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(54) Degradanti selectivi ai receptorului estrogen
(57) Rezumat:
1 2
Sunt furnizati noi degradanti selectivi sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora, si
ai receptorului  estrogen (SERD-uri) in compozitii farmaceutice ale acestora, in care
conformitate cu formula: fie R1 sau fie R2 este selectat independent
dintre Cl, F, -CF3, sau -CH3, si celalalt este
hidrogen, si metode pentru utilizarea acestora.
Revendiciri: 16




(54) Selective estrogen receptor degraders

(57) Abstract:

1
Novel selective estrogen receptor
degraders (SERDs) according to the formula:

0 1
N R
F\/C/ O 0 R?
O A O
HO 4

pharmaceutically acceptable salts thereof, and
pharmaceutical compositions thereof, wherein

>

2
either R1 or R2 is independently selected from
Cl, F, -CF3, or -CH3, and the other is
hydrogen, and methods for their use are
provided.
Claims: 16
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Fundal

Degradantii selectivi ai receptorului estrogen (SERD-uri) se leagd la receptorul estrogen (ER) si
subregleazd activitatea transcriptionald mediatd de ER. Aceste degradari si subreglari determinate de
SERD-uri pot fi utile in tratamentul tulburdrilor de proliferare celulard, cum ar fi cancerul.

Unele exemple micromoleculare de SERD-uri au fost divulgate in literaturd (vezi, de
exemplu, W02005073204, W02014205136, si WO2016097071). Totusi, SERD-urile cunoscute nu au
fost inca atat de utile pe cat este necesar pentru a trata eficient cancerul. De exemplu, descoperirea SERD-
urilor cu proprietiti farmacocinetice (PK) si farmacodinamice (PD) mai bune, cu eficientd mai ridicatd in
clinicd, si o buni biodisponibilitate orald ar fi de mare ajutor in tratarea cancerului. Un SERD antagonist
pur cu inhibare potentd a transcriptiei mediate de ER ar fi in mod special benefic in tratarea cancerului.
Existd o necesitate pentru noi SERD-uri pentru tratarea cancerelor cum ar fi cancerul la sin, cancerul
ovarian, cancerul endometrial, cancerul la prostatd, cancerul uterin, cancerul gastric, si cancerul pulmonar
precum si mutatiile din cauza rezistentei in curs de dezvoltare. In particular existi o necesitate pentru noi
SERD-uri pentru a trata cancerul la sin, cancerul gastric, si/sau cancerul pulmonar pozitive ER.

Rezumat
Sunt furnizati aici compusi cu formula:

>

si sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora, si compozitii farmaceutice ale acestora. In aceasti formuld
fie R! sau fie R? este selectat in mod independent dintre Cl, F, -CFs, sau -CHs, si celilalt este hidrogen.

Sunt furnizati in plus compusul cum s-a descris aici, i siruri acceptabile farmaceutic ale
acestuia, pentru utilizare in terapie. Compusii descrisi aici, si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora,
pot fi utilizati in tratamentul cancerului la sin, cancerului ovarian, cancerului endometrial, cancerului la
prostatd, cancerului uterin, cancerului gastric, sau cancerului pulmonar.
Descriere detaliata

Sunt divulgati aici noi compusi tetraciclici si saruri farmaceutice ale acestora care actioneaza ca
SERD-uri. Nou inventatele SERD-uri care sunt descrise aici asigurd inhibarea transcriptiei mediate de
ER, si vor fi utile in tratarea cancerelor cum ar fi cancerul la sin, cancerul ovarian, cancerul endometrial,
cancerul la prostatd, cancerul uterin, cancerul gastric, $i cancerul pulmonar precum si mutatiile din cauza
rezistentei in curs de dezvoltare. Aceste SERD-uri pot fi utilizate fie ca agenti singuri sau fie in
combinatie cu alte clase de medicamente incluzand modulatori selectivi de receptori estrogeni (SERM-
uri), inhibitori de aromataza, inhibitori CDK4, inhibitori CDKS6, inhibitori ai PI3K, si inhibitori mTOR
pentru a trata cancerele pozitive la receptorul hormonal cum ar fi cancerul la sin, cancerul gastric, si/sau
cancerul pulmonar.

Noii compusi descrisi aici sunt reprezentafi prin Formula I:

si siruri acceptabile farmaceutic ale acestora, in care fie R! sau fie R? este selectat in mod independent
dintre Cl, F, -CF;, sau -CHs, si celilalt este hidrogen. O persoani calificatd in domeniu va aprecia ci
compusii cum au fost descrisi prin Formula I, sau sirurile acceptabile farmaceutic ale acestora, contin un
centru chiral, a cirui pozitie este indicatd printr-un * mai sus. O persoani calificati in domeniu va aprecia
de asemenea c¢d denumirile Cahn-Ingold-Prelog (R) sau (S) pentru centrii chirali vor varia depinzand de
tiparele de substitutic din jurul unui centru chiral. Centrul chiral in compusul cu Formula I furnizeazi o
forma R-enantiomerica prezentata prin Formula II:
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I

Toti stereoizomerii, enantiomerii, si diastereomerii individuali, precum si amestecurile de
enantiomeri si diastercomeri ai compusilor in conformitate cu Formula I, Formula II, si Formula III
incluzadnd racematii sunt inclusi in domeniul compusilor descrisi aici. Compusii pentru utilizare
farmaceuticd care contin centri chirali sunt adesea izolati ca enantiomeri sau diastercomeri singuri si
astfel de compusi izolafi cu Formula I, Formula II, si Formula IIT sunt inclusi in domeniul compusilor
divulgati aici. O persoand calificatd in domeniu va aprecia de asemenea cd compusii cu Formula I,
Formula II, si Formula IIT descrisi aici, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora, poate fi deuterati
(unde un hidrogen poate fi inlocuit cu un deuteriu) si astfel de molecule sunt considerate a fi incluse in
domeniul compusilor divulgafi aici.

Sunt prezentate aici exemple specifice ale compusilor cu Formula I (incluzdnd numele din

nomenclatorul ITUPAC):
0]
N>~ F
F\/C/ O 0] F
(JF
e
HO N’

5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi } fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[ 1 [benzopirano[4,3 -c]chinolin-2-
ol;
F
o
N~ F——F
F o)
e
~
HO N

5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi } fenil)-7-(trifluorometil)-SH-[ 1 ]benzopirano[4,3 -c]chinolin-2-
ol;
N~-C
F\/C/ 0 ol
e
HO N7

8-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]Jetoxi } fenil)-SH-[ I ]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol;
U ;
F o
®
HO Nig

7-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin- 1 -ilJetoxi}fenil)-SH-[ 1 Jbenzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol;
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N~O
F\/C/ (o] F
e |
~
HO N

8-fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi}fenil)-SH-[ 1 ]Jbenzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol;

N0
LT [
e
HO N7

7-fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi} fenil)-SH-[ 1 ]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol;

N~C
F\/C/ 0
e
HO 7

5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi } fenil)-8-metil- 5H [1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-0l; si
0L :
L
HO

5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi} fenil)-7-metil-SH-[ 1]benzop1ran0[4 3-c] chinolin-2-ol.

Din cauza centrului chiral observat mai sus, fiecare din aceste exemple specifice ale compusilor
cu Formula I prezentate mai sus au forme enantiomerice R si S (adicd, compusi R-enantiomerici cu
Formula IT si compusi S-enantiomerici cu Formula IIT) asa cum se arat in Tabelul 1.

Tabelul 1: Forme enantiomerice compusilor cu Formula I

5-(d-{2-[3-
i(fluorometil)azetidin-1-il]
ietoxi }fenil)-8-
{(trifluorometil)-5H-[1] _
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-ol

5-(4-{2-[3~(fluorometil) _
lazetidin-1-iljetoxi}fenil)  -7-1
(trifluorometil)-5H-[1]
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-§
2-0l :

EDenumire chimici iR-enantiomer (Formula IT) S enantiomer (Formula IIT)

i8-cloro-5-(4-{2-[3-
{(fluorometil)azetidin-1-il]
ietoxi}fenil)-SH-[1]
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-01 f

T-cloro-5-(4-{2-[3-
(fluorometil)azetidin-1-il]
ietoxi }fenil)-SH-[1]




10

15

20

8-fluoro-5-(4-{2-[3-

7-fluoro-5-(4-{2-[3-

5-(4-{2-[3(fluorometil)

5-(4-{ 2-[3-(fluorometil)

MD/EP 3820873 T2 2023.05.31

6

\;Denumire chimici gR-enantiomelr (Formula IT) éS-enantiomer (Formula IIT)

\Ebenzopirano[4,3-c] chinolin- N/\,O
2ol v@ Lo

i(fluorometil)azetidin-1-il]
ietoxi }fenil)-SH-[1] _
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-ol :

{(fluorometil)azetidin-1-il]
ietoxi}fenil)-SH-[1]
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-01 f

lazetidin-1-ilJetoxi } fenil)-8-
imetil-5H-[1] :
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-0l 5

lazetidin-1-il|etoxi}fenil)-7-
‘metil-SH-[1] :
Ebenzopiran0[4,3-c] chinolin-
i2-01 f

Sunt de asemenca descnse aici compozitii farmaceutice “incluzand compusii cu Formula 1,
Formula II, si Formula III cum s-a descris aici, sau sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora, in
combinatic cu un excipient acceptabil farmaceutic, purtitor, sau diluant. Compozitiile farmaceutice
descrise aici pot fi preparate utilizand aditivi acceptabili farmaceutic. Termenul ,.aditiv acceptabil
farmaceutic” asa cum s-a utilizat in acest document, s¢ referd la unul sau mai multi purtitori, diluanti, si
excipienti care sunt compatibili cu alti aditivi ai compozitiilor sau formuliri si nu sunt diundtori
pacientului. Compusii cu Formula I, Formula II, si Formula III, sau sarurile acceptabile farmaceutic ale
acestora, descrisi aici pot fi formulati ca compozitii farmaceutice administrate pe o varietate de cdi, cum
ar fi oral sau IV. Biodisponibilitatea este adesea un factor in tratamentul cancerului si abilitatea de a alege
metodele de administrare si compozitiile farmaceutice pentru a controla sau optimiza biodisponibilitatea
unui ingredient activ este utild. De exemplu, ar fi in special utild o compozitie SERD cu biodisponibilitate
orala. Se crede ca compusii cu Formula I, Formula 11, si Formula 111, sau sarurile acceptabile farmaceutic
ale acestora, cum s-a descris aici, au biodisponibilitate orald. Exemple de compozitii farmaceutice si
procedee pentru prepararea lor pot fi gasite in ,,Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, L. V.
Allen JIr, Editor, ed. a 22-a, Mack Publishing Co., 2012. Exemple nelimitative de purtdtori acceptabili
farmaceutic, diluanti, si excipienti includ urmdtoarele: solutie salind, apa, amidon, zaharuri, manitol, si
derivati de siliciu; agenti de legare cum ar fi carboximetil celuloza si alti derivati de celuloza, alginati,
gelatind, si polivinilpirolidond; caolin si bentonitd; si polietil glicoli.

De asemenea sunt descrisi aici compusi cu Formula I, Formula 11, si Formula III cum s-a descris
aici, sau saruri acceptabile farmaceutic ale acestora, pentru utilizare in terapie. De asemenea sunt furnizati
aici compusii cu Formula I, Formula II, si Formula III cum s-a descris aici, sau sdrurile acceptabile
farmaceutic ale acestora, pentru utilizare in tratamentul cancerului la san, cancerului ovarian, cancerului
endometrial, cancerului la prostatd, cancerului uterin, cancerului gastric, sau cancerului pulmonar. In
particular cancerul la san poate fi cancer la san pozitiv ER, cancer gastric pozitiv ER, sau cancer
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pulmonar pozitiv ER. De exemplu, compusul cu Formula I, Formula II, si Formula III, sau sarca
acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi administrat oral.

Compusii cu Formula I, Formula II, si Formula IIT cum s-a descris aici, si sarurile acceptabile
farmaceutic ale acestora, pot avea utilitate clinicd ca un singur agent sau in combinatic cu unul sau mai
multi alti agenti terapeutici (de exemplu, agenti anti-cancer), pentru tratamentul cancerelor cum ar fi
cancerul la san, cancerul ovarian, cancerul endometrial, cancerul la prostatd, cancerul uterin, cancerul
gastric, sau cancerul pulmonar. Cand s-au utilizat in combinatie cu alti agenti terapeutici (cum ar fi agenti
anti-cancer), compusii cu Formula I, Formula II, si Formula IIT cum s-a descris aici, sau sdrurile
acceptabile farmaceutic ale acestora, pot fi utilizati simultan, secvential, sau separat cu alti agenti
terapeutici. Exemple de clase de medicamente cu care compusii cu Formula I, Formula II, si Formula IIT
cum s-a descris aici, sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora, pot fi combinate, includ SERM-uri,
inhibitori de aromatazi, inhibitori CDK4, inhibitori CDK®6, inhibitori ai PI3K, si inhibitori mTOR pentru
a trata cancerul la sin pozitiv la receptorul hormonal. Exemple mai specifice de medicamente cu care
compusii cu Formula I, Formula II, si Formula III cum s-a descris aici, sau sirurile acceptabile
farmaceutic ale acestora, pot fi combinafi includ, abemaciclib (inhibitor CDK4/6), everolimus (inhibitor
mTOR), alpelisib (inhibitor PIK3CA), si 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-
3-metil-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-ond (inhibitor PI3K/mTOR).

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,.cantitate eficientd” se referd la cantitatea sau
doza dintr-un compus cu Formula I, Formula II, si Formula III cum s-a descris aici, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestora, care, dupd o singurd sau multiple doze administrate pacientului, furnizeaza efectul
dorit la pacientul sub diagnostic sau tratament. Preferabil, un efect dorit este inhibarea proliferarii
celulelor tumorale, moartea celulei tumorale, sau ambele. Compusii cu Formula I, Formula 11, si Formula
III cum s-a descris aici, sau sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora, sunt in general eficien{i pe un
interval larg de dozare. De exemplu, dozajele pe zi, se incadreaza in mod normal in intervalul zilnic de la
aproximativ 100 mg pana la aproximativ 2000 mg.

Asa cum s-a utilizat in acest document, trateazd”, ,tratare” sau ,tratament” s¢ referd la
restringerea, incetinirea, oprirea, sau inversarea progresului sau severitdtii unui simptom sau tulburdri
existente.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,pacient” se referd la un om care este afectat de
o anumiti boald, tulburare, sau afectiune.

Compusii cu Formula I, Formula 11, si Formula III cum s-a descris aici, sau sdrurile acceptabile
farmaceutic ale acestora, pot fi preparati printr-o varietate de proceduri cunoscute in domeniu, dintre care
unele sunt ilustrate in Prepardrile si Exemplele de mai jos. Etapele de sinteza specifice pentru fiecare din
cdile descrise pot fi combinate in diferite moduri, sau in conjunctie cu etape din diferite proceduri, pentru
a prepara compusi cu Formula I, Formula 11, si Formula IIT cum s-a descris aici, sau saruri acceptabile
farmaceutic ale acestora. Produsele pot fi recuperate prin metode conventionale bine cunoscute in
domeniu, incluzand extragere, evaporare, precipitare, cromatografie, filtrare, triturare, si cristalizare.
Reactivii si materiile prime sunt cu usurintd disponibile cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu.

Intermediarii si procedeele utile pentru sinteza compusilor cu Formula I, Formula II, si Formula
III cum s-a descris aici, intentioneaza si fie incluse in aceastd descriere. Suplimentar, anumiti intermediari
descrisi aici pot contine una sau mai multe grupdri de protectie. Gruparea de protectie variabila poate fi
identicd sau diferitd la fiecare aparitic depinzind de conditiile de reactie particulare si transformirile
particulare ce urmeazd a fi efectuate. Condifille de protejare si deprotejare sunt bine cunoscute
specialistului calificat si sunt descrise in literaturd (vezi de exemplu ,,Greene's Protective Groups in
Organic Synthesis”, editia a patra, de Peter G.M. Wuts si Theodora W. Greene, John Wiley & Sons, Inc.
2007).

Izomerii, enantiomerii, si diastereomerii individuali pot fi separati sau redizolvati de citre cineva
avand calificare obisnuitd in domeniu in orice punct convenabil din sinteza compusilor cu Formula 1,
Formula II, si Formula III cum s-a descris aici, prin metode cum ar fi tehnici de cristalizare selective sau
cromatografie chirala (vezi de exemplu, J. Jacques, si colab., ,,Enantiomers, Racemats, and Resolutions”,
John Wiley & Sons, Inc., 1981, si E.L. Eliel si S.H. Wilen, ,,Stereochemistry of Organic Compounds”,
Wiley-Interscience, 1994). In timp ce izomerii, enantiomerii, si diastercomerii individuali pot fi separati
sau redizolvati cum s-a notat, denumirile lor Cahn-Ingold-Prelog (R) sau (S) pentru centri chirali poate nu
au fost inci determinate. Unde denumirile Cahn-Ingold-Prelog (R) sau (S) nu sunt disponibile, sunt
utilizati identificatorii ,,izomer 17 si ,,izomer 2” si sunt combinati cu denumirea IUPAC fard denumirea
stereochimicd Cahn-Ingold-Prelog. Compusii cu Formula I, Formula II, i Formula IIT care sunt
identificati ca ,,izomer 17 sau ,,izomer 2” aici, sunt izolati cum s-a definit in descrierile experimentale
specifice de mai jos. Daca un izomer este un ,,1” sau un ,,2”, se referd la ordinea in care compusii cu
Formula I, Formula II, si Formula IIT elueazi dintr-o coloand de cromatografie chirald, in conditiile
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listate, adicd, un ,izomer 17 este primul care elueazd din coloand sub conditiile listate. Dacd
cromatografia chirald este initiatd devreme in sintezi, acecasi denumire este aplicatd intermediarilor si
compusilor ulteriori cu Formula I, Formula I1, si Formula II1.

In afari de cazul cand se mentioneazi specific, abrevierile utilizate aici sunt definite in
conformitate cu Aldrichimica Acta, Vol. 17, nr. 1, 1984. Alte abrevieri sunt definite dupd cum urmeaza:
LACN” se referid la acetonitril; ,,BSA” se referd la albumini din ser bovin; ,.cataCXium® A Pd G3” se
referd la metansulfonat de [(di(1-adamantil)-butilfosfind)-2-(2'-amino-1,1'-bifenil)]paladiu(Il); ,,DCM” se
referd la diclorometan sau clorurd de metilen; ,,DMA” se referd la dimetilacetamidi; ,DMEA” se refera la
dimetiletilaming; ,DMEM” s¢ referd la mediu Eagle modificat, de la Dulbecco; ,,DMF” se referd la N,N-
dimetilformamidi; ,,DMSO” se referd la dimetil sulfoxid; ,,ADN” se referd la acid deoxiribonucleic;
LADNCc” se referd la ADN complementar; ,,DNazi” se referd la deoxiribonucleazi; ,.DTT” se referd la
ditiotreitol; ,,ECso” se referd la concentratia dintr-un agent care produce un raspuns de 50% al activititii
tintei in comparatic cu un compus predefinit de control pozitiv (ECso absolut); ,,EDTA” se referd la acid
etilendiaminotetraacetic; ,,ce¢” se referd la exces enantiomeric; ,,ERa” se referd la receptor estrogen alfa;
LERP” se referd la receptor estrogen beta; ,,EtOAc” se referd la acetat de etil; ,,EtOH” se referd la etanol
sau alcool etilic; ,,FBS” se referd la ser fetal bovin; ,HBSS” se referd la solutie salind echilibratd Hank;
LHEC” se referd la hidroxietil celulozd; ,,HEPES” se referd la acid 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfonic; ,HPLC” se referd la cromatografie de lichide de inaltd performantd; ,,ICso” se
referd la concentratia dintr-un agent care produce 50% din rispunsul inhibitor maxim posibil pentru acel
agent, (ICsq relativd), sau concentratia dintr-un agent care produce o inhibare de 50% a activititii enzimei
tintd in comparatie cu controlul cu placebo (ICso absolutd); ,,IPA” se referd la izopropilamind; ,,iPrOH” se
referd la izopropanol sau alcool izopropilic; ,,IV” se referd 1a administrare intravenoasd; ., K;” se referd la
constanta de inhibare; ,MEK” se¢ referd la metil etil cetond; ,,MeOH” se referd la metil alcool sau
metanol; ,MTBE” se¢ referd la metil r-butil eter; ,,PBS” se referd la solutic salind tamponati cu fosfat;
PO sc referd la administrare orald; ,,PRa” se referd la receptor progesteron alfa; ,,QD” se referd la o
dozare o datd pe zi; ,,ARN” s¢ referd la acid ribonucleic; ,,RNazd” se referd la ribonucleazi; ,RT-PCR” se
referd la reactie in lant a polimerazei cu transcriptie inversa; ,,RT-qPCR” se referd la reactie cantitativa in
lant a polimerazei cu transcriptie inversd; ,,SFC” se referd la cromatografie in fluid supercritic; ,,TEDsy”
se referd la doza eficientd pentru a obtine o inhibare de 50% a tintei in tumori; ,,THF” se referd la
tetrahidrofuran; ,,t(z)” s¢ referd la timp de retentie; ,,XantPhos Pd G2” se referd la cloro[(4,5-
bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanten)-2-(2'-amino-1,1'-bifenil)] paladiu(Il); si ,,XPhos Pd G2~ se referd la
cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4",6'-triizopropil-1,1'-bifenil)[ 2-(2'-amino-1, 1 -bifenil) Jpaladiu(Il).

Urmaitoarele prepardri si exemple ilustreazad suplimentar inventia.

Prepariri si Exemple
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Schemad 1 ilustreazi sinteza compusilor cu Formula L.

In Etapa A, este realizati o reactiec Grignard. O reactie Grignard este bine cunoscuti in domeniu
ca reactie pentru formarea legiturilor carbon-carbon. Reactia implici o reactie organometalicd in care o
halogenurd de aril magneziu, reactivul Grignard se adauga la o grupare carbonil cum ar fi clorura acida a
compusului 2 pentru a da compusul din Etapa A. De exemplu, o chinolond 4-cloro-substituit, compusul
1, este tratatd cu un reactiv Grignard cum ar fi izopropilclorura de magneziu pentru a forma un
intermediar Grignard urmati de adiugarea unei cloruri acide, clorurd de 4-fluorobenzoil, compusul 2,
intr-un solvent cum ar fi THF. La terminare, reactia poate fi stinsi cu apa pentru a da compusul 3.

In Etapa B, aril metil eterul compusului 3 poate fi demetilat sub o varictate de conditii
recunoscute de catre specialistul calificat cum ar fi tratamentul cu tribromurd de bor. De exemplu,
compusul 3 este tratat incet cu tribromurd de bor la o temperaturd de aproximativ 0°C intr-un solvent cum
ar fi DCM. Amestecul este agitat la temperatura camerei si stins cu fosfat de potasiu dibazic pentru a da
compusul 4.

In Etapa C, ecterul de azetidini 6 poate fi format prin tratamentul p-fluorofenil cetonei
corespunzatoare 4 si sirii de alcool de azetidini 5, sau bazei libere corespunzitoare cu o baza adecvati, de
exemplu hidrurd de sodiu, r-butoxid de sodiu sau t-butoxid de potasiu, in solventul aprotic polar adecvat
cum ar fi DMF sau THF pentru a da compusul eter 6.

Compusul 6 este apoi alchilat cu acid aril boronic substituit adecvat, compusul 7, intr-o reactie
de cuplare incrucisatd Suzuki pentru a da compusul 8 in Etapa D. Specialistul calificat va recunoaste ci
existd o varietate de conditii care pot fi utile pentru a facilita astfel de reactii de cuplare incrucisate.
Reactivii de paladiu adecvati pot include XantPhos Pd G2, cataCXium® A Pd G3, clorurd de
bis(trifenilfosfin)paladiu(ll), tris(dibenzilidenaceton)dipaladiu (0) cu triciclohexilfosfini, clorura de (1,1'-
bis(difenilfosfino)ferocen)paladiu(Il), tetrakistrifenilfosfini de paladiu, sau acetat de paladiu(I). Bazele
adecvate pot include fluorurd de potasiu, carbonat de cesiu, carbonat de sodiu, carbonat de potasiu, t-
butoxid de litiu, sau monohidrat tribazic de fosfat de potasiu. Compusul 6, de exemplu, poate fi reactionat
cu acidul boronic adecvat, compusul 7, cum ar fi acidul 2-fluoro-4-(trifluorometil)fenilboronic intr-un
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solvent cum ar fi 2-metil-2-butanol cu o baza cum ar fi carbonatul de potasiu si un catalizator cum ar fi
XPhos Pd G2 si incdlzit 1a aproximativ 80°C in conditii de microunde pentru a da compusul 8.

O persoand calificatd in domeniu va recunoaste cd Etapa D, reactia de cuplare incrucisatd
Suzuki, ar putea fi completatd inainte de formarea eterului de azetidind in Etapa C.

In Etapa E, o persoani calificati in domeniu va recunoaste ci compusul 8 poate fi ciclizat prin
reducerea initiald a cetonei. Aceasta poate fi realizatd utilizand un agent reducitor, cum ar fi trietil
borohidrura de litiu in solventi cum ar fi 1,4-dioxan si THF si la o temperaturd de aproximativ 0°C la
temperatura camerei pentru a da alcoolul secundar corespunzitor. Acest alcool intermediar poate fi
transportat pe brut si poate fi deprotonat cu o bazi adecvatd cum ar fi carbonat de cesiu, hidrurd de sodiu,
r-butoxid de sodiu sau t-butoxid de potasiu intr-un solvent cum ar fi THF, DMSO, sau DMF. Alcoxidul
rezultat poate cicliza in fluorurd de aril 1a temperatura camerei, cu incdlzire la reflux, sau la o temperaturd
de aproximativ 60°C. Eterul ciclic substituit format dupa deplasarca fluorurii poate fi apoi obtinut pentru
a da compusi cu Formula 1.

Alternativ, cetona 8, poate fi redusi la alcool si purificatd chiral in Etapa F pentru a da alcoolul
chiral 9, si apoi ciclizatd in Etapa G cum s-a descris mai sus pentru Etapa E pentru a da compusi cu
Formula I.

Intr-o alti reactie alternativa, cetona poate fi redusd utilizand un reactiv chiral cum ar fi (R)-(+)-
o.o-difenil-2-pirolidinemetanol impreund cu trimetil borat si boran-dimetilsulfurd pentru a da direct
alcoolul chiral dorit, compusul 9, care poate fi apoi ciclizat in Etapa G cum s-a descris mai sus pentru
Etapa E pentru a da compusi cu Formula L.

Intr-o etapi optionald, o sare acceptabild farmaceutic dintr-un compus cu Formula I, Formula II,
si Formula IIT cum s-a descris aici poate fi formata prin reactia unei baze libere adecvate dintr-un compus
cu Formula I, Formula II, si Formula III cum s-a descris aici cu un acid adecvat acceptabil farmaceutic
intr-un solvent adecvat sub conditii standard. Suplimentar, formarea de astfel de sdruri poate avea loc
simultan dupad deprotejarea unei grupdri de protectic azot. Posibila formare de siruri acceptabile
farmaceutic este bine cunoscutd. Vezi, de exemplu, Gould, P.L., ,Salt selection for basic drugs”,
International Journal of FPhrmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., si colab. ,,Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities”, Organic Process Research and
Development, 4: 427-435 (2000);, siBerge, S.M., si colab., ,Pharmaceutical Salts”, Journal of
Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977). Cineva avand calificare obisnuitd in domeniu va aprecia ¢d un
compus cu Formula I, Formula II, si Formula I1I cum s-a descris aici este cu usurintd convertit la, si poate
fi izolat ca, sare acceptabild farmaceutic. Exemple de saruri utile includ, dar nu sunt limitate la, sdruri de
acid benzensulfonic si siruri de acid 4-metilbenzensulfonic. Sarurile de acid 4-metilbenzensulfonic sunt
cunoscute de asemenea ca saruri tosilat.

Preparare 1
2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-ilJetan-1-ol

F/\C\N\/\OH

Se adauga triacetoxiborohidrurd de sodiu (405 g, 1,91 mol) in portii intr-o perioadd de 15 minute
la o solutie agitata la 0°C de clorhidrat de 3-(fluorometil)azetidind (160 g, 1,28 mol) in DCM (2,4 L) sub
N> si se agitd la 0°C timp de 10 minute. Se adaugd 1.4-dioxan-2,5-diol (99 g, 0,83 mol) la 0°C in 6 portii
intr-o perioada de 1 ord apoi se agitd la 0-5°C timp de 15 minute. Se lasi reactia sa se incdlzeascd la
temperatura camerei si se agiti timp de 2 ore sub N». Se riceste reactia pand la 10-15°C intr-o perioadd de
20 minute, apoi se incilzeste 1la 25-30°C si se mentine 1a aceasti temperaturd timp de 2 ore. Se adauga apa
(800 mL) intr-o perioadd de 25-30 minute la 10-15°C, sc lasd sd se incilzeascd la temperatura camerei
timp de 5-10 minute si apoi s¢ separd straturile. Se spald stratul apos cu DCM (800 mL), se separd
straturile apoi se ricesc straturile apoase combinate pand la 10-15°C si se ajusteazi pH-ul la 13-14
utilizdnd 50% solufie de hidroxid de sodiu (~540 mL). Se lasd stratul apos sd se inclzeascd la
temperatura camerei, se extrage cu DCM (4 X 800 mL), se usucd cu sulfat de sodiu (80 g), sc filtreaza, si
se concentreaza la sec pentru a obtine compusul din titlu (139 g, 82%) ca ulei gros galben. ES/MS (m/z):
134,1(M+H).

Preparare 2
2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etan-1-olidroclorhidrat

F/\CN\/\OH

HCI
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Se dizolva 2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etan-1-o0l (529 g, 4 mol) in MTBE (2,6 L) si s¢ riceste
la 0°C. Se adaugd solutic de HCV/EtOH (492 mL, 30g%) in piciturd in 30 minute apoi se agitd la 0°C
timp de 30 minute. Se filtreazi solidele si se spala turta de filtru cu MTBE (2 X 200 mL). Se usucd sub
N, timp de 8 ore pentru a obtine compusul din titlu (580 g, 86%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 1340
(M+H).

Preparare 3
(3-Cloro-7-metoxichinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanon:

o
|\c:|
\o‘N’

Se riceste un amestec de 4-bromo-3-cloro-7-metoxichinolini (70 g, 254 mmol) si THF (1 L) to -
40 °C sub N> conducind la precipitarca materialului. Se adaugi izopropilclorurd de magneziu (2 M in
THF, 254 mL, 509 mmol) timp de 20 minute si s¢ agitd amestecul timp de 1 ord. Se adaugi o solutie de
clorura de 4-fluorobenzoil (66 mL, 559 mmol) in THF (140 mL) in piciturd apoi sc lasa si se¢ incilzeasca
la temperatura camerei. Se stinge reactia cu solutie saturatd de NH4Cl (300 mL) si apd (200 mL) si se
separd straturile. Se spald stratul organic cu solutie saturatd de NH4Cl (300 mL), se usucad pe MgSO., se
filtreaza, si se concentreaza pentru a furniza un reziduu uleios. Se filtreaza uleiul maro brut prin gel de
siliciu eluand cu un amestec de MTBE/hexani (1:1) pentru a obtine produsul brut ca solid galben (84 g).
Se trateaza solidul cu 10% metilacetat/heptan (800 mL) si s¢ agitd la temperatura camerei peste noapte.
Se filtreaza pentru a colecta solidele si a le rezerva. Se concentreaza filtratul si se purifici pe gel de siliciu
eluand cu 10-40% EtOAc/hexani apoi se trateazi produsul cu 10% metilacetat/heptan (200 mL) si se agitd
la temperatura camerei timp de 3 ore. Se filtreaza solidele rezultate, se combind cu solidele din filtrarea
anterioard si se usucd sub vid peste noapte pentru a obtine compusul din titlu (31 g, 38%) ca solid galben.
ES/MS (m/z): 316,0 (M+H).
Preparare 4
(3-Cloro-7-hidroxichinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanoni

o

\CI
O|,
HO N

Se adaugd tribromurd de bor (1 M in DCM, 295 mL, 295 mmol) la un amestec de (3-cloro-7-
metoxichinolin-4-il)-(4-fluorofenilymetanond (31 g, 98 mmol) in DCM (217 ml) si se agitd amestecul la
temperatura camerei timp de 3 zile. Se toarna incet amestecul intr-o solutie 1la 0°C de fosfat de potasiu
dibazic (2 M in apd, 700 mL) si apa (200 mL). Se lasd amestecul sa se incilzeascd la temperatura camerei
si se agita timp de 1 ord. Se concentreazi solutia in vid pentru a indepirta solventii organici, se filtreaza,
se colecteazd filtratul si se usucd filtratul sub vid la 45°C peste noapte. Se trateazd solidele cu
DCM/heptan (1:1, 450 mL) si se agitd peste noapte. Se colecteaza solidele si se usucd sub vid peste
noapte pentru a obtine compusul din titlu (32 g, randament cantitativ) ca solid maro deschis. ES/MS
(m/z): 302,0 (M+H).

Preparare 5
(3-Cloro-7-hidroxichinolin-4-il)-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil) metanona

N7
F\/C/ O 0
X Cl
O o
HO N

Se adaugi clorhidrat de 2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]Jetan-1-ol (3,90 g, 23,0 mmol) la o solutic
agitatd de (3-cloro-7-hidroxichinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanond (5,00 g, 15,3 mmol) in DMF (75 ml)
urmat de hidrurd de sodiu (60% in ulei mineral, 3,02 g, 76,8 mmol). Se agitd sub N- si s¢ incdlzeste la
40°C timp de 45 minute. Se stinge solutia cu apa si se concentreazd. Se parfioneaza reziduul intre 20%

F

F

(0]
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iPrOH/CHCI; si solutie apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu si se separd, se extrage solufia apoasa cu 2
x 20% iPrOH/CHCls, se combind extractele organice, se usuca straturile organice combinate pe sulfat de
magneziu, s¢ filtreaza si se concentreazi filtratul pentru a obtine produsul brut ca ulei rosu inchis. Se
purificd materialul brut prin cromatografie pe coloani cu gel de siliciu eludnd cu un gradient de 5-10% 7
N NH3 in MeOH/DCM pentru a da compusul din titlu (5,31 g, 84%) ca solid galben. ES/MS (n/z): 415,0
(M+H).

Preparare 6
(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etoxi }fenil){ 3-[ 2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil ]-7-hidroxichinolin-
4-il}metanoni

Se degazeazd cu N> (5x) un amestec de (3-cloro-7-hidroxichinolin-4-il)-(4-{2-[3-
(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi}fenil)metanond (200 mg, 048 mmol), acid 2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenilboronic (158 mg, 0,72 mmol), carbonat de potasiu (202 mg, 1,45 mmol), 2-metil-2-
butanol (3 ml), si apd (1 ml) intr-un flacon pentru microunde. Se adaugd XPhos Pd G2 (12 mg, 0,015
mmol), se etanseaza si se incalzeste la microunde la 80°C timp de 2 ore. Se portioneaza reziduul intre
MTBE si solufie saturatd de NH4Cl. Se separa straturile si se extrage solutia apoasd cu MTBE. Se
combind extractele organice, se usucd pe sulfat de magneziu, sc filtreaza, si se concentreaza filtratul
pentru a obtine un reziduu portocaliu. Se purificd materialul brut prin cromatografic pe coloand cu gel de
siliciu eluand cu 5% MeOH/DCM pentru a da compusul din titlu (205 mg, 78%) ca solid galben. ES/MS
(m/z): 543,2 (M+H).

Se prepard urmditorii compusi intr-o manierd in mod esential analoagd cu metoda de la
Prepararea 6, cu urmatoarele variatii in procedurd, timpi de incdlzire intre 1-2 ore, extragere cu MTBE
sau EtOAc, si uscarea straturilor organice pe sulfat de magneziu sau sulfat de sodiu. Se purificd prin
cromatografic pe coloand cu gel de siliciu utilizind pana la 10% (MecOH sau 7 M MeOH amoniat) in
DCM (Prep. 10: gradient 3-8% 7 M MeOH amoniat in DCM; Prep. 9 si 11: gradient 4 pand la 10% 7 M
MeOH amoniat in DCM) si/sau prin cromatografie cu faza inversd cu pH ridicat cum s-a mentionat.
Tabelul 2 Compusl preparatl in conformltate cu Prepararea 6

7 {(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il] ! 5543 0
fetoxi }fenil){3-[2-fluoro-3- NP
{(trifluorometil)fenil]-7- iF O o
thidroxichinolin-4-il }metanond O F

g2 {[3-(4-Cloro-2-fluorofenil)-7- $509,0

5 thidroxichinolin-4-il](4-{2-[3- :
(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi} F
{fenil)metanoni :

igb {[3-(3-Cloro-2-fluorofenil)-7- $509,0

5 thidroxichinolin-4-il](4-{2-[3- :
(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}
{fenil)metanoni

0 {[3-(2,4-Difluorofenil)-7- 14930
5 thidroxichinolin-4-il](4-{2-[3- :
(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}
{fenil)metanoni
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NI, ‘Denumire chimica :Structurd 'ES/MS :
prep. {(/z) (M+H) |

o

N>

11 {[3-(2,3-Difluorofenil)-7- i493.0

: §hidr0xichinolin-4-il](4-{2-[3-
(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}
{fenil)metanona

\512 é(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il] :
5 tetoxi }fenil)[3-(2-fluoro-4-metilfenil) :
{-7-hidroxichinolin-4-il|metanoni 5

1489,2

\513 é(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il] : §489,2
5 tetoxi }fenil)[ 3-(2-fluoro-3-metilfenil)

{-7-hidroxichinolin-4-il|metanoni

HO

\EaPun'ﬁcare prin cromatografie rapida cu faza inversa cu pH ridicat (coloand C18 de inaltd performantd
‘RediSep Rf GOLD®, eluind cu 35-45% ACN in 10 mM solutie apoasi de bicarbonat de amoniu cu 5%
‘MeOH).
"Dupa purificarea pe siliciu clucazi cu 4-10% 7 M MeOH amoniat in DCM, se purifica suplimentar prin |
icromatografic rapidd cu faza inversd cu pH ridicat (coloand C18 de inalti performanti RediSep Rf:
:GOLD", eluand cu 30-44% ACN in 10 mM solutie apoasa de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).

Preparare 14
4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)(hidroxi)metil]-3-[2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]chinolin-7-o0l racemic

Se adaugd (4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil){3-[2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil]-7-
hidroxichinolin-4-il}metanond (305 g, 562,2 mmol) si THF (1,5 L) impreuna sub N- si s¢ riceste solutia
la 0-5°C. Se adaugi trictilborohidrura de litiu (1 M in THF, 1,5 L, 1,5 mol) in piciturd. Se agitd amestecul
la 0-5°C timp de 1 ord. Se adauga apd (300 mL) in picaturd si NH4Cl saturatd (1 L). Se incilzeste
amestecul la temperatura camerei. Se adaugd EtOAc (2 L) si se colecteaza stratul organic. Se spald stratul
organic cu saramurd (500 mL), se usucad pe MgSO., se filtreazd, si se concentreazd la sec. Se dizolva
reziduul in 95:5 amestec de acetond si 2 M amoniac in MeOH si se filtreazi prin gel de siliciu pentru a da
compusul din titlu (264 g, §6,2%) ca un solid oranj. ES/MS (m/z): 545,2 (M+H).

Preparare 15
4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)(hidroxi)metil]-3-[2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]chinolin-7-ol, Izomer 1
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Se purifica 4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxilfenil)(hidroxi)metil]-3-[ 2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]chinolin-7-ol racemic (354 g, 0,62 mol) utilizind cromatografia chirald in
urméitoarele conditii: coloani Chiralpak AD-H, 150 x 50 mm, debit 300 g/minut, UV 350 nm, fazd mobild
35% iPrOH cu 0,5% DMEA/CQO,, temperatura coloanei 40°C pentru a da compusul din titlu (1714 g,
48%) al primului izomer care elueazi. Se confirmd imbogatirea enantiomericd a [zomerului 1 prin SFC
analitica chirald, >98% ee, tr), =0,79 minute, coloani: 4,6 x 150 mm Chiralpak AD-H, cludnd cu o fazi
mobila de 35% iPrOH cu 0,5% DMEA in CO,, debit de 0,6 mL/minut, detectie UV de 350 nm.
Preparare alternativa 15

Se adaugd trimetil borat (65 mg, 0,62 mmol) la o solutic de (R)-(+)-o.o-difenil-2-
pirolidinemetanol (132 mg, 0,52 mmol) in THF (20 mL). Se agitd amestecul sub N;la temperatura
camerei timp de 1 ord. Se adaugi boran-dimetilsulfura (2,0 M in THF, 2,6 mL, 5,2 mmol) urmati de (4-
{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi } fenil){ 3-[2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil]-7-hidroxichinolin-4-
il}metanond (1,0 g, 1,73 mmol). Se incilzeste reactia peste noapte la 45°C. Se adaugd suplimentar boran-
dimetilsulfurd (2,0 M in THF, 2,6 mL, 5,2 mmol) si s¢ agitd timp de 5 ore la 45°C. Se adaugd incet
solutie saturatd de NH4Cl (25 mL) si se izoleazd faza organicid. Se reextrage extractul apos cu 20%
iPrOH/CHCI3. Se combind extractele organice, se usucd pe Na,SOs, se filtreaza, si se evapora pentru a da
un complex boran intermediar (1,2 g). Se dizolva o treime din complexul boran intermediar (0.4 g, 0.6
mmol) in 1,4-dioxan (4 mL) si etanolamind (0,3 mL, 5 mmol) si se incilzeste reactia pana la 70°C timp
de 3 ore. Se stinge reactia cu solutie saturatd de NH4Cl (25 mL) si se izoleaz faza organicd. Se reextrage
extractul apos cu 20% iPrOH/CHC]z (4 x 25 mL). Se combind extractele organice, s¢ usucd pe Na2SOa, se
filtreazd, si se concentreazd la sec pentru a da compusul din titlu ca un solid oranj (0,33 g, 0,57 mmol,
randament 100%). LC/MS (m/z): [M+H]* 545. Se confirmad imbogitirea enantiomericd a Izomerului 1
prin SFC analiticd chirald, 96% ee, tr®) =0,79 minute, coloand: 4,6 x 150 mm Chiralpak AD-H, eludnd cu
o faza mobila de 35% iPrOH cu 0,5% DMEA in CO,, debit de 0,6 mL/minut, detectic UV de 350 nm.
EXEMPLUL 1
5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3 -
¢]chinolin-2-o0l racemic

Se riceste o solutic de (4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil){3-[2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]-7-hidroxichinolin-4-il}metanona (5,27 g, 9,71 mmol) in 1,4-dioxan (100 mL) pana
la 5°C. Se adauga trictilborohidrura de litiu (1 M in THF, 30,0 mL, 30,0 mmol). Se indeparteaza baia de
ricire si se agitd timp de 1,5 ore la temperatura camerei. Se stinge amestecul cu apa. Se adaugd solutie
saturati de NH4Cl si EtOAc. Sc separd straturile si se extrage stratul apos cu EtOAc. Se combini
extractele organice, se usucd pe MgSO. anhidru, se filtreaza, si se concentreaza filtratul. Se dizolva
reziduul brut in THF (100 mL). Se adaugi hidrurd de sodiu (60% in ulei mineral, 1,94 g, 48,5 mmol). Se
refluxeaza solutia timp de 1,5 ore. Se adaugi suplimentar hidrurd de sodiu (60% in ulei mineral, 1,94 g,
48.5 mmol), apoi sc¢ refluxeaza timp de incd 30 minute suplimentare. Se riceste solutia la temperatura
camerei si se stinge cu apd. Se adaugd EtOAc si solutie saturatd de NH4Cl. Se separd straturile si se
extrage stratul apos cu EtOAc. Se combind extractul organic, se usucd pe MgSO, anhidru, se filtreaza, si
se concentreazA filtratul. Se purificd reziduul prin cromatografie pe coloand cu gel de siliciu eluand cu un
gradient de 5-7% MeOH in DCM pentru a da compusul din titlu (3,70 g, 72%) ca spumi galben deschis.
ES/MS (m/z): 525,2 (M+H).

Se prepard urméitorii compusi intr-o manierd in mod esential analoagd cu metoda din Exemplul
1, cu urmitoarele variatii in procedurd. Pentru reducere, se utilizeazd 3 pand la 5 cchivalenti de
trietilborohidrurd de litiu cu timpi de reactie de la 30 minute la o ord §i se usuca straturile organice pe
sulfat de magneziu sau sulfat de sodiu. Se utilizeaza reziduul brut direct sau se purifici prin cromatografie
pe coloani cu gel de siliciu eluind cu un gradient de 0-5-7,5-10% MeOH in DCM inainte de ciclizare. Se
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completeaza ciclizarea la reflux in THF timp de pani la 16 ore, sau in DMF, de la 2 ore la temperatura
camerei pentru Ex 2, pand la 2 ore la 85°C pentru Ex 8. Se extrage cu DCM sau EtOAc si se usucd
straturile organice pe sulfat de magneziu sau sulfat de sodiu. Se purificd prin cromatografie pe coloani cu
gel de siliciu utilizAnd pani la 10% (MeOH sau 7 M MeOH amoniat) in DCM (Ex 2: gradient 0-10%
MeOH in DCM; Ex 5: gradient 4-10% 7 M Me¢OH amoniat in DCM; Ex 8: gradient 5-7,5% 7 M MeOH
amoniat in DCM) sau prin HPLC cu fazd inversi cu pH ridicat cum s-a mentionat.

Tabelul 3: Exemple de compusi preparati in conformltate cu Exemplul 1

;Nr. Denumlre chimici Structura ES/MS (m/z)
lex. (M+H)
2 35-(4-{2-[3-(ﬂu0r0metil)azetidin-1-il] 525,2
5 tetoxi Jfenil)-7-(trifluorometil)-SH-[1] i o F
. [ N"N F F
;benzoplrano[4, 3-c]chinolin-2-ol F \//:/ O o
‘racemic : O
: x

32 8-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil) 491,0
: azetidin-1-illetoxi } fenil)-5H-[1] N~-0
‘benzopirano[4,3-c]chinolin-2-ol F\/C/ O o) Cl

H ’ H
iracemic O
: x>

4 17-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil) 491,0
: §azetidin-1-il]et0xi Henil)-5H-[1] N/\/o cl
ibenzopirano[4,3-c]chinolin-2-ol F\//:/ O o

iracemic O
: 2

5° i8-fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil) 475,0
: azetidin-1-ilJetoxi } fenil)-SH-[1] N~C
‘benzopirano[4,3-c]chinolin-2-ol F\/C/ O o F

: 4 :
iracemic O
: : z

E6d §7-ﬂuor0-5-(4- {2-[3-(fluorometil) 475.0
: azetidin-1-ilJetoxi } fenil)-SH-[1] N ~0 .
‘benzopirano[4,3-c]chinolin-2-ol F\L O o

iracemic O

E7E 5 (4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il] 471,2

tetoxi }fenil)-8-metil-5H-[1] N0
‘benzopirano[4 3-c]chinolin-2-ol § F\/C/ O o

2 >
iracemic : O

8 35-(4-{2-[3-(ﬂu0r0metil)azetidin-1-il] 471,2
5 tetoxi }fenil)-7-metil-5H-[1] N~O
‘benzopirano[4, 3-c]chinolin-2-ol | Fv/:/ O

iracemic O
s AN
3 3 -

EaPunﬁcarea prin HPLC cu faz3 inversi cu pH nd1cat (coloani KINETEX® C18, 5 um, 30 x 250 mm,
‘eluand cu 35-50% ACN in 10 mM solutie apoasi de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).
‘*Purificare prin HPLC cu fazi inversi cu pH ridicat (coloani KINETEX® C18, 5 um, 30 x 250 mm,
Eeluﬁnd cu 35-43% ACN in 10 mM solutie apoasa de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).
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Nr.  iDenumire chimici :Structurd ES/MS (m/z) |
ex. | (M+H)

i“Dupi purificare pe siliciu eludnd cu 4-10% 7M MeOH amoniat in DCM, se purifici suplimentar prin
'HPLC cu fazi inversi cu pH ridicat (coloani KINETEX® C18, 5 pm, 30 x 250 mm, eluand cu 30-44%
'ACN in 10 mM solutic apoasi de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).

‘“Purificare prin HPLC cu fazi inversa cu pH ridicat (coloanid XBRIDGE® C18 5 um OBD, 30 x 75 mm,
‘eluand cu 10-75% ACN in 10 mM solutie apoasi de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).

i*Purificare prin HPLC cu faza inversa cu pH ridicat (coloani XBRIDGE® C18 5 pym OBD, 30 x 75 mm,
ieluand cu 10-60% ACN in 10 mM solutie apoasi de bicarbonat de amoniu cu 5% MeOH).

EXEMPLUL 1A

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3-
c¢]chinolin-2-ol, Izomer 1 si

EXEMPLUL 1B

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3-
¢]chinolin-2-ol, Izomer 2

Se separd cei doi enantiomeri de  5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-
(trifluorometil)-5SH-[ 1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-0l prin SFC chirald cu urmaitoarele conditii: coloana:
LUX® celulozi-1, 5 x 25 cm; eluind cu o fazi mobild de 30% iPrOH (cu 0,5% DMEA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 300 g/minut; lungime de undd de detectic UV: 270 nm pentru a da
Exemplul 1A ca primul enantiomer care clucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 525,2 (M+H). Confirm
imbogdtirii enantiomerice a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, #(r): 1,30 minute; coloana:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluand cu o fazi mobild de 30% MeOH (0,2% IPA) in COs;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 1B pentru a da al doilea enantiomer care elueaza (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 525,2 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomericd a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
98% ee, t(x): 2,03 minute; coloani: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eludnd cu o fazi mobild de
30% MeOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

Preparare alternativi a EXEMPLULUI 1B

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[1] benzopirano[4,3-
¢]chinolin-2-ol cristalin, Izomer 2
Se agitd 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi } fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[ 1]

benzopirano[4,3-c]chinolin-2-ol, acidul 4-metilbenzensulfonic, Izomerul 2 (23,8 g, 0,034 mol) in apa
(250 mL) la 1000 rpm. Sc¢ adaugd NaOH (76 uL) si sc¢ agita solutia timp de 2 ore. Se adaugd DCM (600
mL). Se separd amestecul, se usucd extractul de DCM cu sulfat de magneziu, se filtreazd materialul
printr-un filtru de seringd (0,45 um), si se concentreaza la sec. Se lasd materialul sa stea sub un flux de
N la sfarsit de sdptimanid. Se adaugd 1:1 EtOH/apa (80 mL) si sc agitd amestecul cu sonicare. Se
colecteazi un solid ardmiu prin filtrare pe 0 membrani de nailon pentru a da compusul din titlu (10,47 g,
0,02 mol, 59%).
Difractie cu raze X pe pulbere (XRD)

Tiparele XRPD ale solidelor cristaline sunt obtinute pe un difractometru cu raze X pe pulbere
Bruker D4 Endeavor, echipat cu o sursd CuKa si un detector Vantec, care opercaza la 35 kV si 50 mA.
Mostra este scanatd intre 4 si 40 20°, cu o dimensiune a ctapei de 0,008 26° si o rati de scanare de 0,5
secunde/etapd, si utilizind o divergentd de 1,0 mm, anti-imprastiere fixatd de 6,6 mm, si fante detectoare
de 11,3 mm. Pulberea uscati este ambalatd pe un suport de cuart pentru mostra i o suprafati neteda este
obtinutd utilizdind o lameld din sticla. Tiparele de difractic de formi cristalind sunt colectate la
temperatura ambiantd si umiditate relativa. Pozitiile maximelor cristalelor sunt determinate in MDI-Jade
dupi deplasarea intregului tipar pe baza unui standard NIST 675 intern cu maxime la 8,853 i 26,774 26°.
Este bine cunoscut in domeniul cristalografiei cd, pentru orice formi cristalini datd, intensitétile relative
ale difractiei maxime pot varia din cauza orientdrii preferate care rezulta din factori cum ar fi morfologia
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cristalului si obisnuinfa. Unde efectele de orientare preferatd sunt prezente, intensititile maxime sunt
alterate, dar pozitile maximelor caracteristice ale polimorfei sunt nemodificate. Vezi, de
exemplu Farmacopeia Statelor Unite #23, Formularul National #18, paginile 1843-1844, 1995. Mai mult,
este de asemenea bine cunoscut in domeniul cristalografiei ca pentru orice forma cristalind datd pozifiilor
maximelor unghiulare pot varia putin. De exemplu, pozitiile maximelor se pot deplasa din cauza variatiei
de temperaturd la care o mostra este analizatd, deplasirii mostrei, sau prezentei sau absentei unui standard
intern. In cazul prezent, o variabilitate a pozitiei maxime de + 0,2 20° este de presupus ci tine seama de
aceste potentiale variatii fird a impiedica identificarca univoca a formei cristaline indicate. Confirmarea
unei forme cristaline poate fi ficuta pe baza oricirei combinatii unice de maxime distinctive.

Se caracterizeazd o mostrd preparatd de 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxilfenil)-8-
(trifluorometil)-5SH-[ 1 ]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-o0l cristalin, Izomer 2 printr-un tipar XRD utilizind
radiatia CuKa ca avand maxime de difractie (valori 2-teta) cum s-au descris in Tabelul 3 de mai jos, si in
particular avand maxime la 19,8 in combinatic cu unul sau mai multe dintre maximele selectate din
grupul constand din 6,8, 16,0, si 22,1; cu o tolerantd pentru unghiurile de difractic de 0,2 grade.

Tabelul 4: Maxime de difractie cu raze X pe pulbere ale cristalului din Exemplul 1B

Maxim Unghi (°2-Theta) +/- 0,2° §Intensitate relativi (% din maximul cel mai intens)

1 6,8 29,40

2 153 1830 _
S T
P T
5 18,1

6 119.8 ‘ ‘
B T (77—
8 22,1

9 249

T B
Premne e ERENPLULTT B

Se dizolva 4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi } fenil)(hidroxi)metil]-3-[2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]chinolin-7-0l, Izomer 1 (63,05 g, 104,7 mmol) in DMSO (1,3 L) sub N la
temperatura camerei. Se adaugd in portii carbonat de cesiu (108 g, 331 mmol) timp de 5 minute. Se
incalzeste amestecul pand la 60°C timp de 15 ore. Se riaceste amestecul la temperatura camerei si se
dilueaza cu apa (2,1 L) si EtOAc (1,3 L). Se agitd amestecul timp de 5 minute si se separd. Se reextrage
materialul apos cu EtOAc (1,3 L) si se agitd timp de 5 minute. Se separd si se¢ combind extractele
organice, sc¢ spald cu saramurd, apa, si EtOAc. Se usuci extractele organice cu MgSO., se concentreazi,
si se usucd sub vid inaintat peste noapte la temperatura camerei pentru a da compusul din titlu ca solid
maro (52,69 g, 95,9%). Se confirma imbogdtirea enantiomericd din Exemplul 1B prin SFC analiticd
chirald, 98,1% ee, #(r): 2,03 minute; coloani: CIIIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluind cu o fazi
mobild de 30% MeOH (0,2% IPA) in CO, temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de
undd de detctie UV: 225 nm.

EXEMPLUL 2A

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-7-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3-
c¢]chinolin-2-ol, Izomer 1 si

EXEMPLUL 2B

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-7-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3-

¢]chinolin-2-ol, Izomer 2
F
\i/N/\/O F F
F )
®
P
HO N
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Se separd cei doi enantiomeri de  5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-7-
(trifluorometil)-5SH-[ 1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-0l prin SFC chirald cu urméitoarele conditii: coloana:
CHIRALPAK®IC, 21 x 250 cm; eluind cu o fazi mobili de 30% iPrOH (cu 0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 70 g/minut; lungime de undi de detectiec UV: 225 nm pentru a da
Exemplul 2A ca primul enantiomer care ¢lucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 525,1 (M+H). Sc¢ confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, 7®): 1,56 minute; coloana:
CHIRALPAK®IC, 4,6 x 150 mm; eluind cu o fazi mobild de 30% iPrOH (0,2% IPA) in CO;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undd de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 2B pentru a da al doilea enantiomer care elueazi (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 525,2 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomericd a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
98% ee, tr): 2,33 minute; coloani: CHIRALPAK® IC, 4,6 x 150 mm; eluand cu o fazi mobild de 30%
iPrOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanci: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de detectic
UV: 225 nm.

EXEMPLUL 3A

8-Cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-SH-[ 1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 1 si

EXEMPLUL 3B

8-Cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-SH-[ 1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,

Izomer 2
N0
F\/C/ o} cl
L
~
HO N

Se separd cei doi enantiomeri de 8-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il] etoxi}fenil)-5H-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-01  prin SFC chiralA cu urmdtoarcle conditii.  coloani:
CIIIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; eluind cu o fazi mobild de 35% MeOH (cu 0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 80 g/minut; lungime de undd de detectic UV: 225 nm pentru a da
Exemplul 3A ca primul enantiomer care c¢lucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 491,0 (M+H). Se¢ confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirala, >99% ee, 7®): 1,55 minute; coloana:
CIHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluand cu o fazi mobild de 35% MeOH (0,2% IPA) in COs;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 3B pentru a da al doilea enantiomer care elueazi (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 491,0 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomericd a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
>99% ee, tx): 2,26 minute; coloani: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluAnd cu o fazi mobila de
35% MeOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

EXEMPLUL 4A

7-Cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-SH-[ 1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 1 si

EXEMPLUL 4B

7-Cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-SH-[ 1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,

Izomer 2
Usag i
F o)
O AN O
HO N7

Se separd cei doi enantiomeri de 7-cloro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il] etoxi}fenil)-5H-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-01  prin SFC chiralA cu urmdtoarcle conditii.  coloani:
CIIIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; eluind cu o fazi mobild de 35% MeOH (cu 0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 80 g/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm pentru a da
Exemplul 4A ca primul enantiomer care ¢lucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 491,0 (M+H). Sc¢ confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, 7®): 1,71 minute; coloana:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluand cu o fazi mobili de 35% MeOH (0,2% IPA) in COa;
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temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 4B pentru a da al doilea enantiomer care elueazd (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 491,0 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomerica a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
>99% ee, try: 2,38 minute; coloani: CIIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eludnd cu o fazi mobild de
35% MeOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

EXEMPLUL 5A

8-Fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 1 si

EXEMPLUL 5B

8-Fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,

Izomer 2
N~-O
F\/C/ (0] F
D®
HO N

Se separa cei doi enantiomeri de 8-fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il] etoxi}fenil)-5H-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-01  prin SFC chiralA cu urmdtoarcle conditii.  coloani:
CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; eluidnd cu o faza mobili de 30% MeOH (cu 0,2% IPA) in COs;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 80 g/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm pentru a da
Exemplul 5A ca primul enantiomer care clucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 475,0 (M+H). Se¢ confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, 7®): 1,56 minute; coloana:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluand cu o fazi mobili de 30% MeOH (0,2% IPA) in CO,;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 5B pentru a da al doilea enantiomer care elueazd (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 475,0 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomericd a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
>99% ee, try: 2,29 minute; coloani: CIIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluind cu o fazi mobila de
30% MeOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

EXEMPLUL 6A

7-Fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 1 si

EXEMPLUL 6B

7-Fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 2

F

Se separd cei doi enantiomeri de 7-fluoro-5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il] etoxi }fenil)-5H-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-01  prin SFC chiralA cu urmdtoarcle conditii.  coloani:
CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 c¢m; eluind cu o fazi mobila de 35% MeOH (cu 0,2% IPA) in CO,;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 80 g/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm pentru a da
Exemplul 6A ca primul enantiomer care elucazd (Izomer 1). ES/MS (nv/z): 475,0 (M+H). Se confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, 7®): 1,32 minute; coloana:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluind cu o fazi mobild de 35% MeOH (0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 6B pentru a da al doilea enantiomer care elueazd (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 475,0 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomerici a Izomerului 2 prin SFC analitica chirald,
>99% ee, try: 1,95 minute; coloani: CIIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluAnd cu o fazi mobild de
35% MeOH (0,2% IPA) in CO,; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

EXEMPLUL 8A
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5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi}fenil)-7-metil-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,
Izomer 1 si
EXEMPLUL 8B

5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi}fenil)-7-metil-SH-[1]benzopirano[4,3-c] chinolin-2-ol,

Izomer 2
N/\/o
F\L (0]
e
HO N7

Se separd cei doi enantiomeri de 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi } fenil)-7-metil-SH-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-01  prin SFC chiralA cu urmdtoarcle conditii.  coloani:
CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; eluind cu o fazi mobild de 30% iPrOH (cu 0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanei: 40°C; debit: 80 g/minut; lungime de undi de detectic UV: 265 nm pentru a da
Exemplul 8A ca primul enantiomer care c¢lucazd (Izomer 1). ES/MS (m/z): 471,2 (M+H). Se¢ confirmi
imbogdtirea enantiomericd a Izomerului 1 prin SFC analitica chirald, >99% ee, 7®): 1,47 minute; coloana:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; eluind cu o fazi mobild de 30% iPrOH (0,2% IPA) in CO»;
temperatura coloanci: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de undi de detectic UV: 225 nm. Se izoleazi
compusul din titlu din Exemplul 8B pentru a da al doilea enantiomer care elueazi (Izomer 2). ES/MS
(m/z): 471,2 (M+H). Se confirma imbogitirea enantiomericd a Izomerului 2 prin SFC analitica chirala,
>99% ee, tx): 2,05 minute; coloani: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; cluind cu o fazi mobili de
30% iPrOH (0,2% IPA) in CO»; temperatura coloanei: 40°C; debit: 5 mL/minut; lungime de unda de
detectic UV: 225 nm.

EXEMPLUL 9
5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il Jetoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-[1] benzopirano[4,3-
c¢]chinolin-2-ol, Izomer 2, acid benzensulfonic

Se incdlzeste o suspensie de 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi }fenil)-8-(trifluorometil)-
5H-[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-o0l, Izomer 2 (Exemplul 1B) (100 mg, 0,19 mmol) in ACN (3 mL) la
50°C. Se adaugi o solutic de acid benzensulfonic monohidrat (40 mg, 0,23 mmol) in ACN (1 mL). Se
incdlzeste solutia galbend clara timp de 10 minute la 50°C. Se intrerupe incilzirea, si se lasd amestecul de
reactie sd se riceascd la temperatura camerei, §i se agitd amestecul peste noapte. Se adaugd toluen (2 mL)
si se agitd amestecul de reactie 2 ore. Se filtreaza solutia, se colecteazi solidul rezultat si se spald solidul
cu ACN (1 mL). Se usuci solidul sub vid pentru a da compusul din titlu (74 mg, 55%).

Preparare alternativi a EXEMPLULUI 9

Se incdlzeste o suspensie de 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi }fenil)-8-(trifluorometil)-
5H-[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-0l, Izomer 2 (Exemplul 1B) (124,1 mg, 0,24 mmol) in MEK (4 mL)
la 50°C. Se adaugi o solutic de acid benzensulfonic monohidrat (50 mg, 0,28 mmol) dizolvat in MEK (1
mL). Se intrerupe incilzirea, sc¢ lasd amestecul de reactie si se rdceasca la temperatura camerei, si se agitd
amestecul la sfarsit de sdptimand. Se concentreazd sub un flux de N». Se adaugd MEK (1 mL) si se
suspenda pentru a da un solid cristalin galben. Se colecteaza solidul, se spald cu MEK, si se usuci la
temperatura camerei in vid pentru a da compusul din titlu (78,8 mg, 48%).

XRD, Exemplul 9

Se completeazd XRD cum s-a descris pentru Exemplul 1B. Se caracterizeazd o mostrd preparati
de -(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]Jetoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-
2-ol, Izomer 2, acid benzensulfonic printr-un tipar XRD utilizind radiatia CuKa ca avind maxime de
difractie (valori 2-teta) cum s-au descris in Tabelul 4 de mai jos, si in particular avand maxime la 20,5 in
combinatie cu unul sau mai multe dintre maximele selectate din grupul constand din 12,3, 22,2, si 23.1;
cu o tolerantd pentru unghiulurile de difractic de 0,2 grade.

Tabelul 5: Maximele de difractie cu raze X pe pulbere ale cristalului din Exemplul 9
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Tabelul 6: Maximele de difractie cu raze X p

EXEMPLUL 10
5-(4-{2-[3-(Fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[1] benzopirano[4,3-
c¢]chinolin-2-ol cristalin, acid 4-metilbenzensulfonic, Izomer 2

Se adaugd impreund 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-
[1]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-0l, Izomer 2 (Exemplul 1B) (204.2 g, 389 mmol) si EtOAc (5 L) si se
agitd la 60°C urmate de addugarca de MeOH (200 mL) la 60°C pentru a da o solutic maro clard. Se
adaugd produsul din titlu (11,48 g) pentru a insdminta solutia, urmat de addugarea unei solutii
preamestecate de acid 4-metilbenzensulfonic; hidrat (81,4 g, 428 mmol) in EtOAc (800 mL) pentru a da o
suspensie galbend. Se agitd suspensia timp de 30 minute la 50°C. Se concentreaza suspensia la ¥ volum.
Se raceste solutia la temperatura camerei timp de 1 ord, se filtreazd, se colecteazi solidul, si se spala
solidul cu EtOAc. Se usuci solidul sub vid la 30°C la sfarsit de sdptdmani pentru a da compusul din titlu
(239 g, 343 mmol). Pentru a purifica suplimentar materialul, se adaugd compusul din titlu (229 g, 3287
mmol) si 2-propanol (4,6 L) impreund si se incalzeste la 60°C timp de 2 ore. Se riceste la temperatura
camerei timp de 30 minute. Se filtreaza solidul si se spald cu iPrOH (100 mL). Se usuca solidul sub un
flux de N, peste noapte pentru a da compusul din titlu (174,4 g, 76,2%). Se combind diferite loturi ale
compusului din titlu preparate in mod esential in acecasi manierd si se¢ adauga heptan (2 L). Se agitd
suspensia timp de 30 minute, s filtreaza solidul, si se spald cu heptan (300 mL). Se usuci solidul colectat
sub un flux de N, peste noapte pentru a da compusul din titlu (199,7 g, 99,5%).

XRD, Exemplul 10

Se completeazd XRD cum s-a descris in Exemplul 1B. O mostrd preparatd de 5-(4-{2-[3-
(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-SH-[ 1 ]benzopirano[4,3-c]chinolin-2-0l, acid 4-
metilbenzensulfonic, Izomer 2 (Exemplul 10) este caracterizatd printr-un tipar XRD utilizand radiatia
CuKa ca avand maxime de difractic (valori 2-teta) cum s-au descris in Tabelul 5 de mai jos, si in
particular avand maxime la 20,1 in combinatic cu unul sau mai multe dintre maximele selectate din
grupul constand din 12,8, 19,5, si 22,8; cu o tolerantd pentru unghiulurile de difractie de 0,2 grade.

e pulbere ale cristalului din Ex. 10

:Intensitate relativd (% din maximul cel mai intens)
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10 1254 29,70

Teste biologice

Dovada pentru o relatie intre expresia ER si anumite cancere este bine cunoscutd in domeniu.

Rezultatele urmitoarelor teste demonstreazd ¢ compusii cu Formula I, Formula 11, si Formula
I1I din exemplele sunt SERD-uri active si sunt conceputi pentru a fi utili in tratarea cancerului.
ERa (de tip silbatic), ERa (mutant Y537S) si test de legare competitiva EPB

Scopul urmitoarelor teste de legare competitivd ER este de a determina afinitatea unui compus
de testat impotriva ERa (de tip silbatic), ERa (mutant Y537S), si EPp.

Se ruleaza testul de legare competitivd intr-un tampon care contine 50 mM HEPES, pH 7.5, 1.5
mM EDTA, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 1 mg/mL ovalbumind, si 5 mM DTT, utilizind 0,025 uCi pe
godeu *H-estradiol (118 Ci/mmol, 1 mCi/mL), 7,2 ng/godeu ERa (de tip silbatic), sau 7,2 ng/godeu ERa
(mutant Y537S) sau 7,7 ng/godeu receptor EPB. Se adaugd compusul de testat 1a 10 concentratii diferite
care variaza de la 10.000 nM pand la 0,5 nM, si se determind legarea nespecificd in prezenta a 1 pM de
17-B estradiol. Se incubeazi reactia de legare (140 uL) timp de 4 ore la temperatura camerei, si apoi se
adauga tampon rece de dextran-cirbune (70 pL) (continidnd pe 50 mL de tampon de testare, 0,75 g
carbune si 0,25 g dextran) la fiecare reactie. Se amesteca plicile timp de 8 minute pe un agitator orbital la
4°C si apoi se centrifugheaza la 3000 rpm la 4°C timp de 10 minute. Se transferd o alicotd (120 pl) a
amestecului la o altd placd alba cu fund plat cu 96 de godeuri (Costar), si se adaugd fluid de scintilatie
Perkin Elmer Optiphase Supermix (175 pL) la fiecare godeu. Se etanseaza plicile si se agiti viguros pe
un agitator orbital. Dupd o incubare de 2,5 ore, se citesc plicile intr-un contor Wallac Microbeta. Se
calculeaza 1Cso utilizAnd o curbd logistica ajustatd cu 4 parametri si se calculeaza inhibarea % la 10 pM.
Se convertesc valorile 1Cso pentru compus la K; utilizind ecuatia Cheng-Prusoff. Rezultatele acestui test
demonstreazi cd Exemplele 1, 1A, si 1B (si altele) se leagd la ERa recombinant de tip sdlbatic si la ERa
mutant (Y537S) asa cum se¢ aratd in Tabelul 7 de mai jos si Exemplul 1B a fost de asemenca determinat
ca a se lega la EPf cu o competitie EkB K; (nM) de 0,11 + 0,07, n=3.
Tabelul 7: ERa (de tip sdlbatic), ERa (mutant Y537S) si rezultatele legirii competitionale EPf

# Exemplu Kl (nM) ERa (de tip salbatic) Ki (nM) ERo (mutant Y537S)

1 0.87 15,80

1B ................................... 031i038n:5279i300n:5 ..............................................................
2 2,17 6,78

2A 10,65 17,92
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# Exemplu Kl (nM) ERa (de tip salbatic) Kl (nM) ERo (mutant YS37S)
" 4,14

8B 10,94 5,44

Dintre compusii exemplificati testati, Ki pentru ERa de tip silbatic a variat de la aproximativ
0,300 nM pani la aproximativ 65 nM. Ki pentru ERa mutant Y537S a variat de la aproximativ 2 nM pani
la 300 nM. Rezultatele acestui test demonstreaza afinitatea de legare si potenta compusilor exemplificati
impotriva ERa de tip silbatic, mutantului (ESR1 Y537S) si proteinclor EPp.
Test de degradare ERa in celulele MCF7

Scopul urmitorului test de degradare ERa este de a misura degradarca ERa de citre un compus
de testat intr-o linie celulard de cancer la sin pozitiv ERa cum ar fi MCF7.

Celulele MCF7 (cumparate de la ATCC HTB-22) de culturd in mediu DMEM suplimentat cu
10% FBS, 0,01 mg/mL insulini umani 1 si 1% antibiotice penicilind/streptomicind sunt placate in placi
cu fund plat cu 384 de godeuri la o densitate de 4.000 celule pe godeu in mediu DMEM fira fenol rosu
(20 pL) continAnd 10% FBS stripat cu carbune. Se incubeaza celulele peste noapte intr-un incubator de
culturd celulard (5% CO», 95% umiditate relativa si 37°C) si se lasa celulele sd se atageze la placa. In ziva
urmitoare se dozeazd celulele cu compusul de testat. Se utilizeaza un distribuitor acustic Echo 555 pentru
a prepara dilutii seriale ale compusului de testat (1:3) intr-un interval de la 6 uM pana la 0,0003 pM. Se
dozeazd celulele cu addugarea a 5 puL dintr-o placd de dilutic seriald la placa celulei care produce o
concentratie DMSO finald de 0,2% cu o doza a concentratiei finale a compusului de testat variind intre 2
si 0,0001 pM. Pentru punctul maxim, se utilizeazd mediul care contine 0,2% DMSO si pentru punctul
minim, se¢ utilizeaza fulvestrant diluat la concentratii finale de 2 uM in mediu de crestere continand 0,2%
DMSO. Dupa dozarea cu compusul de testat, se incubeaza plicile cu celule la 37°C si 5% CO; timp de 24
ore. Se¢ fixeazd celulele prin addugarea a 14% para-formaldehida (10 pL) timp de 30 minute la
temperatura camerei. Se spald celulele o datd cu PBS (20 uL) si se incubeazd cu PBS (20 uL) continind
0,5% (v/v) TWEEN® 20 timp de 1 ora. Se spali celulele cu PBS con{inand 0,05% TWEEN® 20 (2x) si se
blocheazi cu 3% BSA in PBS con{indnd 0,05% TWEEN® 20 si 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/godeu)
timp de 1 ord la temperatura camerei. Se adaugi dilutie 1:500 anticorp primar (20 pL) (ERa (clond SP1)
de anticorp monoclonal de iepure #RM-9101-S, Thermo Scientific) in 1% BSA in PBS continind 0,05%
TWEEN® 20 pe godeu, se etanseazi plicile si se incubeazi peste noapte la 4°C. In ziva urmitoare se
spala celulele cu PBS continind 0,05% TWEEN® 20 (2x) si se incubeazi cu anticorp secundar (20
(uL/godeu) (dilutie 1:1000, ALEXA FLUOR™ 488 1gM anti-iepure de capri) in PBS 1% BSA timp de
105 minute la temperatura camerei. Dupd spalarea placilor cu PBS (2x20 uL), se adaugd RNaza (Sigma)
(20 pL de 50 pg/mL) si 1:1000 solutie de iodurd de propidiu in PBS pe godeu (20 pL). Se etanseaza
placile si se incubeazid 1 ord la temperatura camerei pe bancd (ferite de lumind). Se scancazi plicile cu
ACUMEN EXPLORER™ [citometru cu microplacd fluorescentd cu scanare cu laser fabricat de TTP
LABTECH LTD] pentru a misura ERa. Analiza imagistici este pe baza semnalelor fluorescente celulare
pentru identificarea celulelor pozitive. Se identificd celulele pozitive ER prin intensitatea medie. Se
utilizeazad intensitatea totald la 575-640 nm din iodura de propidit/ADN pentru a identifica celulele
individuale. lesirea testului este % celule pozitive ER. Se determind ICso prin ajustarea pe o curba
logistici cu patru parametri, pentru fiecare icsire utilizind GENE DATE™. Rezultatele acestui test
demonstreazi degradarca potentd a ERa indusa de compusii cu Formula I, Formula 11, i Formula IIT cum
s-a descris aici in celulele MCF7 de cancer la san. Valorile 1Cs relative pentru Exemplele 1, 1A, si 1B
sunt prezentate in Tabelul 8.
Tabelul 8: Test de degradare Era in celulele MCF7

# Exemplu {ICs0 relativii (uM)
1 10,003405 % 0,001086, n=3
1A 10,3940 + 0,1941, n=4
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# Exemplu {ICso relativi (uM)
: 10,05220 % 0,006508, n=2

)

3 10.03347 £ 0,007830, n=3

3B 10,008664

4 0,02241 + 0,0003553, n=3

4A 10,4998

—— s
r— e Tom L ——————
5A 10,5221

P — Sy R g
r— o LSRR
6A 10,1753

6B 10,009132

— §6;63%56";'6','6673"7"5,"'1{;5 .....................................................................................................
8 1001738 £ 0,008752, n=2

8A 10,2341

8BOOO9617i0005198n=2 ...................................................................................................
s Ty

Specific, rezultatele din Tabelul 7 prezintd o degradare potentd a ERa de citre compusul din
Exemplul 1 in celulele MCF7 de cancer la san. Dintre compusii exemplificati testati, ICso relativa a variat
de la 0,003 la >2 pM ceea ce aratd cd toate, cu exceptia Exemplului 2B, au prezentat activitate la
concentratia testatd. Rezultatele acestui test demonstreazi cd compusul cu Formula (I) este un SERD cu
activitate potentd de degradare ERa in celule.

Test de inducere PRa in celulele MCF7

Scopul urmitorului test de inducere PRa este de a determina dacd un compus de testat are
activitate agonistici impotriva recetorului ERa (un agonist ar fi de asteptat si activeze receptorul).

Se cultivd MCF7 (cumparate de la ATCC HTB-22) in mediu DMEM suplimentat cu 10% FBS,
0,01 mg/mL insulind umani 1 si 1% antibiotice penicilind/streptomicini si se placheazi celulele (inainte
de a deveni 70% confluente) in plici cu fund plat cu 384 de godeuri la o densitate de 4.000 celule pe
godeu in 20 pL volum in mediu DMEM fird fenol rosu continind 10% FBS (cdrbune stripat). Se
incubeaza celulele peste noapte intr-un incubator de cultura celulard (5% CO», 95% umiditate relativa la
37°C) si se lasa celulele si se ataseze la placi. In ziua urmitoare, se dozeazi celulele cu compus de testat.
Se utilizeazd un distribuitor acustic Echo 555 pentru a prepara dilutii seriale compuse (1:3) intr-un
interval de la 6 pM pana la 0,0003 uM. Se dozeazi celulele cu addugarea de compus de testat (5 pulL) din
placa cu dilutie seriala la placa cu celule care produce o concentratic DMSO finala de 0,2% cu o dozd a
concentratiei finale a compusului de testat variind intre 2 si 0,0001 pM. Pentru punctul maxim se
utilizeazd mediul continind 0,2% DMSO si pentru punctul minim, se¢ utilizeaza fulvestrant diluat la
concentratii finale de 2 uM in mediu de crestere continind 0,2% DMSO. Dupa dozarea cu compusul de
testat, se incubeaza placa cu celule la 37°C si 5% CO» timp de 24 ore. Se fixeaza celulele prin addugare
de 14% para-formaldehidi (10 pL) timp de 30 minute la temperatura camerei. Se spald celulele o dati cu
PBS (20 puL) si se incubeazi cu PBS (20 uL) continind 0,5% (v/v) TWEEN® 20 timp de 1 ori. Se spalid
celulele de doud ori cu PBS (20 pL) con{indnd 0,05% TWEEN® 20 si se blocheazi cu 3% BSA in PBS
confinand 0,05% TWEEN® 20 si 0,1% TRITON™ X-100 (20 (uL/godeu) timp de 1 ora la temperatura
camerei. Se adauga dilutie 1:500 anticorp primar (20 pL) (anticorp monoclonal PR anti-uman de soarece,
cloni PgR 636 Dako, M3569) in 1% BSA/PBS cu 0,05 TWEEN® 20 pe godeu, se etangeazi plicile si se
incubeaza peste noapte la 4°C.
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In urmitoarea zi, se spala celulele cu PBS 0,05% TWEEN® 20 (2x20 pL) si se incubeazi cu
anticorp secundar (20 pL/godeu) (dilutie 1:1000, ALEXA FLUOR™ 488 IgM anti-iepure de capri) in
PBS 1% BSA timp de 105 minute la temperatura camerei. Dupd spalarea cu PBS (2x20 uL), se adauga
RNazd (20 pL de 50 pg/mL) (Sigma) si dilutie 1:1000 iodurd de propidiu in PBS pe godeu. Se etanseaza
placile si se incubeazd 1 ord la temperatura camerei pe bancd (ferite de lumind). Se scancazi plicile cu
ACUMEN EXPLORER™ [citometru cu microplacd fluorescentd cu scanare cu laser fabricat de TTP
LABTECH LTD] pentru a misura PRo. Analiza imagistica este pe baza semnalelor fluorescente celulare
pentru identificarca celulelor pozitive. Se identificd celulele pozitive PR prin intensitatca medie. Se
utilizeazad intensitatea totald la 575-640 nm din iodura de propidi/ADN pentru a identifica celulele
individuale. Iesirea testului este % celule pozitive PR. Se determind ICs prin ajustarea pe o curba logiticd
cu patru parametri, pentru ficcare icsire utilizind GENE DATE™. Rezultatele acestui test nu
demonstreazi nici o activitate agonisticd semnificativd a Exemplelor 1, 1A, si 1B in celulele MCF7 de
cancer la sin. Pentru compusii testati, ICso relative in acest test sunt > 2 uM. Rezultatele acestui test nu
demonstreazi nici o activitate agonisticA semnificativd a compusilor exemplificati testafi in celulele
MCF7 de cancer la san. Aceste rezultate demonstreaza de asemenea cd compusii exemplificati testati sunt
antagonisti ai ERa in celulele MCF7 de cancer la san (adicd, ei au activitate SERD).

Test celular de inhibare PRa (antagonism functional ERa) in celulele MCF7-ESR1 Y537N 682
CRISPR

Scopul urmitorului test celular de inhibare PRa (antagonism functional ERa) este de a determina
activitatea antagonistici a unui compus de testat impotriva receptorului ERa mutant Y537N. Un
antagonist in acest test este de asteptat sd blocheze functionarea receptorului ERa. PRa este o tintd
transcriptionald in aval a ERa si prin urmare un antagonist al ERa este de asteptat s inhibe expresia PRa.

Se cultivd MCF7-ESR1 Y537N-682 (generat prin editarea genei CRISPR/Cas9 a genei ESR1 in
celule MCF7, clona#682) in mediu DMEM suplimentat cu 10% FBS si 1% antibiotice
penicilind/streptomicind si se placheazi celulele (inainte de a deveni 70% confluente) in pléci cu fund plat
cu cu 384 de godeuri la o densitate de 4.000 celule pe godeu in mediu DMEM fara fenol rosu 10% FBS
(20 pL volum) (carbune stripat). Se incubeazi celulele peste noapte intr-un incubator de culturd celulard
(5% COa, 95% umiditate relativa si 37°C) si se lasa celulele sd se ataseze la placa. In urmitoarea zi se
dozeazd celulele cu compusul de testat. Se utilizeazd un distribuitor acustic Echo 555 pentru a prepara
dilutii seriale ale compusului (1:3) intr-un interval de la 6 pM pana la 0,0003 uM. Se dozeazi celulele cu
addugarea a 5 pL din placa cu dilutie seriald la placa cu celule producind o concentratic DMSO finala de
0,2% cu o dozd a concentratiei finale a compusului de testat variind intre 2 si 0,0001 pM. Pentru punctul
maxim s¢ utilizeazd mediul contindnd 0,2% DMSO si pentru punctul minim, se utilizeazd fulvestrant
diluat la concentratii finale de 2 uM in mediu de crestere continind 0,2% DMSO. Dupa dozarea cu
compusul de testat, se incubeaza plicile cu celule 1la 37°C si 5% CO- timp de 72 ore. Se fixeaza celulele
prin addugarca a 14% para-formaldehida (10 uL) timp de 30 minute la temperatura camerei. Se spald
celulele cu PBS (1 x200 pL) si se incubeazi cu PBS (20 uL) con{indnd 0,5% (v/v) TWEEN® 20 timp de
1 ora. Se spald celulele cu PBS (2x20 pL), 0,05% TWEEN® 20, si se blocheazi cu 3% BSA/PBS 0,05%
TWEEN® 20, 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/godeu) timp de 1 ord la temperatura camerei. Se adaugi
dilutie 1:500 anticorp primar (20 pL) (anticorp PR monoclonal anti-uman de soarece, clond PgR 636
Dako, M3569) in 1% BSA/PBS 0,05 TWEEN® 20 pe godeu, se etanseazi plicile si se incubeazi peste
noapte la 4°C.

In urmitoarea zi, se spala celulele cu PBS 0,05% ® (2x20 pL) si se incubeazd cu anticorp
secundar (20 pL/godeu) (dilutie 1:1000, ALEXA FLUOR™ 488 IgM anti-icpure de capri) in PBS 1%
BSA timp de 105 minute la temperatura camerei. Dupd spalarea cu PBS (2x20 pL), se adaugd RNaza (20
pL de 50 pg/mL) (Sigma) si dilutie 1:1000 iodurd de propidiu in PBS pe godeu. Se etanseaza plicile si se
incubeazi 1 ord la temperatura camerei pe bancd (ferite de lumind). Se scancazi plicile cu ACUMEN
EXPLORER™ [citrometru cu placd fluorescentd cu scanare cu laser fabricat de TTP LABTECH LTD]
pentru a misura PRo. Analiza imagistici este pe baza semnalelor fluorescente celulare pentru
identificarea celulelor pozitive. Se identificd celulele pozitive PR prin intensitatea medie. Se utilizeazi
intensitatea totald la 575-640 nm din iodura de propidic/ADN pentru a identifica celulele individuale.
Iesirea testului este % de celule pozitive PR. Se determind ICs prin ajustarea pe o curbd logisticd cu patru
parametri, pentru fiecare iesire utilizind GENE DATE™.

Rezultatele acestui test demonstreazi inhibarea potentd a PRa si antagonismul functional prin
Exemplele 1, 1A, si 1B in celulele MCF7 (ESR1 Y537N, mutant heterozigot) de cancer la san. Sunt
prezentate ICso relative din Exemplele 1, 1A, si 1B (si altele) din acest test in Tabelul 9 de mai jos. ICso
relative ale compusilor exemplificati testati, variazi de la aproximativ 0,0118 la > 1,6 uM ceea ce indica
faptul cd compusii exemplificati sunt antagonisti potenfi ai mutantului ERa (Y537N) si inhibitori
puternici ai transcriptiei mediate de ERa, cu exceptia Exemplului 2B 1,6 pM. PRa (PGR) este de
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asemenea o fintd transcriptionald a ERa si rezultatele din acest test demonstreazd inhibarea potentd a
transcriptiei Pra mediate de ERa.

Tabelul 9: Test celular de inhibare a PRa (antagonism functional Ere) in celulele MCF7 YS37N 682
CRISPR

# Exemplu ICso relativii (uM)

1 0,01679 + 0,00003, n=2 \
e e
1B00130i00059n=14 .............................................................................................................
2 10,01451 £ 0,002619, n=2

2A 0.02494 + 0007386, n=3

213 ........................................................... ‘"1",'655l"(')','i'i'zné',"i{;é .................................................................................................................
3 10,07717 £ 0,01154, n =2

3A 06117

'_513; ............................................................. T
4 ............................................................... §6;65%é‘ii'lué‘,'d'(‘)ﬁ‘ééé;"i{;‘z" ......................................................................................................
4A 0,5052

4B 0,01181

5 ............................................................... §6;6€8'i'i‘l"é;‘d'i'égi‘,"}{;i ..........................................................................................................
5A 0.3945

5B 0,01822 + 0,009815, n=2 \
6 e
e
6B 0,0136 \
B P —
800412“000657211:2 .......................................................................................................
8A 10,4335 +0,1946, n=3

Scopul urmitorului test celular de inhibare a PRa (antagonism functional ERo) este de a
determina activitatea antagonisticd a unui compus testat impotriva receptorului ERa. Un antagonist in
acest test este de asteptat sd blocheze functionarea receptorului ERa. PRa este o {intd transcriptionald in
aval a ERa si prin urmare un antagonist al ERa este de asteptat sa inhibe expresia PRa.

Se efectuecaza conditiile de test cum s-a detaliat in testul Acumen pe bazi celulard de degradare a
ERa de mai sus, utilizand linia celulard MCF7 cu exceptia faptului ci, inainte de a testa distribuirca
compusului, se indepartcazd mediul din placa cu celule si se pretrateazi toate godeurile cu exceptia
godeurilor de control negativ (coloana 24 a plicii) cu mediu de test continind 0,47 nM estradiol timp de
30 minute. In acest test, se efectucazi imunocolorarea pentru detectia de PRa si se scaneazi plicile cu
ACUMEN EXPLORER™ [citrometru cu microplacd fluorescentd cu scanare cu laser fabricat de TTP
LABTECH LTD] pentru a masura PRo. Analiza imagistici este pe baza semnalelor fluorescente celulare
pentru identificarea celulelor pozitive. Se identificd celulele pozitive Pra prin intensitatea medie. Se
utilizeazd intensitatea totald la 575-640 din iodura de propidit/ADN pentru a identifica celulele
individuale. lesirea testului este % de celule pozitive PRa. Se determind 1Cso prin ajustarea pe o curba
logisticd cu patru parametri, pentru fiecare iesire utilizind GENE DATE™. Rezultatele acestui test
demonstreazi inhibarea potentd a PRa si anatgonismul functional prin Exemplele 1, 1A, si 1B in celulele
MCF?7 de cancer la san. ICso relative din Exemplele 1, 1A, si 1B din acest test sunt prezentate in Tabelul
10 de mai jos. ICsp relative ale compusilor exemplificati variaza de la aproximativ 0,029 la >2 pM care
arata ci toti compusii exemplificati testati cu exceptia 1A si 2B, sunt antagonisti potenti ai proteinei ERa
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de tip salbatic si inhibitori puternici ai transcriptiei mediate de ERa. PRa (PGR) este de asemenea o tintd
transcriptionald a ERa si rezultatele din acest test demonstreazd inhibarea potentd a transcriptiei PRa
mediate de ER la concentratia testata.

Tabelul 10: Test celular de inhibare PRa (antagonism functional Ere) in celulele MCF7

# Exemplu {ICso relativa (uM)

1 10,1283 +0,0226, n=3

R T
— T
2 10,1634

2A 10,1215 + 0,05368, n=2 \
e A —
3 10,07666 + 0,02101, n=3

3A 10,9274 \
e
— e ey ——
4A 10,8465

4B 10,02866

r— TR ———
5A 10,6002

5B 0,03203 + 0,005306, =2

e o —
— e
6B 10,02835

S Ty e —
r— T
8A 10,2058

8B 10,04848 + 0,02944, n=2

Test de proliferare celulari in MCF7 si MCF7-ESR1 Y537N-682

Scopul urmitoarelor teste de proliferare celulard este in general de a detecta dacd un compus de
testat are efecte asupra proliferdrii celulare.

Se insdmanteaza celule MCF7 (cumparate de la ATCC HTB-22) la o densitate de 2.000 celule
pe godeu in mediu DMEM fird fenol rosu 10% FBS (20 pL volum) (cirbune stripat) in plici de culturd
celulara cu fund clar cu 384 de godeuri. Placa MCF7-ESRY537N-682 (generatd de gena CRISPR/Cas9
care editeaza gena ESrl in celulele MCF?7, clona#682) este in mediu DMEM suplimentat cu 10% FBS, si
1% antibiotice penicilind/streptomicini la o densitate de 1000 celule pe godeu. Se incubeazi plicile la
37°C si 5% CO,. In urmitoarea zi se dozeazi celulele cu compusul de testat. Se utilizeaza un distribuitor
acustic Echo 555 pentru a prepara dilutii deriale ale compusului de testat (1:3) intr-un interval de la 60
uM pani la 0,003 uM. Se dozeaza celulele cu addugarea a 5 uL. din placa cu dilutie seriald la placa cu
celule, producind o concentratic DMSO finald de 0,2% cu o doza a concentratiei finale a compusului de
testat variind intre 20 i 0,001 uM. Pentru punctul maxim se utilizeazd mediu continind 0,2% DMSO si
pentru punctul minim se utilizeazi fulvestrant diluat la concentratii finale de 2 pM in mediu de crestere
continind 0,2% DMSO. Dupi dozarea cu compusul de testat, se incubeaza placile cu celule 1a 37°C si 5%
CO:s. La sapte zile dupd addugarea compusului de testat, se indeparteaza placile din incubator si se adaugd
EtOH rece 96% (65 pL) la fiecare godeu. Dupid 30 minute, se indeparteaza mediul si se adaugd RNaza
(20 pL de 50 pg/mL) (Sigma) si dilutie 1:1000 iodurd de propidiu in PBS pe godeu. Se etanseazi plicile
si s¢ incubeazd 1 ord la temperatura camerei pe bancid (ferite de lumind). Se scancazd plicile cu
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ACUMEN EXPLORER™ [citometru cu microplacd fluorescent cu scanare cu laser fabricat de TTP
LABTECH LTD]. Linia celulard MCF-7 creste formarea agregatelor, numarul de celule ca numir de
obiecte putind sd nu fie capabil pentru a fi utilizat ca citire; astfel, numarul de celule poate fi evaluat prin
numarul de celule estimat (calculat prin parametrul ariei (raportul dintre aria totald a populatiei totale de
celule (un interval desemnat de intensitate maxima a FL-1 (PI) si aria medie a populatiei de celule singure
(definitd de perimetru)). Se determind ICso prin ajustarea pe o curbd logistica cu patru parametri, pentru
fiecare iesire utilizind GENE DATE™. ICso relative din Exemplele 1, 1A, si 1B (si altele) in MCF7 ESR1
de tip sdlbatic si celulele mutante MCF7-ESR1 Y537N sunt prezentate in Tabelul 10 de mai jos.
Rezultatele acestui test demonstreaza activitate anti-proliferativd puternica si cresterea inhibdarii celulare
prin Exemplele 1, 1A, si 1B (si altele) in celulele MCF7 (ESRI1 de tip sdlbatic) si MCF7 (mutant ESR1
Y537N) de cancer la sin. ICsq relative ale compusilor exemplificati variaza de la aproximativ 0,0035 pana
la 1,176 pM in MCF7 ESR1 de tip sdlbatic si de la 0,014 pand la 1,86 uM in celulele MCF7 (mutant
ESR1 Y537N) de cancer la sin care arati ca toti compusii exemplificati testati demonstreaza activitate
anti-proliferativd puternicd si cresterea inhibdrii celulare in celulele MCF7 (ESR1 de tip silbatic) si
MCF7 (mutant ESR1 Y537N) de cancer la san.

Tabelul 11: Test de proliferare celulara in MCF7 si MCF7-ESR1Y537N-682

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

ICso relative (uM) MCF7 ESR1 de tip ICso relative (uM) celule mutante MCF7

salbatic

ESR1 Y537N

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

1 0,00768 £ 0,01263, n=3 0,0321 % 0,0068, n=2

1A 1,18 + 0,68, n=4 1,86 + 1,03, n=4

1B T
2000425005113
§2A 10,00612 10,04284 + 0,002666, n=2

2B 0.4053 0,7777

3 ............................. "6',55'89 ....................................................................... "6','6555'4' .....................................................................................
3A 0,303 10,6169 +0,1735, 1=3

3B 0,008785 0.02144 + 0008938, n=3

j'ii ............................... T ey
Fra— §6;iééi ........................................................................ §6:32215‘i‘b‘,‘i‘ié‘i:‘i{% .........................................................
4B 0,003496 0.01433 £ 0,004925, n=3

s 10,08009 10,07252 + 0,02632, n=2 |
| | R
5B 0,007666 0,02131 + 0,01300, n=3

6 0,05128 0,02362

6A T
6B001539
7 0,01902 0.04479 + 0,01188, n=2

8 T
8A0174306621i01173n:2
8B 0,005083 0,01419=0,01108, =2

110 10,004379 10,01059

e e e e e e e e e e e e e e e e e

Test de inhibarea tintei (IVTI) in vivo (test PGR RT-qPCR) in tumorile MCF7

Scopul acestui test IVTT este de a misura abilitatea unui compus de testat (SERD) de a inhiba
expresia genei (transcriptic) Pra in aval de ERa in tumorile xenogrefd implantate la soareci.

Soarecilor NOD SCID femele (22-25 g) de la Envigo RMS, Inc., Madison, Wisconsin li se
implanteazi 5 x 10e® celule de cancer la sin pozitive ER MCF7 (ATCC, # HTB-22) subcutanat in flancul
regiunii drepte in 1:1 solutic HBSS + MATRIGEL™ (200 uL). Li s¢ implanteazi un pelet de 17-
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estradiol (0,18 mg/pelet, cu eliberare in 90 de zile, de la Innovative Research) subcutanat cu 1 zi inainte
de implantarea celulei tumorale. Se misoard cresterea tumorii si greutatea corporald de doudl ori pe
sdaptdmand incepand cu cea de a saptea zi dupd implantare. Cand dimensiunile tumorii ating 250-350
mm?, se randomizeazi animalele si se grupeazi in grupuri de cinci animale. Se dozeazid animalele fie cu
compusul de testat la multiple doze intr-un vehicul specific al compusului de testat (1%
hidroxietilcelulozd/0,25% TWEEN® 80/0,05% antispumant in apd purificatd) sau fie cu vehicul singur
oral timp de 3 zile si se colecteaza tumorile si singele la intervalele de timp dorite dupd ultima doza. Se
sacrificd animalele utilizind anestezia cu izofluran plus dislocarea cervicald. Tumorile sunt congelate
rapid si depozitate la -80°C pand la procesarea pentru izolarea ARN si testul RT-qPCR. Se colecteazi
sangele in tuburi EDTA, se rotesc pentru plasma, si se congeleaza la -80°C intr-o placd cu 96 de godeuri.
Se determind expunerea compusului de testat utilizand spectrometria de masa.

Se pulverizeazd tumorile in azot lichid si se lizeazad intr-un tampon de lizare 1 x ARN (din
trusele de izolare ARN) utilizind perle Matrix D (MP Biomedical, #6913-500) intr-o masina
perturbatoare de celule FASTPREP-24™ (MP Biomedical). Se transferd lizatele tumorale in tuburi
proaspete dupd rotatia la 14000 rpm timp de 20 minute la 4°C. Se izoleazi ARN-ul din lizatele tumorale
utilizdnd mini trusa PURELINK® ARN (Invitrogen #12183018A) sau mini trusa RNeasy (Qiagen #74104
si #74106). Se indepirteazd contaminantii ADN utilizAnd setul Dnazi PURELINK® (Invitrogen
#12185010) sau setul Dnaza fard RNaza (Qiagen #79254). Se masoard concentratia de ARN izolat prin
diluarea mostrelor in apa fard RNazi si se mdisoard absorbanta la 260 nm pe un cititor de placa
(SpectraMax190). Se scad masuritorile medii de absorbantd la 260 nm ale martorului (numai apa fara
RNazi) din misurdtorile tuturor celorlalte mostre ARN la 260 nm. Se diluecazi mostrele ARN in
concentratii egale in apd fard RNaza. Se sintetizeazd ADNc din ARN diluat utilizand sistemul de sinteza
al primei catene pentru RT-PCR (Invitrogen, #18080-051). Pentru a efectua RT-qPCR, se dilueazi mai
intdi ADNc in apd fard RNazi. Se combind un amestec 2x Absolute Blue qPCR ROX (Thermo, #AB-
4139/A), initiator PGR (Thermo, Hs01556702 ml), si ADNc diluat pentru fiecare reactie intr-o placa
PCR (Applied Biosystems, #4309849). Se amplificA ADNc prin incubarea mostrelor timp de 2 minute la
50°C urmatd de 15 minute la 95°C in termociclor (sistem de detectie al secventei ABI Prism 7900HT). Se
continud incubarea la 95°C timp de 15 secunde urmatd de 50°C timp de 60 secunde pentru un total de 40
cicluri. Ciclurile sunt normalizate la gena menajera si sunt utilizate pentru a calcula % de inhibare PGR in
comparatic cu vehiculul singur. Se analizeaza fiecare mostra in duplicat si se utilizeazd numerele medii
pentru calcule. Se calculeazi inhibarea procentuald tintd (PGR) utilizind Excel si XL Fit.

Rezultatele acestui test demonstreazi cd Exemplul 1B inhibd expresia PRa (PGR) in modelul de
xenogrefd tumorald. Exemplul 1B inhibd expresia PRa (PGR) cu ~78% in modelul de xenogrefd tumorala
timp de 24 ore cu o dozi de 30 mg/kg cand sc¢ administreazd oral. Aceste rezultate demonstreazi
inhibarea semnificativa si sustinutd a activitdtii antagonistice a ERa si a activitdtii transcriptionale mediate
de ERa in vivo intr-un model de xenogrefa tumorala.

Studiu de inhibare a cresterii tumorale in vivo in modelele tumorale de xenogrefi de cancer la sin
pozitiv ER (ESR1 de tip salbatic) implantate in soareci

Scopul urmitorului test de inhibare tumorald a xenogrefei este de a masura reducerea volumului
tumoral ca rispuns la administrarca compusului de testat.

Se extind celulele de cancer la sin umane MCF7 (ATCC # HTB-22) si HCC1428 (ATCC #
CRL-2327) in culturd, 5 x 10e® celule sunt recoltate §i injectate in solutie 1:1 HBSS+MATRIGEL™ (200
pL) subcutanat pe flancul drept din spate al soarecilor NOD SCID femele (22-25 g, Envigo RMS, Inc).
Cu doudzeci si patru de ore inainte de implantarea celulelor, se implanteaza subcutanat peleti estrogeni
(0,18 mg/pelet, 17B estradiol, cu eliberare in 90 de zile, Innovative Research). Se extind celulele de
cancer la san uman T47D (ATCC # HTB-22) in culturd, se recolteazi si se injecteazd subcutanat 5 x
10e¢ celule in solutie 1:1 HBSS+MATRIGEL™ (200 pL) pe flancul drept din spate al soarecilor femele
NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Cu doudzeci si patru de ore inainte de implantarea celulelor, se
implanteazd subcutanat peleti estrogeni (0,38 mg/pelet, 178 estradiol, cu eliberare in 90 de zile,
Innovative Research). Se extind celule de cancer la san uman ZR-75-1 (ATCC # CRL-1500) in culturi, se
recolteazdi si se injecteazii subcutanat 5 % 10e celule in solutie 1:1 HBSS+MATRIGEL™ (200 uL) pe
flancul drept din spate al sorecilor femele NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Cu doudzeci si patru
de ore inainte de implantarea celulelor, animalelor le este administratd o injectie intramuscularad de 50 pl
de valerat de estradiol (Delestrogen®) (10 mg/mL) si apoi o dati la fiecare 14 zile pe durata studiului. Se
misoard cresterea tumorii $i greutatea corporald de doud ori pe sdptimand incepand cu cea de a saptea zi
dupi implantare. Cind dimensiunile tumorii ating 250-350 mm?, se randomizeazd animalele si de
grupeaza in grupuri de 5 animale. Se prepard compusul de testat, Exemplul 1B intr-un vehicul adecvat
(1% hidroxietilceluloz#/0,25% TWEEN® 80/0,05% antispumant in apa purificati) si se administreazi prin
gavaj oral timp de 28 zile, QD. Se determind rispunsul tumorii prin misurarca volumului tumoral
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efectuatd de doudl ori pe siptimand in decursul tratamentului. Se ia greutatea corporald ca misurd
generala de toxicitate ori de cate ori este madsurat volumul tumoral.

Compusul din Exemplul 1B este gasit ca avand valori % T/C delta cum s-au prevazut in Tabelul
12 de mai jos. Aceste rezultate indicd cd compusul din Exemplul 1B demonstreazi o buni
biodisponibilitate orald la soareci si activitate antitumorald semnificativa sau regresia tumorii in modelele
de xenogrefi de cancer la san uman (ESR1 de tip silbatic) pozitiv ER.
Tabelul 12: Studiu de inhibare a cresterii tumorale in vivo in modelele tumorale de xenogrefia de
cancer la sin pozitiv ER implantate in soareci

EModel tumoral §Doz§1 (mg/kg) ST/C% delta sau % regresie gValoare p
: 10,001 -

EMCF7 (xenogrefd de cancer la san) 3

10
§T47D (xenogrefa de cancer 1a san) 3
'; 10 _
| 30 .................................
ZR751(Xenogrefzidecancerla3 .................................... 4<0001 ...............
san) 10 <0,001 "
.. 30<0001 ..............
HCC1428(Xenogrefzidecancerla10 ................................. <0001 .........
san) 30 B <0,001 -

iAnaliza pentru volumul tumoral este pe baza Log 10 si structurii covariante de putere spatiald.
i+ semnificativ (p<0,05) in comparatie cu controlul cu vehicul.

1% T/C delta este calculat cand volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste
ivolumul tumoral al liniei de bazi. Formula este 100” (T-Tg)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale
imedii ale obicctivului final in grupul tratat sau respectiv de control. Ty si Co sunt volumele tumorale medii
ale liniei de bazi in acele grupuri.
1% regresie este calculatd cand volumul obiectivului final este sub linia de bazi. Formula este 100™ (T-
iTo)/To, unde Ty este volumul tumoral mediu al liniei de baza pentru grupul tratat.

Media mare a tuturor grupurilor fatd de linia de baza (randomizare) in ziua 32 este utilizatd
pentru a calcula % modificare din T/C.

Studiu de inhibare a cresterii tumorale in vivo la modelul tumoral PDX de cancer la sin (ST941/HI)
al mutantului ESR1 (Y337S) implantat la soareci

Scopul urmitorului test de inhibare a tumorii xenogrefei este de a masura reducerea volumului
tumoral ca rdspuns la administrarca compusului de testat intr-un model de xenogrefid derivat de la
pacientul cu cancer la sin (PDX) independent hormonal si mutant ESR1 (HI).

Modelul ST941/HI PDX a fost derivat la, si rulat la South Texas Accelerated Research
Therapeutics (San Antonio, TX). Fragmentele tumorale au fost recoltate de la animalele gazda si
implantate in soarecii imuno-deficienti (The Jackson Laboratory) si studiul a fost initiat la un volum
tumoral mediu de aproximativ 125-250 mm?. Se prepard compusul de testat, Exemplul 1B intr-un vehicul
adecvat (1% hidroxietilceluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% antispumant in apd purificatd) si se
administreaza prin gavaj oral timp de 28 zile. Se determind rdspunsul tumorii prin misurarea volumului
tumoral efectuatd de doud ori pe sdptdmand in decursul tratamentului. Se ia greutatea corporald ca misurd
generala de toxicitate ori de cate ori este misurat volumul tumoral.

Compusul din Exemplul 1B este gasit ca avand valori % T/C delta cum s-au previzut in Tabelul
13 de mai jos. Aceste rezultate au indicat cd compusul din Exemplul 1B demonstreazi o buni
biodisponibilitate orald la soareci si activitate antitumorald semnificativd sau regresia tumorii intr-un
model PDX de cancer 1a sdn uman mutant ESR1 (Y537S).

Tabelul 13: Studiu de inhibare a cresterii tumorale iz vivo in modelul tumoral PDX de cancer la
sin mutant ESR1 implantate la soareci

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

Model tumoral 1% T/C delta sau % regresie Valoare p

...............................................................................................................................................................................................................................
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31
\EModel tumoral gDozé (mg/kg) gProgram % T/C delta sau % regresie éValoare p
‘mutant ESR1) ‘ QD 6 <0,001 *

§Anahza pentru volumul tumoral este pe baza Log 10 si structurii covariante SpatlalPower

> semnificativ (p<0,05) in comparatie cu controlul cu vehicul.
i% T/C delta este calculat cand volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste |
ivolumul tumoral al liniei de bazi. Formula este 100" (T-To)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale
imedii ale obiectivului final in grupul tratat sau respectiv de control. To si Co sunt volumele tumorale ;
imedii ale liniei de bazi in acele grupuri. |
i% regresie este calculatd cAnd volumul obiectivului final este sub linia de bazd. Formula este 100" (T-
iTo)/To, unde Ty este volumul tumoral mediu al liniei de baza pentru grupul tratat. 5

Media mare a tuturor grupurilor fatd de linia de bazd (randomizare) in ziua 32 este utilizata
pentru a calcula % modificare din T/C.
Studii de combinatie

Din cauza eterogenitdtii tumorii si rezistenfei dobandite la terapiile endocrine, terapia de
combinatic a devenit esentiala in tratamentul cancerului la sdn avansat/metastatic pentru terapia eficientd
sau pentru a depdsi rezistenta dobanditi. Noi am testat efectul combinatiei din Exemplul 1B cu inhibitorul
CDK4/6 abemaciclib, inhibitorul mTOR everolimus, inhibitorul PIK3CA alpelisib si inhibitorul
PI3K/mTOR 8-[5-(1-hidroxi-1-metiletil)piridin-3-il]-1-[(2S)-2-metoxipropil]-3-metil-1,3-dihidro-2H-
imidazo[4,5-c]chinolin-2-ond (,,Compus A”) in cinci linii celulare de cancer 1a sin pozitiv ER in vitro.
Test de viabilitate celulara pentru studii de combinatie

Se insdmanteaza celulele la densitatea prezentatd in Tabelul 14 de mai jos in 20 pL volum de
mediu descris in tabel intr-o placa de culturd celulard cu fund clar cu 384 de godeuri.
Tabelul 14: Informatii despre linia celulara de analizi a viabilitatii celulare

iLinie Densitate  de éRefen'n;é gMediu de cuturd Timp de fixare|
icclulard  {insdmantare  icomerciald (ore)
éT-47D 1000 EATCC HTB-133  iRMPI 10% FBS 1% P/S, 0,008 mg/mL ;72

{insulind bovini

: ‘RMPI 10% FBS 1% P/S 3
| ATCC CRL-1500 \RMPI 10% FBS 1% P/S 144

ZR-75-1

BT-474 ATCCHTB-20 HYBRI-CARE (I L H,0, 1,5 g/L 144
ibicarbonat de sodiu, 10% FBS, 1%

, | , IS)

ZR-75-30 11000 . ATCC CRL-1504 TRMPI 10% FBS 1% P/S 1240

B R R R R R R

Se incubeaza placile 1a 37°C si 5% CO.. In urmitoarea zi se dozeazi celulele cu compusul de
testat, Exemplul 1B.

Se prepard compusii ca 10 mM solutii stoc de DMSO si se utilizeaza pentru un studiu de rspuns
la doza cu concentratia maxima incepand la 10 sau 1 pM, doi compusi testati impreund la un raport fixat,
si apoi se prepard dilutie seriald de dilutii seriale 1:3 precum si compusi singuri pentru determinarea ICs
cu o concentratie de inceput de 20 uM. Se dozeazi celulele cu addugarca a 5 puL din placa de dilutic
seriala la placa cu celule, producind o concentratice DMSO finala de 0,2% cu o doza a concentratiei finale
a compusului de testat variind intre 20 si 0,001 uM pentru tratamentul singur sau un interval mai scizut
pentru combinatii. Pentru punctul maxim se utilizeazd mediu continand 0,2% DMSO si pentru punctul
minim se utilizeaza staurosporind diluatd la concentratii finale de 2 uM in mediu de crestere continind
0,2% DMSO. Dupi dozarea cu compusul de testat, se incubeaza plicile cu celule la 37°C si 5% COo.
Dupa doud intervale duble de incubare cu compusii, se indepirteazi plicile din incubator si se¢ adaugd
EtOH rece 96% (65 pL) la fiecare godeu. Dupid 30 minute, se indeparteaza mediul si se adaugd RNaza
(20 pL de 50 pg/mL) (Sigma) si dilutie 1:1000 iodurd de propidiu in PBS pe godeu. Se etanseaza placile
si s¢ incubcazd 1 ord la temperatura camerei (ferite de lumind). Se scancazd plicile cu ACUMEN
EXPLORER™ [citometru cu microplacd fluorescentd cu scanare cu laser fabricat de TTP LABTECH
LTD]. Deoarece unele linii celulare cresc formarea agregatelor, numirul de celule ca numir de obiecte
poate sd nu fie capabil sd fie utilizat ca citire; astfel, populatia ariei totale (un interval desemnat de
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intensitate maximd a FL-1 (PI)) sau intensitatea totald a PI sunt utilizate pentru a evalua numérul de
celule.

Datele de combinatie in vitro sugereazd sinergie (cum s-a definit mai jos) cu combinatia din
Exemplul 1B cu abemaciclib, sau cu everolimus in 5 din 5 linii celulare de cancer la san pozitiv ER asa
cum se aratd in Tabelul 15. Combinatia din Exemplul 1B cu Compusul A este sinergica in 4 din 4 linii
celulare testate de cancer la san pozitiv ER. Efectul combinatiei din Exemplul1B cu alpelisib este aditiv in
2 din 4 linii celulare de cancer la san pozitiv ER si sinergic in 2 din 4 linii celulare de cancer la san pozitiv
ER.

Tabelul 15: Combinatia in vitro din Exemplul 1B cu alti agenti tintiti in liniile celulare de cancer la
sdn pozitiv ER

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

ELinie celulard gTratament 1 Tratament 2 Indice de EInterpretare §Interpretare

ide cancer lai combinatie  statisticd ibiologica

:san (CI50)

'MCF7 Exemplul 1B |Abemaciclib  0,2675 Sinergic  Aditiv

:: Everolimus 0,0389 Sinergic Sinergic

T47D .................... ExemplullB R 0,2693smerg1csmerglc .....................

Ly 0,0609 ............... Smerglc ................. smerglc
Alpelisib 0,0818 éSinergic gSinergic
CompusA 0,240151nerg1c .................. Smerglc ....................

ZR_75_1 .............. ExemplullBAbemac1c11b0,2067 ............... Smerglc ................. Smerglc ....................

: : %Everolimus 0,1853 Sinergic Sinergic
alpelisib 1,3717 éAditiV gAditiV

| | CompusA ............ 0,376gsmerg1c ................. Smerglc ....................

ZR-75-30  Exemplul 1B {Abemaciclib  }0,3960 :Sinergic Sinergic

€ Everolimus 0,1248 Sinergic Sinergic
A]pe]lSlb ................. 0,4149AdiAdi

E | CompusA ............ 0,7098 ................ Smerglcsmerglc .....................

EFM-19 Exemplul 1B |Abemaciclib 10,3455 Sinergic ‘Sinergic

:' Everolimus 10,5033 Sinergic | Aditiy
AlpehSlb (),2963Smerglc .................. smerglc ....................
§C0mpus A §0,4326 éSinergic gSinergic

Analiza datelor si interpretarea efectului de combinatie

Se utilizeazd metode care sunt publicate in literaturd pentru a calcula efectul de combintie in
vitro (L. Zhao, si colab, Front Biosci, 2010, 2:241-249 si L. Zhao, si colab, Clin Cancer Res, 2004,
10(23):7994-8004). Pentru a identifica interactiunile sinergice sau antagonistice intre doud medicamente,
a fost efectuatd o analiza de deplasare a curbei utilizand un sablon XL customizat cu addugarea de XLFit
5. Curbele cu un singur agent sunt ajustate utilizand o regresic logisticd cu 4 parametri. Criteriile si
restrictiile utilizate pentru ajustare sunt (i) partile de jos < (-20) sunt fixate pana la O si (i) partea de sus
>120 fixatd pana la 100. Dac3i toate observatiile sunt mai scizute decat un prag setat de utilizator, atunci
este efectuatd o constantd de ajustare cu panta = 0 si ICso este consideratd mai ridicatd decat concentratia
maximi inclusd. Odata ce a fost obtinuta ICsq albsoluti a fiecirui agent singur, concentratia echivalenta la
50% din activitate este calculatd pentru agentul singur si combinatie. Utilizind aceste concentratii
echivalente impreund cu activitatile masurate am recalculat o 1Cso absolutd, curba pentru agentii singuri
va atinge 50% din activitate la valori de concentratii echivalente egale cu 1, in timp ce combinatiile
sinergice vor atinge 50% la valori mai scizute conducind la o deplasare spre stinga, si combinatia
antagonisticd va prezenta o deplasare spre dreapta. Concentratiile echivalente sunt de asemenea utilizate
pentru a calcula Clso (indice de combinatie la 50% din activitate), unde Clso este egal cu ICso absolut a
curbei de combinatie. Impreuni cu Clso se pot calcula alti CI (indici de combinatie) la diferite procentaje
de activitate (CI;o, Cla, Clag, Clsg, Clgo, ClIzg, Clgo, Cloo). Pentru a calcula Cl,,,, este calculata concentra;ia
echivalenti la diferite procentaje de activitate. Pentru fiecare procentaj de activitate am calculat marginea
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de eroare care este intervalul de incredere 1a 95% si utilizind acest interval de incredere am calculat limita
superioard ca addugarea marginii de eroare la CI si limita inferioara ca sciderca marginii de eroare din CI.
Limita superioard = Cl+Interval de incredere 95% si Limita inferioard = Cl-Interval de incredere 95%.
Aceste limite sunt apoi utilizate pentru a interpreta rezultatele.

Interpretarea statistica la fiecare procentaj de activitate este dupd cum urmeaza:

\ELimita inferioara <1 si limita superioara > 1 ;Aditiv

ELimita superioard <1 éSinergiC

R R R R R e R R e

iLimita inferioard >1

Interpretarea biologica la fiecare procentaj de activitate este dupd cum urmeaza:
ECIm <05 éSinergic

ClL>0,55i Clu < 2

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R e R YR R R R R ey

iCluw > 2 éAntagonist

Studii de combinatie in vivo

Din cauza eterogenitdtii tumorii si rezistentei dobandite la terapiile endocrine, terapia de
combinatie a devenit esentiald in tratamentul cancerului la sin avansat/metastatic pozitiv ER pentru
terapia eficientd sau pentru a depasi rezistenta dobanditd. Se presupune cd o combinatie de terapii fintite
are potentialul de a fi mai eficientd in incetinirea sau chiar oprirea cancerului la san pozitiv ER.
Combinatia de inhibitori CDK4/6 si fulvestrant a fost aprobatd pentru tratamentul cancerului la sin
metastatic pozitiv ER dar un procentaj mare al pacientilor dezvoltd rezistentd din cauza mutatiilor
dobandite in ESR1 sau PIK3CA. Ca degradant potent si antagonist al ERa, SERD oral cum ar fi Exemplul
1B are potentialul de a fi mai eficient in incetinirea sau oprirca mutantului ESR1 sau cancerului la san
mutant PIK3CA ca agent singur sau in combinatie cu un inhibitor CDK4/6 cum ar fi abemaciclib sau cu
un inhibitor PI3K/mTOR cum ar fi Compusul A. In acel context, compusul din Exemplul 1B este testat
pentru inhibarea cresterii tumorale in combinatie cu abemaciclib (brevet de referintd) sau cu Compusul A
(brevet de referintd). Mai specific, compusul din Exemplul 1B este testat in combinatie cu abemaciclib
sau Compusul A in ESR1 de tip sélbatic si modelul de xenogrefa de cancer la san MCF7 mutant PIK3Ca.

Se extind celulele de cancer 1a sdn uman MCF7 (ATCC # HTB-22) in culturd, se recolteaza si se
injecteazd subcutanat 5x10e6 celule in 1:1 solutic HBSS+MATRIGEL™ (200 pL) pe flancul drept din
spate al soarecilor femele NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Cu doudzeci si patru de ore inainte de
implantarea celulelor, se implanteazd subcutanat pelefi estrogeni (0,18 mg/pelet, 17p estradiol, cu
eliberare la 90 de zile, Innovative Research). Se masoard cresterca tumorii si greutatea corporald de doud
ori pe sdptimand incepand cu cea de a saptea zi dupa implantare. Cand dimensiunile tumorii ating 250-
350 mm?, se randomizeazi animalele si se grupeazi in grupuri de 5 animale. Se prepard compusul de
testat din Exemplul 1B intr-un vehicul adecvat (1% hidroxietilcelulozi/0,25% TWEEN® 80/0,05%
antispumant in apa purificatd) si se administreazi prin gavaj oral timp de 42 zile. Inhibitorul CDK4/6
(abemaciclib) este formulat in 1% HEC in 25 mM tampon de fosfat de sodiu, pH 2,0. Inhibitorul
PI3K/mTOR (Compusul A) a fost formulat in 1% hidroxietilcelulozi/0,25% TWEEN® 80/0,05%
antispumant in apa purificati. Se determind raspunsul tumorii din misurarea volumului tumoral efectuati
de doud ori pe sdptdmand in decursul tratamentului. Se ia greutatea corporald ca misurd gencrald a
toxicitdtii ori de céte ori este masurat volumul tumoral. Volumul tumoral este estimat prin utilizarea
formulei v =1 x w2 x 0,535 unde 1 = cel mai mare diametru masurat si w = cel mai mic diametru
perpendicular.
Analiza statistici

Datele de analizi statisticd ale volumului tumoral incep cu o transformare a datelor la o scald
logaritmicd pentru a egaliza varianta de-a lungul timpului si grupurilor de tratament. Datele de volum
logaritmice sunt analizate cu o analizd a varianfei cu misurdtori repetate bidirectionale in timp si
tratamentul utilizind proceduri MIXED in software-ul SAS (versiunca 9.3). Modelul de corelatic pentru
misurdtorile repetate este Spatial Power. Grupurile tratate sunt in comparate cu grupul de control la
fiecare moment de timp. Procedura MIXED este de asemenea utilizatd separat pentru fiecare grup de
tratament pentru a calcula mediile ajustate si erorile standard la fiecare moment de timp. Ambele analize
iau in considerare pentru autocorelatia in cadrul fiecirui animal si pierderea de date care apare cind
animalele cu tumori mari sunt indepdrtate devreme din studiu. Mediile ajustate si erorile standard (s.c.)
sunt reprezentate grafic pentru fiecare grup de tratament versus timp. Analiza volumului tumoral este pe
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baza logio si structurii covariante de puterc spatiald. Valoarca p este pe baza comparatici intre doud
grupdri specifice.
Metodi de analizd combinati (buni independenti pentru studiile IVEF)

Mai intdi, modelul de masuritori repetate uzuale este ajustat la volumul logaritmic versus grup si
timp. Apoi declaratiile contrastante sunt utilizate pentru a testa efectul interactiunii la fiecare moment de
timp utilizind 2 tratamente specifice care sunt combinate. Acest lucru este echivalent cu metoda bunei
independente si presupune cd volumele tumorale pot, in teorie, atinge zero, adicd, regresia completa.
Raspunsul aditiv asteptat (EAR) pentru combinatie este calculat pe scara volumului tumoral ca: rispuns
(EAR) volum EAR = V1 * V2/VO0, unde VO, V1, si V2 sunt volumele tumorale medii estimate pentru
controlul cu vehicul, tratamentul 1 singur, si tratamentul 2 singur, respectiv. Daci testul de interactiune
este semnificativ, efectul combinatici este declarat statistic mai mult decat aditiv sau mai putin decat
aditiv depinzdnd de volumul mediu al combinafiei observate ca fiind mai mic ca, sau mai mare ca
volumul EAR, respectiv. Altfel, concluzia statistica este aditivi. In plus, un interval relevant biologic de
aditivitate poate fi definit ca X% peste si sub volumul EAR. De obicei, X ar fi de 25 pand la 40%. Apoi
poate fi ficutd o concluzie biologica pentru combinatic ca mai mult decat aditiva, aditivd, sau mai putin
decat aditivd, dacd volumul mediu al combinatiei observate este sub, in, sau peste intervalul de aditivitate.

Pot exista situatii in care staza este cel mai bun raspuns asteptat. In acele situatii, buna metodi
poate fi aplicatd direct valorilor % T/C delta pentru a obtine un rispuns procentual EAR: % T/C delta
EAR =Y1 * Y2/100, unde Y1 si Y2 sunt valorile procentuale T/C delta pentru tratamentele cu un singur
agent. In prezent, nu existi nici un test statistic pentru a compara % T/C delta observat in grupul de
combinatic versus EAR, dar se pot aplica criteriile biologice descrise mai sus.

Asa cum se aratd in Tabelele 15 si 16, tratamentul cu Exemplul 1B sau abemaciclib singur ca
agent singur a condus la 32% (%dT/C = -32) si 52% (%dT/C = -52) regresii tumorale respectiv si ambele
sunt statistic semnificative (p <0,001) in comparatic cu controlul cu vehicul. Eficacitateca de combinatie
din Exemplul 1B cu abemaciclib a fost ,,mai putin decat aditiv’ dar eficacitatea de combinatic din
Exemplul 1B plus abemaciclib a fost semnificativ mai buna decat Exemplul 1B singur (p <0,001). Totusi,
eficacitatea agentului singur abemaciclib nu a fost semnificativd statistic din combinatia (P=0,055).
Combinatia este toleratd la animale fard pierderea semnificativa a greutfii corporale.

Tabelul 15: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 1B cu abemaciclib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

Tratament 1 Tratament 2 Diferenta® SE i Valoare p
Vehicul, QD x 42, PO Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO {0,628 10,0658 £<0,001 ~
EVehicul, QD x 42, PO Abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO {0,479 §0,0658 §<0,001 *
EVehicul, QD x 42, PO Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /0,756 0,0658 §<0,001 *

: Abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO {
EExemplul 1B, 10 mpk, {Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /{0,128 0,0658 ;0,055
QD x 42, PO Abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO _ :

{ Abemaciclib, 50 mpk, QD {Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /0,278 0,0658  i<0,001 -
ix 42, PO Abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO

PO | :
EbDiferen‘;z'FTratament 1 - Tratament 2;"Valoare p: semnificativd (p <  0,05)

iSE — Eroare standard

" Tabelul 16: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 1B cu abemaciclib in modelul de cancer la sin

L
i Tratament % T/C delta sau % gValoare P Efect combinatie Greutate corporald
regresie :
‘Vehicul : NA

‘EExemplul : <0001~ Mai putin decit :Nici o modificare§
/Abemaciclib /i aditiv semnificativi
|(Combinatie) : :

;Analiza pentru volumul tumoral este pe baza Logiosi structurii covariante a puterii spa‘;ialeg
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iTratament % T/C delta sau % Valoarep §Efect combinatie §Greutate corporald
: regresw : i i :

" Valoare p: semnificativd (p < 0,05); NA: neaphcablla :
i% T/C delta este calculat cdnd volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste i
ivolumul tumoral al liniei de bazi; si % regresie este calculati pentru volumul tumoral de sub linia de baza. |
iFormula este 100" (T-To)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale medii ale obiectivului final in grupul §
itratat sau respectiv de control. To si Co sunt volumele tumorale medii la linia de baza in acele grupuri. '

Asa cum se aratd in Tabelele 17 si 18, tratamentul cu Exemplul 1B sau Compusul A singur ca
agent singur a condus la 32% (%dT/C = -32) si 36% (%dT/C = -36) regresii tumorale respectiv si ambele
sunt semnificative statistic (p <0,001) in comparatic cu controlul cu vehicul. Eficacitatea combinatiei din
Exemplul 1B cu Compusul A a fost ,,mai putin decit aditivd” dar eficacitatca combinatiei din Exemplul
1B plus Compusul A a fost semnificativ mai buna decit cea din Exemplul 1B singur (p <0,001) sau cu
Compusul A singur (p=0,002"). Combinatia este toleratd la animale fard pierderea semnificativd a
greutafii corporale.

Tabelul 17: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 1B cu Compusul A in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

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

%Tratament 1 éTratament 2 éDiferen;éb SE §Va10are P
EVehicul, QD x42, PO Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO 0,479 10,0759 1<0,001
EVehicul QD x 42, PO §Compus A, 7,5 mpk, BID x 42, PO 50,504 §0,0759 1<0,001
‘Vehicul, QD x 42, PO iExemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /30,761 0,0791  i<0,001 "
\Compus A, 7.5 mpk, BID x 42,PO |

‘Exemplul 1B, 10 mpk, {Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /10,282 00791  <0,001*
QD x 42, PO ;Compus A, 7,5mpk, BID x 42, PO

‘Compus A, 7,5 mpk, :Exemplul 1B, 10 mpk, QD x 42, PO /10,257 0,0791 0,002 *
‘BID x 42, PO iCompus A, 7.5 mpk, BID x 42, POPO i

b Diferentd=Tratament 1 - Tratament 2;*Valoare p: semnmificativa (p <  0,05)
‘SE — Eroare standard i

Tabelul 18: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 1B cu abemaciclib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

‘Tratament % T/C delta sau % Valoarep Efect combinatie §Greutate corporalad |
iregresie .

‘Vehicul : NA '

‘Exemplul 1B ;-32 §<0,001 .

Compus A 36 <0001 Q {

lExemplul 1B /Compus A‘ -65 §<0,001 . Mal putin decat Nici o modificare |

/ (Combinatie) ; aditiv .semnificativa

Analiza pentru volumul tumoral este pe baza Logio§i structurii covariante a puterii spatiale.
* Valoare p: semnificativa (p < 0,05); NA: neaplicabil

% T/C delta este calculat cind volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste
volumul tumoral al liniei de bazi; si % regresie este calculatd pentru volumul tumoral de sub linia de
bazi. Formula este 100* (T-To)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale medii ale obiectivului final in
grupul tratat sau respectiv de control. Ty §i Co sunt volumele tumorale medii la linia de bazd in acele
grupuri.

Asa cum se aratd in Tabelele 19 si 20, tratamentul cu Exemplul 10 sau abemaciclib singur ca

agent singur a condus la 51% (%dT/C = -51) si 70% (%dT/C = -70) regresii tumorale respectiv si ambele
sunt semnificative statistic (p <0,001) in comparatic cu controlul cu vehicul. Eficacitatea combinatiei din

Exemplul 10 cu abemaciclib a fost ,,mai putin decat aditiva” dar eficacitatea combinatiei din Exemplul 10
plus abemaciclib a fost semnificativ mai buna decat cea din Exemplul 10 singur (p =0,039). Totusi,
eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 plus abemaciclib nu a fost semnificativ diferitd de cea a
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abemaciclib singur (p=0,905). Combinatia este toleratd la animale fard pierderea semnificativd a greutatii
corporale.

Tabelul 19: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu abemaciclib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

ETratament 1 Tratament 2 gDiferengéb SE Valoare p
?Vehicul, QD x42,PO  {Exemplul 10, 15 mpk, QD % 42, PO §0,659 0,113 <0,001 "
Vehicul, QD x 42, PO Abemaciclib 50 mpk, QD x 42, PO :0,445 _0,1054 <0,001 :
‘Vehicul, QD x 42, PO {Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO/ §0,672 0,1054 <0,001
:abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO .

Exemplul 10, 15 mpk, {Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO/ §0,013 0,1103 0,905

QD x 42, PO abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO

?Abemaciclib, 50 mpk, iExemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO :0 227 0,1054 0,039*

QD x 42, PO /abemaciclib, 50 mpk, QD x 42, PO

: PO

® Diferenti=Tratament 1 -  Tratament 2;*Valoare p: semnificativi (p <  0,05)]
\SE — Eroare standard :

Tabelul 20: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu abemaciclib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

Tratament % T/C delta sau % Valoarep {Efect combinatie iGreutate corporala
regresie :

‘Vehicul
lExemplul 10

' Abemaciclib _ |

VExemplul 10:-71 :<0,001 * Mal putin  decatiNici o modificare
/Abemaciclib / ;aditiv _ ‘semnificativi
(Combinatie) : : :

Analiza pentru volumul tumoral este pe baza Logio§i structurii covariante a puterii spatiale.
* Valoare p: semnificativa (p < 0,05); NA: neaplicabil

% T/C delta este calculat cind volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste
volumul tumoral al linici de bazi; si % regresic este calculati pentru volumul tumoral de sub linia de baza.
Formula este 100" (T-To)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale medii ale obiectivului final in grupul
tratat sau respectiv de control. Ty si Co sunt volumele tumorale medii ale liniei de baza in acele grupuri.

Asa cum se aratd in Tabelele 21 si 22, tratamentul cu Exemplul 10 sau alpelisib singur ca agent
singur a condus la 51% (%dT/C = -51) si 21% (%dT/C = -21) regresii tumorale respectiv si ambele sunt
semnificative statistic (p <0,001 si p = 0,013) in comparatic cu controlul cu vehicul. Eficacitatea
combinatiei din Exemplul 10 cu alpelisib a fost ,,aditiva” si eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 plus
alpelisib a fost semnificativ mai bund decat cea din Exemplul 10 singur (p = 0,009). Eficacitatea
combinatiei din Exemplul 10 plus alpelisib a fost de asemenea semnificativ mai buna decét cea a alpelisib
singur (p= <0,001). Combinatia este toleratd la animale fard pierderea semnificativi a greutdtii corporale.
Tabelul 21: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu alpelisib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

ETratament 1 Tratament 2 Diferenta” SE §Va10are P
EVehicul, QD x 42, PO Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO {0,241 0,1121 <0,039" i
EVehicul, QD x 42, PO Alpelisib 15 mpk (d1-d7,), 10 mpk 0,445 0,1121 <0,001 ~

| (d8-42), mpk, QD x 42, PO ‘

EVehicul, QD x 42, PO Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO {0,755 0,1121 <0,001 *
: / alpelisib 15 mpk (d1-d7,), 10 mpk
‘(d8-42), mpk, QD x 42, PO

EExemplul 10, 15 mpk, QD iExemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO 10,514 0,1121 <0,001
X 42, PO / alpelisib 15 mpk (d1-d7,), 10 mpk
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ETratament 1 Tratament 2 Diferenti® SE §Va10are p
] (d8-42), mpk, QD x 42, PO :
A pelisib 15 mpk (d1-d7,), {Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO {0,310 0,1121
110 mpk (d8-42), mpk, QD / alpelisib 15 mpk (d1-d7,), 10 mpk
< 42, PO (d8-42), mpk, QD x 42, PO

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

b Diferentd=Tratament 1 - Tratament 2;*Valoare p: semnmificativa (p <  0,05)
‘SE — Eroare standard {

Tabelul 22; Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu alpelisib in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

Tratament % T/C delta sau % {Valoare p Efectcomblna‘gle ““““““ Greutatecorporalz'l
iregresie | ‘

‘Vehicul NA ‘

Exemplul 10 <0,001 *

alpelisib 1<0,013"

-Exemplul 10 /alpehslb -76 <0,001 * Aditiv Nici o modificare

(Combinatie) . semnificativa

Analiza pentru volumul tumoral este pe baza Logiosi structurii covariante a puterii spatiale.
* Valoare p: semnificativa (p < 0,05); NA: neaplicabil

% T/C delta este calculat cand volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau peste
volumul tumoral al liniei de baza; si % regresie este calculatd pentru volumul tumoral de sub linia de baz3.
Formula este 100" (T-Tg)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale medii ale obiectivului final in grupul
tratat sau respectiv de control. Ty si Co sunt volumele tumorale medii ale liniei de baza in acele grupuri.

Asa cum se aratd in Tabelele 23 si 24, tratamentul cu Exemplul 10 sau everolimus singur ca
agent singur a condus la 51% (%dT/C = -51) si 50% (%dT/C = -50) regresii tumorale respectiv si ambele
sunt semnificative statistic (p <0,001 si p<0,001) in comparatic cu controlul cu vehicul. Eficacitatea
combinatiei din Exemplul 10 cu everolimus a fost ,,aditiva” si eficacitatea combinatiei din Exemplul 10
plus everolimus a fost semnificativ mai buna decit cea din Exemplul 10 singur (p = 0,004). Eficacitatea
combinatiei din Exemplul 10 plus alpelisib a fost de asemenea semnificativ mai buni decit cea a
everolimus singur (p=0,04). Combinatia este toleratd la animale fara pierderea semnificativd a greutdtii
corporale.

Tabelul 23: Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu everolimus in modelul de cancer la sin
pozmv ER MCF7

‘Tratament 1 Diferen(a® | : Valoare p
Vehlcul QD x 42, PO Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO 0,445 10,0999 §<0,001 -
‘Vehicul, QD x 42, PO iEverolimus, 5 mpk, QD x 42, PO 0,433 10,1038 1<0,001 *
Vehlcul QD x42,PO  Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO /10,748 10,0999 i<0,001 *
Everohmus 5 mpk, QD x 42, PO : :
‘Exemplul 10, 15 mpk, {Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO / 0303 10,0099 :0,004"
QD x 42, PO Everohmus 5 mpk, QD x 42, PO :
Everohmus 5 mpk, QD Exemplul 10, 15 mpk, QD x 42, PO / 0315 ;0,138 30,004*
1x 42, PO ‘Everolimus, 5 mpk, QD x 42, PO
b Diferentd=Tratament 1 -  Tratament 2;*Valoare p: semmificativa (p < 0,05) '
SE — Eroare standard

Tabelul 24; Eficacitatea combinatiei din Exemplul 10 cu everolimus in modelul de cancer la sin
pozitiv ER MCF7

i Tratament % T/C delta sau % Valoare p iEfect combinatie éGreutate corporald
iregresie :

‘Vehicul NA : _
\EExemplul 10 i-51




10

15

MD/EP 3820873 T2 2023.05.31

38
\ETratament % T/C delta sau % Valoare p iEfect combinatie éGreutate corporald
iregresie _
\;Everolimus 2-50 §<0,001 *
‘Exemplul 10 -76 1<0,001  {Aditiv Nici o modificare
i/Everolimus ‘semnificativa :
{(Combinatie) : :

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

‘Analiza pentru Volumul tumoral este pe baza Logio si structum covariante de putere spatiald.
* Valoare p: semnificativa (p < 0,05); NA: neaplicabil
1% T/C delta este calculat cAnd volumul tumoral al obiectivului final intr-un grup tratat este la, sau§
‘volumul tumoral al liniei de bazi; si % regresie este calculati pentru volumul tumoral de sub linia de
‘bazi. Formula este 100" (T-Tg)/(C-Co), unde T si C sunt volumele tumorale medii ale obiectivului final |
‘in grupul tratat sau respectiv de control. Ty si Co sunt volumele tumorale medii ale liniei de bazi in acele
grupuri. !
Test de biodisponibilitate orali pe sobolani

Scopul urmatorului test este de a demonstra dacd un compus de testat este biodisponibil oral.

Se administreazd compusul de testat la sobolani Sprague-Dawley IV la 1 mg/kg (utilizind
vehicul de: 20% CAPTISOL®in 25 mM tampon de fosfat de sodiu, pH2 quantum satis; sau de 25%
DMA, 15% EtOH, 10% propilen glicol, 25% 2-pirolidond, si 25% apa purificatd) si PO la 10 mg/kg
(utilizand un vehicul de 1% hidroxietil celuloza, 0,25% polisorbat 80, 0,05% antispumant 1510-US, si apa
purificatd guantum satis). Se colecteazd probe de sange seriale la 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, si 12 ore post
doza pentru bolus IV si la 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, si 12 orc post dozd dupd administrarca orald. Dupa
tratamentul cu un coagulant EDTA, sc obtine plasma prin centrifugare si se depoziteazi la -70°C pana la
analiza prin LC-MS/MS. Se determind concentratia compusului de testat in plasma si se incarcd in
sistemul Watson LIMS™ unde este utilizati analiza noncompartimentald pentru a calcula aria de sub
curba (AUC) pentru ambele brate IV si PO. Se calculeaza biodisponibilitatea orald (%F) prin urmatoarea
ecuatie,
%F = (AUCpo X Dosery) / (AUCw X Doserg) X 100.

Compusii din Exemplul 1B afiseazd o valoare %F de ~50% in testul mentionat mai sus. Acest
test demonstreaza cd Exemplul 1B are o buni biodisponibilitate orala.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e US-Al-2011 281 847
e US-A9-2017 197915
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(57) Revendiciri:

1. Un compus cu formula:

in care fie R! sau fie R? este selectat in mod independent dintre Cl, F, -CF3, sau -CHs, si celilalt
este hidrogen,

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

2. Compusul in conformitate cu revendicarea 1, in care compusul este

0 1
N~ R
r 7L o K e
oW I
HO 4

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

3. Compusul in conformitate cu revendicarea 1, in care compusul este

0o
F\/C/N/\/ \©h.,

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

4. Compusul in conformitate cu revendicarea 2, in care compusul este

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
5. Compusul in conformitate cu revendicarea 4, in care compusul este
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

7. Compusul in conformitate cu revendicarea 4 sau 6, in care sarea acceptabild farmaceutic este o
sare a acidului benzensulfonic.

8. Compusul in conformitate cu revendicarea 4 sau 6, in care sarea acceptabild farmaceutic este o
sare a acidului 4-metilbenzensulfonic.

9. Compusul in conformitate cu revendicarea 6, in care compusul este

0
N
e [N O F F

10. O compozitic farmaceutica cuprinzand compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia
in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1 pani la 9 in combinatic cu un excipient acceptabil
farmaceutic, purtitor, sau diluant.

11. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 10, cuprinzand unul sau mai multi
alti agenti terapeutici.

12. Un compus sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia sau o compozitiec farmaceuticd in
conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1 pand la 11 pentru utilizare in terapie.

13. Un compus sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 9 pentru utilizare in tratamentul cancerului la san, cancerului ovarian, cancerului
endometrial, cancerului la prostata, cancerului uterin, cancerului gastric, sau cancerului pulmonar.

14. Compusul sau sarca acestuia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 13 in
tratamentul cancerului la san pozitiv ER.

15. Compusul sau sarca acestuia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 13 in
tratamentul cancerului gastric pozitiv ER.

16. Compusul sau sarca acestuia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 13 in
tratamentul cancerului pulmonar pozitiv ER.
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