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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

CONTEXT

S-a demonstrat ca inhibitorii deacetilazelor histonei (HDAC) moduleazd transcriptia si induc
stoparea cresterii celulare, diferentierea si apoptoza. Inhibitorii HDAC sporesc, de asemenea, efectele
citotoxice ale agentilor terapeutici utilizati in tratamentul cancerului, inclusiv radiatiile si medicamentele
chimioterapeutice. Marks, P., Rifkind, R. A., Richon, V. M., Breslow, R., Miller, T., Kelly, W. K.
Deacetilaza histonei si cancer: cauze si terapii. Nat Rev Cancer, 1, 194-202, (2001); si Marks, P. A,
Richon, V. M., Miller, T., Kelly, W. K. Inhibitori ai deacetilazei histonei. Adv Cancer Res, 91, 137-168,
(2004). Mai mult, dovezile recente indicd faptul cd dereglarea transcripfionald poate contribui la
patogenia moleculard a anumitor tulburiri neurodegenerative, cum ar fi boala Huntington, atrofia
musculard spinald, scleroza laterald amiotropa si ischemia. Langley, B., Gensert, J. M., Beal, M. F.,
Ratan, R. R. Remodelarea cromatinei si a rezistenfei la stres in sistemul nervos central: inhibitori ai
deacetilazei histonei ca agenti neuroprotectori noi si cu largd eficientd, Curr Drug Targets CNS, 4, 41-50,
(2005). O revizuire recentd a rezumat dovezile ci activitatea aberantd a acetiltransferazei histonei (HAT)
si deacetilazelor histonei (HDAC) poate reprezenta un mecanism de bazd comun care contribuie la
neurodegenerare. Mai mult, folosind un model de soarece al depresiei, Nestler a evidentiat recent
potentialul terapeutic al inhibitorilor de deacetilare a histonelor (HDACS) in depresie. Tsankova, N. M.,
Berton, O., Renthal, W., Kumar, A., Neve, R. L., Nestler, E. J. Reglarea sustinutdi a cromatinei
hipocampice intr-un model de soarece de depresie si actiune antidepresivd. Nat Neurosci, 9, 519-525,
(2006).

Existd 18 deacetilaze ale histonei umane cunoscute, grupate in patru clase in functie de structura
domeniilor lor accesorii. Clasa I include HDAC1, HDAC2, HDAC3 si HDACS si are omologie cu drojdia
RPD3. HDAC4, HDACS, HDAC?7 si HDACY apartin clasei Ila si au omologie cu drojdia. HDAC6 si
HDACI10 contin doud situsuri catalitice si sunt clasificate drept clasa IIb. Clasa III (sirtuinele) include
SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT6 si SIRT7. HDAC11 este un alt membru recent identificat al
familiei HDAC si a conservat reziduuri in centrul su catalitic care sunt impdrfite atat de deacetilazele de
clasd I, cét si de clasa II si este uneori plasat in clasa I'V.

In schimb, HDAC-urile s-au dovedit a fi regulatori negativi puternici ai proceselor de memorie
pe termen lung. Inhibitorii nespecificit HDAC imbunititesc plasticitatea sinapticd, precum si memoria pe
termen lung (Levenson si colab., 2004, J. Biol. Chim. 279:40545-40559; Lattal si colab., 2007, Behav
Neurosci 121:1125-1131; Vecsey si colab., 2007, J. Neurosci 27:6128; Bredy, 2008, Learn Mem 15:460-
467, Guan si colab., 2009, Nature 459:55-60; Malvaez si colab., 2010, Biol. Psihiatrie 67:36-43;
Roozendaal et al., 2010, J. Neurosci. 30:5037-5046). De exemplu, inhibitia HDAC poate transforma un
eveniment de invdtare care nu duce la memorie pe termen lung intr-un eveniment de invatare care are ca
rezultat o memorie semnificativd pe termen lung (Stefanko si colab., 2009, Proc. Natl. Acad. Sci. SUA
106:9447-9452). Mai mult, inhibarea HDAC poate genera, de asemenca, o formi de memorie pe termen
lung care persistd dincolo de punctul in care memoria normald esuecazd. S-a demonstrat cd inhibitorii
HDAC amelioreazi deficitele cognitive in modelele genetice ale bolii Alzheimer (Fischer si colab., 2007,
Nature 447:178-182; Kilgore si colab., 2010, Neuropsychopharmacology 35:870-880). Aceste
demonstratii sugerecazd cd modularea memoriei prin inhibarea HDAC are un potential terapeutic
considerabil pentru multe tulburari de memorie si cognitive.

In prezent, rolul HDAC-urilor individuale in memoria pe termen lung a fost explorat in doui
studii recente. Kilgore et al. 2010, Neuropsychopharmacology 35:870-880 a dezviluit cd inhibitorii
nespecifici HDAC, cum ar fi butiratul de sodiu, inhibA HDAC de clasa I (HDACI1, HDAC2, HDAC3,
HDACS) cu un efect redus asupra membrilor familiei HDAC de clasa lla (HDAC4, HDACS, HDAC7,
HDACY). Acest lucru sugereaza ca inhibarea HD AC-urilor de clasa I poate fi critici pentru imbundtafirea
cognitiei observatd in multe studii. Intr-adevir, supracxpresia specifici a creierului anterior sl a
neuronului a HDAC2, dar nu a HDACI, a scizut densitatea coloanci dendritice, densitatea sinaptica,
plasticitatea sinaptica si formarea memoriei (Guan si colab., 2009, Nature, 459:55-60). In schimb, soarecii
HDAC?2 knockout au prezentat o densitate sinapticd crescutd, plasticitate sinaptica crescutd si densitate
dendritica crescutd in neuroni. Acesti soareci cu deficit de HDAC2 au prezentat, de asemenea, invatare si
memorie imbunatitite intr-o baterie de paradigme comportamentale de invitare. Aceastd lucrare
demonstreazd cd HDAC?2 este un regulator cheie al sinaptogenezei si al plasticitdtii sinaptice. In plus,
Guan si colab. a aritat ca tratamentul cronic al soarecilor cu SAHA (un inhibitor HDAC 1,2,3,6, 8) a
reprodus efectele observate la soarecii cu deficientd HDAC2 si a refuzat afectarea cognitiva la soarecii cu
supraexpresie HDAC2.

Inhibarea HDAC2 (selectiv sau in combinatie cu inhibarea altor HDAC de clasa I) este o tintd
terapeuticd atractivd. O astfel de inhibitie are potentialul de a imbundtiti cunoasterea si de a facilita
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procesul de invitare prin cresterea densititii sinaptice si dendritice in populatiile de celule neuronale. In
plus, inhibarca HDAC?2 poate fi, de asemenea, utild din punct de vedere terapeutic in tratarea unei game
largi de alte boli si tulburéri.

REZUMAT

Sunt dezvaluiti compusi si saruri acceptabile farmaceutic ale acestora si compozitii farmaceutice,
care sunt utile in tratamentul stirilor asociate cu activitatea HDAC (de exemplu, HDAC2). Vezi, de
exemplu, Tabelul 1.

Unul dintre avantajele anumitor compusi descrisi aici este ci acestia posedd parametri de
sigurantd imbundtatifi. De exemplu, includerea unui atom suplimentar de fluor pe inelul fenil inferior al
anumitor compusi a oferit o crestere de aproape 2 ori a sigurantei, aritind mai putine efecte asupra
progenitorilor eritroizi si mieloizi umani. Vezi, de exemplu, Tabelul 4, Comparatorul 1 vs Compusul
10; Comparatorul 2 vs. Compusul 3; Comparatorul 5 vs. Compusul 1; si Comparatorul 6 vs.
Compusul 2. Un rezultat similar a fost observat intre regioizomeri (comparati Comparatorul 4 cu
compusul 8) si inlocuirea hidrogenului cu fluor (comparati Comparatorul 3 cu Compusul 6).

Conditiile care pot fi tratate prin compusii dezvaluiti includ, dar nu se limiteaza la, tulburdri
neurologice, tulburdri ale memoriei sau ale functiei cognitive, tulburari de invifare prin extinctie, boli sau
infectii fungice, boli inflamatorii, boli hematologice, boli neoplazice, tulburari psihiatrice si pierderi de
memorie.

DESCRIERE DETALIATA
1. Compusi
Aici sunt furnizati compusi avand formula selectatd dintre:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

Alte exemple de compusi inclusi in prezenta dezviluire sunt furnizate in sectiunea
EXEMPLIFICARE. Sunt incluse sdrurile acceptabile farmaceutic, precum si formele neutre ale acestor
compusi.

2. Definitii

Asa cum sunt utilizati aici, termenii ,,subiect” si ,pacient” pot fi utilizafi interschimbabil si
inseamnd un mamifer care are nevoie de tratament, de ex., animale de companie (de ex., clini, pisici $i
altele asemenea), animale de fermi (de ex., vaci, porci, cai, oi, capre si altele asemenea) si animale de
laborator (de ex., sobolani, soareci, cobai si altele asemenea). De obicei, subiectul este un om care are
nevoie de tratament.

Sunt incluse sirurile acceptabile farmaceutic, precum si formele neutre ale compusilor descrisi
aici. Pentru utilizare in medicamente, sarurile compusilor se refera la ,,sruri acceptabile farmaceutic”
netoxice. Formele de sare acceptabile farmaceutic includ siruri acide/anionice sau bazice/cationice
acceptabile farmaceutic. Sirurile bazice/cationice acceptabile farmaceutic includ sirurile de sodiu,
potasiu, calciu, magneziu, dictanolamini, n-metil-D-glucamind, L-lizini, L-arginind, amoniu,
etanolamind, piperazind si trictanolamind. Sarurile acide/anionice acceptabile farmaceutic includ, de ex.,
acetat, benzensulfonat, benzoat, bicarbonat, bitartrat, carbonat, citrat, diclorhidrat, gluconat, glutamat,
glicolilarsanilat, hexilresorcinat, bromhidrat, clorhidrat, malat, maleat, malonat, mesilat, azotat, salicilat,
stearat, succinat, sulfat, tartrat si tosilat.

Termenul "purtdtor acceptabil farmaceutic” se referd la un purtdtor, adjuvant sau vehicul netoxic
care nu distruge activitatea farmacologicd a compusului cu care este formulat. Purtitorii, adjuvantii sau
vehiculele acceptabile farmaceutic care pot fi utilizati in compozitiile descrise aici includ, dar nu se
limiteaza la, schimbitoare de ioni, alumini, stecarat de aluminiu, lecitind, proteine serice, cum ar fi
albumina sericd umani, substante tampon cum ar fi fosfatii, glicina , acid sorbic, sorbat de potasiu,
amestecuri partiale de gliceride de acizi grasi vegetali saturati, apd, sdruri sau electroliti, cum ar fi sulfat
de protamini, fosfat acid disodic, fosfat acid de potasiu, clorurd de sodiu, siruri de zinc, siliciu coloidal,
trisilicat de magneziu, pirolidond de polivinil, substante pe bazd de celulozd, polictilen glicol,
carboximetilcelulozd de sodiu, poliacrilati, ceard, polimeri bloc de polietilen-polioxipropilend, polietilen
glicol si grasime de 14ni.

Termenii "tratament", " a trata" si "tratare" se referd la inversarca, atenuarea, reducerca
probabilititii de a dezvolta sau inhibarea progresului unei boli sau tulburdri sau la unul sau mai multe
simptome ale acesteia, asa cum este descris aici. In unele realiziri, tratamentul poate fi administrat dupa
ce unul sau mai multe simptome s-au dezvoltat, i.e., tratament terapeutic. In alte variante de realizare,
tratamentul poate fi administrat in absenta simptomelor. De exemplu, tratamentul poate fi administrat
unei persoane susceptibile inainte de aparitia simptomelor (de exemplu, in lumina antecedentelor de
simptome si/sau in lumina factorilor genetici sau a altor factori de susceptibilitate), adicd, tratament
profilactic. De asemenea, tratamentul poate fi continuat dupd ce simptomele s-au rezolvat, de exemplu
pentru a preveni sau a intirzia reaparitia acestora.

Termenul ,,cantitate eficientd” sau ,.cantitate eficientd terapeutic” include o cantitate dintr-un
compus descris aici care va provoca un riaspuns biologic sau medical al unui subiect, de exemplu, intre
0,01 - 100 mg/kg greutate corporald/zi din compusul furnizat, cum ar fi, de exemplu, 0,1 - 100 mg/kg
greutate corporald/zi.

3. Utilizari, Formulare si Administrare

in unele exemple de realizare, compusii $i compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea stirilor
asociate cu activitatea HDAC. Astfel de conditii includ, de exemplu, pe cele descrise mai jos.

Rapoarte recente au detaliat importanta acetildrii histonelor in functiile sistemului nervos central
(,SNC”), cum ar fi diferentierea neuronald, formarea memoriei, dependenta de droguri si depresia
(Citrome, Psihofarmacol. Bull. 2003, 37, Suppl. 2, 74-88; Johannessen, CNS Drug Rev. 2003, 9, 199-
216; Tsankova si colab., 2006, Nat. Neurosci. 9, 519-525). Astfel, intr-un aspect, compusii si compozitiile
furnizate pot fi utili in tratarea unei tulburdri neurologice. Exemple de tulburdri neurologice includ: (i)
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boli neurodegenerative cronice, cum ar fi scleroza laterald amiotroficd familiala si sporadicd (FALS si,
respectiv, ALS), boala Parkinson familiald si sporadicd, boala Huntington, boala Alzheimer familiala si
sporadicd, scleroza multipld, distrofia musculard olivo-pontocerebeld, atrofie, atrofic a sistemelor
multiple, boala Wilson, paralizie supranucleard progresivd, boala difuzd cu corp Lewy, degencrare
corticodentatonigrald, cpilepsic mioclonicd familiald progresivd, degenerare strionigrd, distonic de
torsiune, tremor familial, sindrom Down, sindrom Gilles de la Tourette, boala Hallervorden-S, neuropatie
periferica diabetica, dementa pugilisticd, dementd SIDA, dementd legatd de varstd, tulburdri de memorie
asociate varstei si boli neurodegenerative legate de amiloidozi, cum ar fi cele cauzate de proteina prionici
(P1P) care este asociatd cu encefalopatia spongiformi transmisibild (boala Creutzfeldt-Jakob, sindromul
Gerstmann-Straussler-Scheinker, scrapic si kuru), si cele cauzate de acumularea excesivd de cistatina C
(angiopatie ereditard cu cistatina C); si (ii) tulburdri neurodegenerative acute, cum ar fi leziuni cerebrale
traumatice (de exemplu, leziuni cerebrale legate de interventii chirurgicale), edem cerebral, leziuni ale
nervilor periferici, leziuni ale miduvei spindrii, boala Leigh, sindromul Guillain-Barre, tulburdri de
stocare lizozomald precum lipofuscinoza, boala Alper , sindromul piciorului nelinistit, vertij ca urmare a
degenerdrii SNC; patologii care apar cu abuzul cronic de alcool sau droguri, inclusiv, de exemplu,
degenerarea neuronilor din locus coeruleus si cerebel, tulburdri de miscare induse de droguri; patologii
apdrute odatd cu imbdtranirea, inclusiv degenerarea neuronilor cerebelosi si a neuronilor corticali care
conduc la tulburdri cognitive si motorii; si patologii apdrute odatd cu abuzul cronic de amfetamine,
inclusiv degenerarea neuronilor ganglionilor bazali care duce la deficiente motorii; modificari patologice
rezultate din traumatisme focale precum accident vascular cerebral, ischemie focald, insuficien{d
vasculard, encefalopatic hipoxic-ischemica, hiperglicemie, hipoglicemie sau traumatism direct; patologii
care apar ca cfect secundar negativ al medicamentelor si tratamentelor terapeutice (de exemplu,
degenerarea neuronilor cortexului cingulat si entorinal ca rispuns la dozele anticonvulsivante de
antagonisti din clasa NMDA a receptorilor de glutamat) si dementa asociati lui Wernicke-Korsakoff.
Tulburdrile neurologice care afectcazd ncuronii senzoriali includ ataxia lui Friedreich, diabetul,
neuropatia perifericd si degenerarea neuronald retiniani. Alte tulburdri neurologice includ leziuni ale
nervilor sau traumatisme asociate cu leziuni ale maduvei spindrii. Tulburdrile neurologice ale sistemelor
limbic si cortical includ amiloidoza cerebrali, atrofia lui Pick si sindromul Retts. Intr-un alt aspect,
tulburdrile neurologice includ tulburdri de dispozitie, cum ar fi tulburarile afective si anxietatea; tulburari
ale comportamentului social, cum ar fi defecte de caracter si tulburdri de personalitate; tulburiri de
invitare, memorie si inteligentd, cum ar fi retardul mintal si dementa. Astfel, intr-un aspect, compusii si
compozifiile dezviluite pot fi utili in tratarea schizofreniei, delirului, tulburdrii de deficit de atentie
(ADD), tulburdrii schizoafective, bolii Alzheimer, sindromului Rubinstein-Taybi, depresiei, maniei,
tulburdrilor de deficit de atentie, dependentei de droguri, dementei, agitatie, apatie, anxietate, psihoze,
tulburari de personalitate, tulburari bipolare, tulburari afective unipolare, tulburari obsesiv-compulsive,
tulburari de alimentatie, tulburari de stres post-traumatic, iritabilitate, tulburare de conduita a
adolescentului si dezinhibare.

Se crede ca transcriptia este un pas cheie pentru procesele de memorie pe termen lung (Alberini,
2009, Physiol. Rev. 89, 121-145). Transcriptia este promovata de modificiri specifice cromatinei, cum ar
fi acetilarea histonelor, care moduleazi interactiunile histoni-ADN (Kouzarides, 2007, Cell, 128:693-
705). Enzimele modificatoare, cum ar fi acetiltransferazele histonei (HAT) si deacetilazele histonei
(HDAC). regleaza starea de acetilare pe cozile histonelor. in general, acetilarea histonelor promoveazi
expresia genelor, in timp ce deacetilarea histonelor duce la ticere geneticd. Numeroase studii au aritat ca
o HAT puternica, proteina de legare a clementelor de raspuns (CREB)-proteina de legare (CBP), este
necesard pentru formele de lungd duratd de plasticitate sinapticd si memorie pe termen lung (pentru
revizuire, vezi Barrett, 2008, Learn Mem 15:460-467). Astfel, intr-un aspect, compusii si compozitiile
furnizate pot fi utili pentru promovarea functiei cognitive si imbundtatirea invatirii si formarii memoriei.

Compusii si compozitiile descrise aici pot fi, de asemenea, utilizati pentru tratarea bolilor sau
infectiilor fungice.

Intr-un alt aspect, compusii si compozitiile descrise aici pot fi utilizati pentru tratarea bolilor
inflamatorii cum ar fi accidentul vascular cerebral, artrita reumatoida, lupusul eritematos, colita ulceroasd
si leziunile cerebrale traumatice (Leoni si colab., PNAS, 99(5); 2995-3000 (2002); Suuronen si colab. J.
Neurochem. 87; 407-416 (2003) si Drug Discovery Today, 10: 197-204 (2005).

Intr-un alt aspect, compusii si compozitiile descrise aici pot fi utilizate pentru tratarea unui
cancer cauzat de proliferarea celulelor neoplazice. Astfel de cancere includ, de exemplu, tumori solide,
neoplasme, carcinoame, sarcoame, leucemii, limfoame si altele asemenea. Intr-un aspect, cancerele care
pot fi tratate prin compusii si compozitiile descrise aici includ, dar nu se limiteaza la: cancer cardiac,
cancer pulmonar, cancer gastrointestinal, cancer de tract genito-urinar, cancer de ficat, cancer de sistem
nervos, cancer ginecologic, cancer hematologic, cancer de piele si cancer al glandei suprarenale. Intr-un
aspect, compusii i compozitiile descrise aici sunt utili in tratarca cancerclor cardiace selectate dintre
sarcom (angiosarcom, fibrosarcom, rabdomiosarcom, liposarcom), mixom, rabdomiom, fibrom, lipom si
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teratom. Intr-un alt aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer
pulmonar selectat dintre carcinom bronhogen (celule scuamoase, celule mici nediferentiate, celule mari
nediferentiate, adenocarcinom), carcinom alveolar (bronsiolar), adenom bronsic, sarcom, limfom,
condromatos. hamartom si mezoteliom. Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in
tratarea unui cancer gastrointestinal selectat dintre cele de esofag (carcinom cu celule scuamoase,
adenocarcinom, leiomiosarcom, limfom), stomac (carcinom, limfom, leiomiosarcom), pancreas
(adenocarcinom ductal, insulinom, glucagonom, gastrinom, tumori carcinoide, vipom), intestinul subtire
(adenocarcinom, limfom, tumori carcinoide, sarcom Kaposi, leiomiom, hemangiom, lipom, neurofibrom,
fibrom) si intestinul gros (adenocarcinom, adenom tubular, adenom vilos, hamartom, leiomiom). Intr-un
aspect, compusii $i compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer de tract genito-urinar
selectat dintre cel de rinichi (adenocarcinom, tumord Wilm [nefroblastom], limfom, leucemie), vezica
urinard si uretrd (carcinom cu celule scuamoase, carcinom cu celule tranzitionale, adenocarcinom),
prostatd (adenocarcinom, sarcom) si testicul (seminom, teratom, carcinom embrionar, teratocarcinom,
coriocarcinom, sarcom, carcinom cu celule interstitiale, fibrom, fibroadenom, tumori adenomatoide,
lipom). Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer hepatic
selectat dintre hepatom (carcinom hepatocelular), colangiocarcinom, hepatoblastom, angiosarcom,
adenom hepatocelular si hemangiom.

In unele variante de realizare, compusii descrisi aici se referd la tratarea unui cancer osos selectat
dintre sarcom osteogen (osteosarcom), fibrosarcom, histiocitom fibros malign, condrosarcom, sarcom
Ewing, limfom malign (sarcom cu celule reticulate), mielom multiplu, cordom malign cu celule gigantice,
osteocondrom (exostoze osteocartilaginoase), condrom benign, condroblastom, condromixofibrom,
osteoid osteoid si tumori cu celule gigantice.

Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer al
sistemului nervos selectat dintre cel de craniu (ostcom, hemangiom, granulom, xantom, osteitd
deformantd), meninge (meningiom, meningiosarcom, gliomatozd), creier (astrocitom, meduloblastom,
gliom, ependimom, germinom [pinealom], glioblastom multiform, oligodendrogliom, schwannom,
retinoblastom, tumori congenitale) si maduva spindrii (neurofibrom, meningiom, gliom, sarcom).

Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer ginecologic
selectat dintre cel de uter (carcinom endometrial), col uterin (carcinom cervical, displazie cervicala
pretumorald), ovare (carcinom ovarian [cistadenocarcinom seros, carcinom cistadenocarcinom mucinos,
carcinom neclasificat], tumori cu celule granulozo-tecale, tumori cu celule Sertoli-Leydig, disgerminom,
teratom malign), vulva (carcinom cu celule scuamoase, carcinom intraepitelial, adenocarcinom,
fibrosarcom, melanom), vagin (carcinom cu celule clare, carcinom cu celule scuamoase, sarcom botryoid
( rabdomiosarcom embrional) si al trompelor uterine (carcinom).

Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea unui cancer de picle
selectat dintre melanom malign, carcinom bazocelular, carcinom cu celule scuamoase, sarcom Karposi,
alunite nevi displazici, lipom, angiom, dermatofibrom, cheloizi si psoriazis.

Intr-un aspect, compusii si compoxzitiile descrise aici sunt utile in tratarea unui cancer al glandei
suprarenale selectat dintre neuroblastoame.

Intr-un aspect, compusii si compozitiile descrise aici sunt utili in tratarea cancerelor care includ,
dar nu se limiteazd la: leucemii incluzand leucemii acute si leucemii cronice cum ar fi leucemia
limfocitara acutd (ALL), leucemia mieloida acutd (AML), leucemia limfocitara cronici. (CLL), leucemie
mielogend cronicd (CML) si leucemie cu celule pdroase; limfoame cum ar fi limfoamele cu celule T
cutanate (CTCL), limfoamele cu celule T periferice necutanate, limfoamele asociate cu virusul limfotrofic
cu celule T umane (HTLV), cum ar fi leucemia/limfomul cu celule T la adulti (ATLL), boala Hodgkin si
limfoame non-Hodgkin, limfoame cu celule mari, limfoame difuze cu celule B mari (DLBCL); limfom
Burkitt; mezoteliom, limfom primar al sistemului nervos central (SNC); mielom multiplu; tumori solide
din copildrie, cum ar fi tumorile cercbrale, neuroblastomul, retinoblastomul, tumora Wilm, tumorile
osoase si sarcoamele tesuturilor moi, tumorile solide comune ale adultilor, cum ar fi cancerele capului si
gatului (de exemplu, oral, laringian si esofagian), cancere genito-urinale (de ex. , prostatd, vezica urinara,
renal, uterin, ovarian, testicular, rectal si de colon), cancer pulmonar, cancer de sin, cancer pancreatic,
melanom si alte tipuri de cancer de piele, cancer de stomac, tumori cerebrale, cancer de ficat si cancer
tiroidian.

Intr-un aspect, prezenta dezviluire furnizeazi o metodi de tratare a unei stiri descrise aici,
cuprinzand administrarea unui subiect a unei cantitdti eficiente dintr-un compus, sau sarc acceptabild
farmaceutic descrisd aici, sau o compozitic a acestuia.

De asemenea, este furnizat unul sau mai multi dintre compusii sau sarurile acceptabile
farmaceutic ale acestora descrisi aici, sau o compozitie furnizati, pentru tratarea unei afectiuni descrise
aict.
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De asemenea, este furnizatd utilizarea unuia sau mai multor compusi sau a sdrurilor acceptabile
farmaceutic ale acestora descrise aici pentru fabricarea unui medicament pentru tratarea unei afectiuni
descrise aici.

Subiectii pot fi de asemenea selectati sa sufere de una sau mai multe dintre afectiunile descrise
inainte de inceperea tratamentului cu unul sau mai multi dintre compusii descrisi sau sdrurile sau
compozitiile acceptabile farmaceutic.

Prezenta dezvaluire furnizeazi, de asemenea, compozitii acceptabile farmaceutic cuprinzand un
compus descris aici sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia; si un purtitor acceptabil farmaceutic.
Aceste compozitii pot fi utilizate pentru a trata una sau mai multe dintre afectiunile descrise mai sus.

Compozitiile descrise aici pot fi administrate pe cale orald, parenterald, prin inhalare de spray,
topic, rectal, nazal, bucal, vaginal sau printr-un rezervor implantat. Termenul "parenteral” asa cum este
utilizat aici include tehnici de injectare sau perfuzie subcutanatd, intravenoasd, intramusculard,
intraarticulard, intrasinoviald, intrasternald, intratecald, intrahepaticd, intralezionald si intracraniand.
Formele de dozare lichide, preparatele injectabile, formele de dispersie solide si formele de dozare pentru
administrarea topica sau transdermicd a unui compus sunt incluse aici.

De asemenea, trebuie inteles cd o doza specificd si un regim de tratament pentru orice pacient
anume va depinde de o varictate de factori, inclusiv varsta, greutatea corporald, starca gencrald de
sanatate, sexul, dieta, timpul de administrare, rata de excretie, combinatia de medicamente, judecata
medicului curant si severitatea bolii particulare care este tratatd. Cantitatea de compus furnizat in
compozitie va depinde de asemenea de compusul particular din compozitie.

EXEMPLIFICARE

Informatii generale

Petele au fost vizualizate prin lumind UV (254 si 365 nm). Purificarea prin coloand si
cromatografie rapidd a fost efectuati folosind silicagel (200-300 mesh). Sistemele de solventi sunt
raportate ca raport dintre solventi.

Spectrele 'H RMN au fost inregistrate pe Bruker Avance III 400 MHz sau pe Bruker Fourier 300
MHz. Deplasirile chimice ale 'H sunt raportate in valori & in ppm cu tetrametilsilan (TMS, = 0,00 ppm)
ca standard intern. A se vedea, de exemplu, datele furnizate in Tabelul 1.

Spectrele LCMS au fost obtinute pe un spectrometru de masa Agilent 1200 seria 6110 sau 6120
cu modul de ionizare ESI (+). (Coloana: C18 (50 x 4,6 mm, 5 pm) care functioneazi in modul de ionizare
ES (+) sau (-); T = 30°C; debit = 1,5 mL/min; lungime de unda detectatd: 220 nm. Vezi, de exemplu,
datele furnizate in Tabelul 1.

Exemplul 1. Sinteza compusului 1

B T =N
R . —=
NaH = cl c N Pd/C
Boc-NH, ——— =  Boc-N - 'J N-Boc —»
= Cp*AuCl(cod), DCE &
100 102
101
82N 3 F
PhO N SN

HCI / EtOAc O~ "OPh F
") N-Be ——» T NH- Hel A3 >
N~ N__=
104

108 Na,COj, DMSO

Ny 7 y  NO: N no NH
NN N_N
X AN
T PAIC, Ha T
O N_~» — T 0 N_~
F F
105 1
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NO OH  HN_A O  PhO_ N
s ) w i, ot
HoN |\ OH N_= PhO Cl O N._.-
N_._= o F F
Cl
Al
A2 T A3 F

Sinteza intermediarului 101. La o solutie de Intermediar 100 (350 g, 3,00 moli) in DMF (5500
ml) la 0°C s-a addugat NaH (360 g, 9,00 moli) si amestecul a fost agitat timp de 30 min la aceasta
temperaturd. S-a adiugat o solutic de bromura de propargil (1,43 kg, 12,0 mol) in DMF (1500 mL) si
amestecul de reactie a fost incdlzit la temperatura camerei si agitat timp de 4 ore. Amestecul de reactic a
fost apoi stins cu solutic saturatd de clorurd de amoniu si extras cu EtOAc (2000 mL x 3). Straturile
organice combinate au fost spalate cu solutie apoasd saturatd de NaCl (2000 ml x 2), uscate pe Na>SOs,
filtrat si concentrat in vacuo. Produsul brut a fost purificat prin cromatografic pe coloand folosind
silicagel pentru a se obtine Intermediar 101 (245 g, 42,5 %) sub formi de ulei galben. 'H RMN (CDCI;,
400 MHz): & (ppm) 1,48 (s, 9H), 2,22 (1, 2H, J = 4,8 Hz), 4,17 (s, 4H).

Sinteza intermediarului 102. La o solutic de Intermediar 101 (270 g, 1,40 mol) si
Cp"RuClI(cod) (13,5 g, 35,6 mmol) in 1,2-dicloretan uscat, degazat (2200 mL) s-a addugat o solutie de
cloracetonitril (157 g, 2,10 moli) in 1,2-dicloretan uscat, degazat (500 mL) peste 15 minute sub atmosfera
de Ar la temperatura camerei. Amestecul de reactie a fost apoi incilzit la 60°C si agitat timp de 0,5 ore,
dupa care solventul a fost evaporat si reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe coloani folosind
silicagel pentru a da Intermediar 102 (210 g, 56,0 %) ca solid alb murdar. '"H RMN (CDCI;, 400 MHz):
S (ppm) 1,52 (s, 9H), 4,67 - 4,73 (m, 6H), 7,40 (d, 1H, J = 19,2 Hz), 8,50 (d, 1H, J = 15,6 Hz). MS 269,1
[M + H]*.

Sinteza intermediarului 103. O solutie de Intermediar 102 (210 g, 784 mmol) in MeOH (4000
mL) a fost tratat cu Pd/C (21,0 g), iar amestecul de reactic a fost agitat la temperatura camerei sub o
atmosferd H» timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi filtrat, iar filtratul a fost concentrat in vacuo
pentru a s¢ obtine Intermediar 103 (120 g, 65,6%) ca un solid alb murdar. 'H RMN (CDCI;, 400 MHz):
S (ppm) 1,53 (s, 9H), 2,98 (s, 3H), 4,86 - 4,90 (m, 4H), 7,53 - 7,60 (m, 1H), 8,62 - 8,67 (m, 1H). MS
235,1 [M + HJ".

Sinteza intermediarului 104. 0 solutic de HCI 4N (600 ml, HCI in EtOAc) a fost addugata prin
picurare la o solutic de 0°C de Intermediar 103 (120 g, 513 mmol) in EtOAc (600 mL). Amestecul de
reactie a fost apoi incilzit la temperatura camerei si agitat timp de 1 ord. Solventul a fost indepartat prin
filtrare pentru a da Intermediar 104 ca un solid alb. 'H RMN (DMSO_de, 400 MHz): & (ppm) 2,75 (s,
3H), 4,73 - 4,80 (m, 4H), 7,97 (s, 1H), 8,20 (s, 1H). MS 135,1 [M + H]".

Sinteza intermediarului 105. Un amestec de Intermediar 104 (513 mmol), Intermediar A3
(151 g, 308 mmol) si NaxCOs (272 g, 2,57 mol) in DMSO a fost agitat la temperatura camerei timp de 3
ore. Dupd ce reactia a ajuns la finalizare conform LCMS, amestecul de reactic a fost turnat in apa rece,
extras cu EtOAc, iar straturile au fost separate. Stratul organic a fost apoi concentrat in vacuo, iar reziduul
a fost triturat cu EtOAc, apoi filtrat pentru a furniza Intermediar 105 (80.0 g, 38% din compusul 5) sub
formi de solid galben. '"H RMN (DMSO_ds, 400 MHz): & (ppm) 2,49 (s, 3H), 4,70 - 4,96 (m, 4H), 7,29 -
7,35 (m, 2H), 7,45 - 7,49 (m, 1H), 7,50 - 7,51 (m, 1H), 8,08 - 8,14 (m, 1 H), 8,46 (d, 2H, J = 8,4 Hz),
10,11 (brs, 1 H). MS 412,1 [M + H]".

Sinteza compusului 1. Un amestec de Intermediar 105 (80.0 g, 195 mmol) si Pd/C (8,00 g) in
MeOH (2500 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub atmosferd H,. Dupi 1 ord, Pd/C a
fost indepirtat prin filtrare prin Celite. Filtratul a fost concentrat i reziduul a fost purificat prin
cromatografic pe coloand cu silicagel pentru a se obtine Compusul 1 (52.0 g, 70,3 %) sub forma de solid
gri. 'H RMN (DMSO_ds, 400 MHz): & (ppm) 2.48 (s, 3H), 4,77 (s, 4H), 5,28 (s, 2H), 7,16 - 7,18 (m, 2H),
7,28 - 7,31 (m, 2H), 7,40 - 7,42 (m, 1H), 7,92 - 7,94 (m, 1H), 8,45 (s, 1H), 8,56 (s, 1H). MS 382,1 [M +
H]".

Sinteza intermediarului A2. Un amestec de Intermediar A1 (300 g, 1,73 mol), acid 4-
fluorfenilboronic (265 g, 1,91 mmol) si Cs>CO3 (1.13 kg, 3,46 mol) in dioxan/H,O (6000 mL/600 mL) a
fost tratat cu Pd(PPhs)4 (72.6 g, 86,3 mmol) sub o atmosferd de N». Amestecul a fost agitat la 95°C timp
de 2 ore si apoi a fost concentrat in vid. Reziduul a fost preluat in EtOAc (4000 mL) si solutia rezultatd a
fost spdlatd cu saramurd (1000 mL x 3). Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO4 anhidru,
filtrat si apoi concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe coloana pe silicagel
pentru a se obtine Intermediar A2 (240 g, brut) ca un solid galben. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & (ppm)
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6,90 - 6,96 (m, 1H), 6,99 - 7,04 (m, 1H), 7,23 - 7,26 (m, 1H), 8,02 - 8,08 (m, 1H), 8,47 (d, IH). ,J= 8,4
Hz). MS 252,0 [M + H]*.

Sinteza intermediarului A3. S-a adaugat prin picurare carbonoclorurat de fenil (354 g, 2,27 mol)
la o solutie agiatd de Intermediar A2 (240 g, brut) in piridind (4800 ml) la temperatura camerei. Dupd ce
addugarea a fost finalizatd, amestecul de reactie a fost incalzit la 50°C si agitat peste noapte. Amestecul a
fost apoi concentrat in vacuo, iar reziduul brut a fost purificat prin recristalizare cu MTBE pentru a
furniza Intermediar A3 (240 g, 28,2% din compusul A1) ca solid galben. 'H RMN (CDCI;, 400 MHz): §
(ppm) 6,97 - 7,02 (m, 1H), 7,08 - 7,39 (m, 1H), 8,13 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 8,24 -8,30 (m, 1H), 8,67 (d,
1H, J = 8,8 Hz). MS 492,1 [M + H]*.

Exemplul 2. Sinteza compusului 2

Pd(OAc),, dppf o}

_(Boo) O, EtoN_ I KOAc, GO, EIOH N NaBH,, E1OH
NH-HCI | N-Boc — > -0 > _—
= \ N -Boc
o
107 108
_MelNaH g N TFA/DCM ~o Na
N -Boc | N-Bog ———————™ | NH - TFA
o a
110 1M
\ \
82N = F (o] (o]
| =N =N
NN
PhO j‘\ N N\ / H NO, N\ / H NH,
N__N N__N
0” " 0OPh F X
A3 I NI Pd/C, Hy \[c];/ NI
' —_— 4
Nazco;;, DMSO F F
112 2

Sinteza Iui 107. Un amestec de clorhidrat de 2-clor-6,7-dihidro-5H-pirolo[3,4-b]piridind (11 g,
57,9 mmol), TEA (17,5 g, 173,7 mmol) si (Boc),>O (13,9 g, 63,7 mmol) in THF (250 mL) a fost agitat la
temperatura camerei timp de 3 ore. Amestecul de reactie a fost apoi turnat in DCM (500 ml), spalat cu
saramura (100 ml x 3), uscat pe Na,SO, anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin
cromatografic pe coloani pe silicagel (DCM : EtOAc = 100:1 ~ 10:1) pentru a da 107 (13.5 g, 92%) sub
forma de solid alb. MS 255,2 [M+H]*.

Sinteza lui 108. Un amestec de 107 (13.5 g, 53,1 mmol), acetat de potasiu (10,4 g, 106,2 mmol),
dppf (883 mg, 1,59 mmol) si acetat de paladiu (677 mg, 2,66 mmol) in etanol (20 mL) s-au agitat la
100°C timp de 16 ore sub o atmosferd de CO la 1,5 MPa. Amestecul de reactie a fost apoi ricit la
temperatura camerei i filtrat prin Celite. Filtratul a fost concentrat in vid iar reziduul a fost dizolvat in
DCM (500 ml), spalat cu saranmurd (10 ml x 3), uscat pe Na,SO4 anhidru si apoi concentrat in vid.
Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloani pe silicagel (PE : EtOAc = 8:1 - 3:1) pentru a da
108 (13.4 g, 86%) sub forma de solid alb. MS 292,1 [M+H]".

Sinteza Iui 109. Un amestec de 108 (13.4 g, 45,9 mmol) si NaBH4 (10.4 g, 275,3 mmol) in
etanol (260 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 16 ore. Amestecul de reactic a fost
concentrat in vid si reziduul a fost dizolvat ca DCM (500 ml), spalat cu saramurd (100 ml x 3), uscat pe
Na;SO4 anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografic pe coloand pe
silicagel (DCM : MeOH = 100:1 ~ 20:1) pentru a da 109 (8.6 g, 75%) sub formi de solid alb. MS 251,4
[M+H]".

Sinteza lui 110. La un amestec de 109 (8.6 g, 34,4 mmol) in DMF (200 mL) la temperatura
camerei s-a addugat NaH (60% in ulei mineral) (4,1 g, 103,2 mmol). Amestecul rezultat a fost agitat la
temperatura camerei timp de 30 min, dupa care a fost addugat Mel (14,6 g, 103,2 mmol) sub formi de
picaturi. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ord, iar solutia a fost
apoi diluata cu apa (300 ml) si extrasd cu EtOAc (200 ml x 3). Stratul organic combinat a fost spilat cu
saramura (100 ml x 3), uscat pe Na,SO, anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin
cromatografic pe coloani pe silicagel (PE : EtOAc = 8:1 ~ 3:1) pentru a da 110 (8.0 g, 88%) ca un solid
alb murdar. MS 265,3 [M+H]".

Sinteza lui 111. La o solutie de 110 (7.6 g, 28,8 mmol) in DCM (70 mL) intr-o baie de gheatd s-
a addugat TFA (38 mL) prin picurare. Solutia rezultata a fost agitatd la temperatura camerei timp de 1 ora,
dupa care solventul a fost indepartat in vid pentru a da 111 ca produs brut. MS 165,2 [M+H]".
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Sinteza Iui 112. Un amestec de 111 (28.8 mmol, produs brut din ultima etapd), A3 (11.8 g, 24
mmol) si Na;CO3 (25.4 g, 240 mmol) in DMSO (200 mL) s-a agitat la temperatura camerei timp de 16
ore. Cand reactia a ajuns la final, asa cum este indicat de LCMS, solutia a fost diluatd cu apd (300 ml) si
apoi extrasi cu EtOAc (200 ml x 3). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramurd (100 ml x
5 3), uscate pe Na,SO4 anhidru si apoi concentrat i vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
coloand pe silicagel (PE: EtOAc = 1:1 la EtOAc) pentru a da 112 (7.0 g, 66%) sub forma de solid galben.
MS 4422 [M+H]".
Sinteza compusului 2. Un amestec de 112 (7.0 g, 15,9 mmol) si Pd/C (2,3 g) in DCM/MeOH
(140 mL/140 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 2 ore sub atmosferd de H.. Pd/C a fost apoi
10 indepartat prin filtrare prin Celite. Filtratul a fost concentrat si reziduul a fost recristalizat cu MTBE
pentru a da Compusul 2 (4.5 g, 69%) ca un solid galben deschis. MS 412,1 [M+H]".
Exemplul 3. Sinteza compusului 3

PRO O
¥ NO, \r/N N
N NO g
PhO\n/N A ¢ ENH.HCl S\/C‘N ; 2 PAIC, Hy, s\/C\N H NH;
0 N [ Yoy MeOH oS
O N_~ 0O N_=
E Na,CO, DMSO
F F
F 113 3
A3 F F
15 Sinteza compusului 3. Compusul 3 a fost sintetizat intr-o manierd similard cu 1, pentru a furniza
3 (28 mg, 22%) ca un solid alb murdar. MS 388 [M+H]".
Exemplul 4. Sinteza compusului 4
(Boc)5Q, EtN, a’ =N
\ DCM, 0°C - RT, 18 h \\\ NaH \ c’
- _ Nem
> N
NH, HN . N Nigee  GoRuCi(cod), DCE
Boc 101
114
F NH - HCI R TFA/DCM N
c /\@N -Boc ‘C—. ,C/N mN—Boc I /CIN /\"O:/\NH - TFA
N.# KGO, DMF # F &
102 50°C, 3h 115 116
O.N
ia N F F<:N _ F—<>N _
~
PhO jl\ N N\ / H NO, N\ y) H NH,
N__N N__N
07 0Ph F N SN X
| T
A3 - O N_~ PG, Ha 0 N_~
Na,COg, DMSO F F
17 P
F F
20 Sinteza lui 114. La o solutie de prop-2-in-1-amind (5,0 g, 90,9 mmol) si EtsN (18,4 g, 181,8

mmol) in DCM (100 mL) ricit cu o baic de gheatd s-a adiugat (Boc)O (23,8 g, 109,1 mmol) prin
picurare. La finalizarea addugdrii lui (Boc),O, amestecul rezultat a fost ldsat si se incilzeascd la
temperatura camerei si a fost agitat la temperatura camerei timp de 16 ore. Cand reactia a fost completa,
amestecul a fost diluat ca DCM (200 mL) si apoi spalat cu saramurd (100 mL x 3). Stratul organic a fost
25 uscat pe Na>SQa si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografic pe coloani pe
silicagel (PE : EtOAc = 100:1 ~ 10:1) pentru a da 114 (10 g, 71%) ca ulei incolor. MS 178,3 [M + 23],
100,3 [M - 56]*.
Sinteza lui 101. La o solutie de 114 (10 g, 64,5 mmol) in DMF (200 mL) s-a addugat lent NaH
(60% 1n ulei mineral) (2,84 g, 71 mmol) in timp ce amestecul de reactie a fost ricit cu o baic de gheati.
30 Amestecul de reactic rezultat s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ord, apoi s-a adiugat 3-
bromoprop-1-ind (9,2 g, 77,4 mmol) in amestecul de mai sus si s-a agitat la temperatura camerei timp de
2 ore. Reactia a fost apoi stinsd cu apa (500 ml) si extrasd cu t-BuOMe (250 ml x 3). Stratul organic
combinat a fost spalat cu saramurd (200 ml x 3), uscat pe Na,SO4 anhidru si apoi concentrat in vid.
Reziduul a fost purificat prin cromatografic pe coloand pe silicagel (PE: EtOAc = 100:1 ~ 10:1) pentru a
35 da 101 (12 g, 96%) sub forma de ulei galben. MS 138,1 [M - 56]*.
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Sinteza lui 102. La o solutic de 2-cloracetonitril (3,13 g, 41,4 mmol) si [Cp*RuCl(cod)] (394 mg,
1,0 mmol) in DCE (40 mL) s-a adiugat o solutie de 101 (4.0 g, 20,7 mmol) in DCE (80 mL) prin picurare
timp de 30 min sub atmosferd de N>. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la 40°C timp de 16 ore.
Solventul a fost apoi indepartat in vid, iar reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe coloani pe
silicagel (PE: EtOAc = 10:1 ~ 2:1) pentru a da 102 (2.1 g, 22%) sub formi de solid cafeniu. MS 269.3 [M
+ H]*.

Sinteza lui 115. Un amestec de 102 (1.50 g, 5,6 mmol), clorhidrat de 3-fluorazetidini (932 mg,
8.4 mmol) si K2COs3 (2.32 g, 16,8 mmol) in DMF (30 mL) a fost agitat 1a 50 °C timp de 3 ore. Amestecul
a fost apoi diluat cu apa (60 ml) si extras cu EtOAc (30 ml x 4). Straturile organice combinate au fost
spdlate cu saramurd (30 ml x 3), uscate pe Na,SO4 anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost
purificat prin cromatografie pe coloani pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 30:1) pentru a da 115 (1.4 g,
81%) sub forma de solid alb. MS 308,2 [M+H]*.

Sinteza Iui 116. La o solutiec de 115 (200 mg, 0,65 mmol) in DCM (4 mL) s-a addugat TFA (2
mL) si amestecul de reactic rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. Cand LCMS a
indicat c reactia a fost terminatd, solventul a fost indepartat in vid pentru a da 116 ca produs brut care a
fost utilizat fara purificare suplimentara in etapa urmatoare. MS 208,2 [M+H]*.

Sinteza Iui 117. Un amestec de A3 (265 mg, 0,54 mmol) si 116 (0.65 mmol, produsul brut din
ultima etapd) in DMSO (40 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 10 minute, apoi
Na;COs (458 mg, 4,32 mmol) a fost addugat. Amestecul de reactic rezultat a fost agitat la temperatura
camerei timp de 2 ore, apoi a fost diluat cu apd (80 ml) si extras cu EtOAc (40 ml x 4). Straturile organice
combinate au fost spilate cu saramurd (40 ml x 3), uscate pe Na,SO4 anhidru si apoi concentrat in vid.
Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloand pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 50:1) pentru
a da 117 (200 mg, 76%) sub forma de solid galben. MS 485,2 [M+H]".

Sinteza compusului 4. Un amestec de 117 (200 mg, 0,41 mmol) si Pd/C (200 mg) in MeOH (8
mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub atmosferd de H.. Pd/C a fost indepartat prin
filtrare prin Celite, iar filtratul a fost concentrat pentru a furniza un reziduu brut, care a fost purificat prin
Prep-TLC (DCM: MeOH = 10:1) de trei ori pentru a da Compusul 4 (26 mg, 14%) sub formi de solid
galben.

Exemplul 5. Sinteza compusului 5
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N-Bog ——— " 5 | N -Boc I N-Bog —— =
THF70°C,18h N 7 Nz
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120 Foma 121 5
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Sinteza lui A2, Un amestec de 6-clor-3-nitropiridin-2-amini (4,58 g, 26,4 mmol), acid 2.4-
difluorfenilboronic (5,00 g, 31,7 mmol) si Cs,CO3 (25.73 g, 79,2 mmol) in dioxan/H>O (100 mL/10 mL)
a fost tratat cu Pd(PPhz)4 (1.10 g, 0,95 mmol) sub atmosferd de N». Amestecul a fost agitat la 100°C timp
de 2 ore si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost dizolvat in EtOAc (200 mL) si solutia a fost spalati cu
saramura (100 mL x 3). Stratul organic a fost uscat pe Na,SO, anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul
a fost purificat prin cromatografie pe coloani pe silicagel (PE: EtOAc = 7:1 ~ 5:1) pentru a da A2 (4.0 g,
61%) sub forma de solid galben. MS 252,1 [M + H]".
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Sinteza A3. O solufie agitatd de A2 (4.0 g, 15,94 mmol) in piridind (60 mL) s-a tratat cu
carbonoclorurat de fenil (7,50 g, 47,81 mmol) prin picurare la 0°C. Dupa ce adiugarea a fost finalizat3,
amestecul de reactic a fost agitat la 50°C timp de 4 ore. Amestecul a fost apoi concentrat in vid, iar
reziduul brut a fost purificat prin cromatografic pe coloani pe silicagel (PE: DCM = 3:2 ~ 1:1) pentru a da
A3 (7.1 g, 91%) sub forma de solid galben. MS 492.1 [M + H]".

Sinteza Iui 118. O solutiec de 3-oxopirolidin-1-carboxilat de tert-butil (15,0 g, 81,1 mmol) si
DMF-DMA (29,0 g, 243,3 mmol) in THF (150 mL) a fost agitati 1la 70 °C timp de 16 ore. Solutia a fost
concentratd in vid pentru a da 118 ca produs brut care a fost utilizat direct in etapa urmdtoare. MS 241,1
[M + H]*.

Sinteza lui 119. La o solutie de 118 (81.1 mmol, produs brut din ultima etapd) in EtOH (100
mL) s-a addugat EtzN (40,4 g, 0,4 mol) si clorhidrat de acetimidamida (30,1 g, 0,32 mol). Solutia
rezultatd a fost agitata la 80°C timp de 24 ore. Dupa ce solventul a fost indepdrtat in vid, reziduul a fost
diluat cu apa (100 ml) si extras cu DCM (50 ml x 3). Straturile organice combinate au fost spilate cu
saramura (50 ml x 3), uscate pe Na»SO,4 anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin
cromatografic pe coloani pe silicagel (PE: DCM = 10:1 ~ 1:2) pentru a da 119 (10.5 g, 55%) sub forma
de solid maro. MS 236,2 [M + HJ".

Sinteza lui 120. O solutie de 119 (600 mg, 2,55 mmol) in dioxan/HCI (4 N, 10 mL) s-a agitat la
temperatura camerei timp de 1 ord. Solutia a fost concentratd in vid pentru a da 120 (340 mg, 77%) ca
solid alb care a fost utilizat fard purificare suplimentard. MS 136,2 [M + H]*.

Sinteza Iui 121. Un amestec de A3 (231 mg, 0,47 mmol) si 120 (160 mg, 0,94 mmol) in DMSO
(5 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 10 min. Apoi Na>COs (399 mg, 3,76 mmol) a fost
addugat in amestecul de mai sus si amestecul rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore.
Dupi ce reactia a ajuns la final, asa cum este indicat de LCMS, amestecul de reactie a fost diluat cu apa
(30 mL) si extras cu EtOAc (10 mL x 3). Straturile organice combinate au fost spilate cu saramura (10 ml
x 3), uscate pe Na>SO, anhidru si apoi concentrate in vid. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie
pe coloani pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 50:1) pentru a furniza 121 (120 mg, 62%) sub forma de
solid galben. MS 413,2 [M + H]".

Sinteza compusului 5. Un amestec de 121 (120 mg, 0,29 mmol) si Pd/C (120 mg) in MeOH (5
mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 30 de minute sub atmosferd de H.. Pd/C a fost apoi
indepartat prin filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat, iar reziduul brut rezultat a fost purificat prin
Prep-TLC (DCM: MeOH = 10:1) pentru a da Compusul 5 (52 mg, 47%) sub forma de solid alb. MS
383,2 [M + H]", 405,0 [M + Na]J*.

Exemplul 6. Sinteza compusului 6
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Sinteza lui A4. O solutie agitatd de 6-brom-3-nitropiridin-2-amind (5,0 g, 23,0 mmol) si EN
(6.9 g, 69,0 mmol) in THF (60 mL) a fost tratat cu fenil carbonoclorurat (10,8 g, 69,0 mmol) prin picurare
la 0°C. Dupi ce addugarea a fost finalizatd, amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ora.
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Amestecul de reactic a fost apoi filtrat si concentrat i vid. Reziduul brut rezultat a fost recristalizat din
eter de petrol pentru a da A4 (10,2 g, 97%) ca un solid galben deschis. MS 458,0, 460,0 [M+H]*.

Sinteza lui 122 si 122-A. La o solutic de 4,6-dihidropirolo[3,4-c]pirazol-5(2H)-carboxilat de
tert-butil (15,0 g, 71,8 mmol) in DMF (150 mL) s-a addugat NaH (60% in ulei mineral) (8,6 g, 2154
mmol) in timp ce amestecul de reactie a fost ricit cu o baic de gheatd. Cand adiugarea a fost completa,
amestecul rezultat a fost ldsat s se incidlzeasci la temperatura camerei si a fost agitat la temperatura
camerei timp de 30 de minute. In acest moment, s-a addugat 1-brom-2-metoxietan (19,8 g, 143,6 mmol)
in amestecul de reactic si agitarea a fost continuatd la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de
reactie a fost apoi stins cu apd (300 ml) si extras cu EtOAc (150 ml x 3). Stratul organic combinat a fost
spdlat cu saramurd (100 ml x 3), uscat pe Na,SO, anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost
purificat prin cromatografic pe coloani pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 30:1) pentru a da un amestec
de 122 si 122-A (19.0 g, 99%) ca ulei incolor. MS 268,2 [M + HJ".

Sinteza Iui 123 si 123-A. La o solutic de 122 si 122-A (6.5 g, 24,3 mmol) in DCM (60 mL)
racitd cu o baie de gheatd s-a addugat TFA (30 mL). Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura
camerei timp de 1 ord, dupa care solventul a fost indepartat in vid pentru a da 123 si 123-A ca un amestec
de produs brut care a fost utilizat direct in etapa urmitoare fard purificare suplimentard. MS 168,1
[M+H]".

Sinteza lui 124 §i 124-A. La o solutie de 123 si 123-A (24.3 mmol, produs brut din ultima etapd)
si A4 (9.3 g, 20,3 mmol) in DMSO (200 mL) s-a addugat Na>COs (21.5 g, 203 mmol), iar amestecul de
reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 4 ore. Amestecul a fost apoi diluat cu apa (400 ml) si
extras cu EtOAc (200 ml x 3). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramurd (100 ml x 3),
uscate pe Na»SO,; anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
coloand pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 30:1) pentru a da un amestec de 124 si 124-A (4.5 g, 50%)
sub formi de solid galben. MS 411,0, 413,1 [M+H]".

Sinteza lui 125 si 125-A. Un amestec de 124 si 124-A (500 mg, 1,22 mmol), acid 5-clorotiofen-
2-ilboronic (237 mg, 1,46 mmol) si K,CO3 (169 mg, 1,23 mmol) in dioxan/H>O (10 mL/2 mL) a fost
tratat cu Pd(PPhs)s (45 mg, 0,06 mmol) sub atmosferd de N». Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C
timp de 3 ore si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost preluat in EtOAc (30 mL) si solutia rezultatd a fost
spdlatd cu saramurd (10 mL x 3). Stratul organic a fost apoi uscat pe Na>SO4 anhidru si concentrat in vid.
Reziduul brut a fost purificat prin Prep-TLC (DCM: MeOH = 20:1) pentru a da un amestec de 125 si 125-
A (450 mg, 82%) sub forma de solid galben. MS 449.2 [M + H]".

Sinteza Compusului 6 si a Compusului 6A. Un amestec de 125 si 125-A (450 mg, 1,0 mmol) si
Raney Ni (100 mg) in DCM/MeOH (6 mL/6 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub
atmosfera de H,. Raney Ni a fost apoi indepartat prin filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat in vid,
iar reziduul a fost purificat prin Prep-TLC (DCM: MeOH = 10:1). Amestecul de regioizomeri a fost apoi
separat prin utilizareca HPLC chirald (Coloani: Chiralcel OD-3; Solvent: MeOH; Viteza de curgere: 2
ml/min; RTga3a = 3,477 min, RT 3434 = 4,142 min) pentru a da Compusul 6 (99 mg, 24%) sub forma de
solid alb (MS 419,2 [M+H]+) si Compusul 6A (50 mg, 12%) sub forma de solid alb. MS 419,2 [M+H]".
Exemplul 7. Sinteza compusului 7
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Sinteza lui 118. O solutic de 3-oxopirolidin-1-carboxilat de tert-butil (600 mg, 3,24 mmol) si
DMF-DMA (1,2 g, 9,72 mmol) in THF (10 mL) a fost agitatd la 70°C timp de 16 ore. Solutia a fost
concentratd in vid pentru a da 118 ca produs brut care a fost utilizat direct in etapa urmdtoare. MS 241,1
[M + HJ".

Sinteza lui 126. La o solutie de 118 (3.24 mmol, produs brut din ultima ctapd) in EtOH (10 mL)
s-a adaugat EtzN (1,6 g, 16,2 mol) si clorhidrat de propionimidamida (1,4 g, 13,0 mmol). Solutia rezultata
a fost agitata la 80°C timp de 20 ore, dupa care solventul a fost indepartat in vid, reziduul a fost diluat cu
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apd (10 mL), iar amestecul a fost apoi extras cu DCM (10 mL x 3). Straturile organice combinate au fost
spdlate cu saramurd (10 ml x 3), uscate pe NaSO, anhidru si apoi concentrate in vid. Reziduul a fost
purificat prin cromatografie pe coloani pe silicagel (PE: DCM = 10:1 ~ 1:2) pentru a da 126 (450 mg,
56%) sub forma de solid maro. MS 250,2 [M + H]*.

Sinteza Iui 127, O solutie de 126 (300 mg, 1,2 mmol) in DCM (6 mL) a fost tratat cu TFA (3
mL) si amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. Dupd 1 ord, reactia a fost
completd, asa cum este indicat de LCMS, si amestecul de reactie a fost concentrat in vid pentru a da 127
ca produs brut care a fost utilizat direct in etapa urmitoare fara purificare suplimentard. MS 150,2 [M +
H]".

Sinteza Iui 128. Un amestec de A3 (294 mg, 0,6 mmol) si 127 (1.2 mmol, produsul brut din
ultima etapd) in DMSO (10 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 10 min. Apoi Na,COs (636
mg, 6,0 mmol) s-au addugat, iar amestecul rezultat s-a agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Dupa
ce reactia a fost completd, asa cum este indicat de LCMS, amestecul de reactie a fost diluat cu apd (30
mL) si extras cu EtOAc (10 mL x 3). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramura (10 ml x
3), uscate pe Na»SO4 anhidru si apoi concentrate in vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
coloand pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~ 50:1) pentru a furniza 128 (136 mg, 53%) sub forma de
solid galben. MS 4272 [M + H]".

Sinteza compusului 7. Un amestec de 128 (120 mg, 0,28 mmol) si Raney Ni (120 mg) in MeOH
(5 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub atmosferd de H,. Raney Ni a fost apoi
indepartat prin filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat, iar reziduul brut a fost purificat prin Prep-
TLC (DCM: MeOH = 10:1) pentru a da Compusul 7 (80 mg, 72%) sub forma de solid galben. MS 397,1
[M + HJ".
Exemplul 8. Sinteza compusului 8
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Sinteza lui 129 si 129-A. Un amestec de 124 si 124-A (350 mg, 0,85 mmol), acid 2-
fluorfenilboronic (143 mg, 1,02 mmol) si K>CO3 (352 mg, 2,55 mmol) in dioxan/H,O (10 mL/2 mL) a
fost tratat cu Pd(PPhs)s (49 mg, 0,04 mmol) sub atmosferd de N». Amestecul de reactic a fost agitat la
90°C timp de 3 ore si apoi concentrat in vid. Reziduul brut a fost preluat in EtOAc (30 mL), iar solutia
rezultatd a fost spdlati cu saramurd (10 mL x 3). Stratul organic a fost uscat pe Na>SO4 anhidru si apoi
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concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin Prep-TLC (PE: EA = 5: 1) pentru a da un amestec de 129
si 129-A (300 mg, 83%) sub forma de solid galben. MS 427,2 [M + H]".

Sinteza Compusului 8 si a Compusului 84. Un amestec de 129 si 129-A (300 mg, 0,70 mmol)
si Pd/C (80 mg) in DCM/MeOH (5 mL/5 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub
atmosferd de H,. Pd/C a fost apoi indepdrtat prin filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat, iar reziduul
brut a fost purificat prin Prep-TLC (DCM: MeOH = 10:1). Amestecul de regioizomeri a fost apoi separat
folosind HPL.C chiral (Coloand: Chiralcel OJ-3; Solvent: MeOH; Viteza de curgere: 2 mL/min; RTs40 =
1,201 min, RTis40n = 2,244 min) pentru a da 8 (105 mg, 37%) sub formi de solid galben (MS 397,2
[M+H]*) si 8A (98 mg, 35%) sub forma de solid galben. MS 397.2 [M+H]".

Exemplul 9. Sinteza compusului 9
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Sinteza Iui 130. Un amestec de 6-clor-3-nitropiridin-2-amind (0,5 g, 2.9 mmol), acid 2-
fluorfenilboronic (487 mg, 3,48 mmol) si K»COs (1.20 g, 8,7 mmol) in dioxan/H>O (10 mL/1 mL) a fost
tratat cu Pd(PPhsz)s (17 mg, 0,01 mmol) sub atmosferd de N». Amestecul de reactie a fost agitat la 90°C
timp de 2 ore §i apoi concentrat in vid. Reziduul brut a fost preluat in EtOAc (200 mL) si solutia rezultatd
a fost spdlata cu saramura (100 mL x 3). Stratul organic a fost apoi uscat pe Na>SO4 anhidru si concentrat
in vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloand pe silicagel (PE: EtOAc = 10:1 ~ 3:1)
pentru a da 130 (301 mg, 45%) sub forma de solid galben. MS 234.2 [M + H]".

Sinteza Iui 131. La o solutie agitati de 130 (301 mg, 1,3 mmol) in piridind (10 mL) s-a adiugat
prin picurare carbonoclorurat de fenil (608 mg, 3,9 mmol) in timp ce amestecul de reactie a fost ricit cu o
baie de gheatd. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la 55 °C timp de 4 ore, dupd care amestecul de
reactie a fost concentrat in vid. Reziduul brut rezultat a fost purificat prin cromatografie pe coloani pe
silicagel (PE: EtOAc = 8:1 ~ 3:1) pentru a da 131 (500 mg, 82%) sub forma de solid galben. MS 474.2
[M + H]*.

Sinteza lui 132. Un balon ricit cu baie de gheatd de MeOH (30 mL) a fost tratat cu NaH (60% in
ulei mineral) (940 mg, 23,5 mmol) si amestecul de reactie a fost agitat la 0 °C timp de 30 de minute.
Compusul 102 (2.1 g, 7,8 mmol) s-a addugat apoi, iar amestecul de reactie s-a agitat la 35°C timp de 16
ore. In acest moment, amestecul de reactie a fost stins cu apa (30 ml), extras cu DCM (10 ml x 3), iar
straturile organice combinate au fost spalate cu saramurad (10 ml x 3), uscate pe Na,SO4 anhidru si apoi
concentrat in vid. Reziduul brut rezultat a fost purificat prin cromatografie pe coloani pe silicagel (PE:
EtOAc = 100:1 ~ 10:1) pentru a da 132 (1.8 g, 94%) ca un solid de culoare bej. MS 265,1 [M + HJ*.

Sinteza Iui 133. La o solutie de 132 (220 mg, 0,83 mmol) in DCM (6 mL) s-a addugat TFA (2
mL) prin picurare, cu amestecul de reactie ricit intr-o baie de gheati. Reactia a fost agitata la temperatura
camerei 1 ord, dupd care solventul a fost indepartat in vid pentru a da 133 ca produs brut care a fost
utilizat direct in etapa urmitoare. MS 165,1 [M + H]*.

Sinteza Iui 134. Un amestec de 131 (313 mg, 0,64 mmol) si 133 (0.83 mmol, produsul brut din
ultima etapd) in DMSO (10 mL) a fost tratat cu Na>,COs (678 mg, 6,4 mmol), iar amestecul de reactic a
fost apoi agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. in acest moment, amestecul de reactic a fost diluat
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cu apa (20 mL) si extras cu EtOAc (20 mL x 3). Straturile organice combinate au fost spélate cu saramura
(20 ml x 3), uscate pe NaSO; anhidru si apoi concentrat in vid. Reziduul a fost purificat prin
cromatografic pe coloand pe silicagel (EA la EA: MeOH = 50:1) pentru a da 134 (200 mg, 74%) sub
forma de solid galben. MS 424,0 [M+H]".

Sinteza compusului 9. Un amestec de 134 (200 mg, 0,47 mmol) si Pd/C (200 mg) in
DCM/MeOH (4 mL/4 mL) au fost agitate la temperatura camerei timp de 1 ord sub atmosferd de H». Pd/C
a fost apoi indepdrtat prin filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat si reziduul brut rezultat a fost
purificat prin Prep-TLC (DCM: MeOH = 10:1) pentru a da Compusul 9 (105 mg, 57%) sub formi de
solid galben. MS 394.2 [M+H]*.

Exemplul 10. Sinteza compusului 10
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Sinteza lui 135 si 135-A. La o solutic de 4,6-dihidropirolo[3,4-c]pirazol-5(2H)-carboxilat de
tert-butil (250 mg, 1,2 mmol) in DMF (5 mL) s-a adaugat NaH (96 mg, 2,4 mmol (60% in ulei mineral)),
amestecul de reactie fiind ricit cu o baiec de gheatd. Amestecul rezultat a fost agitat la temperatura
camerei timp de 1 ord, dupd care s-a adaugat iodetan (374 mg, 2,4 mmol) si amestecul de reactie rezultat
a fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu apa (10 ml) si
extras cu EtOAc (10 ml x 3). Straturile organice combinate au fost spilate cu saramura (10 ml x 3), uscate
pe Na>SO4 anhidru si apoi concentrat in vid pentru a da 135 si 135-A ca produs brut. MS 238,2 [M + H]".

Sinteza lui 136 si 136-A. La o solutic de 135 si 135-A (1.2 mmol, produs brut din ultima etapd)
in DCM (6 mL) sa adidugat TFA (2 mL) prin picurare in timp ce amestecul de reactie a fost ricit cu o baie
de gheatd. Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura camerei 1 ord, dupd care solventul a fost
indepartat in vid pentru a da 136 si 136-A ca produs brut care a fost utilizat in etapa urmitoare fara
purificare suplimentard. MS 138,2 [M + H]".

Sinteza lui 137. Un amestec de 136 si 136-A (1.2 mmol, produs brut din ultima etapd) si A3
(491 mg, 1,0 mmol) in DMSO (10 mL) a fost agitat la temperatura camerei timp de 10 minute, apoi
Na,COs (848 mg, 8,0 mol) s-a addugat, iar amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de
2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu apd (20 mL) si extras cu EtOAc (20 mL x 3). Straturile
organice combinate au fost spilate cu saramurd (20 ml x 3), uscate pe Na>SO4 anhidru si apoi concentrat
in vid. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografic pe coloani pe silicagel (DCM: MeOH = 100:1 ~
50:1) pentru a da un produs brut care a fost un amestec de regioizomeri 137 si 137-A. Produsul brut a fost
purificat suplimentar prin Prep-TLC (DCM: MeOH = 30:1) pentru a da 137 (150 mg, 36%) sub forma de
solid galben. MS 415,1 [M + H]".

Sinteza compusului 10. Un amestec de 137 (150 mg, 0,36 mmol) si Pd/C (150 mg) in MeOH (5
mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 1 ord sub atmosferad de H.. Pd/C a fost apoi indepartat prin
filtrare prin Celite, filtratul a fost concentrat si reziduul a fost purificat prin Prep-TLC (DCM : MeOH =
15 : 1) pentru a da Compusul 10 (85 mg, 61%) sub formi de solid galben. MS 385,1 [M + HJ*.
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Tabelul 1. Date spectrometrice pentru compusi
Nr Structura MS MS
: : iCale. gasit
1 381 1382
N/ y  NH
: NTN | x
O N_~
F
N . F . o
2, 411 412
\ / b NH
Yy
0 Nz
F
3 ......... /N ........................................................ 387388 ........
| \% o N ' :
Y
O N.__~#
F
N . F . o
4 eOn 454 1455
: N\ / H NH;
NTN N
0O Nz

!Date H RMN (400 MHz, DMSO-ds)

§ 2,48 (s, 3H), 4,77 (s, 4H), 5,28 (s, 2H), 7,16 -
7,18 (m, 2H), 7,28 - 7,31 (m, 2H), 7,40 - 7,42
(m, 1H), 7,92 - 7,94 (m, 1 H), 8,45 (s, 1H),
8,56 (s, 1H).

859 (s, 1 H), 7.98 - 7,92 (m, 1 H), 7,81
(d,J=76Hz, 1 H), 7,43 - 7,40 (m, 1 H), 7,36
- 7,26 (m, 2H), 7,18 - 7,14 (m, 2H), 5,28 (s,
2H), 4,77 (s, 4H), 4,51 (s, 2H), 3,37 (s, 3H).

58,55 (s, 1 H), 7,95 (q. J= 8,80 Hz, 1 H), 742 |
(d, I = 2,40 Hz, 1 H), 7,33-7,27 (m, 1 H), 7,19-
7,14 (m, 2H), 5,27 (s, 2H), 4,68 (d, J = 34,40
Hz, 4H), 2,70 (s, 3H).

§8.,59 (s, 1 H), 8,50 (s, 1 H), 7,97 -7.91 (m, 1 |
H), 7,41 (dd, J = 8,0, 2,0 Hz, 1 H), 7,37 (s, 1
H), 7,33 - 7,27 (m, 1 H), 7,19 - 7,14 (m, 2H),
5,29 - 5,26 (m, 2,5 H), 5,14 - 5,12 (m, 2,5 H),
0,5H), 4,80 (s, 4H), 3,76 (s, 2H), 3,66 - 3,58
(m, 2H), 3,28 - 3,24 (m, 1H), 3,22 - 3,19 (m,
1H).

§8.70 (s, 1 H), 8,65 (s, 1 H), 7,97 -7.91 (m, 1
H), 7,42 (dd, J = 8,0, 2,0 Hz, 1 H), 7,33 - 7,27
(m, 1 H), 7,18 - 7,14 (m, 2H), 5,29 (s, 2H),
4,77 (d, J = 5,6 Hz, 4H), 2,64 (s, 3H).
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. éStructura

!Date H RMN (400 MHz, DMSO-ds)

5841 (s, 1 H), 7.56 (s, 1 H), 7.51 (d, J = 8.4
Hz, 1 H), 7,34 (d, J=40Hz, 1 H), 7,12 (d, J =
8,4 Hz, 1 H), 7,05 (d, J = 4,0 Hz, 1 H), 5,24 (s,
2H), 4,50 (s, 4H), 4,26 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,68
(t, J = 5.6 Hz, 2H), 3,24 (s, 3H).

1396 1396

§ 8,73 (s, 1 H), 8,64 (s, 2H), 7.97 7,91 (m, 1
H), 7,42 (dd, J = 8,0, 3,0 Hz, 1 H), 7,32 - 7,26
(m, 1 H), 7,18 - 7,14 (m, 2H), 5,29 (s, 2H),
4,78 (d, J= 10,0 Hz, 4H), 2,92 (q. J = 7.6 Hz,
2H), 1,29 (t, J = 7.6 Hz, 3H).

§397

58,47 (s, 1 H), 7,93 - 7,89 (m, 1 H), 7,57 (s, 1
H), 7,45 - 7,43 (m, 1 H), 7,35 - 7,28 (m, 1 H),
7,25 - 7,22 (m, 2H), 7,17 (d, J = 8,4 Hz, 1 H),
5,24 (s, 2H), 4,51 (s, 4H), 4,26 (t, J = 5,6 Hz,
2H), 3,68 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,24 (s, 3H).

58,58 (s, 1 H), 8,53 (s, 1 H), 7,93 - 7,89 (m, 1 :
H), 7,46 - 7,44 (m, 2H), 7,35 - 7,32 (m, 1 H),
7,28 - 7,22 (m, 2H), 7,17 (d, J = 8,4 Hz, 1 H),
5,28 (s, 2H), 4,83 (s, 4H), 4,52 (s, 2H), 3,38 (5,
3H).

58,47 (s, 1 H), 7,96 - 7,93 (m, 1 H), 7,60 (s, 1 |
H), 7,40 (dd, J = 8,0, 2,4 Hz, 1 H), 7,32 - 7,26
(m, 1 H), 7,18 - 7,14 (m, 2H), 5,25 (s, 2H),
4,52 (s, 4H), 4,13 (q,J= 7.2 Hz, 2H), 1,38
(t, J =7,2 Hz, 3H), 3,24 (s, 3H).

Analiza enzimatici HDAC?2 si HDAC1 (date HDAC2 1C50)

Urmitoarele descriu un protocol de testare pentru masurarea deacetildrii unui substrat peptidic
de catre enzimele HDAC2 sau HDACI. Enzima, substratul si cofactorii sunt combinafi intr-un godeu al
unei placi de microtitrare si incubati timp de 3 ore la 25 °C. La sfarsitul incubarii, reactia este stinsd prin
addugarea unui tampon care contine SDS. Substratul si produsul sunt separate si cuantificate
electroforetic folosind LabChip 3000 Drug Discovery System de la Caliper Life Sciences pe bazid de
microfluide. Substratul peptidic utilizat in acest test este FAM-TSRHK(AC)KL-CONH2 (FAM este
carboxifluoresceind). Peptida trebuie si aiba o puritate >98% prin electroforeza capilara.
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1. 1. Intr-un godeu al unei plici cu 384 de godeuri, addugati 5 pL de tampon enzimatic 2X.

Folosind Labcyte Echo 550, addugati 100 nl compus. Enzima si compusul pot fi pre-incubate in acest
moment, daca se doreste.

2. 2. Addugati 5 pL de tampon de substrat 2X.

3. 3. Se incubeaza placa la 25°C timp de 17 ore.

4. 4. Terminati reactia prin adaugarea a 40 pL de tampon de oprire 1,55X.

5. 5. Creati un job pe un aparat Caliper LabChip® 3000 Drug Discovery System.

6. 6. Incarcati placa si incepeti electroforeza folosind laser albastru (480 nm) pentru excitare si

CCD verde (520 nm) pentru detectare (CCD?2).
Timp de reactie = 17 ore; Temperatura de reactie = 25 °C.
Amestecul de reactie pentru testarea finali

100 mM HEPES, pH 7,5 0,1% BSA 0,01% Triton X-100 25 mM KCI

1% DMSO (din compus) 1 uM FAM-TSRHK(AC)KL-CONH2 5 nM Enzimd HDAC
(activitatea specifici poate varia de la lot la lot, iar concentratia enzimei poate fi necesar si fie ajustatd
pentru a produce o conversie de -10-20% a substratului la produs).

Peptidele de substrat si de produs prezente in fiecare probd sunt separate electroforetic folosind
instrumentul de electroforeza capilard LabChip 3000. Pe masura ce peptidele de substrat si de produs sunt
separate, se observa doud varfuri de fluorescentd. Modificarea intensitdtii relative de fluorescentd a
varfurilor de substrat si de produs este parametrul misurat, reflectind activitatea enzimei.
Electroforegramele capilare (fisiere de achizitie RDA) sunt analizate folosind software-ul HTS Well
Analyzer (Caliper Life Sciences). Activitatea enzimaticid din fiecare probd este determinatd ca raport
produs la sumi (PSR): P/(S+P), unde P este indltimea varfului peptidei produsului si S este indltimea
varfului peptidei substrat. Pentru fiecare compus, activitatea enzimaticid estc misuratd la diferite
concentratii (12 concentratii de compus distantate la intervale de dilutie de 3x). Probele de control
negative (inhibare 0% in absenta inhibitorului) si probele de control pozitiv (inhibare 100%, in prezenta a
20 mM EDTA) sunt asamblate in replici a cate patru si sunt utilizate pentru a calcula valorile procentuale
de inhibare pentru fiecare compus la fiecare concentrare. Inhibare procentuald (Pin) se determina folosind
urmitoarea ecuatie: Pin= (PSRo% - PSRin)/(PSRo% - PSRige) 100, unde PSRian este raportul sumei
produsului in prezenta inhibitorului, PSRo¢ este rafia medie a produsului in absenfa inhibitorului si a
PSRig04 este raportul mediu al sumei produsului in probele de control cu inhibitie de 100%.

Valorile IC50 ale inhibitorilor sunt determinate prin ajustarea curbelor de inhibitie (Pin, fati de
concentratia inhibitorului) prin modelul doza-raspuns sigmoidal cu 4 parametri folosind software-ul XLfit
4 (IBDS).

Rezultatele acestui test pentru anumiti compusi sunt raportate in Tabelul 2, de mai jos. In tabel,
,»A” indicd o valoare K4y mai micd de 0,1 uM; ,.B” o valoare Kq4 cuprinsa intre 0,1 uM si 0,5 uM; ,,C” o
valoare K4 mai mare de 0,5 uM si mai mica sau egald cu 5,0 uM; si ,,D” o valoare K4 mai mare de 5,0
uM.

Tabel 2
Compus | HDACE Compus | HDACI | HDAUTI
Ny KCS0, T, sy,
fudd) § faM}
1 B 8 & G B
2 ¢ 8 7 £ #
3 o 8 $ R B
Compus | HDAC2 | HDACH Compus | HDACZ | HDACH
Ne ICs0, | ICS0, Ne 130, 150,
SN L E 1 ' M} L feM)
4 ¢ B g ¢ B
5 C e it R B
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Testul de inhibare enzimatici HDAC?2 in lizat de celule SH-SY5Y
Cultura celulari si tratamente cu inhibitori

Celulele SH-SY5Y (Sigma) au fost cultivate in Mediu Esential Modificat Eagle suplimentat cu
ser fetal bovin 10% si pen/strep. Doudzeci si patru de ore inainte de dozarea compusului, 20 ul de celule
au fost plasate pe plici albe cu 384 de godeuri la o densitate de 1500 celule/godeu. Compusii au fost
diluati in serie in DMSO pur si apoi diluati 1:100 v/v in mediu fard FBS si amestecati. Mediul a fost
indepartat din celulele placate si compusii diluati in mediu fara ser (1% v/v DMSO final) au fost addugati
si incubati la 37°C timp de cinci ore. S-au addugat apoi zece uL de reactiv HDAC-Glo 2 cu 0,1% Triton
X-100, placa a fost amestecata si ldsatd sd se dezvolte la temperatura camerei timp de 100 de minute.
Plicile au fost apoi citite cu un luminometru Spectramax LMax utilizind un timp de integrare de 0.4 s.
Curbele de raspuns la doza au fost construite cu date normalizate in care CI-994 1a 100 uM a fost definit
ca inhibare 100% si DMSO singur ca inhibare 0%.

Rezultatele acestui test pentru anumiti compusi sunt raportate in Tabelul 3 de mai jos. In tabel,
,»A” indicd o valoare 1Cso cuprinsd intre 0,1 uM si 1 pM; ,,B” indicd o valoare ICso cuprinsd intre 1,0 pM
st 1,5 pM; iar ,,C” indica o valoare 1Cso mai mare de 1,5 pM.

Tabhel 3
Compus | HDAC2IICSG, Compus HDACE IC30,
Nir. SH-S5YSY Cell Nr. SH-SYSY Cell
Lizat {(uMl} Lizat (uadD)
1 A 6 C
A B 7 A
3 A § A
4 B 9 A
Ni. SH-SYS3Y Cell Nr. SH-SY5Y Cell
Lizat {uM) Lizat {uMh
5 B k4] A&

Testul CFU eritroid si mieloid

Progenitorii clonogenici ai liniilor eritroide umane (CFU-E, BFU-E), granulocite-monocite
(CFU-GM) si multipotentiale (CFU-GEMM) au fost evaluati intr-o formulare de mediu semisolida pe
baza de metilceluloza care contine rhIL-3 (10 ng/mL), rhGM-SCF (10 ng/mL), thSCF (50 ng/mL) si Epo
(3 U/mL).
Celule

Celulele normale de densitate usoard a maduvei osoase umane derivate din maduva osoasd
normala (NorCal Biologics, California) si calificate la ReachBio, au fost stocate in faza gazoasa a azotului
lichid (-152°C) pand cind este necesar pentru test. In ziua experimentului, celulele au fost dezghetate
rapid, continutul fiecdrei fiole a fost diluat in 10 ml de mediu Dulbecco modificat Iscove care contine
10% ser fetal bovin (IMDM + 10% FBS) si spdlat prin centrifugare (aproximativ 1200 r.p.m pentru 10
minute, temperatura camerei). Supernatantul a fost aruncat si peletele celulare resuspendate intr-un volum
cunoscut de IMDM + 10% FBS. A fost efectuatd o numdrare de celule (3% acid acetic glacial) si o
evaluare a viabilitatii (testul de excludere cu albastru tripan) pentru proba de maduva osoasa.
Compusi

In ziva experimentului, compusii au fost dizolvati in DMSO la o concentratie stoc de 10 mM.
S-au preparat dilutii in serie din concentratia stoc pentru a obtine concentratii de 2 si 0,4 mM. Cénd s-a
addugat la mediul pe baza de metilceluloza la 1:1000 (v/v), au fost atinse concentratiile de testare finale
de 10, 2 51 0,4 pM. In plus, 5-FU a fost evaluat la 1,0, 0,1 51 0,01 pg/mL.
Rezumatul metodei

In formuldrile de mediu pe baza de metilceluloza descrise mai sus au fost formati progenitori
clonogeni ai descendentei eritroide umane (CFU-E si BFU-E) si mieloide (CFU-GM). Toti compusii au
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fost adaugati in mediu pentru a da concentratiile finale dorite (10, 2 si 0,4 pM). 5-Fluorouracil (Sigma
Aldrich) a fost utilizat ca control pozitiv pentru proliferarea progenitoarelor (inhibarea cresterii coloniilor)
si a fost introdus in culturile de miduva osoasd umana la 1,0, 0,1 si 0,01 pg/mL. Au fost de asemenea
initiate culturi de control cu solvent (care nu contin compus, dar 0,1% DMSQO), precum si controale
standard (care nu contin compus si fird DMSO).

Testele progenitoarelor mieloide si eritroide umane au fost initiate 1a 2,0 x 104 celule per culturd.
Dupa 14 zile de culturd, coloniile mieloide si eritroide au fost evaluate microscopic si marcate de personal
instruit. Coloniile au fost impartite in urméitoarele categorii in functie de dimensiune si morfologie: CFU-
E, BFU-E, CFU-GM si CFU-GEMM.
Analize statistice ale numerelor CFC

Media + o abatere standard a trei culturi replicate a fost calculatd pentru progenitorii din fiecare
categorie (CFU-E, BFU-E ectc.). Au fost efectuate teste t cu doud cozi pentru a evalua daca a existat o
diferen(d in numdrul de colonii generate intre controlul cu solvent si culturile tratate. Datorita
subiectivitdfii potentiale a enumerdrii coloniilor, o valoare p mai micd de 0,01 este consideratd
semnificativd. Pentru a calcula concentratia de inhibare de 50% a cresterii coloniilor (ICso) pentru fiecare
compus, a fost generati o curbd dozi-rdspuns care reprezintd graficul logaritmului concentratici de
compus fatd de procentul de crestere a coloniei de control folosind software-ul XLfit (IDBS).
Concentratia de 50% inhibare a cresterii coloniilor (ICsp) a fost calculatd pe baza potrivirii curbei
sigmoide utilizand formula Dozi-Raspuns, Model unic: y = A + [(B - A)/(1 + ((C/x) ~ D))], unde A =
valoarea initiald (rdspunsul de bazi), B = rdspuns maxim, C = centru (concentratia medicamentului care
provoaci un rispuns la jumitatea distantei dintre A si B) si D = panta curbei la mijloc. In plus, grafice si
curbe suplimentare de raspuns la doza au fost generate utilizind GraphPad Prism 7.0.
Evaluarea morfologici a coloniilor

Au fost facute fotografii ale coloniilor reprezentative derivate din progenitor hematopoietic din
diferite linii, ilustrind colonii in prezenta controlului solvent, precum si colonii in prezenta compusilor de
testat.

Numdrarea coloniilor eritroide (CFU-E si BFU-E), mieloide (CFU-GM) si cu potential multiplu
(CFU-GEMM) a fost efectuatd de personal instruit. A fost analizatd distributia tipurilor de colonii,
precum si a coloniei generale si a morfologiei celulare. Pentru analiza statistica, numerele de colonii din
culturile tratate cu compus au fost comparate cu culturile de control cu solvent. 5-FU a fost utilizat ca
control pozitiv pentru toxicitate in aceste teste si efectele inhibitoare obtinute pentru acest compus au fost
exact cele asteptate. Experimentul a fost utilizat pentru a evalua efectul potential al compusilor de testat
asupra proliferdrii eritroidei umane si a progenitorilor mieloizi intr-un mediu pe bazd de metilceluloza.
Valorile ICso au fost calculate din XLfit. Curbele de raspuns la dozd pentru toxicitatea eritroidd si
miceloida generate de XLfit. In cele din urmd, potrivirea curbei de regresie neliniari si ICsos = 95% CI, au
fost calculate cu Prism 7.0.-GEMM.

Rezultatele sunt afisate in Tabelul 4.

B e
:Compus Structura iEritroid % control { Mieloid % control rimas la
; ;ramas la doza de 10 :doza de 10 uM
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Comparatorul 2

Structura

gEritroid % control gMieloid % control raimas la‘
irimas la doza de 10 {doza de 10 uM

45

89

1103

1109

éComparator 3

:Comparatorul 4

18

75

Comparatorul 5

1257

6.1
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§C0mpus Structura gEritroid % control gMieloid % control rimas la |
‘ irimas la doza de 10 {doza de 10 uM
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Dacd nu este definit altfel, tuturor termenilor tehnici si stiinfifici utilizati aici li se acordd

semnificatia cunoscuta in mod obisnuit cuiva cu calificare obisnuiti in domeniu.
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(57) Revendiciri:

1. Un compus cu formula:

2o,

PR
m% g I% Owt@rg
};@ e bhﬁ
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N\n/N “
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O N_~
F
F ;

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

Z=

sau

2. Compus conform revendicdrii 1, in care compusul are formula:

by NH,
N_ N
T
N
F
s

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

3. Compus conform revendicarii 1, in care compusul are formula:
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N

W, o N
N N N
TN
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4. Compus conform revendicarii 1, in care compusul are formula:

\?N/ po N

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

5. Compus conform revendicdrii 1, in care compusul are formula:

F—<>N
NH,
F
¥

\/NH
IM[?

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

6. Compus conform revendicarii 1, in care compusul are formula:

‘e -
\—GINE

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

7. Compus conform revendicdrii 1, in care compusul are formula:
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/O\/\N’N\
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N_ N

T

N
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|.

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

8. Compus conform revendicarii 1, in care compusul are formula:

"}:N

L/C\NHNHZ

Q

T
F

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

9. Compus conform revendicarii 1, in care compusul are formula:
O N~ N\

%IN?\IS/

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

10. Compus conform revendicdrii 1, in care compusul are formula:

o

NH,

N/ H
NN\
T 1>

F

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

11. Compus conform revendicdrii 1, in care compusul are formula:
/\N

_N
N_ N
T

N
F
’

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
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12. Compozitie farmaceutici cuprinzind: un compus conform oricireia dintre revendicarile de la
11a 11, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia; si un purtitor acceptabil farmaceutic.

13. Compus conform oricdreia dintre revendicirile de la 1 la 11, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratarea unei afectiuni la un subiect selectatd dintre o tulburare
neurologicd, tulburare sau afectare a memoriei sau a functiei cognitive, tulburare de invitare prin
extinctie, boald fungicd sau infectie, boald inflamatorie, boald hematologica, tulburari psihiatrice si boald
neoplazica.

14. Compus pentru utilizare conform revendicdrii 13, in care starea este:

a. o tulburare a functiei cognitive sau o afectare asociata cu boala Alzheimer, boala Huntington,
pierderea memoriei indusd de convulsii, schizofrenie, sindrom Rubinstein Taybi, sindrom Rett, sindrom
X fragil, dementi cu corp Lewy, dementd vasculard, dementd frontotemporala, ADHD, dislexie, tulburare
sociald si bipolara, tulburari cognitive si de invitare asociate cu autism, traumatism cranian, tulburare de
deficit de atentie, tulburare de anxietate, rdspuns la fricd conditionat, tulburare de panicd, tulburare
obsesiv-compulsivd, tulburare de stres posttraumatic (PTSD), fobie, tulburare de anxictate sociala,
recuperare a dependentei de substante, tulburare de memorie asociatd varstei (AAMI), declin cognitiv
legat de varstd (ARCD), ataxie sau boala Parkinson; sau

b. o boald hematologica selectatd dintre leucemie mieloidd acutd, leucemie promielociticd acuti,
leucemie limfoblastici acutd, leucemic micloidd cronicd, sindroame miclodisplazice i anemia cu celule
secerd; sau

¢. 0 boald neoplazici; sau

d. o tulburare de invitare prin extinctie selectatd dintre extinctia fricii si tulburarea de stres post-
traumatic.

15. Compus pentru utilizare conform revendicirii 14, in care starca este boala Alzheimer, boala
Huntington, dementa frontotemporala, ataxia Freidreich, tulburarea de stres post-traumatic (PTSD), boala
Parkinson sau recuperarca dependentei de substante.
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