 'H RMN (400
MHz, DMSO-d¢): 5 ppm 12,19 (s, 1H), 7,68-7,67 (m, 2H), 7,50-7,48 (m, 1H).

Etapa 9 — Sinteza 4-cloro-6-fluoro-2H-1,3-benzoxazin-2-onei:
O Cl
. PCl,

— NZ~

HN
)\ DCE, A )\
O O 0 0O

La o solutie agitatd de 6-fluoro-2H-1,3-benzoxazin-2,4 (3H)-diona (0,5 g, 2,76 mmol) in 1,2-
dicloroetan uscat (2,5 mL) s-a addugat pentaclorurd de fosfor (0,69 g, 3,31 mmol) la 0°C.
Amestecul rezultat s-a refluxat timp de 6 ore, apoi s-a concentrat sub presiune redusi. S-a addugat
DCM (15 mL) la produsul brut rezultat, s-a spdlat cu apd (2 mL) si s-a uscat pe Na>SOy anhidru.
Solventul s-a concentrat sub presiune redusa pentru a obtine 4-cloro-6-fluoro-2H-1,3-benzoxazin-
2-ond sub forma unui solid alb murdar (0,46 g, 84%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-de): 5 ppm
7,69-7,67 (m, 2H), 7,50-7,49 (m, 1H).

Etapa 10 - Sinteza 6-fluoro-4-({3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-

hidroxipropil }amino)-2H-1,3-benzoxazin-2-onei (compusul 148):

X

AP I
. C
)¢

o

OH
> -~
OH DIPEA .
MeCN NH
F
NH, NZ

P

La o suspensie de 4-cloro-6-fluoro-2H-1,3-benzoxazin-2-ond (235 mg, 1,2 mmol) in acetonitril (5
mL) s-au adaugat la 0°C DIPEA (402 mg, 3,1 mmol) si 1-amino-3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperazin-1-ilJpropan-2-ol (120 mg, 0,39 mmol). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei
timp de 15 ore, apoi solidul rezultat s-a filtrat, s-a spalat cu api si s-a uscat. Produsul brut s-a
purificat pe cromatografic in coloand pe silicagel eluand cu (0-20% MeOH in DCM) pentru a
obtine 6-fluoro-4-({3-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il ]-2-hidroxipropil }amino)-2H-1,3-
benzoxazin-2ond (90 mg, 74%) sub forma unui solid alb murdar. CLSM m/z: 468,2 (M+1).

'H RMN (DMSO de): & ppm 2,48-2,49 (m, 2H), 2,71 (m, 2H), 2,76 (m, 2H), 3,26 (m, 4H), 3,40-
3,43 (m, 1H), 3,70-3,75 (m, 1H), 4,07 (d, T = 5,9 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 4,5 Hz, 1H) 7,35-7,39 (m,
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1H), 7,43 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 7,59-7,70 (m, 3H), 7,98 (dd, J = 8,6, 5,6 Hz, 1H), 8,09-8,12 (m, 2H),
9,11-9,14 (m, 1H).

Obtinerea compusului 149
Compusul 149 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 — Sinteza 2-(cianometil)-5-fluorobenzonitrilului:

F
“Nco,E CN

e

F CN NaH F CN
DMSO, 95°C

La o solutie agitati de NaH (2,58 g, 60% in ulei mineral, 64,74 mmol) in DMSO (30 mL)
cianoacetat de etil (7,3 g, 64,7 mmol) s-a addugat incet la 0°C si s-a agitat la aceeasi temperaturd
timp de 20 min. Apoi s-a addugat 2,5-difluoro benzonitril (3 g, 21,5 mmol) in DMSO (10 mL).
Amestecul s-a incilzit 1a 95°C peste noapte, apoi s-a addugat apd (20 mL) si solutia s-a incilzit 1a
120°C timp de 12 ore. Finalizarea reactiei s-a monitorizatd prin CLSM. S-a addugat HC1 0,1 N (30
mL) la amestecul de reactie la 0°C, dupd agitare timp del0 min solidul s-a filtrat si s-a spélat cu
apa si eter de petrol. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie flash (24% EtOAc in eter de
petrol) pentru a obtine compusul din titlu (1,8 g, 53,0%) sub forma unui solid alb murdar. CLSM
m/z: 159,2 (M-1). 'TH RMN (DMSO de): 5 ppm 4,2 (s, 2H), 7,64-7,73 (m, 2H), 7,96 (dd, J = 8,5,
2,5 Hz, 1H).

NC

Etapa 2 — Sinteza 1-bromo-7-fluoroizochinolin-3-aminei:

NH,
CN HBr N
g N
F CN AcOH Z
Br

La o solufie agitatdi de HBr in AcOH (14 mL, 33%) s-a adiugat incet 2-(cianometil)-5-
fluorobenzonitril (1,4 g, 87,5 mmol) la 0°C. Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 1
ord, apoi s-a diluat cu apd (15 mL) si s-a alcalinizat utilizand Na>COs sat. Solutia s-a extras cu
EtOAc, stratul organic s-a spdlat cu solutie de sdruri si s-a uscat pe sulfat de sodiu. Solventul s-a
indepdrtat sub presiune redusd pentru a obtine 1-bromo-7-fluoroizochinolin-3amina sub forma
unui solid galben (1,5 g, 75%). CLSM m/z: 241,0 (M+1). 'H RMN (DMSO dq): 5 ppm 6,30 (s,
2H), 6,70 (s, 1H), 7,48-7,54 (m, 2H), 7,70 (dd, I = 9,1, 5,5 Hz, 1H).

Etapa 3 — Sinteza 1-bromo-3,7-difluoroizochinolinei:

NH; F
o= HF, NaNO, S
— >
F N Pirding N
Br Br

La o solutie agitati de 1-bromo-7-fluoroizochinolin-3-amind (0,5 g, 20,7 mmol) in piridina (2 mL)
HF de piridind (2 mL) s-a adiugat incet la 0°C urmatd de nitrit de sodiu (0,171 g, 24 mmol).
Amestecul de reactie s-a agitat timp de 3 zile la temperatura camerei, apoi s-a turnat incet intr-o
solufie saturatd de carbonat de sodiu pentru a regla pH-ul la 8 si s-a extras cu EtOAc. Straturile
organice combinate s-au spdlat cu solutie de siruri si s-au uscat pe sulfat de sodiu. Solventul s-a
indepdrtat sub presiune redusa si produsul brut rezultat s-a purificat prin cromatografie flash (25%
EtOAc in eter de petrol) pentru a obtine 1-bromo-3,7-difluoroizochinolind sub forma unui solid
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galben (0,250 g, 50%). CLSM m/z: 244,0 (M+1). 'H RMN (DMSO de): 5 ppm 7,83 (s, 1H), 7,86-
7,94 (m, 2H), 7,20 (dd, T=9,1, 5,5 Hz, 1H).

Etapa 4 — Sinteza tert-butil 4-(3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilatului:

F
X
F N-Boc-piparazina
N
N XanthPhos, Pd(dba),  F =
o

[N
N
I

N
F 7 Cs,CO,

Br dioxan , 80°C

Boc

O solutie de 1-bromo-3,7-difluoroizochinolind (400 mg, 1,6 mmol) si N-Boc-piparazind (610 mg,
3,2 mmol) in dioxan (10 mL) s-a degazat timp de 10 minute. Apoi s-au adaugat Cs,COs (1,04 g,
3,2 mmol), XanthPhos (138 mg, 0,24 mmol) si Pd(dba), (61 mg, 0,28 mmol) la temperatura
10 camerei. Amestecul de reactie s-a agitat la 80°C peste noapte, apoi s-a filtrat pe un strat de celiti si
s-a spdlat cu DCM. Straturile organice combinate s-au concentrat
sub presiune redusd si produsul brut rezultat s-a purificat pe cromatografie in coloani pe silicagel
(60-120 ochiuri) (25-20% acetat de etil in hexan) pentru a obtine terf-butil 4-(3,7-
difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilat (200 mg, 35%) sub forma unui solid de culoare
15  galben-pal. EP-SM m/z: 294,2 (-tBu+1). 'H RMN (DMSO de): & ppm 1,43 (s, 9H), 2,27-2,49 (m,
4H), 3,58-3,59 (m, 4H), 7,41 (s, 1H), 7,65-7,77 (m, 2H), 7,97-8,02 (m, 1H).

Etapa 5 — Sinteza clorhidratului de 3,7-difluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolina:

F F
X X
N N
F = HCIl F =
—_—
(N
N
I

dioxan N

0°C

HCI
Boc

20 La o solutie de terf-butil 4-(3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-carboxilat (280 mg, 0,8 mmol)
in dioxan (1 mL), HCI de dioxan (5 mL, 4,5 M) s-a adiugat incet la 0°C. Dupa agitare timp de 2
ore la 0°C, amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusa si lichidul gros de culoare maro
rezultat (160 mg) s-a utilizat in etapa urmatoare fard purificare suplimentard. EP-SM m/z: 250,2
(M+1). '"H RMN (DMSO dq): 6 ppm 3,32-3,38 (m, 4H), 3,53-3,54 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,69-7,73

25 (m, 1H), 7,86 (dd, J = 10,4, 2,6 Hz, 1H), 8,03 (dd, J = 8,8, 5,6 Hz, 1H), 9,09 (br.s, 1H).

Etapa 6 — Sinteza 1-cloro-3-[4-(3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-ilJpropan-2-olului:
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Intermediarul din titlu a fost obfinut urmdnd procedura descrisd pentru sinteza 1-cloro-3-[4-
(7fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-olului (vezi compusul 148) utilizand clorhidrat de
3,7-difluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolini (randament 99%). EP-SM m/z: 342,2 (M+1). 'H RMN
(DMSO d¢): 6 ppm 2,68-2,71 (m, 2H), 2,80-2,83 (m, 2H), 2,97-3,10 (m, 2H), 3,55-3,77 (m, 6H),
4,07-4,09 (m, 1H), 6,82 (s, 1H), 7,40 (td, J = 8,4, 2,1 Hz, 1H), 7,63 (dd, J = 9,7, 2,1 Hz, 1H), 7,60-
7,72 (m, 1H).

Etapa 7 — Sinteza 1-azido-3- [4 (3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1 il]propan 2-olului:
/@/ m

DMF

Intermediarul din titlu a fost obfinut urmind procedura descrisa pentru 1 azid-3-(4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il)propan-2-ol (vezi compusul 148) utilizand 1-cloro-3-[ 4-(3,7-
difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-ol (randament 89%). EP-SM m/z: 349,2 (M+1).
'H RMN (DMSO d¢): 6 ppm 2,64-2,69 (m, 2H), 2,68-2,73 (m, 4H), 3,22-3,25 (m, 2H), 3,31-3,36
(m, 4H), 3,82-3,89 (m, 1H), 5,10 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,65-7,90 (m, 1H), 7,96-8,00
(m, 1H).

Etapa 8 — Sinteza 1-amino-3-[4-(3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-olului:
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Intermediarul din titlu a fost obtinut urmdnd procedura descrisi pentru 1-amino-3-(4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il)popan-2-ol (vezi compusul 148) utilizand 1-azido-3-[4-(3,7-
difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-ol (randament 99%). EP-SM m/z: 323,2 (M+1).
'H RMN (DMSO dg): & ppm 1,90 (br. s, 2H), 2,33-2,48 (m, 4H), 2,51-2,68 (m, 4H), 3,17-3,33 (m,
4H), 3,60-3,62 (m, 1H), 4,50 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,66-7,70 (m, 2H), 7,98 (dd, J = 8,8, 6,6 Hz,
1H).

Etapa 9 — Sinteza 4-({3-[4-(3,7-difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-hidroxipropil }amino)-6-
fluoro-2H-1,3-benzoxazin-2-onei (compusul 149):

T

__F
N
=N
Nj
. N
N DIPEA QH
OH MGCN
NH

F
NH, Z

o

Compusul din titlu a fost obtinut urmand procedura descrisd pentru compusul 148 utilizind 1-
amino-3-[4-(3,7difluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]propan-2-ol (randament 23%). EP-SM m/z:
486,2 (M+1). 'H RMN (DMSO d¢): & ppm 2,69-2,75 (m, 4H), 2,71 (m, 2H), 3,32-3,36 (m, 4H),
3,71-3,72 (m, 1H), 4,06 (s, 1H), 4,01 (s, 1H), 7,09 (s, 1H) 7,38 (s, 1H), 7,62-7,70 (m, 2H), 7,97 (s,
1H), 8,10 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 9,13 (s, 1H).

Obtinerea compusului 150 (nu face parte din inventie)
Compusul 150 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza N-boc-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]Jetanaminei:
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Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisA pentru sinteza
intermediarului C3 (compusul 51) utilizand 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind si fert-butil-(2-
bromoetil)carbamat (randament 82%). CL-SM (M-H+) = 375,2

Etapa 2 — Sinteza trifluoroacetatului de 2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-ilJetan-1-amini:

N A
N
F = . N
N TFA N
—_—
E j DCM ( j
N\ “
HN\BOC NH2 TFA

Intermediarul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza 7-fluoro-
1-(piperazin-1-il)izochinolinei (vezi compusul 144) utilizand N-boc-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
10 il)piperazin-1-il]etanamind (randament 91%). CL-SM (M-H+) = 275,2

Etapa 3 — Sinteza N-[(3,4-dihidro-2H-pirano[2,3-c]piridin-6-il)metil]-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperazin-1-il]etan-1-aminei (compusul 150):

X
N
X F =

=N o N N

() g

Y
-/

NaBH(OAc),
DIPEA, AcOH H
DCM
TFA NH, X
Z
O

15 La o solutiec de 3,4-dihidro-2H-pirano[2,3-c]piridin-6-carbaldehidd (obtinutd astfel cum este
descris in W02012012391, 218 mg, 1,33 mmol) si DIPEA (0,25 mL) in DCM (3 mL) s-au
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adiugat trifluoroacetat de 2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-iljetan-1-amind (1,6 g, 5.8
mmol) in DCM (5 mL) si 2 picdturi de AcOH. Dupa agitare timp del0 min s-a addugat
NaBH(OAc)3 (446 mg, 2 mmol). Amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 4 ore, apoi
s-au adiugat DCM (35 mL) si NaHCO:s sat. (25 mL). Faza organici s-a separat, s-a spdlat cu NaCl
sat., s-a uscat pe NaxSOs si s-a concentrat. Reziduul s-a purificat prin cromatografie flash
(silicagel, DCM/MeOH 9/1) pentru a obtine N-[(3,4-dihidro2H-pirano[2,3-c]piridin-6-il)metil ]-2-[
4-(7-fluoro izochinolin-1-il)piperazin-1-ilJetan-1-amind (139 mg, 0,33 mmol, randament 25%).
CL-SM (M-H+) = 422,2. 'H RMN (300MHz, CLOROFORM-d) & = 8,13 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,09
(s, 1H), 7,76 (dd, J = 5,6, 9,0 Hz, 1H), 7,69 (dd , J = 2,6, 10,2 Hz, 1H), 7,39 (dt, J = 2,6, 8,6 Hz,
1H), 7,24 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,01 (s, 1H), 4,21 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 3,87 (s, 2H), 3,40 (t, 1 = 4,9
Hz, 4H), 2,84 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,80-2,64 (m , 8 H), 2,55 (br. s., 1H), 2,08-1,95 (m, 2H).

Obtinerea compusului 152
Compusul 152 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 — Sinteza[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:

Y
NH '
SN 2 HCOOH _ -
PPA, 140°C 0
o o g

lintermediarul [1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond a fost obtinut in conformitate cu
procedura descrisd pentru sinteza 2-(clorometil)[1]benzopirano[3,4-dJimidazol-4(1H)-onei (vezi
compusul 146) utilizand acid formic. Y = 67%. CL-SM (M-H+) = 187,1

Etapa 2 — Sinteza 1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil } [ 1 ]benzopirano|[3,4- d]imjdazol 4(1H)-onei:
HN \N SEM Cl SEM\N

& DMF, 0°C djg:

O solutie de[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (274 mg, 1,5 mmol) in DMF uscat (10 mL)
s-a rdcit pand la 0°C. S-a addugat NaH (60% dispersie in ulei mineral, 117 mg, 2,9 mmol) si
amestecul s-a agitat timp de 15 min la 0°C. S-a addugat SEM-CI (294 mg, 1,8 mmol) si amestecul
s-a agitat timp de inca 2 ore. Analiza UPLC a aratat ci reactia s-a finalizat, astfel incat s-a adiugat
apd la 0°C urmata de acetat de etil. Faza organica s-a separat si s-a spdlat cu solutie de siruri, s-a
uscat pe NaxSOs si s-a evaporat in vid. Materialul brut s-a purificat prin coloani Si eluind cu
Ciclohexan la Ciclohexan/acetat de etil 1:1 pentru a obfine 265 mg de 1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond sub forma unui amestec de
regioizomeri. CL-SM (M-H+) = 317,3

Etapa 3 — Sinteza 2-bromo-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-
onei:
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1-{[2-(Trimetilsilil)etoxi]metil } [ 1]benzopirano[3,4-dJimidazol-4(1H)-ond (150 mg, 0,47 mmol) s-
a dizolvat in DCM. N-bromosuccinimidd (88 mg, 0,5 mmol) si AIBN cat. s-au addugat si
amestecul s-a agitat 1a 45°C timp de 4 ore. Analiza UPLC a arjtat cd reactia s-a finalizat, astfel
incat s-a addugat api si faza organicd s-a separat si s-a evaporat in vid. Materialul brut s-a purificat
prin coloana Si eludnd cu Ciclohexan la Ciclohexan/acetat de etil 85:15 pentru a obtine 104 mg (Y
= 56%) de 2-bromo-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4 (1H)-ond sub
forma unui amestec de regioizomeri. CL-SM (M-H+) = 396,2

Etapa 4 — Sinteza 2-(1-etoxietenil)-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-
4(1H)-onei:

Br Sn
SEM\N)\N SEM\N AN
CHjy —
CHj
O >
O Pd(PPh,),

dioxan , reflux

2-Bromo-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil } [ 1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (104 mg, 0,26
mmol) s-a dizolvat in dioxan (2 mL), s-a addugat tributil (1-etoxivinil)staniu (140 mg, 0,39 mmol)
si amestecul s-a purjat cu N, timp de 20 de minute. S-a addugat tetrakis(trifenilfosfind)paladiu (0)
(30 mg, 0,026 mmol) si amestecul s-a agitat la reflux timp de 6 ore, apoi s-a ricit la 0°C, s-a diluat
cu apd si s-a extras cu acetat de etil. Faza organica s-a spdlat cu solutie apoasd de KF, s-a uscat pe
Na>SO4 si s-a concentrat in vid. Materialul brut s-a purificat prin coloand NH, eluand cu
Ciclohexan la Ciclohexan/acetat de etil 8:2 pentru a obfine 100 mg (0,25 mmol) de 2-(1-
etoxietenil)-1-{[2-(trimetilsilil )etoxi]metil }[1]benzopirano[ 3,4-d]imidazol-4(1H)-ond, care s-a
utilizat in etapa urmatoare fira purificare suplimentard. CL-SM (M-H+) = 3874

Etapa 5 — Sinteza 2-(bromoacetil)-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-
4(1H)-onei:
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solutie de 2-(1-etoxietenil)-1-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-
4(1H) -ond (100 mg, 0,25 mmol) in THF/apd (10 mL) s-a ricit la 0°C. S-a adiugat N-
bromosuccinimidd (76 mg, 0,43 mmol) si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 1
ord. Analiza UPLC a aratat finalizarea reactiei. S-a addugat DCM urmat de apa. Faza organica s-a
separat, s-a uscat pe Na>SOj4 si s-a concentrat in vid. Materialul brut s-a purificat prin coloand Si
eluand cu Ciclohexan la Ciclohexan/acetat de etil 9:1 pentru a obtine 70 mg (0,16 mmol,
randament 64%) de 2-(bromoacetil)-1-{ [2-(trimetilsilil)etoxi]metil } [ 1 benzopirano|[3,4-
dJimidazol-4(1H)-on, care s-a utilizat fara purificare si caracterizare suplimentara.

Etapa 6 - Sinteza 2-{[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]Jacetil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:
=
N
Br F

H
N
O [j ~
N

F N [/
SEM\N \N P N

K,CO,
MeCN

Y

2-(Bromoacetil)-1-{ [2-(trimetilsilil)etoxi]metil } [ 1 Jbenzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (70 mg,
0,16 mmol), 7-fluoro-1-(piperazin-1-il)izochinolind (37 mg, 0,16 mmol, vezi compusul 144) si
carbonat de potasiu (33 mg, 0,24 mmol) s-au dizolvat in MeCN. Amestecul s-a agitat la
temperatura camerei timp de 30 min, apoi s-a addugat acetat de etil urmat de apa. Faza organica s-
a separat, s-a uscat pe Na,SOj4 si s-a concentrat in vid. Materialul brut rezultat s-a purificat prin
coloand Si eluand cu Ciclohexan la Ciclohexan/acetat de etil 1:1 pentru a obtine 61 mg (0,1 mmol,
randament 65%) de 2-{[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]Jacetil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond. CL-SM (M-H+) = 588,4

Etapa 7 - Sinteza  2-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-hidroxietil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:
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solutie 2-{[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]Jacetil }-1-{[2-
(trlmetllslhl)etox1]metll}[1]benzopiran0[3,4-d Jimidazol-4(1H)-ond (61 mg, 0,1 mmol) in
metanol/DCM 10:1 (11 mL) s-a ricit la 0°C, apoi s-a addugat NaBH. (19 mg, 0,5 mmol).
Amestecul s-a agitat timp de 30 min la 0°C, apoi solventul s-a evaporat in vid, s-a addugat acetat
de etil si faza organica s-a spdlat cu apd, s-a uscat pe NaxSOs si s-a concentrat in vid pentru a
obtine 51 mg (0,086 mmol, randament 86% ) de 2-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperazin-1-il]-
1-hidroxietil }-1-{[2-(trimetilsilil )etoxi]metil }[ 1 ]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond, care s-a
utilizat in etapa urmatoare fira purificare suplimentard. CL-SM (M-H+) = 590,4

é/z \i >

_/

zZ

a=a
-
w
2

Etapa — Sinteza clorhidratului de 2-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-
h1dr0x1et11}[1]benzop1ran0[3 4-d]imidazol-4(1H)-ond (compusul 152):

S<HNNe3Y

b 3

HCl1 N
——
i EtOH OH
NZ SNSEY NZ" “NH
O 0
o 0

2-{2-[4-(7-Fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-hidroxietil } - 1-{ [2-(trimetilsilil)etoxi]metil } -

1H,4H-chromeno|3,4-d]imidazol-4-ond (51 mg, 0,086 mmol) s-a dizolvat in etanol (8 mL), s-a
addugat HCI 1M in etanol (10 mL, 10 mmoli) si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp
de 4 ore. Dupa indepartarca solventului in vid, produsul brut rezultat s-a purificat prin
cromatografie inv. C18 eluind cu apé/acetonitril 95:5 pana la acetonitril 100% pentru a obtine 60
mg de produs. Compusul s-a dizolvat in DCM si solutia s-a ricit pand la 0°C. S-a addugat HC1 IM
in eter dietilic (5 mL), amestecul s-a concentrat in vid si solidul brut s-a tratat cu eter dietilic
pentru a  obtine 30 mg de  2-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-
hidroxietil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol4 (1H)-ond sub forma de sare clorhidrat. CL-SM (M-
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H+) = 460,4. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 3,42-3,90 (m, 8 H), 5,51 (dd, J = 10,03, 2,69
Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,80 Hz, 1H), 7,37-7,48 (m, 1H), 7,50-7,54 (m, 1H), 7,55-7,62 (m, 2H), 7,73
(td, J = 8,68, 2,69 Hz, 1H), 7,87 (dd, J = 10,03, 2,20 Hz, 1H), 8,08 (dd, J = 9,05, 5,62 Hz, 1H),
8,14-8,28 (m, 2H), 10,55 (br. s., 1H).
Obtinerea compusului 153
Compusul 153 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.
Etapa 1 — Sinteza 4-cloro-3-(trifluoroacetil)-2H- 1-benzopiran-2-onei:

Piridhind, donuay
FryAnbidendy

sttt

§ O TR Wars
o g &) POCH,

Reactia s-a condus intr-un tub de presiune. La o suspensie de 4-hidroxicumarind (2,5 g, 154
mmol) in 1,4-dioxan uscat s-a adiugat piridind uscatd 2,56 g (2,6 mL, 32,4 mmol). Cand
amestecul a devenit complet omogen, s-a adidugat clorurd de trimetilsilil (2 g, 18,5 mmol).
Amestecul de reactie s-a agitat timp de 1 ord la temperatura camerei. S-a addugat apoi anhidridi
trifluoroaceticd (2,8 mL, 20 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 2 ore la 90°C. La masa de
reactie racitd s-a adiugat oxiclorurd de fosfor (1,4 mL, 15,4 mmoli) si amestecul s-a agitat la 60°C
timp de 2 ore, apoi s-a diluat cu apa cu gheatd si s-a extras cu DCM (3 x 50 mL). Straturile
organice combinate s-au uscat pe sulfat de sodiu si s-au concentrat pentru a obtine 4-cloro-3-
(trifluoroacetil)-2H-1-benzopiran-2-ond (3,1 g, randament 73%). Compusul s-a utilizat fara
purificare si caracterizare suplimentara.

Etapa 2 - Sinteza etil 4-oxo-3-(trifluorometil)-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-
carboxilatului:
CO,Et
Cl  CF,
\ CF3
SN o Ho N > co,a HN
. _
0 X0 TEA, EtOH 0

O

Intermediarul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza etil 4-
oxo-1,4dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilatului (vezi compusul 145) utilizand 4-cloro-
3-(trifluoroacetil)-2H-1-benzopiran-2-oni (Y = 74%). CL-SM (M-H+) = 326,1

Etapa 3-4 -  Sinteza  4-oxo-3-(trifluorometil)-1,4-dihidro[ 1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-
carbaldehidei:
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Intermediarul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 4-oxo-
1,4-dihidro[ 1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehidei (vezi compusul 145) utilizand etil 4-oxo- 3-
(trifluorometil)-1,4-dihidro[ 1 Jbenzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilat (Y = 35% in doud etape), care
s-a utilizat in etapa urmatoare fara purificare suplimentard. CL-SM (M-H+) = 282,1

Etapa 5 - Sinteza 2-({[1-(7-fluoroizochinolin- 1-il)piperidin-4-il Jamino } metil)-3-
(trifluorometil)[ 1 ]Jbenzopirano[4,3b]pirol-4( 1H)-onei (sare de formiat, compusul 153):
/
NH,
O N
4 X F
N
HN \ CF4
o - :
y NaBH(OAc),, CH,COOH NI
MeCN
FsC” “NH
@]
O

Compusul 153 a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza compusului 145
utilizand 4-oxo-3-(trifluorometil)-1,4-dihidro[ 1 Jbenzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehidd (Y = 8%).
CL-SM (M-H+) = 511,3. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,60-1,73 (m, 2H), 1,98-2,08 (m,
2H), 2,69-2,80 (m, 1H), 2,93 (t, J = 11,60 Hz, 2H), 3,67 (d, J = 11,60 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H), 7,38-
7,44 (m, 2H), 7,44-7,48 (m, 1H), 7,49-7,56 ( m, 1H), 7,60 7,69 (m, 2H), 7,99 (dd, J = 8,80, 5,87
Hz, 1H), 8,09 (d, J = 5,87 Hz, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,22 (dd, J = 7,83, 0,98 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 155

O
=
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Compusul 155 6-fluoro-4-[(3-{4-[3-fluoro-7-(trifluorometoxi)izochinolin- 1-il]piperazin-1-il }-2-
hidroxipropil)amino]-2H-1,3-benzoxazin-2-ond a fost obtinut urmand procedura descrisd pentru
sinteza compusului 149 pornind de la 2-fluoro-5-triflurometoxibenzonitril. CLSM m/z: 552,2
(M+1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3+MeOH-d,): & ppm 2,48-2,54 (m, 1H), 2,62-2,65 (m, 1H), 2,74-2,75
(m, 2H), 2,87-2,89 (m, 2H), 3,33 (s, 1H), 3,45-3,55 (m, 4H), 3,88 (dd, J = 14,0, 3,6 Hz, 1H), 4,05-
4,06 (m, 1H), 6,78 (s, 1H) 7,23-7,27 (m, 2H), 7,34 (dd, T = 8,8, 2,3 Hz, 1H), 7,43 (d, J = §,8 Hz,
1H), 7,61 (dd, J = 8,4, 2,4 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,78 (s, 1H).

Obtinerea compusului 156

Compusul 156 6-fluoro-4-((2-hidroxi-3-(4-(pirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperazin-1-il)propil)amino)-
2H-benzo[e][1,3]oxazin-2-ond a fost obtinut in conformitate cu sinteza compusului 149 utilizind
5-cloropirido[3,4-b]pirazind, obtinuti astfel cum este descris pentru compusul 196. CLSM m/z:
452,2 (M+1).

'H RMN (DMSO-dg): & ppm 2,49-2,50 (m, 4H), 3,31-3,34 (m, 3H), 3,37-3,75 (m, 1H), 3,98-3,99
(m, 4H), 4,08-4,09 (m, 1H), 5,00 (d, J =4,4 Hz, 1H) 7,23 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 7,38 (dd, J = 8,8, 4,6
Hz, 1H), 7,60-7,64 (m, 1H), §,10 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,25 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 8,84 (s, 1H), 8,99
(s, 1H), 9,13-9,14 (m, 1H).

Obtinerea compusului 158 si 159
Compusul 158 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 -  Sinteza  2-{1-azido-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]etil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1 |benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:
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[N\ N

N/ a) MsCl, TEA, DCM, 0°C [Nj

&OH b) NaN;, MeCN/DCM 5:%

N N/SEM NZ N/SEM

O 1) o
0 o)

2-{2-[4-(7-Fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-hidroxietil }-1-{[2-

(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (279 mg, 0,47 mmol, vezi

compusul 152) s-a dizolvat in DCM uscat (30 mL), s-a addugat TEA (98 mL, 0,7 mmol) si
5 amestecul s-a rdcit la 0°C. S-a addugat MsCl (40 mL, 0,52 mmol) si amestecul s-a agitat timp de 1

ord la 0°C. S-au addugat apoi azidi de sodiu (244 mg, 3,8 mmol) si MeCN (16 mL). Amestecul s-a

agitat la temperatura camerei peste noapte, apoi s-a diluat ca DCM. Faza organici s-a spilat cu apa

si s-a concentrat in vid. Materialul brut s-a purificat prin coloand Si (de la 100% Ciclohexan la

ciclohexan/acetat de etil 6:4) pentru a obtine 134 mg (0,22 mmol, randament 46%) de 2-{1-azido-

10 2-[4-(7)-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-ilJetil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onad. CL-SM (M-H+) = 615,3

Etapa 2 - Sinteza  2-{1-amino-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]etil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-onei:

= =
N
NN e N -
Nj
N

N
j PPh,
N L
THF/ aps
N3 51NH2
NZ N—SEM NZ N—SEM
O o)

O
O

15
La o solutie de 2-{1-azido-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-iletil }-1-{[2-
(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ond (134 mg, 0,22 mmol) in
THF/H,O 3:1 (44 mL) s-a addugat trifenilfosfind (69 mg, 0,26 mmol). Amestecul s-a agitat la
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temperatura camerei peste noapte, apoi s-a addugat DCM urmat de apa. Faza organica s-a separat
sl s-a evaporat in vid. Materialul brut s-a purificat prin coloand Si (DCM/metanol 98:2) pentru a
obtine 124 mg (0,21 mmol, randament 96%) de 2-{1-amino-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperazin-1-il]etil }-1-{[2-(trimetilsilil )etoxi]metil } [ 1 ]benzopirano[3,4-dJimidazol-4( 1H)-ond.
CL-SM (M-H+) = 589,5

Etapa 3 - Sinteza clorhidratului de 2-{1-amino-2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-
il]etil }[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-4(1H)-ona (compusul 158) si a clorhidratului de N-{2-[4-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-(4-oxo-1,4-dihidro[ 1 ]benzopirano[3, 4-d]imidazol-2-
il)etil Hformamida (compusul 159):

= = =
N N N
N F F S E

Nj
HCI
HCl N

N —_—
dioxan/apa NH +
NH, 2
N—SEM /

N NH

=
_/

O
O

2-{1-Amino-2-[4-(7-fluoroizochinolin- 1-il)piperazin-1-ilJetil } -1-{[2-

(trimetilsilil)etoxi]metil }[1]benzopirano[3, 4-d]imidazol-4(1H)-ond (124 mg, 0,21 mmol) s-a
dizolvat in HCI 4M in dioxan (10 mL). S-a adiugat apd (1 mL) si amestecul s-a agitat la
temperatura camerei timp de 2 ore. Solventul s-a indepdrtat in vid, solidul rezultat s-a purificat prin
cromatografie inversd C-18 eluand cu (apd + 0,1% acid formic/metanol + 0,1% acid formic). Atat
2-{1-amino-2-[4-(7-fluoroizochinolin- 1-il)piperazin-1-il]etil } [ 1]benzopiran[3,4-dJimidazol-4(1H)-
ona (compusul 158), cat si N-{2-[4-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-1-(4-oxo-1,4-
dihidro[1]benzopirano[3,4-d]imidazol-2-il)etil ;formamida corespunzitoare (compusul 159) au
fost recuperate.

Compusul 158: produsul s-a dizolvat in DCM si s-a addugat HCI 1M 1n eter dietilic pentru a obtine
39 mg de compus din titlu sub formi de sare clorhidrat. CL-SM (M-H+) = 459,3.

'H RMN. (500 MHz, METANOL-d,) & ppm 2,87-2,98 (m, 2H), 3,04-3,12 (m, 2H), 3,20 (d, J =
6,85 Hz, 2H), 3,83 4,03 (m, 4H), 4,88-4,99 (m, 1H), 7,46 (t, J = 7,60 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 7,60 Hz,
1H), 7,58-7,63 (m, 1H), 7,66 ( d, J = 6,85 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 6,85 Hz, 1H), 7,88 (td, J = 8,80,
2,00 Hz, 1H), 7,99 (dd, J = 9,78, 1,96 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 7,60 Hz, 1H), 8,16 (dd, J = 8,80, 5,38
Hz, 1H).

Compusul 159: produsul s-a dizolvat in DCM si s-a addugat HCI 1M 1n eter dietilic pentru a obtine
3,3 mg de compus din titlu sub forma de sare clorhidrat. CL-SM (M-H+) = 487,3.

'H RMN (500 MHz, METANOL-d,) & ppm 3,70-4,01 (m, 9H), 4,14 (dd, J = 13,30, 6,02 Hz, 1H),
5,98 (t, ] = 6,90 Hz, 1H), 7,45 (t, I = 7,53 Hz, 1H), 7,49-7,54 (m, 1H), 7,57-7,63 (m, 1H), 7,66 (d,
J=6,27 Hz, 1H), 7,74 (td, J = 8,66, 2,30 Hz, 1H), 7,95 (dd, J = 9,79, 2,26 Hz, 1H), §,01-8,15 (m,
3H), 8,38 (s, 1H).

Obtinerea compusului 162

Compusul 162 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

b
b

HCI
NH\/O

NH
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Etapa 1 — Sinteza 2-cloro-5-fluoronicotinamidei:

0
F F
_—
THEF, reflux N
o XN | c” N

La o solutie de acid 2-cloro-5-fluoro nicotinic (5,0 g, 28,5 mmol) in THF (50 mL) s-a addugat
1,1’-carbonil diimidazol (5,38 g, 39 mmol) la 0°C. Amestecul s-a refluxat timp de 3 ore, apoi s-a
racit la 0°C si s-a addugat THF*amoniac (60 mL). Dupa agitare timp de 12 ore la temperatura
camerei, amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusd si produsul brut rezultat s-a
purificat prin cromatografie flash (5% MeOH in DCM) pentru a obtine 2-cloro-5-
fluoronicotinamidi (4,4 g, 88%) sub forma unui solid alb. CL-SM m/z: 175,2 (M+1). 'H RMN
(300MHz, DMSO-ds): 6 ppm 7,87 (br. s, 1H), 8,00 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,10 (br. s, 1H), 8,53 (d, J
= 2,9 Hz, 1H).

Etapa 2 — Sinteza 5-fluoro-2-metilnicotinamidei:

Jrj/ Sn(CH,),, 1><-,1c12(Pth)2 )‘Ij/
| MeOH, 90°C

solutle de 2- cloro S-fluoronicotinamida (4,2 g, 24,0 mmol) in DMF (42 mL) s-a purjat timp de
15 minute sub argon. S-au adiugat tetrametil de staniu (8,58 g, 48 mmol) si diclorurd de
bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (0,84 g, 1,2 mmol) si amestecul rezultat s-a agitat la 90°C timp de 6
ore si apoi s-a filtrat printr-un strat de celiti. Filtratul s-a concentrat sub presiune redusd si
produsul brut rezultat s-a purificat prin cromatografie flash (5% MeOH in DCM) pentru a obtine
5-fluoro-2-metilnicotinamida (2,15 g, 58%) sub forma unui solid maro pal. CL-SM m/z: 155,2
(M+1). 'H RMN (400MHz, DMSO-ds): & ppm 2,53 (s, 3H), 7,71-7,68 (m, 2H), 7,98 (s, 1H), 8,49
(d, J=2,9 Hz, 1H).

Etapa 3 — Sinteza 3-fluoro-1,6-naftiridin-5(6H)-onei:

@)
= F NaH F
Jn DMFE/DMA
H;C N NN \N

55°C

Un amestec de 5-fluoro-2-metilnicotinamida (1,6 g, 10 mmol) in DMF/DMA anhidru (3,2 mL) s-a
incdlzit la 55°C timp de 3 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusd si s-a
adidugat DMF anhidru (10 mL) la produsul brut obtinut. Apoi s-a adiugat NaH (60% in ulei
mineral, 620 mg, 15,5 mmol) la 0°C si amestecul s-a incilzit la 85°C timp de 3 ore, s-a ricit, s-a
diluat cu apd si s-a neutralizat utilizand HCI conc. Masa de reactie s-a concentrat sub presiune
redusd si produsul brut obtinut s-a purificat prin cromatografie flash (5% MeOH.NH; in DCM)
pentru a obtine 3-fluoro-1,6-naftiridin-5(6H)-ond sub forma unui solid alb murdar (150 mg, 9%).
CLSM m/z: 165,2 (M+1). 'H RMN (300MHz, DMSO-ds): & ppm 6,66 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,46-
7,40 (m, 1H), 8,27-8,21 (m, 1H), 8,96 (d, I = 3Hz, 1H), 11,7 (br.s, 1H).

Etapa 4 — Sinteza 5-cloro-3-fluoro-1,6-naftiridinei:



10

15

20

25

MD/EP 3233827 T2 2020.11.30

75

&

EEE—— e,

10

Un amestec de 3-fluoro-1,6-naftiridin-5(6H)-ona (150 mg, 0,9 mmol) si oxiclorura de fosfor (3,48
g, 23 mmol) s-a incdlzit la 100°C timp de 3 ore. Amestecul de reactie s-a ricit la temperatura
camerei §i s-a concentrat sub presiune redusd pentru a indepirta excesul de POCls. Produsul brut
rezultat s-a dizolvat in EtOAc si s-a spilat cu NaHCOs sat. si apd. Stratul organic s-a uscat pe
sulfat de sodiu si s-a concentrat pentru a ob{ine 5-cloro-3-fluoro-1,6-naftiridind (152 mg, 91,5%)
sub forma unui solid maro pal. Acesta s-a utilizat ca atare in ctapa urmatoare fard purificare
suplimentard. CL-SM m/z: 183,2 (M+1).

Etapa 5 - Sinteza 6-fluoro-4-({ 3-[4-(3-fluoro-1,6-naftiridin-5-il)piperazin- 1-il]-2-
hidroxipropil }amino)-2H-1,3-benzoxazin-2-onei (compusul 162):
F.
F

O N J N
rt
O
Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu sinteza descrisa pentru compusul 149 utilizand
5-cloro-3fluoro-1,6-naftiridind. CLSM m/z: 469,2 (M+1).
'H RMN (400 MHz, DMSO-de):  ppm 2,78-2,58 (m, 6H), 3,44-3,34 (m, 5H), 3,73-3,71 (m, 1H),

4,08-4,06 (m, 1H), 5,04-5,02 (m, 1H), 7,41-7,37 (m, 1H), 7,49 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 7,65-7,61 (m,
1H), 8,18-8,11 (m, 2H), 8,31 (d, J = 8 Hz, 1H), 9,17-9,10 (m, 2H).

Obtinerea compusului 163

.'

Compusul 163 6-fluoro-4-[(2-hidroxi-3-{4-[3-(trifluorometil)- 1,6-naftiridin-5-il]piperazin-1-
il }propil)amino]-2H-1,3-benzoxazin-2-ond a fost obtinut in conformitate cu sinteza descrisd pentru
compusul 162 pornind de la acidul 2-cloro-5-(triflurometil)piridin-3-carboxilic. CLSM m/z: 519,2
(M+1).

'H RMN (DMSO dg): § ppm 2,26-2,18 (m, 4H), 3,62-3,72 (m, 8H), 4,24 (br. s, 1H), 7,18-7,21 (m,
1H), 7,21-7,34 (m, 2H), 7,51 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,74-7,75 (m, 1H), 8,35 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 8,52
(s, 1H), 9,09 (s, 1H).
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Obtinerea compusului 166
Compusul 166 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 - Sinteza tert-butil 4-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2H-izoindol-2-il)-2-
hidroxipropil]piperazin-1-carboxilatului:

o O Boc-N/\_—_/\NH (_ _)

O HO N
N
acetonitril 4)_/
70°C N
O
O

Un amestec de N-Boc-piperazind (15 g, 81 mmol) si N-(2,3-epoxipropil)ftalimidi (16,4 g, 81
mmol) in acetonitril (100 mL) s-a incdlzit la 70°C timp de 6 ore. Amestecul de reactie s-a ricitla T
camerei, s-a concentrat sub vid si reziduul s-a purificat prin cromatografie flash (silicagel,
CHCI3/MeOH 9/1) pentru a obtine 20,4 g de un solid maro (52 mmol, Y = 64%). CL-SM (M-H+)
=390,1

Etapa 2 — Sinteza ter¢-butil 4-(3-amino-2-hidroxipropil)piperazin-1-carboxilatului:

/BOC
(:N) MeNH, g
0O HO N » N\)
EtOH
N H,N
OH

0
O solutie de tert-butil 4-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-2H-izoindol-2-il)-2-hidroxipropil]piperazin-1-
carboxilat (20,4 g, 52 mmol) si 30% metilamind in EtOH (215 mL) s-a incilzit la 50°C intr-un tub
sigilat peste noapte. Amestecul s-a ricit 1a temperatura camerei si s-a filtrat. Filtratul s-a concentrat
sub vid si s-a purificat prin cromatografie flash (silicagel, CHClz/MeOH 9/1) pentru a obtine fert-
butil 4-(3-amino-2-hidroxipropil)piperazin-1-carboxilat (6,2 g, 24 mmol, Y = 46%). CL-SM (M-
H+) = 260,1

Etapa 3 — Sinteza trifluorometansulfonatului de 6-fluoro-2-oxo-2H-cromen-4-il:

8) F
o WX

(CF,S0,),0 o\ F

F TEA O
AN : F N
DCM
O 8
O O

O solutie de 6-fluoro-4-hidroxi-2H-cromen-2-ond (10 g, 55,5 mmol) si TEA (15,5 mL, 111 mmol)
in DCM (150 mL) s-a ricit pand la -10°C. S-a addugat anhidrida trifluorometansulfonica (10,3
mL, 61,1) in DCM (10 mL). Amestecul s-a agitat la -10°C timp de 2 ore si la temperatura camerei
peste noapte. Amestecul s-a diluat cu hexan/eter dietilic 1/1, solidul s-a filtrat printr-un strat de
silice si s-a concentrat pentru a obtine un solid (11,2 g, 35 mmol, Y = 63%) care s-a utilizat fard
purificare suplimentard. CG-SM = 312,0
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Etapa 4 -  Sinteza  fert-butil  4-{3-[(7-fluoro-2-oxo-2H-1-benzopiran-4-il)amino]-2-
hidroxipropil } piperazin-1-carboxilatului:
I?oc
OTf N
F S TEA HO
+ N -
MeCN
HO
O O reflux
HN
H,N F X
0

5 Trietilamind (4 mL, 28,7 mmol) in acetonitril (20 mL) s-a addugat la o solutie agitatd de 6-fluoro-
2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat (7,5 g, 23,9 mmol) si tert-butil 4-(3-amino-2-
hidroxipropil)piperazin-1-carboxilat (6,2 g, 23,9 mmol) in acetonitril uscat (50 mL). Dupa
finalizarea adugdrii, solufia s-a incilzit la reflux timp de 2 ore. Amestecul de reactie s-a ricit la
temperatura camerei, s-a diluat cu DCM si s-a spalat cu NaHCOs saturat si apd. Apoi faza organica

10 s-a separat, s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat in vid. Materialul brut s-a purificat prin
cromatografie flash (silicagel, de la 100% CHCI; la CHCI:/MeOH 85/15) pentru a obtine tert-butil
4-{3-[(7-fluoro-2-ox0-2H-1-benzopiran-4-il)amino]-2-hidroxipropil } piperazin-1-carboxilat (4,2 g,
10 mmol, Y = 42%). CL-SM (M-H+): 422,2

15 Etapa 5 — Sinteza clorhidratului de 7-fluoro-4-{[2-hidroxi-3-(piperazin-1-il)propil]Jamino}-2H-1-
benzopiran-2-ona:
Boc

| H
I:Nj [N
N N
HO HO
HCI
_—
MeOH HN HCl

HN
F F
AN AN
O O O O

Tert-butil-4-{3-[(7-fluoro-2-oxo-2H- 1-benzopiran-4-il)amino] -2-hidroxipropil } piperazin-1-
carboxilat (4 g, 9,5 mmol) s-a dizolvat in MeOH (30 mL), s-a adidugat HCI 1,25 M in MeOH (4,5

20 mL) si amestecul s-a refluxat timp de 2 ore. Dupa ricire solidul alb s-a filtrat si s-a uscat pentru a
obtine clorhidratul de 7-fluoro-4-{[2-hidroxi-3-(piperazin-1-il)propilJamino}-2H-1-benzopiran-2-
ond (3,4 g, Y = cant.) care s-a utilizat fara purificare suplimentard. CL-SM (M-H"): 3222

Etapa 6 — Sinteza 6-fluoro-4-({2-hidroxi-3-[4-(1,6-naftiridin-5-il)piperazin-1-il]propil }amino)-2H-
25 1-benzopiran2-onei (compusul 166):
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N.
on = | o~ TEA [:
HCI 4+ N -
DMF

NH 1 100°C
F

NS

o 0

2N
Nj
N
KEOH
NH
F
\d\l
O
La o solutie de clorhidrat de 7-fluoro-4-{[2-hidroxi-3-(piperazin-1-il)propilJamino}-2H-1-
benzopiran-2-ond (261 mg, 0,73 mmol) si TEA (0,2 mL, 1,46 mmol) in DMF (3 mL) s-a adiugat
5-cloro-1,6-naftiridina (80 mg, 0,49 mmol). Amestecul s-a agitat la 100°C timp de 18 ore, apoi s-a
ricit, s-a diluat cu apd si s-a extras cu EtOAc. Stratul organic s-a uscat pe sulfat de sodiu, s-a
concentrat sub vid si reziduul brut s-a purificat prin cromatografie flash (silicagel, CHCI3/MeOH
95/5) pentru a obtine 95 mg (0,21 mmol, Y = 29%) de compus din titlu. CL-SM (M-H*): 450,2.
'H RMN (300MHz, CLOROFORM-d) & = 9,01 (dd, J = 1,2, 4,3 Hz, 1H), 8,42-8,33 (m, 2H), 7,53
(d, J=5,9 Hz, 1H), 7,45 (dd, T = 4,3, 8,4 Hz, 1H), 7,36-7,19 (m, 4H), 5,78 (t, J = 4,3 Hz, 1H), 5,36

(s, 1H), 4,26-4,10 (m, 1H), 3,50 (s, 6H), 3,28-3,15 (m, 1H), 3,05-2,93 (m, 2H), 2,81-2,70 (m, 2H),
2,62 (d, T = 6,8 Hz, 2H).

Obtinerea compusului 171
Compusul 171 a fost ob{inut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza dihidroclorourii de 3-metoxipiperidin-4-amind:

NH> NH
OCH
-—>
T dioxan N HCl
Boc H

O solutie de tert-butil 4-amino-3-metoxipiperidin-1-carboxilat (900 mg, 3,9 mmol) in 1,4-dioxan
(10 mL) s-a racit pani la 0-5°C. S-a addugat HC1 4M 1n dioxan (9 mL). Dupa agitarea timp de 2
ore la temperatura camerei, amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusd. Produsul brut
rezultat s-a triturat cu eter de petrol (3 x 25 mL), s-a filtrat si s-a uscat sub presiune redusi pentru a
obtine dihidroclorourd de 3-metoxipiperidin-4-amind (700 mg, brut) sub forma unui solid alb
murdar. CL-SM (ELSD) n/z: 131,2 (M+H).

Etapa 2 — Sinteza 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-metoxipiperidin-4-aminei:



10

15

20

MD/EP 3233827 T2 2020.11.30

79
o NH,
NH, F X OCH;
OCH, /
» N
HCI DIPEA .
N BuOH, 100°C XN

=

La o solutie agitatd de clorhidrat de 3-metoxipiperidin-4-amina (700 mg, 3,4 mmol) in 1-butanol
(3 mL) s-a addugat DIPEA (1,07 g, 8,28 mmol). Dupi agitare timp de 15 min la temperatura
camerei s-a addugat 1-cloro-7-fluoroizochinolind (300 mg, 1,6 mmol). Amestecul s-a agitat la
100°C timp de 48 de ore, apoi s-a ricit si s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a diluat cu
apd (25 mL) si s-a extras cu EtOAc (3 x 50 mL). Straturile organice combinate s-au spalat cu
solutie de siruri (20 mL), s-au uscat pe sulfat de sodiu si s-au evaporat sub vid. Produsul brut
rezultat s-a purificat prin cromatografie flash (silicagel, 8-10% MeOH in DCM) pentru a obtine 1-
(7-fluoroizochinolin- 1-il)-3-metoxipiperidin-4-amind (150 mg, 32,9%) sub forma unui solid
galben pal. CL-SM m/z: 276,1 (M+H).

Etapa 3 - Sinteza 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-metoxipiperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4(1H )-onei (compusul 171):

7
N
0 F
2
OCHs
HNT X
OCHs

NH,
@
NH
Z NaBH(OAc),, AcOH 2 “NH
MeCN

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
145 utilizand  1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-metoxipiperidin-4-amind. O  purificare  prin
cromatografie flash (silicagel, 5% Me¢OH in DCM) urmatd de separarca SFC chirala a oferit 2-
({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-metoxipiperidin-4-ilJamino}metil)[ 1 Jbenzopirano[4,3-b] pirol-4
(1H)-ona (stereoizomer neatribuit, Y = 11%). CL-SM (M-H") = 473,2.

'H RMN (DMSO d): & ppm 12,60 (brs, 1H), 8,08 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 8,07-7,97 (m, 1H), 7,77-
7,74 (m, 1H), 7,66-7,62 (m, 1H), 7,45-7,34 (m, 4H), 6,58 (s, 1H), 3,92-3,91 (m, 2H), 3,72-3,63 (m,
3H), 3,33-3,29 (m, 3H), 3,11-3,08 (m, 2H), 2,93-2,91 (m, 1H), 1,91-1,83 (m, 2H).

Obtinerea compusului 172
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Compusul 172 a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului 171
utilizand tert-butil 4-amino-3-fluoropiperidin-1-carboxilat. O purificare prin cromatografie flash
(silicagel, 5% MeOH in DCM) urmatd de separarca CFS chirald a oferit 2-({[3-fluoro-1-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJamino } metil )[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4 (1H)-ona
(stereoizomer neatribuit, Y = 7%). CL-SM m/z: 461,2 (M+1).

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & ppm 12,56 (brs, 1H), 8,11-8,08 (m, 2H), 8,02-7,98 (m, 1H),
7,75 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 7,67-7,62 (m, 1H), 7,46-7,34 (m, 4H), 6,60 (s, 1H), 5,07-4,95 (m, 1H),
3,99-3,93 (m, 3H), 3,74-3,71 (m, 1H), 3,22-2,99 (m, 1H), 2,97-2,78 (m, 2H), 1,98-1,97 (m, 2H).

Obtinerea compusului 177

7 H,C
O
) N\ H i

F

2-({[1-(7-Fluoroizochinolin-1-il)-3-metilpiperidin-4-ilJamino } metil)[ 1 ]benzopirano[4,3-b] pirol-
4(1H)-ona a fost obtinutd in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza compusului 171
utilizand ferf-butil 4-amino-3-metilpiperidin-1-carboxilat. O purificare prin cromatografie flash
(silicagel, 0-6% MeOH in DCM) urmatd de separarea CFS chirald a oferit compusul din titlu
(stereoizomer neatribuit, Y = 7%). CL-SM m/z: 457,2 (M+H).
'H RMN (DMSO dg): & ppm 12,55 (brs, 1H), 8,09-8,06 (m, 2H), 8,01-7,97 (m, 1H), 7,67-7,62 (m,
2H), 7,45-7,35 (m, 4H) , 6,59 (s, 1H), 4,01-3,98 (m, 1H), 3,90-3,86 (m, 1H), 3,72-3,69 (m, 1H),
3,62-3,59 (m, 1H), 2,89 (t, J = 12 Hz, 1H), 2,68-2,60 (m, 1H), 2,33-2,15 (m, 2H), 1,86-1,80 (m,
1H), 1,65-1,60 (m, 1H), 1,01 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

Obtinerea compusului 184
Compusul 184 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza etil 4-amino-1-benzilpiperidin-3-carboxilatului:
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NaBH,CN
MeOH

Compusul din titlu sub formd de amestec sin/anti racemic a fost obfinut in conformitate cu
procedura descrisd pentru intermediarul terf-butil 4-amino-3-(benziloxi)piperidin-1-carboxilat
(vezi compusul 186) utilizand etil 1-benzil-4-oxopiperidin-3-carboxilat (Y = 65%). CL-SM m/z:
263,2 (M+H).

v

Etapa 2 — Sinteza etil 1-benzil-4-[(ferf-butoxicarbonil) amino]piperidin-3-carboxilatului:

Boc
P

HN
CO,Et CO,Et
(Boc),O
- N
TEA, DCM |

La o solutie rece (0-5°C) de etil 4-amino-1-benzilpiperidin-3-carboxilat (6 g, 22,87 mmol) in
DCM (20 mL) s-au addugat incet TEA (9,5 mL, 68,61 mmol) si anhidridd Boc (5,98 g, 27,4
mmol). Dupa agitare timp de 4 ore la temperatura camerei amestecul s-a diluat cu apd (25 mL) si
s-a extras cu DCM (3 x 30 mL). Straturile organice combinate s-au spdlat cu apa (25 mL) si solutie
de solutie de sdruri (25 mL), s-au uscat pe sulfat de sodiu si s-au concentrat sub vid. Produsul brut
rezultat s-a purificat prin cromatografie flash (silicagel, 30-35% EtOAc in eter de petrol) pentru a
obtine compusul din titlu sub forma unui amestec sin/anti racemic (1,4 g). CL-SM mv/z: 363,2
(M+H). 'H RMN (400 MHz, CDCl5): & ppm 7,31-7,28 (m, 5H), 5,32 (brs, 1H), 4,17-4,12 (m, 3H),
3,90-3,80 (m, 1H), 3,60-3,31 (m, 2H), 3,15-3,08 (m, 1H), 2,79-2,76 (m, 1H), 2,24-2,20 (m, 3H),
2,09-2,06 (m, 1H), 1,61-1,59 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,22-1,18 (m, 2H).

i

Etapa 3 — Sinteza etil 4-[(tert-butoxicarbonil)amino]piperidin-3-carboxilatului:
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Boc
P e

HN
I§oc
CO,Et HN
CO,Et
10% Pd/C

N —_—
| AcOH, 50°C N
H

La o solutie agitatd de etil 1-benzil-4-[(tert-butoxicarbonil)amino]piperidin-3-carboxilat (1,4 g,
3,86 mmol) in AcOH (30 mL) 10% Pd/C (140 mg, 50% umed) ) s-a addugat la temperatura
camerei sub atmosferd de azot. Amestecul de reactie s-a hidrogenat la 50°C timp de 24 de ore,
apoi s-a filtrat pe un strat de celita si filtratul s-a concentrat sub presiune redusa pentru a obtine etil
4-[(tert-butoxicarbonil)amino]piperidin-3-carboxilat (900 mg, randament 85%) sub forma unui
amestec sin/anti racemic. CL-SM (ELSD) m/z: 273,2 (M+H). 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 5 ppm
5,56-5,45 (m, 1H), 4,33-4,12 (m, 2H), 3,90-3,78 (m, 1H), 3,45-3,33 (m, 1H), 3,15-3,01 (m, 1H),
2,86-2,68 (m, 3H), 1,88-1,76 (m, 3H), 1,45 (s, 9H), 1,32-1,23 (m, 3H).

Etapa 4 - Sinteza etil 4-[(terf-butoxicarbonil)amino]-1-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperidin-3-
carboxilatului:

| Boc
Boc ¢ HN”
F
HN XN CO,Et
CO,Et P~
- N
N DIPEA =
H BuOH, 100°C XN
=

Compusul din titlu sub formd de amestec sin/anti racemic a fost obfinut in conformitate cu
procedura descrisd pentru intermediarul 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-metoxipiperidin-4-amina
(vezi compusul 171) utilizand etil 4-[(tert-butoxicarbonil)amino]piperidin-3-carboxilat (Y = 24%).
CL-SM m/z: 418,2 (M+H). 'H RMN (CDCls): 6 ppm 8,18-8,16 (m, 1H), 7,91-7,88 (m, 1H), 7,87-
7,85 (m, 1H), 7,52-7,44 (m, 1H), 7,35-7,30 (m, 1H), 5,67 (brs, 1H), 4,29-4,01 (m, 4H), 3,35-3,33
(m, 1H), 3,20-3,18 (m, 1H), 2,45-2,42 (m, 2H), 2,08-1,98 (m, 2H), 1,45 (s, 9H), 1,25-1,17 (m,
3H).

Etapa 5 — Sinteza clorhidratului de etil 4-amino-1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-3-carboxilat:
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CO,Et HCI CO,Et
HCI
N dioxan > N
F F
XN ~
S =

Compusul din titlu sub formd de amestec sin/anti racemic a fost obfinut in conformitate cu

procedura descrisa pentru intermediarul dihidrocloroura de 3-metoxipiperidin-4-amind (a se vedea

compusul 171) utilizand etil 4-[(tert-butoxicarbonil)amino]1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-3-
5 carboxilat (Y = 88%). CL-SM m/z: 318,1 (M+H).

Ho
N

Etapa 6 - Sinteza etil 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-4-{[(4-0x0-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-
b]pirol-2-il)metil]Jamino} piperidin-3-carboxilatului (compusul 184):

=
/O N
X F
HNT N N
CO,Et o
o
g CO,Et

HCl  NH,
fJ
NH
F X -
NaBH(OAc),, AcOH
Z MeCN 7" “NH
@]
@]

10 Compusul din titlu sub formd de amestec sin/anti racemic a fost obtinut in conformitate cu
procedura descrisd pentru sinteza compusului 145 utilizind clorhidrat de etil 4-amino-1-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperidin-3-carboxilat (Y = 9%) ). CL-SM m/z: 515,2 (M+H). 'H RMN
(400 MHz, DMSO-d¢): 6 ppm 12,48 (brs, 1H), 8,12 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 8,06 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
8,03-7,98 (m, 1H), 7,71-7,63 (m, 2H), 7,46-7,24 (m, 4H), 6,59 (s, 1H), 4,07-3,84 (m, 5H), 3,59-

15 3,11 (m, SH), 2,08-1,92 ( m, 2H), 1,04-1,03 (m, 3H).

Obtinerea compusului 186

Compusul 186 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.
20
Etapa 1 — Sinteza fer-butil 4-amino-3-(benziloxi)piperidin-1-carboxilatului:
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O solutie de fert-butil 3-(benziloxi)-4-oxopiperidin-1-carboxilat (1,9 g, 6,2 mmol) si acetat de
amoniu (3,35 g, 43,5 mmol) in metanol (100 mL) s-a agitat timp de 2 ore la temperatura camerei,
apoi s-a rdcit la 10°C. S-a addugat cianoborohidrurd de sodiu (580 mg, 9,3 mmol) si amestecul s-a
agitat la temperatura camerei timp de 18 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub vid, s-a
diluat cu apd (20 mL) si s-a extras cu EtOAc (3 x 50 mL). Straturile organice combinate s-au
spdlat cu solutie de saruri (40 mL), s-au uscat pe sulfat de sodiu si s-au concentrat in vid pentru a
obtine tert-butil 4-amino-3-(benziloxi)piperidin-1-carboxilat brut (1,6 g) sub forma unei gume de
culoare verde pal. Acest produs brut s-a utilizat ca atare in etapa urmditoare fard purificare
suplimentard. CL-SM m/z: 307,1 (M+H).

Etapa 2 — Sinteza dihidroclorourii de 3 3-(benziloxi)piperidin-4-amind:

NH, [ j \/O
O
H
(jj/ dloxan ﬁj/
N

HCI
Boc H

O solutie agitata de ter-butil 4-amino-3-(benziloxi)piperidin-1-carboxilat (1,6 g, 5,2 mmol) in 1,4,
dioxan (5 mL) s-a ricit pand la 0-5°C. S-a addugat HC1 (4 M in 1,4 dioxan, 16 mL) si amestecul s-
a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Solventul s-a indepdrtat sub presiune redusa,
produsul brut rezultat s-a triturat cu eter de petrol (3 x 25 mL) si s-a filtrat. Solidul alb murdar s-a
uscat sub presiune redusi pentru a obtine dihidroclorourd de 3-(benziloxi)piperidin-4-amind (1,5 g,
brutd), care s-a utilizat ca atare in etapa urmdtoare fard purificare suplimentard. CL-SM m/z: 207,1
(M+H-2HCD).

Etapa 3 — Sinteza 3-(benziloxi)-1-(7- ﬂuoroizochinolin 1-il)piperidin-4-aminei:

SO O

BuOH, 100°C

XN
=

Compusul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru intermediarul 1-(7-
fluoroizochinolin 1-il)-3-metoxipiperidin-4-amind (vezi compusul 171) utilizind dihidroclorurd de
3-(benziloxi)piperidin-4-amind (Y = 35 %). CL-SM m/z: 352,1 (M+H).

Etapa 4 - Sinteza 2-({[3-(benziloxi)-1-(7-fluoroizochinolin-1-il) piperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[4,3b]pirol-4(1H)-onei:
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Compusul din titlu sub forma unui amestec de stereoizomeri a fost obtinut in conformitate cu
procedura descrisa pentru sinteza compusului 145 utilizand 3-(benziloxi)-1-(7-fluoroizochinolin-1-
il)piperidin-4-amind (Y = 45%). CL-SM m/z 549,1 (M+H).

Etapa - Sinteza 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-hidroxipiperidin-4-
l]am1n0methl[1]benzop1ran0[4 3-b]pirol-4(1H)-onei (compusul 186):

(CH3)3SiI
0
CHCI, 70°C

o0,
oN

solutie agitatd  de 2-({[3-(benziloxi)-1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-
11]amm0}met11)[1]benzopiran0[4,3-b ]pirol-4(1H)-ond (amestec de stereoizomeri, 200 mg, 0,36
mmol) in cloroform (20 mL) s-a addugat incet la 0-5°C intr-un tub de protectie iodurd de
trimetilsilil (0,729 g, 3,6 mmol). Amestecul s-a agitat timp de 4 ore la 70°C, apoi s-a diluat cu o
solutie de tiosulfat de sodiu (30 mL) si s-a filtrat. Reziduul s-a spdlat cu cloroform (3 x 15 mL) si
eter de petrol (2 x 20 mL). O purificare prin cromatografie flash (silicagel, 8-10% MeOH in DCM)
urmatd de separarca HPLC preparativdi a oferit 2-({[1-(7-fluoroizochinolin-1-il)-3-
hidroxipiperidin-4-ilJamino}metil)[ 1 ]benzopiran[4,3-b]pirol-4(1H)-ond (stercoizomer neatribuit,
18 mg, randament 11%) sub forma unui solid alb murdar. CL-SM m/z: 459,2 (M+H).
'H RMN (400 MHz, DMSO dg): & ppm 12,35 (brs, 1H), 8,09-7,95 (m, 4H), 7,65-7,60 (m, 1H),
7,44-7,35 (m, 4H), 6,57 (s, 1H), 5,03-5,02 (m, 1H), 3,99-3,93 (m, 1H), 3,91-3,72 (m, 2H), 3,69-
3,33 (m, 2H), 3,05-3,01 (m, 2H), 2,76-2,67 (m, 1H), 1,89-1,77 (m, 2H).

Obtinerea compusului 187

Compusul 187 a fost ob{inut astfel cum este descris mai jos.
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Etapa 1 — Sinteza tert-butil [1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-ilJcarbamatului:

Boc
HNT

Boc
HN”"
N
H N
Fﬁ)\“ ;
K,CO,, DMSO X
2 N
T NF 120°C
N/ =

Intermediarul fert-butil [1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-ilJcarbamat a fost obtinut in conformitate
cu procedura descrisi pentru sinteza fert-butil  1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-
il]Jcarbamatului (vezi compusul 145) utilizand 5-cloro-1,6-naftiridind. Y = 82%. CL-SM (M-H") =
329,3

Etapa 2 — Sinteza 1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-aminei:

Boc
g‘i NH,
TFA (5
N - N
DCM
/
N Z N/ =

Intermediarul 1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-amind a fost obtinut in conformitate cu procedura
descrisd  pentru sinteza 1-(7-fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-aminei (vezi compusul 145 )
utilizand tert-butil [1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-ilJcarbamat. Y = 98%. Compusul s-a utilizat
fard nicio caracterizare.

Etapa 3 — Sinteza 4-cloro-6-fluoro-2-oxo0-2H-1-benzopiran-3-carbaldehidei:

OH Cl H
F POCI F
Ofi T D
DMF
O O o) 0

La un volum agitat (25 mL) de DMF s-a addugat POCls (25 mL) intr-o singura portie la 0°C.
Solutia rezultatd s-a incilzit la 50°C timp de 0,5 ore, apoi s-a addugat o solutie de 6-fluoro-4-
hidroxicumarini (5 g, 27,7 mmol) in DMF (50 mL). Amestecul s-a agitat la 60°C timp de 3 ore,
apoi s-a turnat in gheatd. Dupa agitare timp de 20 min s-a addugat DCM (50 mL) si faza organica
s-a separat, s-a uscat pe Na;SQs si s-a concentrat in vid pentru a obtine 6,2 g de 4-cloro-6-fluoro-
20x0-2H-1-benzopiran-3-carbaldehidd, care s-a utilizat in etapa urmitoare fird purificare
suplimentara.

Etapa 4 — Sinteza etil 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[ 1 Jbenzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilatului:
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Intermediarul etil 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carboxilat a fost obtinut
in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-
2-carboxilatului (vezi compusul 145) utilizand 4-cloro-6-fluoro-2-oxo-2H-1-benzopiran-3-
carbaldehida (Y = 50% ). CL-SM (M-H") = 276,1

Etapa 5 — Sinteza 8-fluoro-2-(hidroximetil)[ 1 ]benzopirano[4,3-b]pirol-4(1H)-onei:

CO,Et OH
HNT R
o LiAlH, HNT
—’ —
0 THF, 0°C
0
F ¢ - 5

Int
ermediarul  8-fluoro-2-(hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4(1H)-ond a fost obtinut in
conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 2-(hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-b]pirol-4
(1H)-onei (vezi compusul 145) utilizand 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-
carboxilat. Compusul s-a utilizat in etapa urmatoare fard caracterizare suplimentard. CL-SM (M-
H") =234,2

Etapa 6 — Sinteza 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehidei:

OH
AN N periodinan HNT X
Dess-Martm
O
F O

Intermediarul 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehidd a fost obtinut
in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-
2-carbaldehidei (vezi compusul 145) utilizand 8-fluoro-2-(hidroximetil)[1]benzopirano[4,3-
b]pirol-4(1H)-ond. Compusul s-a utilizat in etapa urmdtoare fard caracterizare suplimentard. CL-
SM (M-H") = 2322

Etapa 7 - Sinteza 8-fluoro-2-({[1-(1,6-naftiridin-5-il)piperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[3,4-b]pirol-4( 3H)-onei (compusul 187):
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HN X 7 N\ Q
0O T

F 0 NaBH(OAc),, CH,COOH
MeCN

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
145 utilizand 8-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro[1]benzopirano[4,3-b]pirol-2-carbaldehida si 1-( 1,6-
naftiridin-5-il)piperidin-4-amind (Y = 41%). CL-SM (M-H") = 444 3.

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,55-1,69 (m, 2H), 2,03 (d, J = 10,15 Hz, 2H), 2,67-2,76
(m, 1H), 3,01 (t, J = 11,12 Hz, 2H), 3,77 (d, J = 12,90 Hz, 2H), 3,91 (s, 2H), 6,59 (s, 1H), 7,29 (td,
J=8,65,3,02 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 6,04 Hz, 1H), 7,47 (dd, J = 9,06, 4,67 Hz, 1H), 7,57 (dd, J =
8,37, 4,25 Hz, 1H), 7,95 (dd, J = 9,06, 3,02 Hz, 1H), 8,26 (d, J = 5,76 Hz, 1H), 8,39 (d, ] = 7,96
Hz, 1H), 8,99 (dd, J = 4,39, 1,65 Hz, 1H), 11,96-13,07 (m, 1H).

Obtinerea compusului 188
Compusul 188 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapele 1-2 — Sinteza 1-(6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-aminei:

Boc
HN Boc HN”
Br N ﬁj
H N
N 0 .
~
A CH;  DIpEA, NMP NG NN
N/ g7 90°C 3
pZ
N Z
Boc
HN™ NH,
N TFA N
N 0 DCM, 40°C N )
XXy eHg X7 XY CH,
—
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Un amestec de 8-bromo-2-metoxi-1,5-naftiridind (250 mg, 1 mmol), 4-(N-Boc-amino)piperidind
(600 mg, 3 mmol) si DIPEA (44 mL, 0,25 mmol) in NMP (4 mL) s-a agitat la 90°C peste noapte.
S-a addugat DCM (20 mL) si amestecul s-a spalat cu NaHCOs sat. Solventul s-a indepartat in vid
si materialul brut s-a purificat prin coloand Si eludnd cu Ciclohexan la acetat de etil 100%.
Produsul s-a dizolvat in DCM (20 mL), s-a addugat TFA (4 mL) si amestecul s-a agitat la 40°C
timp de 1 ord. Solventul s-a evaporat in vid si reziduul s-a purificat prin coloand SCX pentru a
obtine 265 mg de 1-(6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-amina. CL-SM (M-H") = 259,2

Etapa 3 - Sinteza 8-fluoro-2-({[1-(6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il) piperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[3,4b]pirol-4(3H)-onei (compusul 188):
O
~ N
= N
HNT R X
_ X N o7
NH
2 o N
F O
N - NH
N o NaBH(OAc),, CH;COOH
XX CHj MeCN
NP HNT X
N
O
O F

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
187 utilizand 1-(6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-amind (Y = 23%). CL-SM (M-H") =
474,3.

'"H RMN (500 MHz, DMSO-de) & ppm 1,48-1,65 (m, 2H), 2,04 (d, J = 10,15 Hz, 2H), 2,66-2,79
(m, 1H), 3,00 (t, J = 10,84 Hz, 2H), 3,91 (s, 2H), 3,97 (s, 3H), 4,26 (d, J = 12,35 Hz, 2H), 6,59 (s,
1H), 6,93 (d, J = 5,49 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 9,06 Hz, 1H), 7,29 (td, J = 8,65, 3,02 Hz, 1H), 7,47
(dd, 1 =9,06, 4,67 Hz, 1H), 7,95 (dd, J = 9,06, 3,02 Hz, 1H), 8,13 (d, J = 8,78 Hz, 1H), 8,43 (d, J =
5,21 Hz, 1H), 11,53-13,13 (m, 1H).

Obtinerea compusului 192
Compusul 192 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapele 1-2 — Sinteza 1-(3-fluoro-6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-aminei:

CHj3
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HN
Br N Ej
H N
F N O
AN X \CH3 sz(dba)3, BINAP F N 0
N/ = Cs,CO,, 18-Coroanid-6
dioxan, 100°C NE NF
Boc
HN”
NH,
N TFA
—- N
F N 0 DCM, 0°C
XY Xy CH, ’ F N O
N CHj
A P
N N/ P

Intr-o fiold, 8-bromo-7-fluoro-2-metoxi-1,5-naftiridind (250 mg, 0,97 mmol), fert-butil N-
(piperidin-4-il)carbamat (194 mg, 0,97 mmol), tris(dibenzilidenacetond)dipaladiu (0) (53 mg, 0,06
mmol), rac-BINAP (37 mg, 0,06 mmol), Cs:CO; (664 mg, 2,04 mmol) si 18-Coroand-6 (26 mg,
0,097 mmol) in dioxan (10 mL) s-au combinat si s-au spdlat cu N». Flaconul s-a incalzit la 100°C
in timp ce se agita rapid. Dupd 12 ore solutia s-a filtrat, s-a concentrat si reziduul s-a purificat prin
cromatografie flash (silicagel, MeOH 1% in DCM) obtinandu-se ferf-butil [1-(3-fluoro-6-metoxi-
1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-ilJcarbamat (309 mg, 0,82 mmol, randament 82%) sub forma unui
solid portocaliu, care s-a utilizat fird caracterizire suplimentard. Compusul s-a dizolvat in DCM
(20 mL) si s-a rdcit la 0°C. S-a addugat TFA (3 mL) si amestecul s-a agitat timp de 1 ord.
Solventul s-a indepdrtat si reziduul s-a dizolvat in diclormetan/MeOH si s-a incdrcat pe un cartus
SCX care s-a eluat cu MeOH si apoi o solufie 2M de amoniac in MeOH. Fractiile bazice s-a
evaporat pentru a obtine 1-(3-fluoro-6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-amind (180 mg, 0,66
mmol, randament 80%. CL-SM (M-H") = 277,3

Etapa 3 - Sinteza 8-fluoro-2-({[1-(3-fluoro-6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-
ilJamino}metil)[1]benzopirano[ 3,4-b]pirol-4 (3H)-onei (compusul 192):
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Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
187 utilizand 1-(3-fluoro-6-metoxi- 1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-amind (Y = 16%). CL-SM (M-
H*) = 492,1.

'H RMN (400 MHz, METANOL-d,) & ppm 1,68-1,82 (m, 2H), 2,12 (d, J = 9,29 Hz, 2H), 2,81-
2,92 (m, 1H), 3,37 (, J = 12,42 Hz, 2H), 4,02 (s, 2H), 4,04-4,08 (m, 3H), 4,15 (d, J = 11,80 Hz,
2H), 6,73 (s, 1H), 7,10 (d , J = 9,03 Hz, 1H), 7,22 (td, J = 8,72, 2,89 Hz, 1H), 7,44 (dd, J = 8,70,
4,52 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 8,70, 2,90 Hz, 1H), 8,08 (d, J = 9,04 Hz, 1H), 8,42 (d, J = 4,77 Hz,
1H).

Obtinerea compusului 195
Compusul 195 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza dietil {[(6-metoxipiridin-3-il)amino]metiliden } propandioatului:

NH, EtOZC CO,Et
Etozc ﬁi/
EtOH, reﬂux \O\
CH 3

O solutie de 6-metoxipiridin-3-amind (5 g, 40,3 mmol) si trietil eten-1,1,2-tricarboxilat (8,13 mL,
40,3 mmol) in EtOH (50 mL) s-a refluxat timp de 3 ore. Dupd ricire, amestecul s-a concentrat sub
vid pentru a obtine dietil {[(6-metoxipiridin-3-il)amino]metiliden } propandioat sub forma unui ulei
de culoare rosu-inchis (12 g, cant.), care s-a utilizat fard purificare suplimentard. CL-SM (M-H") =
295,3

Etapa 2 — Sinteza etil 6-metoxi-4-oxo-1,4-dihidro-1,5-naftiridin-3-carboxilatului:

o) o
Et H
Dowtherm A AN
0 PPN _
HaCo 7
0 > CH
Et N

0

O O
Dowtherm® A (10 mL) s-a adus la fierbere (250°C) intr-un balon de 50 mL cu 3 gaturi echipat cu
un cap de (distilare si un condensator de reflux. Dietil {[(6-metoxipiridin-3-

Et
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i)amino]metiliden } propandioat (2,1 g, 7,2 mmol) s-a addugat portionat. Amestecul s-a fiert timp
de 15 min, apoi s-a ricit la temperatura camerei, s-a diluat cu Ciclohexan (15 mL) si s-a ricit la-
20°C peste noapte. Precipitatul maro s-a filtrat si s-a spalat cu Ciclohexan pentru a obtine un solid
maro care s-a triturat cu EtOAc. Suspensia s-a filtrat pentru a obtine etil 6-metoxi-4-oxo-1,4-
dihidro-1,5-naftiridin-3-carboxilat sub forma unui solid gri (1.04 g, 4,2 mmol, randament 58%).
CL-SM (M-H") = 249,2

Etapa 3 — Sinteza etil 4- bromo 6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carboxilatului:

Br3
HaC 0
MF >0 et

O suspensie de etil 6- met0x1 4-oxo0- 1 ,4-dihidro-1,5-naftiridin-3-carboxilat (6,3 g, 25,4 mmol) in
DMF (20 mL) s-a agitat sub N, la temperatura camerei. S-a addugat prin picurare tribromurd de
fosfor (2,5 mL, 26,7 mmoli) si amestecul de reactie s-a agitat suplimentar timp de 30 min.
Amestecul s-a plasat intr-o baie de gheatd si s-a addugat apa (120 mL), urmatd de Na,COs sat. la
pH 7. Solidul s-a filtrat sub vid, s-a spdlat cu apa si s-a uscat sub vid. Produsul brut s-a purificat cu
cartus NH (eluent de la Ciclohexan 100% la Ciclohexan/EtOAc 95/5%) pentru a obfine etil 4-
bromo-6-metoxil,5-naftiridin-3-carboxilat (6,6 g, 21 mmol, randament 83%). CL-SM (M-H") =
311,1

Etapa 4 — Sinteza acidului 4 bromo-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carboxilic:

N
D N _LioH TR
H H
NN £ p— HO 0N NN N
o

O solutie de etil 4- bromo 6 met0x1 1,5-naftiridin-3-carboxilat (500 mg, 1,6 mmol) in THF (4 5
mL) si apd (1,5 mL) s-a tratat cu LiOH.H,O (201 mg, 4,8 mmol). Amestecul s-a agitat la
temperatura camerei timp de 4 ore, apoi s-a concentrat. Reziduul s-a dizolvat in apad (5 mL) si s-a
ajustat la pH 4 cu HCI 1IN pentru a furniza un precipitat, care s-a filtrat si s-a spilat cu apa rece
pentru a obtine acid 4-bromo-6-metoxi-1,5-naftiridind-3-carboxilic (409 mg, 1,45 mmol,
randament 90%) sub forma unui solid alb. CL-SM (M-H") = 283,1

Etapa 5 — Sinteza 4-cloro-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carboxamidei:

X N\ 1. SOCL, DCM
H C\O N/ a OH 2. NH, /dloxan
Br @)

La o solutie de acid 4-bromo-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carboxilic (350 mg, 1,24 mmol) in DCM
uscat (5 mL) s-a addugat SOCl; (136 mL, 1,86 mmol) si amestecul de reactie s-a agitat timp de 3
ore la temperatura camerei. Amestecul s-a concentrat si reziduul s-a dizolvat in solufie de amoniac
0,5 M in dioxan (7,4 mL, 3,7 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat timp de 1 ord, apoi s-a
concentrat si 4-cloro-6-metoxi-1,5-naftiridina-3-carboxamida brutd (0,6 g) s-a utilizat in etapa
urmdtoare fard purificare suplimentard. CL-SM (M-H") = 238,2

Etapa 6 — Sinteza 4-cloro-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carbonitrilului:
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La o suspensie de 4-cloro-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carboxamidi (brutd 0,6 g, 2,5 mmol) in THF
(15 mL) s-a adaugat reactiv Burgess (1,2 g, 5,0 mmol) si amestecul s-a agitat la temperatura
5 camerei timp de 1 ord. Solventul s-a indepdartat sub vid si reziduul s-a purificat prin coloani de
cromatografie SNAP-25 eluAnd cu DCM pentru a obtine 190 mg (0,87 mmol, randament 35%) de
4-cloro-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carbonitril . CL-SM (M-H") = 220,2

Etapa 7 — Sinteza tert-butil [1-(3-ciano-6-metoxi-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4- il]carbamatului
N \
m R ¢
K,CO,, DM%O
120°C
NH

s
10 Boc
Intermediarul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza ferf-butil
[1-(7fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJcarbamatului (vezi compusul 145) utilizand 4-cloro-6-
metoxi-1, 5-naftiridin-3-carbonitril. Y = 92%. CL-SM (M-H") = 3844

15 Etapa 8 — Sinteza 4-(4-aminopiperidin-1-il)-6-metoxi-1,5-naftiridin-3-carbonitrilului:

N
AN N\ X NG
) HsC 7
C\o N "o N Z on
TFA

N . N
Q DCM Q
_NH NH,
Boc

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 1-(7-
fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-aminei (vezi compusul 145) utilizand tert-butil [1-(3-ciano-6-
metoxi)-1,5-naftiridin-4-il)piperidin-4-ilJcarbamat. Y = 88%. CL-SM (M-H") = 284,3

20
Etapa 9 - Sinteza 4-(4-{[(8-fluoro-4-ox0-3,4-dihidro[ 1 ]benzopirano[3,4-b]pirol-2-
il)metilJamino }piperidin-1-il)-6metoxi- 1,5-naftiridin-3-carbonitrilului (compusul 195):
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Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
187 utilizand 4-(4-aminopiperidin-1-il)-6-metoxi- 1,5-naftiridin-3-carbonitril (Y = 35%). CL-SM
(M-H") =4994.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm 1,54-1,72 (m, 2H), 2,02-2,14 (m, 2H), 2,63 (br. s., 1H),
2,75-2,87 (m, 1H), 3,52 (t, J = 11,07 Hz, 2H), 3,92 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 4,32 (d, J = 11,10 Hz,
2H), 6,60 (s, 1H), 7,22-7,35 (m, 2H), 7,47 (dd, J = 9,15, 4,66 Hz, 1H), 7,95 (dd, J = 9,10, 2,96 Hz,
1H), 8,17 (d, J = 8,99 Hz, 1H), 8,57 (s, 1H), 12,50 (br. s., 1H).

Obtinerea compusului 196
Compusul 196 a fost obfinut astfel cum este descris mai jos.

Etapa 1 — Sinteza 5-cloropirido[3,4-b]pirazinei:

0
iz JH,(H N
HyN N " I | XX
N EtOH/H,0 N

reflux Cl
Un amestec de 2-cloropiridin-3,4-diamind (1 g, 6,96 mmol) si solutie etandiald (40% de masa in
apd, 3,2 mL, 27,84 mmol) in etanol (20 mL) s-a refluxat timp de 2 ore, apoi s-a ricit la
temperatura camerei. Precipitatul s-a filtrat, s-a spilat cu EtOH si s-a uscat sub vid pentru a obtine
5-cloropirido[3,4-b]pirazini (0,3 g, 1,8 mmol, randament 26%), care s-a utilizat fird purificare
suplimentard. CL-SM (M-H") = 166,1

Etapa 2 — Sinteza tert-butil [1-(pirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-il]carbamatului:
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Intermediarul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza ferf-butil
[1-(7fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-ilJcarbamatului  (vezi compusul 145) utilizand 5-
cloropirido[3,4-b]pirazind. Y = 69%. CLSM (M-H") = 330,4

5
Etapa 3 — Sinteza 1-(pirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-aminei:
N
N TFA N
— >
N DCM N
_NH NH,

Boc

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 1-(7-

fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-aminei (vezi compusul 145) utilizand terf-butil [1-(pirido[3,4-
10 b]pirazin-5-il)piperidin-4-il]Jcarbamat. Y = 98%. CL-SM (M-H") = 230,3

Etapa 4 - Sinteza 8-fluoro-2-({[1-(pirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-
ilJamino}metil)[1]benzopirano[3,4-b]pirol-4(3H)-onei (sare de formiat, compusul 196):
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Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
187 utilizand 1-(pirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-amind (Y = 37%). CL-SM (M-H") =445 4.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,42-1,61 (m, 2H), 2,02 (d, J = 10,30 Hz, 2H), 2,76-2,91
(m, 1H), 3,22 (t, J = 11,46 Hz, 2H), 3,96 (s, 2H), 4,80 (d, J = 11,50 Hz, 2H), 6,62 (s, 1H), 7,20 (d,
J =570 Hz, 1H), 7,29 (td, J = 8,74, 3,01 Hz, 1H), 7,47 (dd, J = 9,10, 4,60 Hz, 1H), 7,95 (dd, J =
9,10, 2,96 Hz, 1H), 8,24 (d, J = 5,70 Hz, 1H), 8,83 (d, J = 1,75 Hz, 1H), 8,98 (d, J = 1,75 Hz, 1H).

Obtinerea compusului 199
Compusul 199 a fost ob{inut astfel cum este descris aici mai jos.

Etapa 1 — Sinteza 5-cloropirido[3,4-b]pirazin-3(4H)-onei:
@

H
H,N NN
| I}\j O l
/
Cl N

MeOH/H,O N7 o

50°C &

Un amestec de 2-cloropiridin-3,4-diamind (1 g, 6,96 mmol) si solutie de acid glioxilic (50% de
masi in H>0O, 0,92 mL, §,35 mmol) in MeOH (20 mL) s-a incilzit intr-un flacon la 50°C peste
noapte. Amestecul s-a ricit la temperatura camerei si solventul s-a indepartat in vid. Reziduul s-a
triturat cu EtO si suspensia s-a filtrat. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie C-18 (de la
100% apd + 0,1% acid formic la 80/20 apa + 0,1% acid formic/MeCN + 0,1% acid formic) pentru
a obtine 5-cloropirido[3,4-b]pirazin-3(4H)-ond (255 mg, 1,4 mmol, randament 20%). CL-SM (M-
H") =182,1

Etapa 2 — Sinteza 3,5-dicloropirido[3,4-b]pirazinei:
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Un amestec de 5-cloropirido[3,4-b]pirazin-3(4H)-ona (200 mg, 1,1 mmol) si oxiclorurd de fosfor
(6 mL) s-a refluxat timp de 2 ore. Dupa ricire, solventul s-a redus sub vid. Amestecul de reactie s-
a turnat lent pe gheatd si s-a neutralizat cu o solutie saturatd de Na,COs. S-a addugat DCM, faza
organicd s-a spilat cu solutie de sdruri, s-a uscat pe sulfat de sodiu si s-a concentrat. Materialul
brut s-a purificat prin cromatografie NH (de la 100% DCM la 80/20 DCM/EtOAc) pentru a obtine
3,5-dicloropirido[3,4-b]pirazina (200 mg, 1 mmol, randament 91%). CL-SM (M-H*) = 200,1

Etapa 3 — Sinteza 5-cloro-3-metoxipirido[3,4-b]pirazinei:

N N
7 j\ NaOMe [ j\
T
"N N MeOH/DMF AN T
ol cl

La o solutie de 3,5-dicloropirido[3,4-b]pirazind (200 mg, 1 mmol) in DMF (3 mL) s-a adiugat
metoxid de sodiu (solutie 0,5 M in MeOH, 2,2 mL, 1,1 mmol) si reactia s-a agitat la temperatura
camerei timp de 10 minute. Solutia s-a diluat cu apd si s-a extras cu EtOAc. Stratul organic s-a
uscat pe sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a concentrat pentru a obtine 5-cloro-3-metoxipirido[3,4-
blpirazind (150 mg, 0,77 mmol, randament 77%). CL-SM (M-H") = 196,1

Etapa 4 — Sinteza fert-butil [1-(3-met0xipirid0[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-iﬂlcarbamatului:
B{)c | AN ‘j\
NH NH N = CH,
S N C 7N o7
N N & _CHjz - N
N O i-PrOH, reflux
Cl
NH

Boc

5-Cloro-3-metoxipirido[3,4-b]pirazind (100 mg, 0,55 mmol) si 4-(N-Boc-amino)piperidind (332
mg, 1,66 mmol) s-au suspendat in izopropanol (5 mL) si s-au agitat sub reflux timp de 2 ore.
Solutia de reactie s-a concentrat si s-a purificat prin cromatografie NH (de la 100% DCM la 95/5
DCM/MeOH) pentru a obtine terf-butil [1-(3-metoxipirido[3,4b]pirazin-5-il)piperidin-4-
il]Jcarbamat (170 mg, 0,47 mmol, randament 85%). CL-SM (M-H") = 360,4

Etapa 5 — Sinteza 1-(3-metoxipirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-aminei:
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Boc
Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 1-(7-

fluoroizochinolin-1-il)piperidin-4-aminei (vezi compusul 145) utilizand fert-butil  [1-(3-
metoxipirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-ilJcarbamat. Y = 91%. CL-SM (M-H*) = 260,3

Etapa 6 -  Sinteza  8-fluoro-2-({[1-(3-metoxipirido[3,4-b]pirazin-5-i1)  piperidin-4-
ilJamino }metil)[1]benzopirano[3, 4-b]pirol-4(3H)-onei (sare de formiat, compusul 199):

N
9]
= N ~ CH
N N O/ 3

HNT R N
\ _
o j\ 0 Q
N A CH F o]
7 o NH
N s
N
NaBH(OAc),, CH,COOH HN
MeCN —
NH, 0
o F

Compusul din titlu a fost obfinut in conformitate cu procedura descrisa pentru sinteza compusului
10 187 utilizand 1-(3-metoxipirido[3,4-b]pirazin-5-il)piperidin-4-amind (Y = 44%). CL-SM (M-H") =

475,2.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,35-1,53 (m, 2H), 1,89-2,02 (m, 2H), 2,69-2,84 (m, 1H),

3,11 (t, J = 11,35 Hz, 2H), 3,90 (s, 2H), 3,99 (s, 3H), 4,60-4,71 (m, 2H), 6,57 (s, 1H), 6,98 (d, J =

5,67 Hz, 1H), 7,26 (td, J = 8,75, 3,03 Hz, 1H), 7,44 (dd, J = 9,10, 4,60 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 9,10,
15 3,03 Hz, 1H), 8,13 (d, J = 5,48 Hz, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 12,68 (br. s., 1H).

Obtinerea compusului 203
Compusul 203 a fost obfinut astfel cum este descris aici mai jos.

20
Etapa 1 — Sinteza 1-bromo-7-metoxiizochinolin-3-aminei:
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CN HBr N
N
MeO CN AcCOH  MeO “

Br

Intermediarul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 2-
(cianometil)-5-fluorobenzonitrilului  (vezi  compusul  149) utilizand  2-(cianometil)-5-
metoxibenzonitril (Y = 17%). CLSM m/z: 253,0 (M+1). 'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm

5 7,55 (d, J=9,1 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 9,0, 2,5 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,64 (s, 1H), 6,05
(s, 2H), 3,85 (s, 3H).

Etapa 2 — Sinteza 1-bromo-3-fluoro-7-metoxiizochinolinei:

NH
Xy °  HF, NaNO,

N
= Pirdina
MeO MeO

Br

10
Intermediarul din titlu a fost obtinut in conformitate cu procedura descrisd pentru sinteza 1-bromo-
3,7difluoroizochinolinei (vezi compusul 149) utilizand 1-bromo-7-metoxiizochinolin-3-amina (Y
= 66%). CLSM m/z: 256,0 (M+1). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 8,01 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 7,71 (s, 1H), 7,58 (dd, J = 9,3, 2,2 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,96 (s, 3H).

15
Etapa 3 - Sinteza 6-fluoro-4-({3-[4-(3-fluoro-7-metoxiizochinolin-1-il)piperazin-1-il]-2-
hidroxipropil }amino)-2H-1-benzopiran-2-onei (compusul 203):

C

MeQO

F
X
H =N
N
) J
N
LW:OW
N
NH OH
F
X Vi F
NH
/
7,

N Z
MeO = O o

Y

Br DIPEA
DMSQO, 100°C
0 0

N,N-diizopropiletilamina (1,7 mL, 9,57 mmol) s-a adidugat la o suspensic agitatd de 1-bromo-3-
20 fluoro-7-metoxiizochinolind (490 mg, 1,91 mmol) si clorhidrat de 6-fluoro-4-{[2-hidroxi-3-
(piperazin-1-il)propilJamino }-2H-1-benzopiran-2-ond (obtinut astfel cum este descris in sinteza
compusului 166, 754 mg, 1,91 mmol) in DMSO (15 mL). Amestecul rezultat s-a agitat la 100°C
timp de 18 ore, apoi s-a ricit, s-a turnat in apa (25 mL) si s-a extras cu eter dietilic (3 x 25 mL) si
cu DCM (20 mL). Straturile organice combinate s-au uscat pe sulfat de magneziu, s-au filtrat si s-
25 au concentrat. Produsul brut s-a absorbit pe silicagel si s-a purificat prin cromatografie flash
(DCM/MeOH/NH3) pentru a obtine  6-fluoro-4-({3-[4-(3-fluoro-7-metoxiizochinolin-1-
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il)piperazin-1-il]-2-hidroxipropil }amino)-2H-1-benzopiran-2-ond (375 mg, randament 39%) sub

forma unui solid bej. CLSM m/z: 497,1 (M+1).

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 5 ppm 8,02 (dd, J = 10,0, 2,9 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
7,71 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,52-7,43 (m, 1H), 7,42-7,33 (m, 2H), 7,28 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7,01 (s,
1H), 5,34 (s, 1H), 4,99 (d, T = 4,8 Hz, 1H), 4,03-3,92 (m, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,48-3,35 (m, 5H),

3,29-3,18 (m, 1H), 2,83-2,68 (m, 4H).
Obtinerea compusului 89

Compusul 89 a fost obtinut astfel cum este descris mai jos, urmand calea de sinteza R.

?OC
NH
H O
N o,CH3 O
Cl N C),CH3
XN Etapa 1 N Etapa 2 [ Etapa 3
— X — N —_—
=z N
se >
=
R1
R2
0.0
H/O HCI .
Frapa 4 N 5
F [ j)LNH2 Etapa 5 0
N
N j')LNH2
=N N

o ¢
R4 F

Compusul 89

Etapa 1

Elioc

NH

S
(e

R3

Un amestec de carbonat de potasiu (634 mg, 4,6 mmoli, 1,5 echiv.), 1-cloroizochinolind (500 mg,
3.1 mmoli, 1 echiv.) si metil piperazin-2-carboxilat (880 mg, 6,1 mmoli, 2 echiv.) in DMSO (4
mL) s-a incilzit la 120°C sub iradiere cu microunde timp de 5 ore. Reactia s-a ldsat si se riceasci
la temperatura camerei. Solidul s-a filtrat, s-a spdlat cu apa, apoi s-a uscat sub presiune redusi
pentru a obtine metil 4-(izochinolin-1-il)piperazin-2-carboxilat, compusul intermediar R1 (Y =

81%).

Etapa 2

NaH (dispersic 60% in ulei mineral, 81 mg, 2 mmoli, 1,1 echiv.) si tert-butil N-(3-
bromopropil)carbamat (330 mg, 1,4 mmoli, 0,75 echiv.) s-au adiugat la o solutic agitati de
compus intermediar R1 (488 mg, 1,8 mmoli, 1 echiv.) in DMF anhidru (6 mL). Amestecul s-a
agitat timp de 4 ore, apoi s-a stins cu apa si s-a extras cu acetat de etil. Faza organica s-a uscat pe
sulfat de sodiu si cromatografiatd pe silice eluind cu un gradient de 50-100% EtOAc in eter de
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petrol pentru a obtine metil 1-{3-[(tert-butoxicarbonil)amino]propil }-4-(izochinolin-1)-
il)piperazin-2-carboxilat, compusul intermediar R2 (Y = 51%).

Etapa 3

La o solutie de compus intermediar R2 (130 mg, 0,3 mmoli, 1 echiv.) in THF/apa 9:1 (10 mL) s-a
adiugat LiOH (13 mg, 0,33 mmoli, 1,1 echiv.). Amestecul s-a agitat la 60°C timp de 5 ore, apoi s-
a concentrat sub presiune redusd. Materialul brut s-a dizolvat in DMF (2 mL), s-a addugat TEA
(62 mL, 0,45 mmoli, 1,5 echiv.) urmat de hexametildisilazan (72,4 mg, 0,45 mmoli, 1,5 echiv.).
Amestecul s-a ricit la 0°C si s-a addugat HATU (137 mg, 0,36 mmoli, 1,2 echiv.). Dupa agitare
timp de 3 ore la t.c. solventul s-a evaporat in vid, reziduul s-a dizolvat in acetat de etil si s-a spalat
cu solutie de saruri. Faza organici s-a separat, s-a uscat si s-a evaporat prin vid. Materialul brut s-a
purificat prin coloand Si eluind cu acetat de etil la acetat de etil/MeOH 95:5 pentru a obtine 90 mg
de tert-butil  {3-[2carbamoil-4-(izochinolin-1-il)piperazin-1-il]propil jcarbamat,  compusul
intermediar R3 (Y = 58%). CL-SM (M-H") = 414,4

Etapa 4

TFA (1 mL) s-a adiugat la o solutie de compus intermediar R3 (78 mg, 0,2 mmoli, 1 echiv.) in
diclormetan (3 mL) la temperatura camerei si amestecul rezultat s-a agitat timp de 60 minute.
Substantele volatile s-au evaporat sub presiune redusa, apoi reziduul s-a dizolvat in MeOH (2 mL)
si s-a incdrcat pe un cartus SCX preconditionat (1 g). SCX s-a eluat cu MeOH si apoi o solutie 2M
de amoniac in metanol. Fractiile bazice s-a evaporat sub presiune redusi pentru a obtine 56 mg de
1-(3-aminopropil)-4-(izochinolin-1-il)piperazin-2-carboxamida, compusul intermediar R4 (Y =
cant.). CL-SM (M-H") = 314,2

Etapa 5

O solutie de compus intermediar R4 (56 mg, 0,2 mmoli, 1,1 echiv.), trietilamina (37 mL, 0,27
mmoli, 1,5 echiv.) si 2-oxo-2H-cromen-4-il-trifluorometansulfonat, compusul intermediar Al (53
mg , 0,18 mmoli, 1 echiv.) in acetonitril (2 mL) s-a incdlzit la 70°C timp de 1 ord. Amestecul de
reactie s-a concentrat sub presiune redusa si reziduul s-a impartit intre diclormetan (10 mL) si un
amestec de solutie de sdruri/bicarbonat de sodiu (1:1, 10 mL). Amestecul s-a filtrat printr-o fritd
hidrofoba (separator de fazd) spilandu-se cu diclormetan (10 mL). Faza organicd s-a evaporat sub
presiune redusi si reziduul s-a cromatografiat pe silicagel modificat cu NH (2x SNAP 11 in serie)
eluand cu un gradient de 20-100% EtOAc in ciclohexan pentru a obtine 79 mg de o gumi
lipicioasd incolord. Produsul s-a dizolvat in diclormetan (3 mL) si s-a tratat cu solutie de HC1 1M
in eter dietilic (0,46 mL) provocand precipitatie. Amestecul rezultat s-a evaporat sub presiune
redusd si reziduul s-a triturat cu eter dietilic. Solidele s-au uscat pentru a obtine clorhidrat de 4-
(izochinolin-1-il)-1-{3-[(2-ox0-2H-cromen-4-il )Jamino]propil } piperazin-2-carboxamidd (compusul
89) (Y =25%). CL-SM (M-H") = 458,4

Compusul 89: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 10,23 (br. s., 1H), 8,38 (br. s., 1H), 8,19(d, J =
8,5 Hz, 1H), 8,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,99 (br. s., 1H), 7,96 (d, J = 8,3
Hz, 1H), 7,83 (t, I = 5,8 Hz, 1H), 7,78 (t, ] = 7,4 Hz, 1H), 7,70-7,64 (m, 1H), 7,64-7,58 (m, 1H),
7,54 (d, J=5,8 Hz, 1H), 7,39-7,29 (m, 2H), 5,29 (s, 1H), 4,49 3,82 (m, 4H), 3,75-3,53 (m, 2H),
3,48-3,19 (m, 6H), 2,24-1,93 (m, 2H)

ANALIZE BIOLOGICE

Exemplul 1
Inhibarea ADN-girazei si Topo IV in E.coli si S. aureus

Compusii de mai sus au fost testati pentru inhibarea enzimei ADN giraza intr-o analizd de
supraspiralizare a girazei si pentru inhibarea enzimei topoizomeraza IV intr-o analizi de
decatenare, atat in bacteriile gram-pozitive, cat si in cele gram-negative, conform metodelor care
urmeaza.

Ambele analize au fost efectuate conform unei metode de configurare modificate din articol la
Blanche F., et al. ,Differential Behaviors of Staphylococcus aureus and Escherichia coli Type 11
DNA Topoisomerases”, Antimicrob. Agents Chemother., 1996, Vol. 40, No. 12 p. 2714-2720.
Compusii au fost analizati la o concentratie unicd (200, 100 sau 50 mM), in doud exemplare.
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Ciprofloxacina si novobiocina au fost utilizate in calitate de compusi de referintd, la o concentratie
unica de 200 si respectiv 50 pM.

Analiza de supraspiralizare a ADN girazei.

Seturi de reactivi pentru analiza de supraspiralizare a girazei S.Aureus si E.coli (Inspiralis, Marea
Britanie) au fost utilizat. Un amestec principal cu un volum total suficient pentru numarul de
reactii efectuate a fost obtinut cu urmdtorii reactivi: tampon de testare 5x, substrat pBR322 relaxat
(0,5 pg/reactie), apa fard RNaza-DNaza. Alicvote ale acestui amestec au fost distribuite in fiecare
tub, apoi s-au addugat 10x solutii stoc de compus sau control vehicul (DMSO) la fiecare tub de
reactie.

Reactia a inceput cu aditia enzimei giraza E.Coli (2 U/reactie) sau S.aureus (1 U/reactie).

O probd adiugati cu un volum egal de tampon de dilufie s-a utilizat in calitate de control negativ
(fara enzimi).

Tuburile de reactie s-au turbionat usor si incubat timp de 30 minute la temperatura de 37°C.
Fiecare reactie s-a stopat prin adiugarea a 30 pl de solutie-tampon de stopare si 30 ul de
cloroform/alcool izoamilic (24/1), s-a turbionat putin timp de 5-10 secunde si s-a centrifugat la
20000xg timp de 2 minute. Probele s-au incdrcat pe 1% gel de agaroza si s-au supus electroforezei
timp de 1 ord la 80V tensiune constantd in TAE (40 mM Tris-acetat, 2 mM EDTA).

Achizifionarea si analiza datelor. Tratamentul pBR322 relaxat cu ADN girazd a transformat
topoizomerii relaxafi (ADN-uri cu numdr de legitura diferit) in forma supraspiralizatd a plasmidei,
care migreazd mai rapid pe un gel de agarozi. O banda superioard ar putea fi, de asemenea,
vizibild, care constd din ADN circular-deschis (crestat), care este prezent in substratul relaxat, dar
co-migreaza cu unii dintre topoizomerii relaxati.

Benzile au fost vizualizate prin colorare cu bromurd de etidiu (dilufie 1:20000) timp de 30 de
minute, urmatd de decolorare in apa distilatd timp de 10 minute.

Pentru a evalua activitatea compusilor pe enzimi, benzile de ADN-uri supraspiralizate din gel au
fost fotografiate printr-un sistem de imagini digitale ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare),
conform instructiunilor producatorului.

Intensitatea fluorescentd a fiecirei benzi a fost analizatd prin intermediul software-ului
ImageQuant TL si a fost exprimati ca volum (volumul cantititii necalibrate de material din
elementul imaginii dupa scdderea intensitatii fondului prin utilizarea metodei bilei rulante).

Fiecare intensitate a benzii a fost comparatd, procentual, cu intensitatea benzii de proba a
vehiculului, care a servit drept control pozitiv, pe acelasi gel.

Activitatea inhibitoare a fost exprimata ca procent de inhibitie comparativ cu controlul pozitiv.
Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 2 care urmeaza.

Analiza de decatenare a topoizomerazei IV

Seturi de decatenare a Topoizomerazei IV S.aureus si E.coli (Inspiralis, Marea Britanie) au fost
utilizate. Un amestec principal cu un volum total suficient pentru numarul de reactii efectuate a
fost obtinut cu urmaitorii reactivi: 5x tampon de testare (50 mM HEPES-KOH (pH 7,6), 100 mM
glutamat de potasiu, 10 mM acetat de magneziu, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 50 mg/mL albuming),
substrat kDNA (200 ngfreactie), apd firda RNazi-DNazd. Alicvote din acest amestec au fost
distribuite in fiecare tub, apoi s-au addugat 10x solutii stoc de compus sau control vehicul (DMSO)
in fiecare tub de reactie.

Reactia a inceput cu addugarea enzimei Topoizomeraza IV (0,5 U/reactie).

O probd adidugatd cu un volum egal de tampon de dilutie a fost utilizatd in calitate de control
negativ (fird enzima).

Tuburile de reactie s-au turbionat usor si s-au incubat timp de 30 minute la temperatura de 37°C.
Fiecare reactie s-a stopat prin adiugarea a 30 pl de solufie-tampon de stopare si 30 ul de
cloroform/alcool izoamilic (24/1), s-a turbionat usor timp de 5-10 secunde si s-a centrifugat la
20000xg timp de 2 minute. Probele prelevate din faza superioard s-au incircat in 1% gel de
agaroz3 si s-au supus electroforezei timp de 1 ord la 80V tensiune constantd in TAE (40 mM Tris-
acetat, 2 mM EDTA).

Achizitionarea si analiza datelor. Datoritd masei moleculare ridicate, kDNA nu a putut intra intr-un
gel de agarozd in conditii normale de electroforezi, dar a rimas in godeuri. In prezenta
topoizomerazei Topo IV, mini-cercuri (2,5 Kb) au fost eliberate de citre kDNA prin decatenare si
au fost dizolvate rapid si usor in gel la tensiuni relativ mari.
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Benzile au fost vizualizate prin colorare cu bromura de etidiu (dil 1: 20000) timp de 30 de minute,
urmati de decolorare in api distilati timp de 10 minute.
Pentru o singurd analizi a concentrafiei, pentru a evalua activitatea compusilor pe enzime, benzile
de ADN-uri decatenate din gel au fost fotografiate printr-un sistem de imagisticd digitald
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare), conform instructiunilor producitorului. Intensitatea
fluorescenta a fiecirei benzi a fost analizatad prin intermediul software-ului ImageQuant TL si a
fost exprimatd ca volum (volumul cantitdtii necalibrate de material din elementul imaginii dupa
scdderea intensitdtii fondului prin utilizarea metodei bilei rulante). Fiecare intensitate a benzii a
fost comparatd, procentual, cu intensitatea benzii de proba a vehiculului, care a servit drept control
pozitiv, pe acelasi gel.
Activitatea inhibitoare a fost exprimata ca procent de inhibitie fatd de controlul pozitiv.

Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 2 care urmeazd mai jos, in care compusii marcati cu un
asterisc nu fac parte din inventie.

Tabelul 2
Compusul conc. E. coli S. aureus
nr. (uM) %0 de | % de | % de | % de inhibare
inhibare a | inhibare a | inhibare ala
ADN girazei | Topo IV ADN girazei | Topo IV
27% 200 61 53 n/a n/a
29% 200 92 100 86 n/a
40* 200 54 78 n/a n/a
44 200 100 100 100 65
46* 200 57 94 100 n/a
51 100 100 88 91 n/a
Compusul conc. E. coli S. aureus
nr. (uM) %0 de | % de | % de | % de inhibare
inhibare a | inhibare a | inhibare ala
ADN girazei | Topo IV ADN girazei | Topo IV
52 100 100 96 81 n/a
54 100 89 52 n/a n/a
55 100 94 95 86 n/a
56 100 96 79 70 n/a
59 100 81 100 90 77
61 100 92 92 88 n/a
62 100 96 71 86 n/a
63* 100 98 51 n/a n/a
64 100 93 94 93 n/a
65 100 94 30 30 n/a
66 100 100 58 87 n/a
67 100 89 100 97 100
69 100 94 51 88 n/a
72 100 98 91 97 76
73 100 85 n/a 93 49
77 50 93 73 85 n/a
78 50 89 65 81 n/a
79 50 100 100 87 92
80 50 100 100 92 89
86* 50 96 64 95 53
88 50 100 100 100 88
89 50 87 51 n/a n/a
90 50 93 81 89 n/a
91 50 99 95 95 67
93 50 100 100 95 63
94 50 100 91 100 88
95 50 92 53 81 n/a
98 50 93 90 90 n/a
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99 50 98 100 94 92
100 50 95 76 91 n/a
102 50 100 100 100 100
103 50 98 100 100 100
104 50 100 100 100 100
105 50 91 60 100 n/a
106 50 100 100 100 68
108 50 100 76 100 n/a
109 50 100 72 100 n/a
124 50 79 62 75 n/a
125* 50 36 68 39 n/a
126* 50 96 100 95 36
127+ 50 39 70 76 n/a
131 50 100 100 81 78
134 50 87 78 71 n/a
143 50 96 91 39 n/a
144 50 72 85 65 n/a
145 50 99 100 97 n/a
146 50 91 100 93 n/a
147 50 34 74 85 n/a
148 50 96 100 100 100
149 50 90 90 100 100
150* 50 50 50 100 50
152 50 38 100 100 38
153 50 72 50 100 61
155 50 60 0 50 50
156 50 78 91 39 36
158 50 95 97 100 100
159 50 94 98 100 100
162 50 95 100 100 100
163 50 30 90 30 100
166 50 30 90 70 97
171 50 93 97 100 72
172 50 94 39 64 39
177 50 77 74 98 14
184 50 68 58 83 69
186 50 70 54 100 87
187 50 79 32 95 95
188 50 100 92 97 98
192 50 70 37 38 76
195 50 99 100 100 100
196 50 85 100 83 39
199 50 90 100 92 100
203 50 100 100 100 100

n/a = neactiv

Rezultatele de mai sus au demonstrat cd compusii exemplificati au inhibat eficient atit ADN
giraza, cat si Topo IV a E.coli, care este o bacterie gram-pozitiva si/sau S.aureus, care este o
bacterie gram-negativa.

Exemplul 2
Determinarea Clsg

Compusii care in Exemplul 1 de mai sus au ardtat o activitate inhibitoare s-au analizat suplimentar
in curba raspuns-concentratie (opt concentratii semilogaritmice cuprinse intre 0,1 si 300 pM)
pentru a determina Clso.

Benzile de ADN supraspiralizat sau decatenat obtinute astfel cum este descris in Exemplul 1 au
fost analizate dupd cum urmeaza.
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Benzile au fost analizate prin echipamente de documentare cu gel (Syngene, Cambridge, Marea
Britanie) si cuantificate cu utilizarea software-ul Syngene Gene Tools. Datele privind gelul
neprelucrate (volumele benzilor fluorescente) colectate de la Syngene, software-ul de analizd a
gelului GeneTools au fost transformate intr-un procent din controlul de 100% (banda ADN-lui
complet supraspiralizat sau decatenat). Aceste date au fost analizate cu utilizarea versiunii
SigmaPlot 12.3 (2013). Datele Clso s-au calculat utilizand instrumentul de regresie neliniard pentru
ajustarea curbei globale, selectand functia unica de ajustare cu 2 parametri din categoria ecuatiei
de decddere exponentiala.

Rezultatele sunt raportate in Tabelul 3 care urmeazd mai jos, in care compusii marcati cu un
asterisc nu fac parte din inventie.

Tabelul 3
Compusul nr, E, coli S, aureus
Clssr a ADN |CIspaTopolV | Clss a ADN | ClsoaTopolV
girazei girazei
29% 6 10 20 -
44 0,5 10 14 90
51 0,9 2.4 4.5 -
52 2,3 1,7 6,8 -
55 2,1 2,6 5,6 -
56 4,8 13,1 33,1 -
59 1,2 16,1 4.4 18,5
61 3,3 20,2 8,7 -
62 223 6,7 6,9 -
64 20,4 16,5 5,2 -
65 40,6 29,3 26,8 -
66 2,3 3,2 12,1 -
67 0,8 1,7 2.8 11,8
69 12 51 300 -
72 2,6 3,8 9,6 52
73 66 - 43,3 136,9
77 6,8 3,8 13,9 -
78 19,5 6,8 6,3 -
79 0,6 1,2 5,2 5,5
80 1,2 1,3 3,9 3,1
86* 7,6 7,8 3,7 52,8
88 3,2 0,9 1,1 6,7
89 28 54 33 -
90 8,3 15,5 9,3 -
91 0,9 1,9 2,6 7,1
93 2,2 3,8 5,2 6,9
94 4.8 3,0 4,2 13,8
95 5,6 3,9 - -
98 5,6 8,8 4,6 -
99 2,1 1,5 0,4 3,5
100 4.5 10,2 4,7 -
102 1,8 1,1 1,5 1,7
103 1,1 1,3 1,6 3,0
104 1,5 0,4 0,6 0,3
105 11,4 5,6 6,6 -
106 2,7 2,2 1 0,6
108 1,0 1,8 4.8 -
109 5,1 5,6 20,7 -
124 7,0 6,0 9,0 -
125% 6,3 59 19 -
126* 1,3 8,0 1,3 15
127* 2,9 52,5 - -
134 2.8 2.5 0,81 1,72
148 0,42 0,12 0,024 0,05
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149 0,1 0,14 0,018 0,04

150* 17,1 4,24 1,02 5,89
152 0,66 0,85 0,31 0,53
153 1,42 1,34 0,49 2,3
155 6,31 - 8,74 7,21
156 2,74 0,64 1,76 1,25
158 1,86 0,92 0,86 2,13
159 1,65 1,04 0,51 1,09
162 4,85 0,95 0,88 0,31
163 4,4 9,89 82,7 1,22
166 0,15 0,2 1,13 0,3
187 0,19 1,57 0,16 1,37
188 0,09 0,3 0,015 0,2
192 0,08 0,13 0,017 0,1
195 0,14 0,3 0,1 0,1
196 0,79 2,54 0,16 0,39

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e  WO-A1-2010/081874
e WO-A1-2010/084152
e  WO-A1-2013/068948

(57) Revendicari:

1.Compus cu formula (I):

A_L1_G1 GZ—Y_L2—B

Rs (I)

in care

G si G, identici sau diferiti intre ei, reprezintd CH sau N, cu conditia ci cel putin unul
dintre Gy si G reprezintd N;

R; reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, OH, alchil (Ci.3), alcoxi (Ci3),
alchil (Ci.3)-OH, -COOR' sau -CONR’R", in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd
un atom de hidrogen sau alchil (C;3);

L reprezintd o legiturd o, -CHa-, -O- sau -NH-;

Y reprezintd o grupare alchilenil (Ci¢), o grupare alchilenil -NH-(Ci6) sau o grupare
cicloalchilenil (Cs.s), gruparea mentionatd fiind optional substituitd cu o grupare hidroxi sau o
grupare amino sau o grupare formamido (-NH-CHO);

L, reprezintd legitura ¢, -NH- sau alchilenil -NH-(C1.);

A reprezintd o grupare biciclicd condensatd avand urmatoarea formuld (I1I)
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G3 reprezintd N sau C(R”), in care R’ este H sau alchil (C;);

Gy, Gs s1 Gg identici sau diferiti intre ei, reprezintd CH, CF, C-CN sau N;

R, reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi
(Ci23), CF3, OCF; sau NR’R", in care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de
hidrogen sau alchil (C;.3); si

Rz reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi
(Ci13), trifluorometil sau NR’R", in care R’ si R" reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (Ci.3);

si

B reprezinti o grupare biciclicd condensatd avand urmitoarea formuld (V) sau o grupare
triciclicd condensati avind urmitoarea formula (VII):

(VII)

m care

Py reprezintd N sau CR’, in care R’ reprezintd H, CN sau CF3;

nreprezintd 0 sau 1; si

Rs reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, CFs, hidroxi sau NR’R", in care R’
si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (C;);

si siruri de aditie cu acizi sau baze organice sau anorganice acceptabile farmaceutic,
enantiomeri, N-oxizi si sdruri de amoniu cuaternare ale compusului mentionat cu formula (I).

2.Compus conform revendicirii 1, in care A este un inel biciclic condensat avand una dintre
urmdtoarele formule:
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R, reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi

(Ci13), OCF;z sau NR’R", in care R’ si R", identici sau diferifi intre ei, reprezintd un atom de
hidrogen sau alchil (C;.3); si

Rz reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, hidroxi, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi

(C13), trifluorometil sau NR’R", in care R” si R" reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (Ci.3).

3.Compus conform revendicdrii 1, In care B reprezintd o grupare biciclici condensati

avand una dintre urmatoarcle formule:
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in care Re reprezintd un atom de hidrogen, un atom de halogen, CF3, hidroxi sau NR’R", in
care R’ si R", identici sau diferiti intre ei, reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (Ci.3).

4.Compus conform revendicirii 1, in care Gs reprezintd N, CH sau C(CHa).

5.Compus conform oricérei dintre revendicdrile precedente 1-4, in care Rz reprezintd un
atom de hidrogen, un atom de halogen, ciano, alchil (C;3) sau NR’R", in care R” si R" reprezinti
un atom de hidrogen sau alchil (C3).

6.Compus conform oricérei dintre revendicdrile precedente 1-4, in care Rz reprezintd un
atom de hidrogen, F, Cl, ciano, CHz, NH, sau N(CHa),.

7.Compus conform oricérei dintre revendicdrile precedente 1-4, in care R; reprezintd un
atom de hidrogen, un atom de fluor, un atom de clor, OH, alchil (Ci.3)-OH, -COOR' sau -
CON(R’)(R"), in care R’ si R", identici sau diferifi intre ei, reprezintd un atom de hidrogen sau
alChll (C1_3).

8.Compus conform oricdrei dintre revendicirile precedente 1-4, in care R, reprezintid un
atom de hidrogen, un atom de halogen, ciano, alchil (Ci.3), alcoxi (C;3) sau NR’R", in care R’ si
R", identici sau diferifi intre ei, reprezintd un atom de hidrogen sau alchil (Cy.3).

9.Compus conform oricirei dintre revendicdrile precedente 1-4, in care Y reprezintd o
grupare alchilenil (Ci4), o grupare alchilenil -NH-(Ci4) sau o grupare cicloalchilenil (Cas),
gruparea mentionat fiind optfional substituitd cu o grupare hidroxi sau o grupare amino.

10. Compus conform oricirei dintre revendicirile precedente 1-4, in care Re
reprezintd un atom de hidrogen sau un atom de halogen.
11. Comporzitie farmaceuticd care contine cel putin un compus cu formula (I)

conform oricrei dintre revendicirile precedente 1-10, o sare a acestuia cu un acid sau o bazi
organicd sau anorganici acceptabild farmaceutic, sau un enantiomer al acestuia, sau o sare de
amoniu cuaternard a acestuia, sau un N-oxid al acestuia, si cel putin un excipient inert acceptabil
farmaceutic.

12. Compus cu formula (I) conform oricérei dintre revendicarile precedente 1-10,
pentru utilizare in medicind.

13. Compus cu formula (I) conform oricérei dintre revendicarile precedente 1-10,
pentru utilizare in tratamentul infectiilor bacteriene.

14. Compus cu formula (I) conform oricirei dintre revendicirile precedente 1-10
pentru utilizare conform revendicarii 13, in care infectiile bacteriene mentionate sunt selectate din
grupul constand dintr-o infectie a pielii, o infectie a mucoasei, o infectie ginecologicd, o infectic a
tractului respirator (ITR), o infectie a SNC, o infectie gastrointestinald, o infectie osoasd, o infectie
cardiovasculard, o infectie cu transmitere sexuald sau o infectie a tractului urinar.
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