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in care R, Ry, R3s, Ry, Rs, A, B, si Y
sunt cum s-au descris aici, sdruri acceptabile
farmaceutic ale acestora, si metode de utilizare
a acestor compusi si sdruri pentru tratarea
pacientilor pentru cancer.
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(57) Abstract:
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The present invention provides
compounds of the formula:
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where Ri, Ra, R3, Ry, R5, A, B,and Y
are as described herein, pharmaceutically

2
acceptable salts thereof, and methods of using
these compounds and salts for treating patients
for cancer.
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la noi compusi heterociclici triciclici si saruri acceptabile farmaceutic
ale acestora, compozitii farmaceutice care includ compusi heterociclici triciclici si siruri, si utilizari ale
compusilor i sdrurilor pentru a trata cancere cum ar fi cancerul pulmonar, cancerul colorectal, cancerul
pancreatic, cancerul la vezicd, cancerul de col uterin, cancerul endometrial, cancerul ovarian,
colangiocarcinomul sau cancerul la esofag.

Calea de semnalizare MAPK/ERK transmite stimuli extracelulari la nucleu, regland prin urmare
diverse raspunsuri celulare incluzand proliferarea celulard, diferenticrea, si apoptoza. Proteina KRas este
un initiator al cdii de semnalizare MAPK/ERK si functioncazid ca un comutator responsabil pentru
inducerea divizirii celulare. In starea sa inactivi, KRas se leaga la difosfatul de guanozini (GDP),
trimitand eficient un semnal negativ pentru a suprima divizarea celulard. Ca raspuns la un semnal
extracelular, KRas este activatd alosteric permitand schimbul nucleotidei de GDP cu trifosfatul de
guanozini (GTP). In starea sa activd legati de GTP, KRas recruteazi si activeazi proteinele necesare
pentru propagarea semnalizdrii induse de factorul de crestere, precum si a altor receptori de semnalizare
celulard. Exemple de proteine recrutate de KRas-GTP sunt c-Raf si PI3-kinazd. KRas, ca GTP-aza,
converteste GTP-ul legat inapoi la GDP, prin urmare revenind ea insusi la o stare inactivd, si propagand
din nou semnale pentru a suprima divizarea celulard. Castigul KRas al mutatiilor functionale prezinti un
grad crescut de legare GTP si o capacitate scizutd de a converti GTP in GDP. Rezultatul este un semnal
MAPK/ERK crescut care promoveazd cresterea celulei canceroase. Mutatiile cu sens gresit de KRas la
codonul 12 sunt cele mai comune mutatii si diminueaza semnificativ activitatea GTPazei.

Mutatiile Kras oncogenice au fost identificate in aproximativ 30% din cancerele la om si s-a
demonstrat ci activeazi multiple cii de semnalizare in aval. In ciuda prevalentei mutatiilor KRas, ele au
fost o tintd terapeutica dificila. (Cox, A.D. Drugging the Undruggcapabil RAS: Mission Posibile? Nat.
Rev. Drug Disc. 2014, 13, 828-851; Pylayeva-Gupta, y si colab. RAS Oncogenes: Weaving a
Tumorigenic Web. Nat. Rev. Cancer 2011, 11, 761-774).

WO02015/054572 51 WO2016/164675 divulgd anumiti derivati de chinazolind capabill de legare
la KRas G12C. W02016/044772 divulga de asemenea metode de utilizare ale unor astfel de derivati de
chianzolind. WO02020/0081282 divulga inhibitori ai KRas
G12C. W0O2018/206539 si W02020/178282 divulgd anumifi compusi heteroaril capabill de legare la
proteinele KRas G12C RAS.

Riméne o necesitate de a furniza inhibitori KRas alternativi, micromoleculari. in particular,
existd o necesitate de a furniza inhibitori KRas mai puternici, livrabili oral care sunt utili pentru tratarea
cancerului. Mai special, existd o necesitate de a furniza inhibitori micromoleculari care inhibd specific
activitatea KRas GTP. Existd de asemenea o necesitate de a furniza inhibitori KRas micromoleculari care
prezinti o eficacitate mai mare la aceeasi sau la o activitate inhibitoare KRas redusi. In plus, existi
dorinfa de a furniza inhibitori KRas care prezintd proprietdti farmacocinetice/farmacodinamice mai bune.
De asemenea, existd o necesitate pentru a furniza inhibitori Kras mai puternici care prezintd eficacitate
crescutd cu reducerea sau minimizarea efectelor neplacute sau nedorite. Prezenta inventie adreseaza una
sau mai multe din aceste necesitéti prin furnizarea de noi inhibitori KRas.

Prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I:

R
oy
AN
=Y Rs B
S

Formula I
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care:
A este -OCHz-, -N(Rs)CHz, -OCHzCHz-, -N(Rs)CHzCHz-, -CHzOCHz-, sau -CHzN(Rs)CHz-;
B este -CHo»- sau -C(O)-;
Y este -C(CN)- sau -N-;
R; este -CN, -C(O)C=CRg, sau o grupare cu formula
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R; este H, metil, sau -CH>CN;

R3 i Rssunt fiecare in mod independent H, halogen, -alchil Coys-ciclopropil, -alchil Ci.s substituit
optional de 1-3 ori cu Ryg, sau -O-alchil Ci.6 substituit optional de 1-3 ori cu Rig;

R4 este H, halogen, sau -alchil Ci_¢ substituit optional de 1-3 ori cu Rig;

Re este H sau -alchil Ci.6 substituit optional de 1-3 ori cu Rio;

R7 este H, halogen, -NR;iR», -CH2NR 1Ry, -alchil Ci substituit optional de 1-3 ori cu Riosau Ry,
-alchil Co.3 ciclopropil, sau -O-alchil Cy.¢ substituit optional de 1-3 ori cu Ryp sau Ri3;

Rs este H, -alchil C;_4 substituit optional de 1-3 ori cu Ry, sau -cicloalchil Cz substituit optional de 1-3
ori cu Rip;

Ry este H, halogen, -CN, -alchil Cq_s-cicloalchil Cs, sau -alchil Ci_¢ substituit optional de 1-3 ori cu Rig;
Rio este in mod independent la fiecare aparitie halogen, oxigen, hidroxi, -alchil C;.4, sau -O-alchil Ci.4;
Ri1 51 Ry> sunt fiecare in mod independent H, -alchil Ci.4, sau -heteroalchil Ci.4, in care Ry §i Ris se pot
combina pentru a forma un heterocicloalchil; si

Ri3 este in mod independent la fiecare aparitie -N-alchil C;.4.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul halogen inseamna fluoro (F), cloro (CI), bromo
(Br), sau iodo (I). Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul alchil inseamnd radicali hidrocarburd
monovalenti cu catend liniard sau ramificata saturatd de unul pana la sase atomi de carbon, de exemplu,
»-alchil Ci.6.” Exemplele de alchili includ, dar nu sunt limitate la, metil, etil, propil, 1-propil, izopropil,
butil, pentil, si hexil. Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul heteroalchil inseamni radicali
hidrocarburd monovalenti cu catend liniard sau ramificati saturati continind doi pana la cinci atomi de
carbon si cel putin un heteroatom, de exemplu, ,,-heteroalchil Ci4.” Asa cum s-a utilizat in acest
document, termenul cicloalchil inseamnd molecule ciclice monovalente saturate cu trei pand la sase atomi
de carbon, de exemplu, ,,-cicloalchil Cs.¢”. Exemplele de grupiri cicloalchil includ, dar nu sunt limitate la,
ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil, si ciclohexil. Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul
cicloheteroalchil inseamni molecule ciclice monovalente saturate cu doi pana la cinci atomi de carbon si
cel putin un heteroatom, de exemplu, ,,-cicloheteroalchil Cz". Exemplele de grupdri cicloheteroalchil
includ, dar nu sunt limitate 1a, pirolidind, piperidind, imidazolidini, pirazolidind, i piperazini.

In cazurile in care este indicat un zero, de exemplu, -alchil Cos-cicloalchil Cs, componenta
alchil a grupdrii substituente poate fi absentd, astfel, dacd Ro cu Formula I este o grupare ciclopropil fara
alchil plumb, substituentul ar fi descris de citre substituentul -alchil Cos-ciclopropil cum s-a descris
pentru Ry (adicd, gruparea substituenta ar fi -Co-ciclopropil).

Referitor 1a Ri; si Ry, cele doud grupdri se pot combina cu azotul la care ele sunt atagate, cand
chimia permite, pentru a forma un heterocicloalchil. Exemple de respectivele grupari heterocicloalchil
includ, dar nu sunt limitate la, piperidind, piperazind, si morfolini.

Intr-o realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula Ia

R4
s
A N
HoN

O
S
R4 Rs

Formula Ia
unde Ri, Ry, R3, R4, Rs, A, B, si Y sunt cum s-a definit mai sus, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.

Intr-o realizare prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH:-, -N(R¢)CH;-, -OCH>CHa>-, -N(Rs)CH2CH>-, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o
realizare suplimentard prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I sau Ia in care A este -OCHo-
sau -OCH,CH,-, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In inci o alti realizare prezenta inventic
furnizeaza un compus cu Formula I sau Ia in care A este -OCH>CHo-, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.
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5

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
B este -C(O)-, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Y este -C(CN)-sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Y este -N-, sau 0 sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
R, este -CN, -C(O)C=CRs, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In inci o altd realizare prezenta

inventie furnizeazd un compus cu Formula I sau Ia in care R; este o grupare cu formula
Rg

A

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentard prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
R este H sau metil, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia. In inci o altd realizare prezenta inventic
furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care R este H, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentard prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Rz este H, halogen, metil, metoxi, etil, izopropil, sau ciclopropil, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia. In inci o altd realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Rz este halogen, (preferabil F sau Cl), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Rseste H sau halogen, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In inci o alti realizare prezenta
inventie furnizeazd un compus cu Formula I sau Ia in care Rseste H sau F, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Rs este halogen (preferabil Cl) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Re este H sau CH3, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Ry este H, F, Cl, -CHF, -CF3, sau -CH>OH, sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia. In inca o alta
realizare prezenta inventie furnizeazd un compus cu Formula I sau Ia in care Roeste H, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o realizare suplimentari prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
R;yeste H, -CHF,, -CH,F, -CH,OH, -CH,OCH;, -CH>N(CH:),, sau -CH, -morfolini, sau o sarc
acceptabild farmaceutic a acestuia. In inci o altd realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu
Formula I sau Ia in care R; este H, sau o sare acceptabilad farmaceutic a acestuia.

In inci o alti realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Ro este H §1 R; este H, -CHFz, -CHzF, -CHzOH, -CHzOCH3, -CHZN(CH3)2, sau -CH, -IIIOI'fOliIlfl, sau O
sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

In incd o altd realizare prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I sau Ia in care
Ry este H, F, CL, -CH»F, -CF3, sau -CH»OH si R7 este H, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

In inci o altd realizare prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I sau Ia in care Ry si
Ry sunt ambele H, sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.

In inci o alti realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care
Rj este -CN, -C(O)C=CRs si Rs este H, metil, -CH»F, sau-CH,OH sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.

In inci o alti realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care

R, este o grupare cu formula
Rg

A

si Ry si Rg sunt ambele H, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
In incd o altd realizare prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I sau Ia in care
R, este o grupare cu formula
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si Ry este tert-butil si Ro este -CN, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH:-, -N(R6)CH>-, -OCH2CHs-, -N(Rs)CH2CHo-, si B este -C(O)-, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH>- sau -OCH,CH:- si B este -C(O)-, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH»CHj>- si B este -C(O)-, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCHz-, -N(R¢)CH;-, -OCH>CH3-, -N(R¢)CH2CH»-, B este C(O) si Ryeste H sau -CHj3, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH:»- sau -OCH,CH,-, B este -C(0O)- si R»este H sau metil, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH»CH>-, B este -C(O)- si R» este H sau metil, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH:»-, -N(R)CHa-, -OCH>CH:-, -N(Rs)CH>CHs-, B este -C(O)- si R; este H, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH>- sau -OCH,CHa-, B este -C(0O)- si R este H, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH»CH>-, B este -C(O)- si R este H, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH»CH>- si R, este H sau metil, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH»CH>- si R, este H, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care B este
-C(0)- si R, este H sau metil, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alti realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care B este
-C(0)- si R, este H, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

In inci o alti realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Rs si
Rs sunt fiecare selectati in mod independent dintre H, halogen sau metil, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care R sau
Rs sunt halogen, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

In inci o altd realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Rs si
Rs sunt halogen, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

In inci o altd realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Rs si
Rs sunt fiecare selectati in mod independent dintre F sau Cl, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-C(CN)- si R4 este H sau halogen (preferabil F sau Cl), sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Ininci o altd realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-N- si R4 este H sau halogen (preferabil F sau C1), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-C(CN)-, si Rssi Rssunt fiecare selectati in mod independent dintre metil sau halogen, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-C(CN)-, si Rasi Rssunt fiecare halogen (preferabil F sau Cl), sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-N-, R3 si Rs sunt fiecare selectati in mod independent dintre metil sau halogen, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia.
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Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care Y este
-N-, Rs si Rs sunt fiecare halogen (preferabil F sau Cl), sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCH:-, -OCH2CH:3-, -N(Rs)CH2CHs-, -CH2OCH:-, sau-CH2N(R)CHs; B este -CHs- sau -C(O)-; Y este
-C(CN)-sau -N-; R; este -CN, -C(O)C=CRs, sau o grupare cu formula
Ro

AT

R» este H sau metil; R3 si Rs sunt fiecare H, F, Cl sau metil; R4 este H sau F; Re este H sau metil; Ry este
H, -CHF,, -CHyF, -CH,OH, -CH,OCH3, -CH2N(CH3)2, -CH:-morfolini sau tert-butil; Rs este metil,
-CHyF sau -CH,OH; si Roeste H, F, Cl, -CH,F, -CF3, -CH,OH sau CN; sau o sarc acceptabild
farmaceutic a acestuia.

Ininci o alta realizare prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I sau Ia in care A este
-OCHz;- sau -OCH,CH;-; B este -CH»- sau -C(O)-; Y este -C(CN)- sau -N-; R, Ry, si Rs sunt fiecare H;
R4 este H sau halogen; Rs si Rs sunt fiecare halogen; sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie mai furnizeaza un compus cu Formula I1:

in care R este

. EBay ;
Xeste Clsau F;
simeste 1 sau 2.

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus cu Formula Ila:

Formula 1la
in care R este

Mgl H;’SN\? Faas: H?z?’i\ oN

s _ S
& ﬁ%{k 8 \,-‘,{:H].a‘}\ 8 o, A%,}\
_ § Ry o L\‘Jj |

R o e
F ¥ . sau

Xeste Clsau F;
simeste 1 sau 2.
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
O alti cale pentru a descrie compusul cu Formula IT este cu Formula Ib:
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OT\I/\
HoN AJ:N]
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Formula Ib
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care:
A este -OCH;- sau -OCH,CH>-;
Y este -C(CN)- sau -N-;
5 Rszeste Clsau F;
Rseste H sau F cand Y este C(CN); si
Rseste F cand Y este N.
O alti cale pentru a descrie compusul cu Formula I1a este cu Formula Ib, in care A este

R T ¥

sa3u .
10 Prezenta inventie furnizeazd de asemenea un compus selectat dintre oricare din Formulele I11-VI
de mai jos:

~

Formula IV

%
|

o
DR S
Lo
}t\}" .
F

&\}}%ﬁ»

B
N

F,%-;ﬁ

. 534
Fornnla W Forshs Vi

15 sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o altd formd, prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula I1I care este:
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Formula 11T,

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o altd formd, prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula IV care este:

Formula IV,

5 sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o altd formd, prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula V care este:

Formula V,

sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o altd formd, prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula VI care este:

10 Formula VI,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea o compozitie farmaceuticd cuprinzind un compus in
conformitate cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, §i un purtitor
acceptabil farmaceutic, diluant, sau excipient.

15 Prezenta inventic furnizeazd de asemenea un compus sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia in conformitate cu oricare din Formulele I-VI pentru utilizare in terapie. Compusul sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi pentru utilizare in tratarea cancerului. Preferabil, cancerul este
cancer pulmonar, cancer colorectal, cancer pancreatic, cancer la vezici, cancer de col uterin, cancer
endometrial, cancer ovarian, colangiocarcinom, sau cancer la esofag. In realizirile preferate cancerul este

20 cancer pulmonar nonmicrocelular, cancer pancreatic, sau cancer colorectal. In incd mai multe realiziri
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preferate, cancerul este cancer pulmonar nonmicrocelular. In alte realiziri, cancerul are una sau mai multe
celule canceroase care exprimd proteina KRas G12C mutantd. Preferabil, cancerul este selectat dintre:
cancer pulmonar nonmicrocelular mutant KRas G12C, cancer colorectal mutant KRas G12C, si cancer
pancreatic mutant KRas G12C. Intr-o alti realizare, cancerul este cancer pulmonar nonmicrocelular, si
una sau mai multe celule exprimi proteina mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, cancerul este cancer
colorectal, si una sau mai multe celule exprimi proteina mutanti KRas GI2C. Intr-o alti realizare,
cancerul este cancer pancreatic, si una sau mai multe celule exprimi proteina mutanti KRas G12C. intr-o
altd realizare, pacientul are un cancer care a fost determinat ca avand una sau mai multe celule care
exprimd proteina mutantd KRas G12C inainte de administrarea compusului sau a unei saruri acceptabile
farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu unul sau mai multi dintre inhibitorii de PD-1 sau PD-L1, un inhibitor CD4/CDK®6, sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia, un inhibitor EGFR sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia,
un inhibitor ERK sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, un agent de platind, si pemetrexat, sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in tratamentul cancerului. Prezenta inventic furnizeazd de
asemeneca o combinatic cuprinzand un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, $i unul sau mai multi dintre un inhibitor de PD-1 sau PD-L1, un
inhibitor CD4/CDK6 sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia, un inhibitor EGFR sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, un inhibitor ERK sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, un
agent de platind, si pemetrexat sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare simultana,
separatd, sau secventiald in tratamentul cancerului.

Prezenta inventic furnizeazi de asemenea o combinatie cuprinzind un compus in conformitate
cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si un inhibitor de PD-1 sau
PD-L1, pentru utilizare simultand, separati, sau secventiald in tratamentul cancerului. Intr-o realizare,
compusul este un compus cu Formula I-VI sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o alti
realizare, inhibitorul de PD-1 sau PD-L1 este pembrolizumab. Intr-o alti realizare, inhibitorul de PD-1
sau PD-L1 este nivolumab. Intr-o altd realizare, inhibitorul de PD-1 sau PD-L1 este cimiplimab. Intr-o
alti realizare, inhibitorul de PD-1 sau PD-L1 este sentilimab. Intr-o alti realizare, inhibitorul de PD-1 sau
PD-L1 este atezolizumab. Intr-o altd realizare, inhibitorul de PD-1 sau PD-L1 este avelumab. Intr-o alti
realizare, inhibitorul de PD-1 sau PD-L1 este durvalumab. Intr-o alti realizare, inhibitorul de PD-1 sau
PD-L1 este lodapilimab. Intr-o alta realizare, cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular, in care
cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare,
cancerul este carcinom colorectal in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind
mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, cancerul este cancer pancreatic mutant in care cancerul are una
sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. intr-o alti realizare, prezenta inventic
cuprinde tratarea cancerelor care poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu un inhibitor CDK4/CDKG6, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in
tratamentul cancerului, in care cancerul are una sau mai multe celule care exprima o proteini KRas G12C
mutantd. Prezenta inventie furnizeaza de asemenea o combinatie cuprinzind un compus in conformitate
cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si un inhibitor CDK4/CDKG6,
sau o0 sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare simultand, separatd, sau secventiald in
tratamentul cancerului, in care cancerul are una sau mai multe celule care exprima o proteind KRas G12C
mutanti. Intr-o alti realizare, inhibitorul CDK4/CDK6 este abemaciclib. Intr-o alti realizare, inhibitorul
CDK4/CDK6 este palbociclib. Intr-o alti realizare, inhibitorul CDK4/CDK6 este ribociclib. Intr-o alti
realizare, cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular, in care cancerul are una sau mai multe celule
care exprimi o proteini mutanti KRas G12C. Intr-o altd realizare, cancerul este carcinom colorectal in
care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteini mutanti KRas G12C. intr-o alti
realizare, cancerul este cancer pancreatic mutant in care cancerul are una sau mai multe celule care
exprimi o proteini mutanti KRas G12C. intr-o alti realizare, prezenta inventic cuprinde tratarea
cancerelor care poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu un inhibitor EGFR, sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru tratamentul
cancerului. Prezenta inventic furnizeaza de asemenea o combinatie cuprinzind un compus in conformitate
cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si un inhibitor EGFR, sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare simultani, separatd, sau secventiald in tratamentul
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cancerului. intr-o realizare, compusul este un compus cu Formulele I-VI sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia. Intr-o alti realizare, inhibitorul EGFR este erlotinib. Intr-o alti realizare,
inhibitorul EGFR este afatinib. Intr-o alti realizare, inhibitorul EGFR este gefitinib. Intr-o alta realizare,
inhibitorul EGFR este cetuximab. Intr-o alti realizare, cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular,
in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti
realizare, cancerul este carcinom colorectal in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o
proteinid mutanti KRas GI2C. Intr-o alti realizare, cancerul este cancer pancreatic mutant in care
cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare,
prezenta inventie cuprinde tratarea cancerelor care poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu un inhibitor ERK, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru tratamentul
cancerului, in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimd o proteind KRas G12C mutanta.
Prezenta inventie furnizeazd de asemenea o combinatie cuprinzand un compus in conformitate cu oricare
din Formulele I-VI, sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia, si un inhibitor ERK, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare simultand, separatd, sau secventiald in tratamentul
cancerului. Intr-o realizare, compusul este un compus cu Formulele 1-VI sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia. Intr-o alti realizare, inhibitorul ERK este LY3214996. Intr-o altid realizare,
inhibitorul ERK este LTT462. Intr-o alti realizare, inhibitorul ERK este KO-947. Intr-o alti realizare,
cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular, in care cancerul are una sau mai multe celule care
exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, cancerul este carcinom colorectal in care
cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare,
cancerul este cancer pancreatic mutant in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o
proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, prezenta inventie cuprinde tratarea cancerelor care
poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu un agent de platind, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru tratamentul
cancerului, in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimd o proteind KRas G12C mutanta.
Prezenta inventie furnizeazd de asemenea o combinatic cuprinzand un compus in conformitate cu oricare
din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si un agent de platind, pentru utilizare
simultand, separatd, sau secventiald in tratamentul cancerului. Intr-o realizare, compusul este un compus
cu Formulele 1-VI sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o alti realizare, agentul de platini
este cisplatin. Intr-o altd realizare, agentul de platini este carboplatin. Intr-o alti realizare, agentul de
platini este oxaliplatin. Intr-o alti realizare, cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular, in care
cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare,
cancerul este carcinom colorectal in care cancerul are una sau mai multe celule care exprimd o proteind
mutanti KRas G12C. Intr-o altd realizare, cancerul este cancer pancreatic mutant in care cancerul are una
sau mai multe celule care exprimi o proteini mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, prezenta inventic
cuprinde tratarea cancerelor care poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-
VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau
secventiald cu pemetrexat, pentru tratamentul cancerului, in care cancerul are una sau mai multe celule
care exprimd o proteini KRas G12C mutantd. Prezenta inventie furnizeazi de asemenea o combinatie
cuprinzand un compus in conformitate cu oricare din Formulele I-VI, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, §i pemetrexat, pentru utilizare simultand, separatd, sau secventiald in tratamentul cancerului, in
care cancerul are una sau mai multe celule care exprimi o proteini KRas G12C mutanti. intr-o realizare,
compusul este un compus cu Formulele I-VI, sau o sare acceptabili farmaceutic a acestuia. Intr-o alti
realizare, cancerul este carcinom pulmonar nonmicrocelular, in care cancerul are una sau mai multe celule
care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. Intr-o alti realizare, un agent de platini este de asemenea
administrat pacientului. Intr-o alti realizare, agentul de platini este cisplatin. intr-o alti realizare, agentul
de platini este carboplatin. ntr-o alti realizare, agentul de platini este oxaliplatin. Intr-o alti realizare,
cancerul este carcinom colorectal in care cancerul are una sau mai multei celule care exprimi o proteind
mutanti KRas G12C. Intr-o altd realizare, cancerul este cancer pancreatic mutant in care cancerul are una
sau mai multe celule care exprimi o proteind mutanti KRas G12C. intr-o alti realizare, prezenta inventic
cuprinde tratarea cancerelor care poartd mutanti KRas G12C de alte origini.

Termenul ,,sare acceptabild farmaceutic” asa cum s-a utilizat in acest document se referd la o
sare dintr-un compus considerat a fi acceptabil pentru utilizare clinica si/sau veterinard. Exemple de saruri
acceptabile farmaceutic si metodologia comuni pentru prepararca lor pot fi gasite in ,,Handbook of
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Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use” P. Stahl, si colab., edifia a 2-a revizuitd, Wiley-
VCH, 2011 si S.M. Berge, si colab., ,,Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences, 1977,
66(1), 1-19.

Compozitiile farmaceutice pentru prezenta inventie pot fi preparate utilizand aditivi acceptabili
farmaceutic. Termenul ,,aditiv (aditivi) acceptabil (acceptabili) farmaceutic” asa cum s-a utilizat in acest
document pentru compozitiile farmaceutice, se referd la unul sau mai multi purtitori, diluanti, si
excipienti care sunt compatibili cu alti aditivi ai compozitiei sau formularii si neddunitori pacientului.
Exemple de compozitii farmaceutice si procedee pentru prepararea lor pot fi gasite in ,,Remington: The
Science and Practice of Pharmacy”, Loyd, V., si colab. Eds., a 22-a ed., Mack Publishing Co., 2012.
Exemple nelimitative de purtitori acceptabili farmaceutic, diluanti, si excipienti includ urmitoarele:
solutic salind, apa, amidon, zaharuri, manitol, si derivati de siliciu; agenti de legare cum ar fi carboximetil
celuloza, alginati, gelatind, si polivinil-pirolidoni; caolin si bentonitd; si polietil glicoli.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,.cantitate eficientd” se referd la o cantitate care
este un dozaj, care este eficient in tratarca unei tulburdri sau boli, cum ar fi o leziune canceroasi sau
progresul de crestere anormald a celulei si/sau divizarea celulei. Medicul curant, ca o persoand calificat
in domeniu, poate determina cu usurintd o cantitate eficientd prin utilizarea tehnicilor conventionale si
prin observarea rezultatelor obtinute sub circumstante analoage. Dozajele pe zi de tratament se incadreaza
in mod normal intr-un interval de intre aproximativ 1 mg pe zi sau de doud ori zilnic si 1000 mg pe zi sau
de doud ori zilnic, mai preferabil 100 mg pe zi sau de doud ori zilnic si 900 mg pe zi sau de doud ori
zilnic. Factorii considerafi in determinarea unei cantiti(i eficiente sau doze dintr-un compus includ: daca
compusul sau sarea sa vor fi administrate; coadministrarea altor agenti, dacd sunt utilizafi; speciile de
pacienti care sunt tratafi; greutatea pacientului, varsta, si sinitatea generald, gradul de implicare sau
stadiul si/sau scveritatea tulburdrii; rdspunsul pacientului individual, modul de administrare;
caracteristicile de biodisponibilitate ale prepararii administrate; regimul de dozare selectat; si utilizarca
altor medicatii concomitente.

Un medic curant, veterinar, sau altd persoand medicald va fi capabild si determine o cantitate
eficientd de compus pentru tratamentul unui pacient in necesitate. Compozitiile farmaceutice preferate pot
fi formulate ca tablete sau capsule pentru administrare orald, o solutic pentru administrare orald, sau o
solutic injectabild. Tableta, capsula, sau solutia pot include un compus din prezenta inventie intr-o
cantitate eficientd pentru tratarca unui pacient care are nevoie de tratament pentru cancer.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenii ,tratarea”, ,pentru a trata”, sau ,tratament”,
includ incetinirea, reducerea, sau inversarea progresului sau severitafii unui simptom existent, tulburdrii,
afectiunii, care poate include incetinirea specificd a cresterii unei leziuni canceroase sau progresului
cresterii anormale a celulei si/sau divizarea celulei.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,pacient” se referd la un mamifer care are
nevoie de tratament. Preferabil, pacientul este un om care are nevoie de tratament pentru cancer, de
exemplu, pentru cancere care poartd mutanti KRas G12C.

Anumite abrevieri sunt definite dupd cum urmeazi: ,ACN” se¢ referd la acetonitril; AIBN” se
referd la azobisisobutironitril; ,,Boc-Gly-OH” se referd la N-(tert-butoxicarbonil)glicind; ,DCM” se referd
la diclorometan, ,DIEA” se¢ referd la N,N-diizopropil ectilamini; ,DMAP” se¢ referd la 4-
dimetilaminopiridind; ,,DMEM” se referd la mediu Eagle modificat de la Dulbecco; ,,DMF” se referd la
N,N-dimetilformamidi; ,DMSO” se referi la dimetilsulfoxid; ,,ADN” se refera la acid deoxiribonucleic;
,,DPEPhosPdCl,” se referd la diclorobis(difenilfofinofenil)eter paladiu (IT); ,,DTT” se referd la ditiotreitol;
LEDTA” se referd la acid etilendiaminotetraacetic; ,,EGTA” se referd la acid etilen glicol -bis(B-aminoetil
eter)-N,N,N',N'-tetraacetic; ,,ELISA” sc¢ referd la test imunosorbant legat de enzimi; ,,ERK” se referd la
kinaze reglate prin semnal extracelular; ,,EtOAc” se referd la acetat de etil; ,,EtOH” se referd la etanol;
,LFBS” se referd la ser fetal bovin; ,,GDP” se referd la difosfat de guanozind; ,,GTP” se referd la trifosfat
de guanozind; ,,HPLC” se referd la cromatografic de lichide de inaltd performantd; ,,HRP” sc referd la
peroxidaza din hrean; ,,IPA” se referd la alcool izopropilic; ,IPAm” se referd la izopropil amind; ,,L.C-
ES/MS” se referd la cromatografic de lichide-spectrometrie de masa prin electropulverizare; ,,LC-MS” se
referd la cromatografie de lichide-spectrometrie de masi; ,MAPK” se referd la protein kinaze activate de
mitogen; ,,MeOH” se referd 1la metanol; ,,NaOMe” se referd la metoxid de sodiu; ,,NBS” sc referd la N-
bromosuccinimidi; ,NCS” se referd la N-clorosuccinimida; ,NMP” se referd la 1-metilpirolidin-2-oni;
,,PCR” sec referd la reactia catenei de polimerazi; ,,RPMI” se referd la Institutul Memorial Roswell Park;
»SCX” se referd la schimbare puternici de cationi; ,,TEA” se¢ referd la trictilamind; ,,TFA” se referd la
acid trifluoracetic; si ,,THF” se refera la tetrahidrofuran.

[zomerii individuali, enantiomerii, diastereomerii, i atropizomerii pot fi separati sau redizolvati
in orice punct convenabil din sintezele compusilor listate mai jos, prin metode cum ar fi tehnici de
cristalizare selective sau cromatografie chirald (vezi de exemplu, J. Jacques, si colab., ,,Enantiomers,
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Racemates, and Resolutions”, John Wiley & Sons, Inc., 1981, si ELL. Eliel si S.H. Wilen”,
Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Prezenta inventie include anumiti
compusi, care sunt atropizomeri si care pot exista in diferite conformatii sau ca rotomeri diferifi.
Atropizomerii sunt compusi, care existd in diferite conformatii care apar din restrictionarea rotatiei in
jurul unei singure legituri. Atropizomerii pot fi izolafi ca specii chimice separate daca bariera energetica
la rotatia in jurul unuia singur este suficient de ridicata si rata interconversiei este suficient de lentd pentru
a permite rotomerilor individuali sd se separe unul de celalalt. Prezenta invenfie are in vedere toti
izomerii, enantiomerii, diastereomerii, §i atropizomerii divulgati aici sau care ar putea fi ficuti utilizind
compusii divulgati aici.

Un compus cu oricare din Formulele I-VI este convertit cu usurintd la, si poate fi izolat ca, sare
acceptabild farmaceutic. Formarea sirii poate avea loc dupa adiugarea unui acid acceptabil farmaceutic
pentru a forma sarea de aditie acidica. Sdrurile se pot de asemenea forma simultan dupd deprotejarea unui
azot sau oxigen, adicd, dupd indepdrtarea grupdrii de protectic. Exemple, reactii si conditii pentru
formarea sirii pot fi gisite in Gould, P.L., ,Salt selection for basic drugs”, International Journal of
Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., si colab. ,,Salt Selection and Optimization Procedures
for Pharmaceutical New Chemical Entities”, Organic Process Rescarch and Development, 4: 427-435
(2000); si Berge, S.M., si colab., ,,Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19,
(1977).

Compusii prezentei inventii, sau sdrurile acestora, pot fi preparate printr-o varietate de proceduri,
din care unele sunt ilustrate in Prepararile si Exemplele de mai jos. Etapele de sinteza specifice pentru
ficcare din ciile descrise pot fi combinate in diferite moduri, sau in conjunctie cu ctape din cai diferite,
pentru a prepara compusi sau sdruri din prezenta inventie. Produsele fiecérei etape in prepardrile de mai
jos pot fi recuperate prin metode conventionale, incluzind extragere, evaporare, precipitare,
cromatografie, filtrare, triturare, si cristalizare.

Schema 1
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Schema 1, etapa A ilustreazd brominarea compusului (1) utilizand NBS si AIBN intr-un solvent
adecvat cum ar fi CCly pentru a da compusul (2). Etapa B prezintd substitufia nucleofilicd pe compusul
(2) utilizand cianurd de potasiu la reflux intr-un sistem de solvent adecvat cum ar fi EtOH si apa pentru a
da compusul (3). Adiugarea de izotiocianat de etoxicarbonil la compusul (3) utilizand hidrurd de sodiu
intr-un solvent adecvat cum ar fi DMF si ciclizarea ulterioard la compusul (4) este prezentatd in etapa C.
Deprotejarea bazicd a compusului (4) cu NaOH apos la reflux DMSO si reprotejarea ulterioara utilizand
dicarbonat de di-ferf-butil cu o baza adecvatd cum ar fi DIEA si DMAP cataliticd intr-un sistem de
solvent cum ar fi THF si DMF pentru a da compusul (5) este reprezentatd in etapa D. Etapa E prezintd
reactia bromului compusului (5) cu bis(pinacolato)diboron utilizand o bazi adecvatd cum ar fi acetat de
potasiu si un sistem catalizator-ligand cum ar fi acetat de paladiu si 1,1'-bis(diizopropilfosfino)ferocen
intr-un solvent adecvat cum ar fi 1,4-dioxan pentru a da compusul (6). O persoani calificatd in domeniu
va recunoaste cd o varictate de combinatii catalizator-ligand ar putea fi utilizate pentru a da aceastd
reactie.
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Schemd 2 ilustreazd o cale alternativd pentru sinteza compusului (6). Etapa A ilustreazd
reducerea benzaldehidei (7) utilizand un agent reducator adecvat cum ar fi borohidrurd de sodiu intr-un
solvent adecvat cum ar fi EtOH pentru a da compusul (8). Etapa B prezintd clorinarea compusului (8)
utilizind clorurd de tionil intr-un solvent adecvat cum ar fi DCM pentru a da compusul (9). Etapa C
ilustreaza substitutia nucleofilicd pe compusul (9) utilizind cianurd de potasiu intr-un solvent adecvat
cum ar fi DMSO pentru a da compusul (3). Addugarea de izotiocianat de etoxicarbonil la compusul (3)
utilizind hidrurd de sodiu intr-un solvent adecvat cum ar fi DMF si ciclizarea ulterioarad utilizind L-
prolind si Cul pentru a da compusul (4) este prezentatd in etapa D. Deprotejarca bazicd a compusului (4)
cu NaOH apos la reflux cu DMSO si reprotejarea ulterioard utilizind dicarbonat de di-ferf-butil cu o bazi
adecvatd cum ar fi DIEA si DMAP cataliticd intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (5) este
reprezentatd in ctapa E. Etapa F prezintd reactia bromului compusului (5) cu bis(pinacolato)diboron
utilizind o baza adecvatd cum ar fi acetat de potasiu si un sistem catalizator-ligand cum ar fi acetat de
paladiu si bis(2-difenilfosfinofenil)eter intr-un solvent adecvat cum ar fi 1,4-dioxan pentru a da compusul
(6). O persoand calificati in domeniu va recunoaste cd o varietate de combinatii catalizator-ligand ar
putea fi utilizate pentru a da aceasta reactie.
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Schema 3, ctapa A ilustreazd reducerca compusului (10) aldehidd cu borohidrurd de sodiu in
MeOH si mesilarea ulterioard utilizind anhidrida metan sulfonici cu o bazi adecvati cum ar fi DIEA intr-
un solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (11). Conditiile utilizate pentru transformarea compusului
(11) in compusul (12) sunt esential analoage cu cele gisite in Schema 1, ctapa B. Adiugarca de
izotiocianat de etoxicarbonil la compusul (12) utilizind fert-butoxid de potasiu intr-un solvent adecvat
cum ar fi DMF si ciclizarea ulterioard la compusul (13) este prezentatd in etapa C. Conditiile utilizate
pentru transformarea compusului (13) in compusul (14) sunt esential analoage cu cele gésite in Schema 1,
etapa D. Etapa E prezinta reactia bromului compusului (14) cu bis(neopentilglicolato)diboron utilizand o
baz3 adecvati cum ar fi acetat de potasiu si un sistem catalizator-ligand cum ar fi DPEPhosPdCI2 intr-un
solvent adecvat cum ar fi 1,4-dioxan pentru a da compusul (15). O persoand calificati in domeniu va
recunoaste ¢i o varictate de combinatii catalizator-ligand ar putea fi utilizate pentru a da aceasti reactie.
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Schema 4, etapa A ilustreazd formarea unei tiouree din reactia dintre compusul (16) si 5-fluoro-
2-metoxianilind, in timp ce se mentine o temperaturd de reactie rece, urmatd de o deprotejare bazica
pentru a da compusul (17). Etapa B prezintd ciclizarea compusului (17) in cloroform dupa adaugarea de
brom pentru a furniza compusul (18). Etapa C ilustreazd demetilarca compusului (18) care poate fi
obtinuti prin addugarea de BBr3 in timp ce s¢ mentine un amestec de reactie rece sub o atmosferd inertd
pentru a da compusul (19). Etapa D prezintd protejarea compusului (19) cu dicarbonat de di-terg-butil
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utilizand o bazd adecvatd cum ar fi TEA si DMAP catalitici intr-un sistem de solvent cum ar fi 1,4-
dioxan pentru a da compusul (20). Compusul (20) este tratat cu o bazd cum ar fi piridind urmati de
trifluoroanhidridd metansulfonicd intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusul (21) asa cum se
aratd in ctapa E. Etapa F ilustreaza reactia triflatului compusului (21) cu bis(pinacolato)diboron utilizind
5 o bazi adecvatd cum ar fi acetat de potasiu si un catalizator cum ar fi tetrakis(trifenilfosfin)paladiu(0)
intr-un solvent adecvat cum ar fi 1,4-dioxan pentru a da compusul (22). O persoand calificatd in domeniu
va recunoaste cd o varictate de combinatii catalizator-ligand ar putea fi utilizate pentru a da aceasta

reactie.
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10 Schema 5 ilustrcazi o cale alternativd pentru sinteza compusului (22). Etapa A ilustreazi

formarea tioureei din reactia compusului (23) si a 2-bromo-5-fluoroanilinei intr-un solvent cum ar fi THF
urmatd de o deprotejare bazicd pentru a da compusul (24). Etapa B prezintd brominarea si ciclizarea
compusului (24) utilizind un agent de brominare adecvat cum ar fi tribromura de piridiniu intr-un solvent
cum ar fi acidul sulfuric pentru a da compusul (25). Etapa C prezintd protejarea compusului (25) cu

15 dicarbonat de di-ferf-butil utilizind o bazi adecvati cum ar fi DMAP intr-un sistem de solvent cum ar fi
DCM pentru a da compusul (26). Etapa D ilustreazi transformarea compusului (26) in compusul (22) prin
tratamentul cu hidrurd de sodiu intr-un solvent cum ar fi THF la temperaturi scizute urmata de adiugarca
de n-butillitiu si borat de triizopropil.
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20 Schema 6, ctapa A ilustreaza clorinareca compusului (27) cu NCS intr-un solvent adecvat cum ar

fi DMF pentru a da compusul (28). Etapa B prezintd o reactie Sandmeyer pentru a transforma azot anilina
compusului (28) intr-un iod, ale cirei conditii vor fi cunoscute de citre o persoani calificatd in domeniu,
pentru a da compusul (29). Etapa C prezintd hidroliza bazicd a esterului compusului (29) la acidul
compusului (30).
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In schema 7, etapele A-C sunt efectuate intr-o manierd esential analoagi cu metodele gisite in
etapele A-C din Schema 6 pentru a da compusii (32-34).
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Schema 8, ctapa A este efectuati intr-o manierd esential analoagd cu metoda din ctapa A a

Schemei 6 pentru a da compusul (36). Etapa B prezintd o reactiec Sandmeyer pentru a transforma azot

anilina compusului (36) intr-un brom, ale cirei conditii vor fi cunoscute de citre o persoand calificatd in

5 domeniu, pentru a da compusul (37). Etapa C este efectuatd intr-o manierd esential analoagi cu metoda
din etapa C a Schemei 6 pentru a da compusul (38).
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Schema 9, ctapa A este efectuati intr-o manierd esential analoagd cu metoda din ctapa A a
Schemei 6 pentru a da compusul (40). Etapa B este efectuata intr-o maniera esential analoagd cu metoda
10 din etapa B a Schemei 8 pentru a da compusul (41).
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Schema 10, ctapa A ilustreazd o aminare reductiva intre compusul (42) si benzaldehida intr-un
solvent adecvat cum ar fi DCM cu un agent reducitor adecvat cum ar fi triacetoxiborohidrurd de sodiu
pentru a da compusul (43). Etapa B prezintd cuplarea amidici intre compusul (43) si un aminoacid
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protejat cu boc utilizand anhidrida propilfosfonica cu o baza adecvatd cum ar fi TEA intr-un solvent cum
ar fi DCM pentru a da compusul (44). Etapa C ilustreaza deprotejarea acidici si rearanjarca compusului
(44) utilizind TFA intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusul (45). Etapa D prezinti reducerea
amidica globald a compusului (45) utilizind un agent reducitor cum ar fi hidrura de litiu aluminiu intr-un
solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (46). Etapa E ilustreazi protejarea compusului (46) utilizind
dicarbonat de di-ferf-butil in bicarbonat de sodiu apos pentru a da compusul (47). Etapa F prezintd
deprotejarea compusului (47) prin intermediul hidrogendrii pentru a da compusul (48).
Schema 11
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Schema 11 prezintd ciclizarca compusului (49) utilizind clorurd de tionil si imidazol intr-un
solvent cum ar fi DCM la -78°C urmati de tratamentul cu periodat de sodiu si clorurd de ruteniu (IIT) in
ACN pentru a da compusul (50-R). Enantiomerul S (50-S) este sintetizat utilizind aceleasi conditii.
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In Schema 12, ctapa A este prezentatd o cuplare amidica intre compusul (51) si benzilglicini etil
ester utilizand un agent de cuplare adecvat cum ar fi N,N'-diciclohexilcarbodiimida intr-un solvent cum ar
fi DCM pentru a da compusul (52). Etapa B ilustreaza ciclizarea compusului (52) la compusul (53)
utilizand un acid cum ar fi TFA intr-un solvent cum ar fi DCM. Etapa C ilustreazi reducerca amidica
globali si deprotejarea compusului (53) cu un agent reducitor cum ar fi hidrura de litiu aluminiu intr-un
solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (54). Etapa D prezintd hidrogenarca compusului (54) la
compusul (55) utilizand un catalizator adecvat cum ar fi PA(OH), intr-un solvent cum ar fi MeOH. Etapa
E ilustreazad protejarea cu dicarbonat de di-ferf-butil a compusului (55) si formarea ulterioard a sirii cu
acid fosforic pentru a da compusul (56).
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In Schema 13, compusul (57) reprezinti acizii benzoici din Schemele 6-9 precum si acizii
benzoici disponibili comercial. Cuplarea amidica intre compusul (57) si compusul (58) utilizaind HATU si
0 bazi adecvati cum ar fi DIEA intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (59) este prezentatd
in ctapa A. Alternativ, cuplarea amidici este efectuatd utilizand 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazind si o
baza adecvatd cum ar fi 4-metilmorfolina intr-un solvent cum ar fi THF. O persoand calificatd in domeniu
va recunoaste ci existd o varietate de conditii cu care sd se efectueze o cuplare amidicd. Etapa B
ilustreaza ciclizarea intramoleculard a compusului (59) la compusul (60) utilizind o bazi adecvatd cum ar
fi hidrura de sodiu intr-un solvent cum ar fi DMF.
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Schema 14, ctapa A este efectuatd intr-o manierd esential analoagd cu metoda din etapa A a
Schemei 13 pentru a da compusul (63). Etapa B constd din ciclizarea compusului (63) intr-o maniera
esential analoagd cu metoda din etapa B a Schemei 13 urmatd de metilarea cu iodurd de metil. Compusii
(64) si (65) sunt recuperati dupd aceasta etapa.
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Schema 15, etapa A, ilustreaza ciclizarea compusului (66) prin tratament cu trifluoroacetat de
taliu(IlT) in TFA urmatd de addugarea de oxid de magneziu, clorurd de litin, si MeOH cu un catalizator
cum ar fi clorurd de paladiu(Il) sub o atmosferd de monoxid de carbon pentru a da compusul (67). Etapa
B prezintd nitrarca compusului (67) utilizind nitrat de potasiu in acid sulfuric concentrat pentru a da
compusul (68). Hidrogenarea grupdrii nitro pe compusul (68) utilizind Pt/C intr-un sistem de solvent cum
ar fi DCM si TFA pentru a da compusul (69) este prezentatd in etapa C. Etapa D prezintd o reactie
Sandmeyer pentru a transforma azot anilina compusului (69) intr-un clor, ale cirei conditii vor fi
cunoscute de citre o persoand calificatd in domeniu, pentru a da compusul (70). Etapa E ilustreazd
hidroliza compusului (70) utilizind o bazd adecvatd cum ar fi NaOH apos cu cildurd pentru a da
compusul (71). Alchilarea compusului (71) cu compusul (50-R) utilizand o bazd adecvati cum ar fi NaH
intr-un sistem de solvent cum ar fi DMF si THF pentru a da compusul (72) este prezentatd in ctapa F.
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Etapa G ilustreazd o cuplare amidicd intramoleculard in compusul (72) utilizind HATU si o bazi
adecvati cum ar fi DIEA intr-un solvent cum ar fi DMF pentru a da compusul (73).
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Schema 16, etapa A este cefectuatd intr-o manierd esential analoagid cu metoda din etapa A a
5 Schemei 6 pentru a da compusul (75). Etapa B prezintd o reactiec Sandmeyer pentru a transforma azot
anilina compusului (75) intr-un iod, ale cérei conditii vor fi cunoscute de citre o persoand calificati in
domeniu, pentru a da compusul (76). Etapele C-E sunt efectuate intr-o manierd esential analoagd cu
metoda din etapele E-G ale Schemei 15 pentru a da compusii (77-79).
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10 Schema 17, ctapa A ilustreaza clorinarea compusului (80) cu un agent de clorinare adecvat cum
ar fi NCS intr-un solvent adecvat cum ar fi acid acetic cu incélzire pentru a da compusul (81). Etapa B
ilustreaza o reactie Mitsunobu intre compusii (81) si (82) utilizand trifenil fosfind si azodicarboxilat de
diizopropil intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da compusul (83). Etapa C prezintd debenzilarea
compusului (83) utilizand diizopropil amini si cloroformiat de 1-cloroetil intr-un solvent adecvat cum ar

15 fi DCM pentru a da compusul (84). Etapa D ilustreaza hidroliza bazicd a esterului pe compusul (84)
utilizand o baza adecvati cum ar fi hidroxid de litiu intr-un sistem de solvent cum ar fi THF si apd pentru
a da compusul (85). Cuplarca amidicd intramoleculard a compusului (85) utilizind anhidrida
propilfosfonicd cu o bazi adecvatd cum ar fi TEA intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusul
(86) este reprezentatd in etapa E.
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Schema 18 prezintd cuplarea dintre compusul (37) si compusul (87) si ciclizarea ulterioara
pentru a da compusul (88) utilizand o baza adecvatd cum ar fi carbonat de cesiu intr-un solvent cum ar fi
DMF cu incilzire.

Schema 18

& . Mgl
o ?*’\ ‘Etapaf%l ) j&iEa aB ezgﬁ?Ethqu

B o
¥ 2% ¥
.93 . Oyt A
& Etaps D ;&
Bogodng ﬁﬁﬁ;ﬂw\m
o )
5 §2 EX

Schema 19, etapa A prezintd conversia compusului (89) la compusul (90) prin tratamentul cu o
bazd adecvati cum ar fi KOH intr-un sistem de solvent cum ar fi EtOH deuterat in D,O. Etapa B
ilustreaza o reactie Grignard a compusului (90) cu magneziu intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da
compusul (91). Carboxilarea compusului (91) cu *COs intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da
10 compusul (92) este prezentatad in etapa C. Etapa D prezintd reactia compusului (92) cu clorura de oxalil
intr-un solvent cum ar fi DCM cu DMF catalitici pentru a da compusul (93).
Schema 20
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In Schema 20, compusul (94) reprezinti miezurile triciclice descrise in Schemele 13-18. In etapa

A, amida din compusul (94) este redusd utilizind un agent reducitor adecvat cum ar fi complex boran

15 sulfurd de dimetil in THF pentru a da compusul (95). Compusul (94) si compusul (95) pot suferi ambii o
cuplare incrucisatd Suzuki cu boronati cum s-a descris in Schemele 1-5 utilizind un catalizator adecvat

cum ar fi diclorura de 1,1'-bis(di-ferf-butilfosfino)ferocen paladiu cu o baza adecvatd cum ar fi fosfat de
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potasiu tribazic intr-un sistem de solvent cum ar fi 1,4-dioxan §i apa cu incilzire pentru a da compusul
(96). Aceastd cuplare ar putea fi efectuatd alternativ utilizind un catalizator adecvat cum ar fi
DPEPhosPdCl; cu o bazd cum ar fi carbonatul de cesiu intr-un solvent cum ar fi toluen cu incélzire. O
persoand calificatd in domeniu va recunoaste ca existd multe combinatii de catalizatori, baze, si solventi
care pot fi utilizate pentru a efectua acest tip de transformare. Etapa C prezintd deprotejarea acidicd a
compusului (96) cu un acid cum ar fi TFA intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusul (97).
Etapa D prezintd o cuplare intre compusul (97) si un partener pentru a da compusii cu Formula 1.
Partenerul poate fi o clorurd acida, un acid carboxilic, sau bromura de cianogen. In cazurile cu o clorurd
acidi, o baza adecvatid cum ar fi TEA sau DIEA este utilizatd intr-un solvent cum ar fi DCM. Clorura
acida poate fi de asemenea utilizatd cu carbonat de potasiu ca baza intr-un sistem de solvent bifazic cum
ar fi EtOAc, THF, si apa. In cazurile in care partenerul este un acid carboxilic, conditiile includ un reactiv
de cuplare adecvat cum ar fi anhidrida propilfosfonica cu o baza adecvatd cum ar fi DIEA intr-un solvent
cum ar fi DMF. Daci partenerul este bromura de cianogen, o bazd adecvatd cum ar fi NaOH apos este
utilizatd intr-un solvent cum ar fi DCM.

Prepariri si Exemple

Urmitoarele Prepardri si Exemple ilustreazd mai departe inventia si reprezintd sinteza tipica a
compusilor inventiei dar nu trebuie sd fie interpretate ca limitand scopul inventiei in nici un fel. Reactivii
si materiile prime sunt disponibile cu usurintd sau pot fi sintetizate cu usurintd fie prin proceduri
cunoscute, sau fie prin utilizarea diferitelor modificari, care pot fi ficute de citre cineva avand calificare
obisnuitd in domeniu.

Compusii pot fi caracterizafi prin cromatografic lichidd-spectrometriec de masd prin
electropulverizare (LC-ES/MS) efectuatd pe un sistem de cromatografic lichidd Agilent HP 1100.
Misurdtorile de spectrometric de masa prin electropulverizare (obtinute in mod pozitiv si/sau negativ)
sunt efectuate pe un spectrometru de masd cvadripol cu detector selectiv de masd interfatat ca HP1100
HPLC. Conditiile LC-MS (pH scizut): coloani: FENOMENEX® GEMINI® NX C-18 2,1 x 50 mm 3,0
pm; gradient: 5-100% B in 3 min, apoi 100% B timp de 0,75 min la temperatura coloanei: 50 °C +/-10
°C; debit: 1,2 mL/min; Solvent A: apd deionizatd cu 0,1% HCOOH; Solvent B: ACN cu 0,1% acid
formic; lungime de undd 214 nm. Conditii LC-MS alternative (pH ridicat): coloand: coloana
WATERS™ XTERRA® MS C-18 2,1 x 50 mm, 3,5 m; gradient: 5% solvent A timp de 0,25 min, gradient
de la 5% pani la 100% solvent B in 3 min si 100% solvent B timp de 0,5 min sau 10% pani la 100%
solvent B in 3 min si la 100% solvent B timp de 0,75 min; temperatura coloanei: 50 °C +/-10 °C; debit:
1,2 mL/min; Solvent A: 10 mM NH4sHCOz pH 9; Solvent B: ACN ; lungime de unda: 214 nm.

Cromatografia preparativad cu fazd inversi este efectuatd pe un LC-ES/MS Agilent 1200 echipat
cu un spectrometru de masi cu detector selectiv de masa si un colector cu autoesantionare/fractiune Leap.
Metodele cu pH ridicat sunt rulate pe o coloani cu dimensiunea particulei de 5 um, 75 x 30 mm
FENOMENEX® GEMINI®-NX, cu o gardi de 10 x 20 mm. Debit de 85 mL/min. Eluentul este 10 mM
bicarbonat de amoniu (pH 10) in ACN.

Preparare 1
1,3-Dibromo-2-(bromometil)benzen

Br
Br

Br

Se adaugd NBS (35,0 g, 195 mmol) la o solutic de 2,6-dibromotoluen (50,0 g, 194 mmol) in
tetraclorurd de carbon (500 mL). Amestecul este incdlzit la 80°C si se adaugd AIBN (3,20 g, 19,1 mmol).
Amestecul este refluxat timp de 16 ore. Dupi acest timp, amestecul este ricit la temperatura ambianta si
filtrat. Filtratul este diluat cu EtOAc si spalat cu apa, solutic apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu, si
solutie apoasa saturatd de clorurd de sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si
concentrate in vid. Reziduul rezultat este uscat sub vid inaintat pentru a da compusul din titlu (67,5 g,
84%). 'H RMN (CDCl3) d 7,58 (2H, d), 7,04 (1H, t), 4,86 (2H, s).
Preparare 2
(2,6-Dibromofenil)metanol

Br
OH

Br
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Se adaugd borohidrurd de sodiu (7,83 g, 207 mmol) in trei portii la intervale de 10 minute cu
agitare la 0°C la o solutic de 2,6-dibromobenzaldehidd (148,7 g, 552,3 mmol) in EtOH (1,4 L). Dupa
addugarea finald, amestecul este agitat timp de 30 minute inainte de stingerea cu griji cu solutie apoasa
saturatd de NH4Cl (600 mL). Se adaugid DCM (1,75 L) si apa (200 mL) si straturile sunt separate. Stratul
apos este extras un timp suplimentar cu DCM. Organicele combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu si
filtrate printr-un strat de siliciu clitind cu EtOAc (2 x 500 mL). Filtratul este concentrat in vid, preluat in
toluen, si concentrat din nou in vid pentru a da compusul din titlu ca solid alb (148,7 g, 99%). 'H RMN
(DMSO0-d6) d 7,66 (2H, d), 7,17 (1H, t), 5,20 (1H, t), 4,74 (2H, d).

Preparare 3

1,3-Dibromo-2-(clorometil)benzen
Br

Cl

Br
La o solutie 1a 0°C de (2,6-dibromofenilymetanol (199,3 g, 749,4 mmol) in DCM (1,5 L) tratata

cu DMF (0,5 mL) se adaugi clorura de tionil (160 mL, 2196 mmol) in picdturd intr-o ord. Dupd acest
timp, amestecul este 1dsat si se incilzeascd la temperatura ambiantd si apoi incdlzit la 50°C peste noapte.
Cildura este indepdrtatd si reactia este ricitd la 0°C inainte de stingerea cu grijd cu apa (500 mL).
Amestecul este diluat cu DCM si straturile sunt separate. Organicele sunt spdlate cu solufie apoasd
saturata de clorurd de sodiu, apd, si din nou cu solufie apoasa saturatd de clorurd de sodiu. Organicele sunt
uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid pentru a da produsul din titlu ca solid alb (206,98 g,
95%). '"H RMN (DMSO-d6) d 7,75 (2H, d), 7,26 (1H, 1), 4,95 (2H, s).

Preparare 4

2-(2,6-Dibromofenil)acetonitril

Br

N
Br

Un amestec de 1,3-dibromo-2-(bromometil)benzen (57,0 g, 137 mmol) si cianurd de potasiu
(28,0 g, 417 mmol) in EtOH (350 mL) si apa (90 mL) este refluxat timp de 5 ore. Amestecul este apoi
racit la temperatura ambiantd si concentrat in vid. Reziduul este dizolvat in EtOAc si spalat cu solutic
saturati de bicarbonat de sodiu. Faza apoasa este extrasd cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt
spdlate cu apa si solutie apoasa saturatd de clorurd de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si
concentrate in vid. Reziduul rezultat este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu, eluind cu
10-100% DCM/hexan pentru a da compusul din titlu (34,5 g, 87%). '"H RMN (CDCls) d 7,62 (2H, d),
7,12 (1H, t), 4,14 (2H, s).
Preparare alternativa 4

Se adaugd cianurd de potasiu (142,2 g 2183,5 mmol) la o solutic de 1,3-dibromo-2-
(clorometil)benzen (206,98 g, 727,83 mmol) in DMSO (600 mL) si se agitd la temperatura ambiantd timp
de 2 zile. Dupa acest timp, amestecul este turnat in apa cu gheatd si agitat timp de 2 ore dupa care se
formeazi un precipitat alb. Precipitatul este filtrat si spalat de trei ori cu apa inainte de uscarea intr-un
cuptor cu vid. Solidul rezultat este purificat prin cromatografie pe coloani cu gel de siliciu eluand cu 10-
70% DCM/hexani pentru a da compusul din titlu ca solid alb (189,23 g, 94%). '"H RMN (DMSO-d6) d
7,78 (2H, d), 7,28 (1H, t), 4,22 (2H, s).
Preparare 5
N-(4-bromo-3-ciano-benzotiofen-2-il)carbamat de etil

Br cNg —
(0]

NN

s H
O solutie de 2-(2,6-dibromofenil)acetonitril (20,0 g, 71,3 mmol) in DMF (200 mL) este récita la
0°C. Se adauga in portii hidrura de sodiu (60% din masa in ulei de parafind) (2,85 g, 71,3 mmol). Dupa
addugare, amestecul este agitat la 0°C timp de 10 minute, apoi se adaugd in piciturd izotiocianat de
etoxicarbonil (8,60 mL, 71,4 mmol) la 0-5°C. Dupa addugare, amestecul este agitat la temperatura
ambianta timp de 1 ord apoi incélzit la 100°C timp de 4 ore. Dupi acest timp, solventul este evaporat in
vid. Reziduul este agitat intr-un amestec de EtOAc si solutie saturatd de bicarbonat de sodiu. Precipitatul
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rezultat este colectat prin filtrare, spalat cu apd, si uscat intr-un cuptor cu vid la 60-65°C peste noapte
pentru a da compusul din titlu (10,5 g, 45%). ES/MS m/z ("°B1/%'Br) 322,8/324,8 [M-H]~.
Preparare alternativa 5

Hidrura de sodiu (60% din masa in ulei de parafind) (24,85 g, 621,3 mmol) este suspendata in
DMF (500 mL) si ricitd la 0°C. La suspensia rece se adaugd intr-o maniera in picaturd o solutic de 2-(2,6-
dibromofenil)acetonitril (169,14 g, 615,19 mmol) in DMF (600 mL) intr-o ord astfel incat temperatura si
nu creascd peste 7°C. Dupd 30 minute, se adauga izotiocianat de etoxicarbonil (77,81 mL, 646,0 mmol) in
30 minute in timp ce temperatura este incd la 0°C. Amestecul este agitat la 0°C timp de 10 minute inainte
de indepdrtarea din baia cu gheata si se agitd timp de 20 minute suplimentare. Dupa acest timp, se adauga
L-prolind (14,16 g, 123,0 mmol) si iodurd cuproasa (11,71 g, 61,49 mmol) si amestecul este incilzit la
65°C timp de 4,5 ore. Amestecul este tratat cu 0,5M EDTA apoasi (4 L) diluat cu EtOAc (1,6 L) si agitat
viguros peste noapte. Dupd acest timp, suspensia tulbure rezultati este filtratd si solidul colectat este
spdlat cu apd si EtOAc. Solidul este tras uscat in vid timp de 1,5 ore apoi uscat intr-un cuptor cu vid timp
de 2 ore suplimentare pentru a da compusul din titlu ca solid alb (187,24 g, 77%). 'H RMN (DMSOQ-d6) d
11,76 (1H, s), 8,01 (1H, d), 7,65 (1H, d), 7,27 (1H, 1), 4,90 (2H, q), 1,31 (3H, t).
Preparare 6
2-Amino-4-bromo-benzotiofen-3-carbonitril

Br CN
| N—NH,
S

Se adauga 5N NaOH (765 mL, 3825 mmol) la o solutic de N-(4-bromo-3-ciano-benzotiofen-2-
il)carbamat de etil (155 g, 476,6 mmol) in DMSO (480 mL). Amestecul este incilzit la 125°C peste
noapte. Dupd acest timp, cildura este indepdrtatd si masa de reactie este turnatd in apa cu gheatd (4,2 L) si
agitatd viguros timp de 10 minute. Se formeaza un precipitat care este filtrat, spalat cu apa, si uscat intr-un
cuptor cu vid timp de 2 zile pentru a da produsul din titlu ca solid galben (73,6 g, 61%). 'H RMN
(DMSO-d6) d 7,96 (2H, s), 7,70 (1H, d), 7,46 (1H, d), 7,02 (1H, 1).

Preparare 7
N-(4-bromo-3-ciano-benzotiofen-2-il)carbamat de tert-butil

Br CN

[O-A
s )0
(0]

O solutie de 2-amino-4-bromo-benzotiofen-3-carbonitril (20 g, 79,2 mmol), DIEA (21 mL, 120
mmol), si DMAP (800 mg, 6,55 mmol) in THF (270 mL) si DMF (40 mL) este tratatd cu dicarbonat de
di-tert-butil (19,6 g, 87,1 mmol). Amestecul este agitat sub azot la temperatura ambiantd timp de 18 ore.
Amestecul de reactie este diluat cu apa, solutie de bicarbonat de sodiu, si EtOAc, apoi agitat timp de 10
minute. Precipitatul rezultat este colectat prin filtrare, spalat cu EtOAc rece, si uscat intr-un cuptor cu vid
la 60°C peste noapte pentru a da compusul din titlu ca solid bej (10,8 g, 38,6%). Filtratul este extras
suplimentar de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt spilate cu api si solufie apoasa
saturatd de clorurd de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul rezultat
este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu, eluand cu 20-100% DCM/hexan pentru a da un
compus suplimentar (12,5 g, 45%) dind un randament total de 23,3 g (83%). ES/MS m/z (“Br/'Br)
351/353 [M-H].

Preparare alternativa 7

DIEA (77 mL, 441 mmol) si DMAP (2 g, 16 mmol) s¢ adaugi la o solutic de 2-amino-4-bromo-
benzotiofen-3-carbonitril (74,5 g, 294 mmol) in THF (2 L) urmata de adiugarea de dicarbonat de di-fer¢-
butil (73,1 g, 325 mmol). Amestecul este agitat la temperatura ambiantd peste noapte. Dupd acest timp,
amestecul este diluat cu apa, EtOAc, si solutic apoasa saturata de bicarbonat de sodiu care este apoi filtrat
pentru a furniza un solid alburiu. Acest solid este spilat cu apa si EtOAc apoi uscat peste noapte pentru a
da produsul din titlu (32 g, 31%). Straturile filtrate sunt apoi separate si stratul apos este extras de doud
ori cu EtOAc. Organicele combinate sunt spilate cu clorurd de sodiu apoasa saturatd, uscate pe sulfat de
sodiu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul rezultat este preluat in DCM (260 mL), sonicat, diluat in
continuare cu hexani (275 mL), sonicat, triturat, si filtrat pentru a da produsul suplimentar din titlu (60,5
2. 58%) si un randament combinat de 92,5 g (89%). ES/MS m/z ("Br/*'Br) 351/353 [M-HJ".

Preparare 8
N-[3-ciano-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)benzotiofen-2-iljcarbamat de tert-butil
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S+

o._0
B CN
H
@100
S o)
o)

O solutic de N-(4-bromo-3-ciano-benzotiofen-2-il)carbamat de tert-butil (10,90 g, 30,7 mmol),
bis(pinacolato)diboron (23,50 g, 92,54 mmol), si acetat de potasiu (9,05 g, 92,2 mmol) in 1,4-dioxan (150
mL) este stropitd cu azot la 50°C timp de 30 minute. Flaconul este incircat cu 1,1'-
bis(diizopropilfosfino)ferocen (2,25 g, 5,38 mmol) si acetat de paladiu (0,700 g, 3,12 mmol) si apoi
incalzit la 100°C sub azot. Dupd 2 ore, amestecul este ricit la temperatura ambiantd, diluat cu EtOAc,
filtrat prin pdmant de diatomee, si spdlat cu EtOAc. Filtratul este tratat cu gel de siliciu (150 g),
concentrat la sec, si apoi incircat intr-un cartus. Brutul este purificat prin cromatografie rapidd pe gel de
siliciu, eludnd cu 0-50% DCM/hexan pentru a da compusul din titlu (9,15 g, 67%). ES/MS m/z: 399,2
(M-H).

Preparare alternativa 8

1,4-Dioxan (500 mL) este incilzit la reflux in timp ce este stropit cu azot timp de 1 ord.
Temperatura este apoi redusd pana la 80°C in timp ce se continud stropirca cu azot. La aceastd
temperaturd, se¢ adaugd N-(4-bromo-3-ciano-benzotiofen-2-il)carbamat de tert-butil (32 g, 90,59 mmol),
bis(pinacolato)diboron (60 g, 236 mmol), acetat de potasiu (26,67 g, 271,8 mmol), si in final acetat de
paladiu (2,03 g, 9,04 mmol) si bis(2-difenilfosfinofenil)eter (8,54 g, 15,9 mmol). Amestecul este incilzit
la 100°C timp de trei ore. Dupa acest timp, cildura este indepartata si amestecul este diluat cu FtOAc,
filtrat prin pdmant de diatomee, si concentrat in vid. Reziduul rezultat este dizolvat in DCM, tratat cu 200
g de siliciu, si concentrat in vid. Acest siliciu este plasat intr-o precoloand, si materialul este purificat prin
cromatografie pe gel de siliciu eludnd cu 10-95% DCM si o solutie premixatd 95% DCM/EtOAc.
Fractiunile rezultate sunt separate pe baza puritdtii relative. Fiecare set este concentrat separat in
vid, sonicat in heptani, triturat, filtrat, si clatit cu heptani. Solidele rezultate sunt uscate peste noapte, apoi
combinate pentru a da compusul din titlu (23,86 g, 65%). 'H RMN (DMSO-d6) d 11,32 (1H, s), 8,02 (1H,
d), 7,59 (1H, d), 7,34 (1H, t), 1,53 (9H, s), 1,37 (12H, s).

Preparare 9
6-Bromo-2,3-difluorobenzenmetanol

F

he oy
Br

6-Bromo-2,3-difluorobenzaldehida (20,0 g, 88,7 mmol) este dizolvatd in MeOH (250 mL) si se
adaugd borohidrurd de sodiu (6,70 g, 177 mmol) in portii. Dupd ce reactia exotermd este racitd la
temperatura ambianta (~1 ord), amestecul de reactie este turnat in solutie saturati de clorurd de amoniu i
extras de trei ori cu DCM. Extractele organice combinate sunt spalate cu apa si solutie apoasa saturati de
clorura de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul este uscat sub vid
inaintat peste noapte pentru a da compusul din titlu ca solid alb (19,5 g, 97%). 'H RMN (CDCl;) d 7,37
(1H, m), 7,07 (1H, m), 4,88 (2H, m), 2,13 (1H, m).
Preparare 10
Metansulfonat de (6-bromo-2,3-difluorofenil)metil

Br o,

6-Bromo-2,3-difluorobenzenmetanolul (19,5 g, 85,7 mmol) este dizolvat in THF (200 mL) si se
adaugda DIEA (18,0 mL, 103 mmol). Amestecul este ricit la 0°C si apoi tratat cu anhidridad
metansulfonicad (17,1 g, 94,2 mmol). Dupa agitare la temperatura ambiantd timp de 18 ore, amestecul este
diluat cu FtOAc:eter de metil tert-butil (1:1) si spalat cu apa rece. Straturile sunt separate si stratul apos
este extras de doud ori cu EtOAc:etil de metil tert-butil (1:1). Organicele combinate sunt spélate cu apd si
solutie apoasa saturata de clorura de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu si carbonat de potasiu, filtrate, si
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concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca ulei galben (26,0 g, 99+%). 'H RMN (CDCls) d 7,44
(1H, m), 7,18 (1H, m), 5,43 (2H, d), 3,12 (3H, s).

Preparare 11
2-(6-Bromo-2,3-difluoro-fenil)acetonitril

SN
Br

Un amestec de metansulfonat de (6-bromo-2,3-difluorofenil)metil (26,0 g, 82,0 mmol) si cianura
de potasiu (6,06 g, 90,3 mmol) in EtOH (200 mL) si apd (40,0 mL) este refluxat timp de 30 minute si apoi
racit la temperatura ambiantd. Solventul este indepirtat in vid i reziduul este suspendat in DCM.
Amestecul este spdlat cu apd, solutic saturatd de bicarbonat de sodiu, si solutic apoasa saturatad de clorura
de sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in vid. Produsul brut este
purificat prin cromatografic rapidd pe coloani cu gel de siliciu, eluand cu 10-100% DCM/hexan pentru a
da compusul din titlu (17,9 g, 94%). '"H RMN (CDCl3) d 7,44 (1H, m), 7,15 (1H, m), 3,91 (2H, d).
Preparare 12
N-(4-bromo-3-ciano-7-fluoro-benzotiofen-2-il)carbamat de etil

B cNg —

0]
N—N
s H
F
O solutie de 2-(6-bromo-2,3-difluoro-fenil)acetonitril (17,9 g, 77,2 mmol) in DMF (200 mL)

este ricitd intr-o baie cu gheatdl si apoi tratatd cu ferf-butoxid de potasiu (9,30 g, 81,2 mmol) in portii.
Dupi addugare, amestecul este agitat timp de 10 minute (reactia se transforma in rosu inchis) si se adauga
in picdturd izotiocianat de ctoxicarbonil (9,80 mL, 81,4 mmol). Amestecul de reactic este agitat la
temperatura ambiantd timp de 1 ord, si apoi incdlzit 1a 100°C timp de 30 minute. Amestecul este apoi ricit
intr-o baie cu gheatd timp de 10 minute si se¢ adaugd incet cu agitare apd (500 mL). Precipitatul rezultat
este colectat prin filtrare, clitit cu apa si hexani, si uscat in acr. Solidul este uscat mai departe intr-un
cuptor cu vid la 60°C peste noapte pentru a da compusul din titlu (24,5 g, 84%). ES/MS m/z ("’Br/*'Br)
340,8/342,8 [M-H]-.
Preparare 13
2-Amino-4-bromo-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

Br CN
N—NH,
s

F

Un amestec de N-(4-bromo-3-ciano-7-fluoro-benzotiofen-2-il)carbamat de etil (24,5 g, 71,4
mmol), DMSO (100 mL), si 5N NaOH (80,0 mL, 400 mmol) este refluxat timp de 4 ore. Amestecul este
racit la temperatura ambianta §i tratat cu apd rece in timp ce este agitat viguros. Precipitatul rezultat este
colectat prin filtrare, spalat cu apa, si uscat intr-un cuptor cu vid la 65°C peste noapte pentru a da
compusul din titlu (15,5 g, 80%). ES/MS m/z (Br/2!'Br) 268,8/270,8 [M-H]".

Preparare 14
N-(4-bromo-3-ciano-7-fluoro-benzotiofen-2-il)carbamat de tert-butil

Br cNQ XL
o
NN

s H

F
Compusul din titlu este preparat din 2-amino-4-bromo-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril intr-o

manieri esential analoagd cu metoda de la Prepararea 7. ES/MS m/z ("Br/*'Br) 314,8/316,8 [M-t-
Bu+H]*.

Preparare 15
N-[3-ciano-4-(5,5-dimetil-1,3,2-dioxaborinan-2-il)-7-fluoro-benzotiofen-2-il] carbamat de tert-butil
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o

©8-° CN Q \}L
o
N—N
s H

F

N-(4-bromo-3-ciano-7-fluoro-benzotiofen-2-il)carbamatul de ferf-butil (16,0 g, 41,4 mmol) si
bis(neopentilglicolato)diboron (37,0 g, 157 mmol) sunt dizolvate in 1,4-dioxan (300 mL) sub azot. Se
adauga acetat de potasiu (12,2 g, 124 mmol), si amestecul este stropit cu azot timp de 1 ord la 50°C. Se
adaugd DPEPhosPdCI2 (3,0 g, 4,2 mmol), si flaconul este incilzit la 95°C timp de 1 ord. Amestecul este
apoi ricit la temperatura ambiantd, concentrat in vid la ~100 mL, diluat cu heptan (200 mL), agitat timp
de 10 minute, si apoi filtrat prin pidmant de diatomee, clitit cu heptan si heptan:eter de metil tert-butil
(1:1). Filtratul este concentrat, dizolvat in DCM minim, si filtrat printr-un strat de gel de siliciu, clitit cu
EtOAc:heptan (1:1). Filtratul este spdlat cu solutie saturatd de clorurd de amoniu si solutie apoasa saturata
de clorurd de sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul
este purificat prin cromatografic rapida pe coloani cu gel de siliciu, eluand cu 5-50% (20% acetond in
DCM)/hexan pentru a da compusul din titlu (13,0 g, 78%). '"H RMN (DMSO-d6) d 11,6 (1H, s), 7,61
(1H, m), 7,20 (1H, m), 3,78 (4H, s), 1,54 (9H, s), 1,03 (6H, s).
Preparare 16
(5-Fluoro-2-metoxi-fenil)tiouree

S

PR

N“ “NH,
o H

~

Izotiocianatul de benzoil (110 g, 671 mmol) si THF (875 mL) sunt combinate si ricite 1la 5°C sub
azot. Se¢ adaugid 5-fluoro-2-metoxianilind (83,2 mL, 705 mmol) in picdturd in timp ce se¢ mentine
temperatura internd a reactiei sub 10°C. Amestecul este incilzit la temperatura ambianta si agitat timp de
30 minute. Se adaugd 5N NaOH (161 mL, 805 mmol) si apa (200 mL) si amestecul este incilzit la reflux
timp de 3,5 ore. Dupa acest timp, s¢ adaugd apa (500 mL) si acetat de izopropil (800 mL) si amestecul
este ricit la temperatura ambiantd. Se adauga HCI concentrat apos si se ajusteazd pH-ul la ~9-10.
Straturile sunt separate. Stratul organic este uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat, si concentrat in
vid. Se adaugd EtOAc (360 mL) si hexani (840 mL) la reziduu si amestecul este refluxat timp de cinci
minute. Dupa acest timp, amestecul este ricit la -20°C si ldsat si stea peste noapte. Solidul rezultat este
separat prin filtrare si solidul colectat este spalat cu hexani reci pentru a da compusul din titlu ca solid
incolor (118 g, 88%). ES/MS m/z: 201 (M+H).

Preparare 17
Acid bromhidric de 7-fluoro-4-metoxi-1,3-benzotiazol-2-amina

F

S
»—NH,
N

O\ HBr

O solutie de (5-fluoro-2-metoxi-fenil)tiouree (118 g, 571 mmol) si CHCls (2 L) este récita la 5°C
sub azot. Se adaugi brom (30,1 mL, 582 mmol) in piciturd in timp ce se mentine temperatura internil a
reactiei sub 7°C. Amestecul este agitat la 0°C timp de 30 minute inainte de incdlzirea la reflux timp de
2,25 ore. Dupd acest timp, amestecul este racit la -20°C si 1isat sa stea peste noapte. Solidele rezultate
sunt separate prin filtrare si spalate cu hexani reci pentru a da compusul din titlu ca solid galben (141 g,
89%). ES/MS m/z: 199 (M+H).

Preparare 18
Acid bromhidric de 2-amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-ol
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S
Ral
N

OH HBr

BBr3 (150 mL, 1589 mmol) se adauga printr-o canuld la DCM (1,5 L) 1a 0°C sub azot. Se adauga
in portii acid bromhidric de 7-fluoro-4-metoxi-1,3-benzotiazol-2-amind (141 g, 506 mmol) timp de 15
minute si amestecul de reactie este lasat si se incdlzeascd incet la temperatura ambiantd si cu agitare peste
noapte. Amestecul este ricit la 0°C si stins cu grijd cu MeOH in timp ce s¢ mentine temperatura internd
sub 10°C. In timpul stingerii, icsirea gazului este barbotatii in SN NaOH rece. Solidul rezultat este filtrat
si spdlat cu DCM rece pentru a da compusul din titlu ca solid incolor (117 g, 87%). ES/MS m/z: 185
(M+H).
Preparare 19
(7-fluoro-4-hidroxi-1,3 -benzotiazol-2-il)carbamat de tert-butil

F

| >N

N »oO
OH o X

Acidul bromhidric de 2-amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-ol (117 g, 441 mmol) in 1,4-dioxan
(1,5 L) este ricit la 10°C. Se adaugd TEA (129 mL, 926 mmol) in timp ce s¢ mentine temperatura interni
a reactiei sub 15°C. Se adaugd DMAP (2,7 g, 22 mmol) si dicarbonat de di-ferf-butil (228 g, 1014 mmol)
si amestecul de reactie este incdlzit incet la temperatura ambiantd si agitat timp de doud zile. Amestecul
este diluat cu apd, EtOAc, si clorurd de sodiu apoasd saturatd si straturile sunt separate. Stratul organic
este concentrat in vid. Se adaugd McOH (900 mL) si NaOMe (5M in MeOH, 132 mL) si amestecul este
agitat la temperatura ambianta peste noapte. Se adaugd NaOMe (5M in MeOH, 10 mL) suplimentar si
amestecul este agitat la temperatura ambianta timp de trei ore inainte de concentrare in vid. Se adauga apa
si EtOAc si sc scpard straturile. Stratul organic este uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat, si
concentrat in vid pand cand se formeazd un solid. Se adaugd hexani si solidele rezultate sunt filtrate si
spalate cu hexani pentru a da compusul din titlu ca solid ardmiu deschis (97,2 g, 78%). ES/MS m/z: 283
(M-H).
Preparare 20
Trifluorometansulfonat de 2-[(Zerg-butoxicarbonil)amino]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il

0
\ 0
FX\S\‘\O X
F F O
(7-fluoro-4-hidroxi-1,3-benzotiazol-2-il)carbamatul de ferf-butil (116 g, 407 mmol), DCM (1,4

L), si piridina (66 mL, 814 mmol) sunt combinate si ricite la 5°C sub azot. Se adaugi trifluoroanhidridd
metansulfonicd (83 mL, 488 mmol) in picdturd in timp ce s¢ mentine temperatura internd a reactici sub
10°C. Amestecul este diluat cu api si straturile sunt separate. Stratul organic este spilat cu 10% acid citric
apos. Stratul organic este uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat, si concentrat in vid. Reziduul
rezultat este purificat prin cromatografic cu fazi normald, eluand cu 25-28% B intr-un gradient (A:
hexani, B: 25% DCM in EtOAc), pentru a da compusul din titlu ca solid galben (123 g, 73%). ES/MS
m/z: 415 (M-H).

Preparare 21
N-[(2-Bromo-5-fluoro-fenil)carbamotioil]benzamida

F
S O
N
Br H H
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O solutie de 2-bromo-5-fluoroanilina (250 g, 1289.4 mmol) in THF (400 mL) este agitatd cu un
agitataor mecanic plasat la partea superioard. Se adaugd izotiocianat de benzoil (130 g, 780,6 mmol) in
THF (800 mL) in 30 minute utilizind o palnic de addugare. Este utilizatd o baie cu apa pentru a mentine
temperatura internd sub 30°C in timpul adiugirii. Dupa 1,5 ore, amestecul de reactie este turnat in mod
egal in trei flacoane de 4 litri care contin apa (3 L). Solidele rezultate au fost filtrate in vid printr-o palnie
de sticla sinterizatd. Solidele au fost cldtite cu apa deionizatd (8 L) si uscate in aer sub vid pentru a da
compusul din titlu ca solid colorat in ardmiu (456 g, 99+%). ES/MS m/z ("Br/*'Br) 353/355 [M-HJ".

Preparare 22
(2-Bromo-3-fluoro-fenil)tiouree

S

NJ\ NH,
Br H

La o suspensie de N-[(2-bromo-5-fluoro-fenil)carbamotioil|benzamida (1600 g, 4,53 mol), THF
(6 L), si MeOH (1,6 L) se adaugd 5N NaOH apos (1 L). Dupa 18 ore de agitare la temperatura ambianta,
amestecul de reactie este filtrat printr-un strat de pAmant de diatomee pentru a indepdrta particulele negre.
Tamponul a fost clitit cu THF/MeOH apoi 100% MeOH. Solventul este indepartat in vid pentru a obtine
un solid ardmiu. Se adaugd apa cu gheatd (4 L) la solid si cu utilizarea unui agitator plasat la partea
superioard, se adaugd SN HCI (~ 300 mL) in portii de 100 mL pentru a ajusta pH-ul la 7. Se adauga apd
cu gheatd suplimentard, si amestecul este agitat timp de ~1 ord. Se adaugd apd (4 L) si suspensia este
filtrata printr-o palnie mare de sticld sinterizatd sub vid. Solidele sunt clatite cu apd deionizata si dupd ce
majoritatea apei este indepartatd, solidele sunt clitite cu hexani (8 L), si uscate in acr. Solidele sunt
plasate intr-un cuptor cu vid la 50°C timp de 24 ore pentru a da compusul din titlu ca un solid alburiu
(1035 g, 92%). ES/MS m/z (Bt/*'Br) 249/251 [M-H]".
Preparare 23
4-Bromo-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-amini

)
>—NH;
N

Br

Acidul sulfuric (350 mL), ricit cu o baie cu gheatd/clorurd de sodiu, este agitat cu un agitator
mecanic plasat la partea superioard. Se adauga (2-bromo-5-fluoro-fenil)tiouree (130,5 g, 523,9 mmol) in
portii timp de o perioadd de 5 minute. Dupd zece minute, temperatura internd a atins ~1°C. Sub azot, s¢
adauga tribromura de piridiniu (185 g, 549,53 mmol) in 8 portii intr-o perioadd de ~15 minute in timp ce
se mentine temperatura internd sub 5°C. Vaporii generati sunt barbotati printr-o capcani de NaOH ricit in
gheatd. Dupa agitare la ~0°C timp de 75 minute, masa de reactie este incilzitd la temperatura ambianta.
Reactia este apoi incilzitd la o temperaturd internd initiald de 50°C apoi este incalzitd gradual la 59°C.
Dupa 1,5 ore, reactia este ricitd la temperatura ambiantd. Amestecul de reactic este turnat intr-un flacon
mare care contine gheatd. PH-ul este ajustat cu griji la ~7 cu 18,9N NaOH (620 mL). Solidele sunt filtrate
printr-o palnie de sticla sinterizati si clatite cu apa deionizati pana cand pH-ul filtratului se potriveste cu
cel al apei deionizate. Solidul este uscat in aer, apoi plasat intr-un cuptor cu vid la ~50°C timp de 24 ore
pentru a da compusul din titlu ca solid arimiu (129,3 g, 99+%). ES/MS m/z (“Br/2'Br) 247/249 [M+H]".

Preparare 24
N-(4-bromo-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-il)carbamat de tert-butil

F
H

S
| >N

N 0
Br 0 X
La o suspensic agitatd de 4-bromo-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-amind (370,6 g, 1500 mmol) si
DMAP (36,6 g, 300 mmol) in DCM (1500 mL) se adaugd in portii o solutic de dicarbonat de di-terg-butil
(388 g, 1724 mmol) dizolvat in DCM (150 ml) prin palnic de addugare la o astfel de ratd incat si

controleze evolutia gazului. Amestecul de reactie este agitat la temperatura ambiantd timp de 1 ord si apoi
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se adaugd o portiune suplimentard de dicarbonat de di-terf-butil (5,0 g, 23 mmol). Amestecul de reactie
este agitat la temperatura ambianta timp de 30 minute si apoi se adaugd 10% acid citric apos (800 mL) si
straturile sunt separate. Stratul apos este extras de doud ori cu DCM si extractele organice combinate sunt
spalate o datd cu solutic apoasd saturata de bicarbonat de sodiu. Stratul organic este concentrat in vid si la
reziduu se adaugd DCM (200 mL) si hexani (1800 mL). Suspensia obfinuti este filtrata, uscatd la aer, si
solidul colectat este rezervat. Filtratul este concentrat in vid si la reziduu se adaugd MeOH (500 mL) si
metoxid de sodiu (20 mL, 5N in MeOH, 100 mmol). Amestecul este concentrat in vid la 45°C. La reziduu
se adaugd MeOH (500 mL) si 5N NaOH (100 mL, 500 mmol). Amestecul este concentrat in vid la 45°C.
La reziduu se adaugd apa si DCM si straturile sunt separate. Stratul apos este extras o datd cu DCM.
Organicele sunt uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. La reziduu se adaugd
100 mL DCM si 900 mL hexani, solidul rezultat este suspendat, filtrat, uscat in aer, si combinat cu solidul
obtinut initial pentru a da compusul din titlu ca un solid alburiu (489,55 g, 94%). ES/MS m/z (Br/3'Br)
290,8/292,8 [M-t-Bu+H] *.

Preparare 25

Acid [2-(tert-butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il]boronic

F
S H

| >N

N

)—0
HoBon  © X

Trifluorometansulfonatul de 2-[(fer{-butoxicarbonil)amino]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il (20,0 g,
48,1 mmol), acetat de potasiu (14,2 g, 144 mmol), bis(pinacolato)diboron (97,7 g, 385 mmol),
tetrakis(trifenilfosfin)paladiu(0) (5,55 g, 4.8 mmol) si 1,4-dioxan (240 mL) sunt combinate §i stropite cu
azot timp de zece minute. Amestecul este incilzit la 80°C peste noapte inainte de ricirea la temperatura
ambiantd si diluat cu apd si EtOAc. Straturile sunt separate. Stratul organic este uscat pe sulfat de
magneziu anhidru, filtrat, si concentrat in vid. Se adauga acetond (500 mL), apd (500 mL), si acetat de
amoniu (112 g, 1443 mmol). Acesta este urmat de adidugarea de NalO4 (309 g, 1443 mmol), in timp ce se
mentine temperatura internd a reactiei intre 18-23 °C. Amestecul este agitat viguros la temperatura
ambiantd peste noapte. Dupa acest timp, se adaugd EtOAc. Amestecul este agitat timp de 30 minute,
filtrat prin pAmant de diatomee, §i straturile sunt separate. Stratul organic este concentrat in vid. Stratul
apos este diluat cu solutic apoasa saturatd de clorurd de sodiu si extras de doud ori cu EtOAc. Aceste
extracte organice sunt combinate cu stratul organic concentrat anterior. Extractele combinate sunt spalate
cu apd, solufie apoasd saturati de clorura de sodiu, apa, si solutie apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu.
Stratul organic este uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat, si concentrat in vid. Reziduul este
suspendat in hexani cu o cantitate micid de DCM. Solidele rezultate sunt filtrate si spalate cu hexani
pentru a da compusul din titlu ca solid ardmiu (13,4 g, 89%). ES/MS m/z: 313 (M+H).
Preparare alternativa 25

La o suspensie de hidrurd de sodiu (60% in ulei de parafind) (34,6 g, 865 mmol) in THF (2000
mL) la o temperaturd internd de -17°C se adaugd o solutie de N-(4-bromo-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-
il)carbamat de ferg-butil (250,18 g, 720,6 mmol) dizolvat in THF (500 mL) timp de 15 minute mentinind
temperatura internd de la -10°C pani la -15°C in decursul addugarii. Dupd adiugare, amestecul este agitat
de la -10°C pani la -15°C timp de 15 minute in care punct evolufia gazului a incetat. Amestecul de reactie
este ricit la o temperaturd internd de -65°C si apoi se adauga in piciturd n-butillitiu (350 mL, 2,5M in
hexani, 875 mmol) prin palnic de addugare in 30 minute la o astfel de ratd incat si mentind temperatura
internd de la -60°C pani la -65°C. Dupd addugare, amestecul de reactie este agitat la aceastd temperatura
timp de 20 minute si apoi se adauga triizopropil borat (416 ml, 1800 mmol) in picaturd timp de 15 minute
mentinand o temperaturd internd sub -60°C. Amestecul de reactie este lasat sd se incilzeasca incet la o
temperatura internd de 0°C timp de 5 ore 45 minute si apoi se adaugd cu grija solutic apoasd saturata de
clorurd de amoniu (400 mL) pentru a controla evolutia gazului. La amestec se adauga apd (400 mL) si
EtOAc (400 mL) si straturile sunt separate. La stratul apos se adauga destul 1N HCI apos pentru a aduce
pH-ul pana la 3-4 si apoi stratul apos este extras de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate
sunt uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. La reziduu se adaugi n-heptan
(500 mL) si amestecul este concentrat in vid la 55°C. La reziduu se adaugi o portiune suplimentard de #-
heptan (500 mL) si amestecul este concentrat in vid 1a 55°C. La reziduul solid se adaugd 200 mL DCM si
1800 mL hexani si amestecul este suspendat. Solidul este filtrat, spalat cu hexani, i uscat in aer pentru a
da compusul din titlu ca un solid alburiu (217,2 g, 94%). ES/MS m/z: 313 (M+H).

Preparare 26
4-Amino-3,5-dicloro-2-fluoro-benzoat de metil
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4-Amino-2-fluoro-benzoatul de metil (27,0 g, 160 mmol) si NCS (46,3 g, 336 mmol) sunt
dizolvate in DMF (300 mL) si incilzite la 80°C. Dupa 40 minute, amestecul de reactie este turnat peste
apd cu gheata si extras de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt spilate o datd cu SN
NaOH, de doui ori cu 0,2N LiCl apoasd, uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in
vid pentru a da compusul din titlu (37,0 g, 97%). ES/MS m/z (3*CI/*'Cl) 238/240 [M+H] *.
Tabelul 1: Compusl sintetizati intr-o mamera esential analoaga cu cea din Prepararea 26

;Preparare Structura Nume compus §RMN :
527 gAc1d 4-amino-5 -cloro-2,3-i'H RMN (DMSO-d6) d 12,96 (s,
: F OH difluoro-benzoic 1H), 7,54 (dd, J= 2,1, 6,9 Hz, 1H),
F o 6,56 (bs, 2H)

H.N '
: Cl :
28 {4-Amino-5-cloro-2-fluoro-3- {'H RMN (CDCls) d 7,80 (d, J= 7,2
: F ™o §metil-benzoat de metil Hz, 1H), 4,56 (bs, 2H), 3,16 (s,

3H), 2,14 (d, 3H)
(@]
H,N
Cl

Preparare 29
Acid 3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo-benzoic

F OH
Cl

I
Cl

Iodura cuproasi (10,0 g, 51,5 mmol), ACN (128 mL) si nitritul de terf-butil (13,6 mL, 103
mmol) sunt combinate si amestecul este incilzit la 50°C timp de 30 minute si apoi la amestec se adauga
4-amino-3,5-dicloro-2-fluoro-benzoat de metil (6,11 g, 25,7 mmol). Este remarcatd evolutia gazului.
Dupa 1 orad 40 minute la 50°C solventul este indepartat in vid. Se adauga apa, EtOAc, si 1IN HCI apos.
Stratul apos este extras de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt spalate cu bisulfit apos
de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Amestecul brut este purificat
prin cromatografie rapidd pe gel de siliciu elund cu 3-5% EtOAc in hexani. Cele mai curate fractiuni
sunt combinate si concentrate in vid pentru a da intermediarul ester metilic (5,85 g, 65%).

La 3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo-benzoatul de metil (5,85 g, 16,8 mmol) se¢ adaugd MeOH (170
mL) si 1N NaOH apos (17 mL). In cursul agitirii la temperatura ambianti timp de 40 minute, materialul
este complet dizolvat. MeOH este indepartat in vid. La reziduu se adaugd EtOAc si 1N HCI apos. Stratul
apos este extras de doud ori cu EtOAc si extractele organice combinate sunt uscate pe sulfat de magneziu
anhidru, filtrate, si concentrate in vid pentru a da compusul din titlu (5,56 g, 99%): 'H RMN (CDCls) d
8,063-8,08 (d, 1H, J= 6,34 Hz).

Preparare 30
5-Cloro-2-fluoro-4-iodo-3-metil-benzoat de metil

F O
o)

Cl
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4-Amino-5-cloro-2-fluoro-3-metil-benzoatul de metil (14,8 g, 68,0 mmol) in ACN (100 mL) se
adauga la un amestec agitat de iodura cuproasa (15,7 g, 82,4 mmol), ACN (100 mL) si nitrit de tert-butil
(12,3 mL, 103 mmol). Amestecul este incilzit sub N;la 40°C timp de 18 ore. Amestecul este
concentrat in vid la jumitate din volumul original, diluat cu EtOAc, si filtrat de doud ori prin pdmant de
diatomee. Filtratul colectat este concentrat in vid. Amestecul brut este purificat prin cromatografic rapida
pe gel de siliciu eludnd cu EtOAc in hexani. Cele mai curate fractiuni sunt combinate i concentrate in
vid pentru a da compusul din titlu (22,46 g, 52,8%). 'H RMN (CDCl) d 7,91 (d, J= 6,6 Hz, 1H), 3,95 (s,
3H), 2,53 (d, J= 3,1 Hz, 3H).
Preparare 31
4-Amino-3-cloro-2,5-difluoro-benzoat de metil

F O
Cl o~
H2N
F

La o solutic de 4-amino-2,5-difluorobenzoat de metil (25 g, 127 mmol) in DMF (100 mL) se
adaugad NCS (19,9 g, 146 mmol) la temperatura ambiantd si apoi amestecul este incilzit 1a 45°C timp de
18 ore. Amestecul de reactie este turnat intr-un amestec de apd (1,5 L) si dietil eter (1,2 L), si straturile
sunt separate. Stratul apos este extras cu dietil eter (1 L). Extractele organice combinate sunt spilate cu
IN NaOH apos rece, apd, si solutie apoasi saturatd de clorurd de sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat
de sodiu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul este purificat prin cromatografie rapidd pe
coloand cu gel de siliciu, eluand cu 10-30% (75% EtOAc in DCM) / hexan pentru a da compusul din titlu

(24,5 g, 87%). ES/MS m/z: 222,2 (M+H).

Preparare 32
4-Bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoat de metil

F O
Cl o~
Br
F
4-Amino-3-cloro-2,5-difluoro-benzoatul de metil (24,5 g, 111 mmol) in ACN (100 mL) se
adauga la un amestec rece de bromura cupricad (6,2 g, 28 mmol) si nitrit de rer¢-butil (20 mL, 168 mmol)
in ACN (100 mL). Amestecul colorat in verde este incalzit pand la temperatura ambiantd timp de 18 ore.
Amestecul de reactie este apoi diluat cu ACN, filtrat printr-un strat de pAmant de diatomee, si clatit cu
DCM. Filtratul este concentrat si diluat cu DCM, filtrat din nou prin padmant de diatomee, si clitit cu
DCM. Filtratul este spdlat cu apa, solutie saturatd de clorurd de amoniu (2X), solutie apoasd saturatd de
clorurad de sodiu (2X), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat in vid. Reziduul este purificat prin
cromatografic rapidd pe coloani cu gel de siliciu, eluind cu 0-50% (10% EtOAc in DCM) / hexan pentru
a da compusul din titlu (23,5 g, 70%). '"H RMN (CDCl3) d 7,68 (1H, m), 3,99 (3H, s).
Tabelul 2: Compus sintetizat intr-o maniera esential analoaga cu cea d1n Prepararea 32

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

‘Preparare QStructura Nume compus RMN i
‘533 Acid 4-bromo-3 -cloro-2,3 -i{'H RMN (DMSO-d6) d 7,89 (dd,‘
: F  OH \idifluoro-benzoic J=2.2,6,2Hz, 1H)
F
(0]
Br
Cl

Preparare 34
Acid 4-bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoic

Cl OH

Br
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La o solutie de 4-bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoat de metil (10,8 g, 37,8 mmol) in THF (100
mL) se adaugd MeOH (50 mL). Solutia omogeni este ricita intr-o baie cu gheatd si se adaugd 2N NaOH
(60 mL, 120 mmol) in piciturd. Dupa addugare, amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 30
minute. Solventul organic este indepdrtat in vid. Substanta apoasa este ricitd cu gheatd si pH-ul este
ajustat la ~2,0 cu 5N HCI (24 mL). Substanta apoasd este extrasd cu EtOAc (3X). Extractele organice
combinate sunt spalate cu solutic apoasd saturatd de clorurd de sodiu, uscate pe sulfat de magneziu,
filtrate, si concentrate i vid. Reziduul rezultat este uscat intr-un cuptor cu vid la 60°C peste noapte pentru
a da compusul din titlu (10,3 g, 99%). 'H RMN (DMSO-d6) d 7,81 (dd, J= 6,0, 8,6 Hz, 1H).
Tabelul 3: Compus sintetizat intr-o maniera esential analoagi cu cea din Prepararca 34

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

Preparare Structura ‘Nume compus 'RMN
35 Acid 5-cloro-2-fluoro-4-iodo-3- {'"H RMN (DMSO-d6) d 13,62 (s, 1H),
F OH imetil-benzoic 7.84 (d, J= 6,7 Hz, 1H), 2,45 (d, 3H).
(o]
|
Cl

Preparare 36
4-Bromo-3-cloro-5-fluoro-2-hidroxi-benzoat de metil

Cl OH
O—
Br
(0]
F
La o solutic de 4-bromo-5-fluoro-2-hidroxi-benzoat de metil (9 g, 34,3 mmol) in acid acetic (70
mL) s¢ adaugd NCS (14 g, 104,8 mmol) si amestecul este incdlzit la 55°C. Dupa 18 ore, se adaugd NCS
suplimentar (5,5 g, 37,7 mmol) si amestecul este agitat timp de 24 ore la 55°C. Reactia este apoi ricitd la
temperatura ambiantd si excesul de acid acetic este indepirtat in vid. Reziduul este purificat prin
cromatografie rapida pe coloani cu gel de siliciu, eludnd cu 100% DCM pentru a da compusul din titlu ca
solid (7,1 g, 73%). ES/MS m/z ("Br/%'Br) 281/283 [M-H] ~.
Preparare 37
(3aR)-1,1-dioxo-3a,4,6,7-tetrahidro-3H-oxatiazolo[ 3,4-a]pirazin-5-carboxilat de fer¢-butil

%o

o o

La o suspensic de imidazol (24,9 g, 362 mmol) in DCM (181 mL) la 0°C se adauga clorurd de
tionil (8,0 mL, 110 mmol) in picaturd. Amestecul este agitat la 0°C timp de 5 minute si la temperatura
ambiantd timp de 1 ord. Amestecul este ricit la -78°C si se adaugd o solutic de (3R)-3-
(hidroximetil)piperazin-1-carboxilat de ferf-butil (8,00 g, 36,2 mmol) in DCM (181 mL) in piciturd timp
de 45 minute. Amestecul este incilzit la temperatura ambiantd si agitat timp de 2,5 zile. Reactia este
stinsd cu clorurd de amoniu apoasa saturatd si diluat cu apd si DCM. Straturile sunt separate, si stratul
apos este extras din nou cu DCM. Straturile organice combinate sunt spalate cu clorurd de sodiu apoasd
saturat, uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid pentru a da un sirop chihlimbariu. La o
solutic de sirop in acetonitril (282 mL) la 0°C se adaugid o solutiec de periodat de sodiu (10,2 g, 47,6
mmol) in apd (92 mL). Se adaugi clorurd de ruteniu(IIl) (76 mg, 0,37 mmol). Suspensia rezultatd este
agitatd la 0°C timp de 5 minute si la temperatura ambianta timp de 5 ore. Reactia este stinsa cu clorurd de
amoniu apoasd saturatd si diluatd cu apa si EtOAc. Straturile sunt separate, si stratul apos este extras din
nou cu EtOAc. Straturile organice combinate sunt spalate cu clorurd de sodiu apoasd saturata, uscate pe
sulfat de sodiu, si filtrate prin hartie de filtrare si apoi printr-un dop scurt de gel de siliciu. Filtratul este
concentrat in vid. La reziduu se adaugd DCM, si amestecul este concentrat i vid si plasat sub vid peste
noapte pentru a da compusul din titlu ca solid ardmiu (9,39 g, 93%). 'H RMN (CDCls) d 4,63 (1H, dd),
423 (1H, t), 4,23 (1H, br s), 4,07 (1H, br s), 3,64 (1H, m), 3,45 (1H, d), 3,13 (1H, m), 2,96 (2H, td), 1,47
(9H, s).
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:Nume compus

{(3aS)-1,1-diox0-32,4,6,7- :
§tetrahidr0-3H-0xatiazolo [3,4- §4,23 (1H, br s), 4,07 (1H, br§
§a]pirazin-5-carb0xilat de tert-butil §s), 3,64 (1H, m), 3,45 (1H,§
id), 3,13 (1H, m), 2,96 (2H,;

itd), 1,47 (9H, s)

Preparare 39
5-Bromo-4-metil-3H-izobenzofuran-1-ona

Br
(0]

o

La o suspensie de (3-bromo-2-metilfenil)metanol (15,0 g, 73,1 mmol) in TFA (75 mL) se adauga
trifluoroacetat de taliu(Ill) (41,8 g 73,1 mmol). Este utilizat TFA suplimentar (25 mL) pentru a cliti
trifluoroacetatul de taliu(IIT) din vasul de reactic. Amestecul este agitat sub azot la temperatura ambiantd
peste noapte si concentrat in vid si uscat sub vid pentru a furniza un solid ardmiu deschis. Solidul este
plasat sub azot si combinat cu oxid de magneziu (6,01 g, 149 mmol), cloruri de litiu (6,32 g, 149 mmol),
si MeOH (300 mL). Se adaugi clorurd de paladiu(Il) (1,32 g, 7,38 mmol). Amestecul este purjat de cinci
ori cu monoxid de carbon si plasat sub o atmosferd de monoxid de carbon (presiunca balonului).
Amestecul este agitat la temperatura ambianta timp de 2 ore si se adaugd clorurd de paladiu(Il) (262 mg,
1,46 mmol) si oxid de magneziu (1,18 g, 29,2 mmol). Amestecul este purjat de trei ori cu monoxid de
carbon si plasat sub o atmosferd de monoxid de carbon (presiunca balonului). Amestecul este agitat la
temperatura ambiantd timp de 30 minute si se adaugd clorurd de paladiu(Il) (262 mg, 1,46 mmol) si oxid
de magneziu (1,18 g, 29,2 mmol). Amestecul este purjat de patru ori cu monoxid de carbon si plasat sub o
atmosferd de monoxid de carbon (presiunca balonului). Amestecul este agitat la temperatura ambianta
timp de 1,5 ore si se adauga clorurd de paladiu(Il) (327 mg, 1,83 mmol) si oxid de magneziu (1,77 g, 43,9
mmol). Amestecul este purjat cu monoxid de carbon si plasat sub o atmosferd de monoxid de carbon
(presiunca balonului). Amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 1,5 ore, filtrat prin pAmant
de diatomee, si spalat prin pAmant de diatomee cu EtOAc. Filtratul este concentrat in vid pentru a da un
reziduu. Produsul brut este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eluind cu 0-30% EtOAc /
hexani. Fractiunile care contin produsul sunt concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca solid alb
(14,48 g, 70%). ES/MS m/z C"Br/*'Br) 227,0/229,0 [M+H]".

Preparare 40
5-Bromo-4-metil-6-nitro-3H-isobenzofuran-1-oni

Br
O
O,N
6]

O solutie de 5-bromo-4-metil-3H-izobenzofuran-1-ond (14,4 g, 50,7 mmol, 80% puritate) in acid
sulfuric concentrat (160 mL) este ricitd la -5°C si se adaugi nitrat de potasiu (9,62 g, 95,2 mmol).
Amestecul este agitat sub azot timp de 2,5 ore si se adaugd gheatd (750 g) cu agitare. Amestecul este
extras de trei ori cu EtOAc. Straturile organice combinate sunt spalate cu clorura de sodiu apoasi saturata,
uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid. Materialul brut este purificat prin cromatografie
rapidd pe gel de siliciu eludnd cu 10-70% EtOAc / hexani. Fractiunile care confin produsul sunt
concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca un solid albicios pani la galben/oranj (11,98 g, 87%).
ES/MS m/z (Br/2'Br) 289,0/291,0 [M+H]*.

Preparare 41
6-Amino-5-bromo-4-metil-3H-isobenzofuran-1-ona
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Br
O
HoN
o)
La un flacon de presiune se adauga 5-bromo-4-metil-6-nitro-3H-isobenzofuran-1-ona (11,98 g,
44,04 mmol), DCM (1000 mL), TFA (300 mL, 4 mol), si platind (5% pe carbon, sulfurat, 3,00 g, 0,769
mmol). Amestecul este purjat cu hidrogen si presurizat pani la 45 PSI timp de 1,25 ore. Amestecul de
reactie este filtrat prin pAmant de diatomee si spalat cu DCM. Filtratul este concentrat i vid pentru a da
un reziduu. Reziduul este uscat sub vid si purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eluand cu
10-60% EtOAc / DCM. Fractiunile care contin produsul sunt concentrate in vid pentru a da compusul din
titlu ca un solid de culoarea piersicii (9,86 g, 96%). ES/MS m/z ("Br/3'Br) 242,0/244,0 [M+H]*.

Preparare 42
5-Amino-4,6-dicloro-3H-izobenzofuran-1-oni

Cl
HaN
0

cl
o]
La o solutiec de 5-amino-3H-izobenzofuran-1-oni (10,44 g, 68,60 mmol) in DMF (100 mL) la

temperatura ambiantd s¢ adaugd NCS (20,56 g, 150,9 mmol). Amestecul este agitat la 50°C timp de 2.5
ore si la temperatura ambiantd peste noapte. Amestecul este turnat in apd (1 L) si precipitatul este filtrat
cu o fritd de filtru, spalat de doud ori cu apa si apoi cu dictil eter, si uscat prin uscare cu aer prin friti.
Precipitatul este preluat in EtOAc, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat in vid pentru a da
compusul din titlu ca solid gilbui-oranj (14,27 g, 93%). ES/MS m/z (**CIA7Cl) 218,2/220,0 [M+H]*.

Preparare 43
4,6-Dicloro-5-iodo-3H-izobenzofuran-1-onia

Cl

0
Cl
0]

La o suspensie de 5-amino-4,6-dicloro-3H-izobenzofuran-1-ond (8,00 g 35,6 mmol) in
acetonitril (237 mL) la -15 °C s¢ adauga acid sulfuric concentrat (6,5 mL, 120 mmol) in picdturd. Se
adauga incet o solutie de nitrit de sodiu (4,96 g, 71,2 mmol) in apd (36 mL). Amestecul este agitat la 0°C
timp de 30 minute. Se adaugd in piciturd o solutic de iodurd de potasiu (23,6 g, 142 mmol) in apa (36
mL). Amestecul este agitat la 0°C timp de 15 minute si la temperatura ambiantd timp de 30 minute.
Amestecul este diluat cu sulfit de sodiu apos saturat si este partial concentrat sub vid pentru a indepirta
majoritatea acetonitrilului. Amestecul este diluat cu EtOAc si straturile sunt separate. Stratul organic este
spalat cu clorurd de sodiu apoasa saturatd, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat in vid. Materialul
brut este purificat prin cromatografie rapidd pe gel de siliciu eluand cu 0-25% EtOAc / hexani. Fractiunile
care contin produs impur sunt concentrate in vid si purificate suplimentar prin cromatografie rapida pe gel
de siliciu eludnd cu 100% DCM. Fractiunile care contin produsul pur din ambele purificari
cromatografice sunt combinate, concentrate in vid, si plasate sub vid peste noapte pentru a da compusul
din titlu ca solid galben pal (6,62 g, 51%). 'H RMN (CDCls) d 7,89 (1H, s), 5,25 (2H, s).

Preparare 44
5-Bromo-6-cloro-4-metil-3H-isobenzofuran-1-ona

Br
O
Cl
O
La o suspensic de clorurd cuprica (5,85 g, 43,5 mmol) in acetonitril (150 mL) in intr-o baie de
apd rece se adauga nitrit de rerf-butil (12,9 mL, 108 mmol) timp de 5 minute. Amestecul este agitat timp
de 10 minute si baia cu api rece este indepdrtatd. Amestecul este agitat sub azot timp de alte 25 minute.
Se adaugd o solutic de 6-amino-5-bromo-4-metil-3H-isobenzofuran-1-ond (8,73 g, 36,1 mmol) in
acctonitril (550 mL) in picdturd si amestecul este agitat sub azot timp de 1,5 ore. Amestecul este
concentrat partial in vid pentru a reduce volumul pand la aproximativ 275 mL. Amestecul este diluat cu
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clorura de sodiu apoasa saturatd (300 mL) si 1M HCI (500 mL) si extras de doud ori cu EtOAc. Straturile
organice combinate sunt spilate de doud ori cu bicarbonat de sodiu apos saturat, spilate de doud ori cu
clorurad de sodiu apoasd saturat, uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid. Materialul brut
este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eludnd cu 5-30% EtOAc / DCM. Fractiunile care
confin produsul sunt concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca solid galben pal (9,03 g, 96%).
ES/MS m/z ("°Br/*'Br) 278,0/280,0 [M+H]".

Preparare 45
4-Bromo-5-cloro-2-(hidroximetil)-3-metil-benzoat de sodiu

OH
Br Na+
o
cl
o

Intr-o fiold cu surub superior cu o bari de agitare, se adaugd 5-bromo-6-cloro-4-metil-3H-
isobenzofuran-1-ond (2,459 g, 8,557 mmol) si 1M NaOH (9,4 mL, 9,4 mmol). Fiola este acoperita si
incalzitd la 100°C timp de 2 ore. Amestecul de reactie este ricit la temperatura ambiantd si transferat intr-
un flacon de 1 L. Se adauga toluen (100 mL) si amestecul este concentrat in vid si plasat sub vid timp de 3
zile pentru a da compusul din titlu ca solid arimiu (2,81 g, 99+%). ES/MS m/z ("Br/*'Br) 276,8/278,8
[M-H]".

Tabelul 5: Compusi sintetizafi intr-o maniera esential analoagd cu cea din Prepararea 45

:.........................................................................................\........................................................................................\..............................................:

:Preparare ‘Structuri {Nume compus ES/MS m/z (M+H)
546 3 5-Dicloro-2-(hidroximetil)-4- 344 8/346,8
5 Cl OH §10d0benzoat de sodiu i

| Na*t |

‘cl

i o

vvvvv

Preparare 47
(3S)-4-[Benzil-(2-etoxi-2-oxo-etil)amino]-3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-oxo-butanoat de benzil

>,
)\NH

LY,
o

Acidul Boc-L-aspartic 4-ester benzilic (114 g, 352,6 mmol) se adaugi la un vas de reactie. Se
adaugd DCM (950 mL) si N, N'-diciclohexilcarbodiimidi (74,5 g, 361 mmol), si amestecul este ricit la
10-20°C. Se adaugi in picatura ester de benzilglicini etil (68,2 g, 353 mmol), mentinand temperatura sub
20°C. Amestecul este agitat la 10-20°C timp de 17 ore, apoi filtrat si concentrat in vid. Se adaugi MTBE
(230 mL) si amestecul este agitat timp de 0,5 ore. Amestecul este filtrat i concentrat in vid pentru a da
compusul din titlu ca un ulei (174,4 g, 99%).

Preparare 48
Acetat de 2-[(25)-4-benzil-3,6-dioxo-piperazin-2-il] de benzil

Q\/Omij/\Q

(3S)-4-[Benzil-(2-etoxi-2-oxo-etil)amino]-3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-oxo-butanoatul de
benzil (174.4 g, 349,8 mmol) se adaugi la un vas de reactiec impreund cu DCM (500 mL) si TFA (230
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mL). Amestecul este agitat la 15-20°C timp de 16 ore, apoi concentrat in vid la sec. Reziduul este dizolvat
in izopropanol (500 mL) si incdlzit la 80°C timp de 1 ord. Amestecul este concentrat in vid, apoi diluat cu
apd (230 mL). Amestecul este neutralizat cu 15% NaOH 1in apd la pH 8-9 (sunt utilizate 109 g de 15%
NaOH apos). Amestecul este filtrat si clatit cu apd (2 x 100 mL). Solidele sunt uscate sub vid la 50-55°C
timp de 2 zile pentru a da compusul din titlu ca solid (95,9 g, 78%). 'H RMN (CDCls) & 7,44 - 7,29 (m,
8H), 7,32 - 7,23 (m, 2H), 6,91 (br s, 1H), 5,18 (d, /= 12,1 Hz, 1H), 5,14 (d,J= 12,2 Hz, 1H), 4,64
(d, J= 14,5 Hz, 1H), 4,54 (d, J= 14,5 Hz, 1H), 4,44 (br d, J= 7,9 Hz, 1H), 3,88 (d, J= 17,7 Hz, 1H), 3,82
(d, J=17,7Hz, 1H), 3,15 (dd, J = 17,5, 3,4 Hz, 1H), 2,93 (dd, J = 17,5, 8,3 Hz, 1H).

Preparare 49
HO
N
Rehe

2-[(2S)-4-Benzilpiperazin-2-ilJetanol

Se adaugd hidrura de litiu aluminiu (13 g, 342.,5 mmol) la un vas de reactic impreuna cu THF
(200 mL). Amestecul este ricit la -5-0°C. Se adauga 2-[(2S)-4-benzil-3,6-dioxo-piperazin-2-ilJacetat de
benzil (50 g, 141,9 mmol) 1a un al doilea vas impreuna cu THF (400 mL). Solutia de 2-[(25)-4-benzil-3,6-
dioxo-piperazin-2-ilJacetat de benzil se adaugi incet la solutia de hidrurd de litiu aluminiu, mentinand
temperatura intre -5 si 0°C. Amestecul de reactie este incdlzit la 60-65°C si agitat timp de 2 ore.
Amestecul este ricit la 20-30°C si agitat timp de 16 ore. Se adauga apa (13 g), apoi se¢ adaugd 4% NaOH
in apd (52 g). Amestecul este agitat timp de 1 ord, filtrat, si concentrat in vid. Se adauga acetat de
izopropil (200 mL) si 2M HCI (150 g). Straturile sunt separate si stratul apos este spalat din nou cu acetat
de izopropil (100 mL). Stratul apos este ajustat la pH 11-12 cu NaOH, si se adaugd DCM (150 mL).
Straturile sunt separate si stratul organic este spalat cu apa (100 mL). Straturile sunt separate si stratul
organic este concentrat in vid pentru a da compusul din titlu ca solid (20,1 g, 64%).

'H RMN (CDCls) & 7,44 - 7,20 (m, 5H), 3,81 (t, J= 5,2 Hz, 2H), 3,50 (s, 2H), 3,08 - 2,93 (m,
2H), 2,93 - 2,82 (m, 1H), 2,76 (d, J= 11,5 Hz, 2H), 2,02 (td, J= 11,1, 3,3 Hz, 1H), 1,85 (t, J= 10,4 Hz,
1H), 1,67 - 1,52 (m, 2H).

Preparare 50
2-[(2S)-Piperazin-2-illetanol

H O\/\|/\N H

HN

Se adaugd 2-[(2S)-4-benzilpiperazin-2-iljetanol (20 g, 91 mmol) la un vas de reactie stropit cu
Ha. Se adaugd MeOH (200 mL) si se adaugd Pd(OH), (2 g). Amestecul este stropit cu H», apoi presurizat
pand la 45 psi H.. Amestecul este incilzit la 50°C si agitat timp de 44 ore. Amestecul de reactic este filtrat
si concentrat i vid pentru a da compusul din titlu ca un ulei (12,7 g, 99+%). 'H RMN (CDCl;) & 3,84 -
3,65 (m, 2H), 3,44 (s, 1H), 2,99-2,83 (m, 4H), 2,78 (td, J = 11,6, 2,5 Hz, 1H), 2,68 (td, J= 11,4, 2,8 Hz,
1H), 2,54-2,42 (m, 1H), 1,65 - 1,43 (m, 2H).
Preparare 51
(3S)-3-(2-hidroxietil)piperazina-1-carboxilat de ferg-butil; acid fosforic

0
HO J J< HO_ .0
N" 0
\/m\,/\; HO 'OH

Se adauga 2-[(25)-piperazin-2-il]etanol (9,2 g, 70,4 mmol) la un vas de reactie, impreund cu
MeOH (83 mL) si apa (9 mL). Amestecul este agitat timp de 0,5 ore 1la 15°C. Se adauga dicarbonat de di-
terf-butil (15,4 g, 70,6 mmol) la un al doilea vas, impreund cu MeOH (92 mL). Solutia de dicarbonat de
di-fert-butil se adaugd la solutia de 2-[(2S)-piperazin-2-iljetanol timp de 0,5 ore, mentinind temperatura
sub 15°C. Amestecul este agitat timp de 2 ore la 15°C. Acidul fosforic (85% rezistentd, 8,11 g, 70.4
mmol) si EtOH sunt combinate intr-un vas separat, si solutia de acid fosforic se adauga la amestecul de
reactie in 30 minute. Amestecul este agitat timp de 20 minute la 15°C, apoi ricit la -5°C timp de 3 ore.
Amestecul este agitat la -5°C timp de 1 ord, filtrat si spalat cu EtOH, apoi uscat la 50°C timp de 4 ore
pentru a da compusul din titlu ca solid (5,82 g, 25%). '"H RMN (D;0) & 4,11 -4,03 (m, 1H), 4,00 (br s,
1H), 3,75 -3,62 (m, 2H), 3,43 - 3,30 (m, 2H), 3,30 - 3,18 (m, 1H), 3,17 - 2,95 (m, 2H), 1,86 - 1,78 (m,
2H), 1,38 (s, 9H).
Preparare 52
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(3S5)-3-(Benzilamino)tetrahidrofuran-2-oni

J i

O suspensie de clorhidrat de L-homoserin lactond (100 g, 726,93 mmol, 4A pulbere de site
moleculare (178 g), si benzaldehida (57 mL, 561,3 mmol) in DCM (2500 mL) este agitatd peste noapte
sub azot la 35°C. Dupi acest timp, incilzirea este indepartatd si amestecul este ricit la 20°C. Se adauga
triacetoxiborohidrurd de sodiu (208 g, 981,41 mmol) la amestec care este apoi ldsat sd se incilzeasci la
temperatura ambiantd dupa 20 minute si este agitat timp de 2 ore. Dupd acest timp, amestecul este ricit la
-10°C si stins cu grijd cu solutic apoasi saturatd de bicarbonat de sodiu (400 mL). PH-ul este ajustat pana
la 8 cu solutic apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu si bicarbonat de sodiu solid. Amestecul este filtrat
printr-un strat de pAmant de diatomee si clitit co DCM. Straturile sunt separate si stratul apos este extras
un timp suplimentar cu DCM (1 L). Organicele combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si
concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca ulei clar (87 g, 66,5%, 81% din masd). ES/MS m/z:
192,2 (M+H). Pentru prelucrarea analiticd suplimentard, o mostrd a compusului din titlu (1 g) este
purificata prin cromatografic rapida pe gel de siliciu eluand cu 10-50% EtOAc / DCM pentru a da 422 mg
de compus din titlu purificat. Acest material este analizat utilizind Chiralpak® IC, 4,6 x 150 mm, 10%
IPA (0,2% IPAm)/CO-, 5 mL/min, 225 nm prezentind >98% ¢.c.

Preparare 53
N-[2-[benzil-[(3S)-2-oxotetrahidrofuran-3-ilJamino]-2-oxo-etil Jcarbamat de ferf-butil

? K@
Oy |
WAN/ZLO/Q
o H

Un amestec de (3S)-3-(benzilamino)tetrahidrofuran-2-oni (86 g, 364,27 mmol, 81 masd%), boc-
Gly-OH (97 g, 553,71 mmol), si TEA (103 mL, 739 mmol) in DCM (700 mL) este ricit la ~5°C. Se
adauga anhidridd propilfosfonicd (50% din masd in EtOAc) (430 mL, 737 mmol) in piciturd timp de o
ord la amestec, in timp ce se mentine temperatura internd ~10°C. Dupa adiugare, amestecul este 1dsat sa
se incilzeascd la temperatura ambiantd. Dupd sapte ore, amestecul este racit la 10°C si se adaugd boc-
Gly-OH suplimentar (3,1 g, 18 mmol), TEA (5 mL, 35,9 mmol), si anhidridd propilfosfonica (50% din
masd in EtOAc) (22 mL, 37,7 mmol). Amestecul este incilzit la temperatura ambiantd si agitat peste
noapte. Dupa acest timp, amestecul este ricit la 8°C si se adaugd boc-Gly-OH suplimentar (9,6 g, 55
mmol), TEA (10 mL, 71,7 mmol), si anhidridd propilfosfonicd (50% din masa in EtOAc) (42 mL, 71,9
mmol). Amestecul este incdlzit la temperatura ambiantd si agitat timp de ~7 ore. Dupd acest timp,
amestecul este turnat peste gheatd si stins cu grija cu solutic apoasi saturatd de bicarbonat de sodiu (1 L).
PH-ul este ajustat pani la 8 cu bicarbonat de sodiu solid si straturile sunt separate. Stratul apos cste extras
de doud ori mai mult cu DCM. Organicele combinate sunt spilate cu solutiec apoasa saturati de clorurd de
sodiu (500 mL). Stratul organic este filtrat printr-un strat de pamant de diatomee si sulfat de sodiu.
Organicele sunt concentrate in vid pand la un volum de 1 L si spdlate de doud ori cu solutie apoasd
saturatd de clorurd de sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in
vid pentru a da compusul din titlu pentru a fi utilizat fard purificare suplimentara (194 g, 53,5%, 35% din
masd). ES/MS m/z: 249,0 (M-t-Bu+H)
Tabelul 6: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoagd cu cea din Prepararea 53

EPreparare gStructuri iNume compus ES/MS m/z
54 N-[(18)-2-[benzil-[(35)-2- 263,0
? ! ioxotetrahidrofuran-3-ilJamino]-1-metil-2-

(o) éoxo-etil]carbamat de tert-butil

55 'N-[(1R)-2-[benzil-[(3S)-2- 1263.0
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3Preparare §Structura :Nume compus
oxotetrahldrofuran 3-ilJamino]-1-metil-2-
0] ono -etilJcarbamat de terf-butil

Preparare 56
(6S)-1-Benzil-6-(2-hidroxietil)piperazin-2,5-diona

OTNIVOH
N0
H

TFA (100 mL, 1310 mmol) se adaugi la un amestec de N-[2-[benzil-[(3S)-2-oxotetrahidrofuran-
3-ilJamino]-2-oxo-etil]carbamat de tferf-buril (194 g, 1949 mmol, 35 masid%) in DCM (500 mL).
Amestecul este agitat la temperatura ambianta peste noapte. Dupd acest timp, se adaugd TFA suplimentar
(50 mL, 653 mmol) si amestecul este agitat la temperatura ambiantd. Dupd doud ore, se adaugd TFA
suplimentar (50 mL, 653 mmol) si amestecul este agitat la temperatura ambianta peste noapte. Dupd acest
timp, amestecul este concentrat in vid. Reziduul rezultat este diluat cu api (600 mL) si spalat de doud ori
cu dietil eter. PH-ul este ajustat pand la 7 cu solutie 1IN NaOH apos si ajustat suplimentar la pH 12 cu
solutie 5N NaOH apos. Se adaugd MeOH (~10 mL) si amestecul este agitat la temperatura ambianti. Se
adauga solutie SN NaOH apos suplimentard la amestec la intervale de cinci minute pentru a reajusta pH-
ul la 12. In general, amestecul este agitat la pH 12 timp de 35 minute. Dupi acest timp, pH-ul este ajustat
pani la 8 cu 10% solutie apoasa de HCl si extrasd cu DCM (5x1L). PH-ul solutiei apoase este apoi ajustat
pand la 5 cu 10% solutic apoasd de HCI si extras din nou cu DCM (1 L). Organicele combinate sunt
uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca solid ardmiu
deschis (17 g, 33,4%). Extractii suplimentare ale solufiei apoase sunt efectuate cu alternativa 25%
IPA/cloroform si DCM pand céind produsul din titlu este indepartat din solutia apoasa in conformitate cu
LC/MS. La organicele combinate se adaugd IPA (150 mL). Organicele sunt spalate cu solufie apoasd
saturatd de clorurd de sodiu de doud ori, uscate pe sulfat de sodiu si sulfat de magneziu, filtrate, si
concentrate in vid pentru a da suplimentar compusul din titlu (17,2 g, 35,5%) pentru un randament general

de 34,2 g (68,9%). ES/MS m/z: 249,0 (M+H)
Tabelul 7: Compusl sintetizafi intr-o maniera esential analoagd cu cea din Prepararea 56

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

‘Preparare  :Structuri Nume compus ESMS  w/z
(M+H)
\;57 (38,65)-1-benzil-6-(2-hidroxietil)-3-metil- 263,0

piperazin- 2,5-diona

58(3R,6s)-1-benz11-6-(2-h1dr0x1et11)-3-men]- .......... 5 63’0 .........................
: : piperazin-2,5-diond
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iPreparare

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

Preparare 59
2-[(2S)-1-Benzilpiperazin-2-ilJetanol

La 45°C, 1a o solutic de 2M hidrurd de litiu aluminiu in THF (131 mL, 262 mmol) se adaugi o
solutic de (6S)-1-benzil-6-(2-hidroxietil)piperazin-2,5-diond (34 g, 131,5 mmol) in THF (200 mL) intr-o
manierd in piciturd. Dupd adaugare, amestecul este incalzit 1la 60°C. Dupa ~3,5 ore, se adauga 2M hidrura
de litiu aluminiu in THF (33 mL, 66 mmol) suplimentard si amestecul este agitat la 60°C. Dupa o oré, s

10 adauga 2M hidrurd de litiu aluminiu in THF (131 mL, 262 mmol) suplimentard si amestecul este agitat la
60°C peste noapte. Dupa acest timp, se adaugd 2M hidrura de litiu aluminiu in THF (6 mL, 12 mmol) si
amestecul este agitat la 60°C. Dupi patru ore, se adaugd 2M hidrurd de litiu aluminiu in THF (6 mL, 12
mmol) si amestecul este agitat timp de doud ore la 60°C. Cildura este indepartata si amestecul este ricit la
10°C. Se adaugd apa (16 mL) in picdturd, urmatd de adaugarea in picaturd a 3,75M NaOH apos (16 mL)

15 apoi THF (300 mL). Se adaugi apd (48 mL) si amestecul rezultat este agitat peste noapte la temperatura
ambiantd. Dupa acest timp, amestecul este filtrat printr-un strat de pdmant de diatomee si clitit prin cu
EtOAc. Filtratul este concentrat in vid pentru a da compusul din titlu (28,8 g, 67,6%, 68% din masd).
ES/MS m/z: 221,0 (M+H)

Tabelul 8: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cea din Prepararea 59

‘Preparare  iStructuri Nume compus ES/MS m/z
{(M+H)
\560 2-[(28,5S)-1-Benzil-5-metil-piperazin-2- 5235,0

ilJetanol

2-[(2S8,5R)-1-Benzil-5-metil-piperazin-2- 5235,0
ilJetanol

Preparare 62
(3S)-4-benzil-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de terf-butil
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.
Ay

O/KO

Se adauga bicarbonat de sodiu (80 g, 952 mmol) in apa (500 mL) la 2-[(2S5)-1-benzilpiperazin-2-
ilJetanol (28 g, 86,43 mmol) in 1,4-dioxan (500 mL) la temperatura ambianta. Se adauga dicarbonat de di-
tert-butil (26,6 g, 122 mmol) si amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 20 minute. Dupa
acest timp, se¢ adauga gheatd (400 mL), apa (200 mL), si EtOAc (1 L) si straturile sunt separate. Stratul
apos este extras o datd mai mult cu EtOAc (1 L). Organicele combinate sunt spalate cu apa (250 mL) si
solutie apoasa saturatad de clorurd de sodiu (250 mL), uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in
vid. Uleiul rezultat este purificat prin cromatografie rapidd pe gel de siliciu eludnd cu 10-70% EtOAc /
hexani pentru a da compusul din titlu (20,79 g, 74%). ES/MS m/z: 321,2 (M+H) Acest material este
analizat utilizind Chiralpak® IC, 4,6 x 150 mm, 15% IPA (0,2% IPAm)/CQO, 5 mL/min, 225 nm
prezentand 96% e.c.
Tabelul 9: Compusi sintetizafi intr-o maniera esential analoagd cu cea din Prepararea 62

ESMS m/z.

?Preparare Structuri Nume compus
(M+H)
?63 (28,58)-4-benzil-5-(2-hidroxietil)-2-metil- 335,0
i K@ piperazin-1-carboxilat de fer{-butil
Nj/\/o H

/E N

/T\ °
(2R5$)4benz1]5(2h1dr0x1et1l)2met1l3350 ......................

piperazin-1-carboxilat de fer{-butil

Preparare 65

(3S)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de tert-butil

-

O/KO

Se adauga 20% Pd(OH); pe carbon (24,39 g, 176,4 mmol) la un vas care este purjat cu azot. Se
adauga EtOH (620 mL) in vas urmat de (3S)-4-benzil-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilatul de fer¢-
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butil (61,93 g, 1933 mmol) si EtOH (620 mL). Vasul este ctansat, purjat cu azot, purjat cu hidrogen, si
presurizat sub hidrogen (60 psi). Vasul este plasat pe un agitator Parr timp de 15 ore la temperatura
ambiantd. Dupd acest timp, amestecul de reactic este filtrat si concentrat in vid pentru a da compusul din
titlu (42,74 g, 98%). ES/MS m/z 231,0: (M+H).

Tabelul 10: Compusl sintetizafi 1ntr -0 manierd esential analoagd cu cea din Prepararea 65

:(25,5S)-5-(2-hidroxietil)-2-metil-piperazin-1-
icarboxilat de ferf-butil

{(2R,58)-5-(2-hidroxietil)-2-metil-piperazin-1-  245,0
icarboxilat de ferf-butil

Preparare 68
(35)-4-(3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo-benzoil)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de terf-butil

Se adaugi acid 3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo-benzoic (0,80 g, 2,4 mmol) la DIEA (2 mL, 11,5
mmol) in THF (22 mL) urmat de HATU (0,84 g, 2,2 mmol) si sc agitd timp de 1 ord. Se adaugid apoi
(35)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de fer¢-butil (0,50 g, 2,2 mmol) si amestecul de reactie este
refluxat peste noapte. Dupd acest timp, se adaugd 5N NaOH si reactia este agitatd timp de 1 ord. Se
adauga EtOAc si apd. Stratul apos este extras de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt
uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Amestecul brut este purificat prin
cromatografic rapidd pe gel de siliciu eluand cu FtOAc: hexan (30:70) pentru a da compusul din titlu
(0,858 g, 72%). ES/MS m/z (**CI*7Cl) 491/493 [M-t-Bu+H] *.

Tabelul 11: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cea din Prepararea 68.

Preparare Structuri

69 :(35)-4-(4-bromo-5  -cloro- 2,3 -:427,0/429,0
{difluorobenzoil)-3-(2-
‘hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de

iter-butil
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Preparare Structuri §Nume compus ES/MS m/z
‘ ! {(M+H)
HO 0 /I<
Lo
o R
F
F cl
Br i }
70 §(3S)-4-(4-br0m0-5-c10r0- 2-fluoro- {408,8/410,8
HO o ibenzoil)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-
JL J< icarboxilat de ferf-butil
N“ ™0 :
o N
F
cl
Br :
71 §(3S)-4-(4-br0m0-3-c10r0-2-ﬂu0r0- 408,9/411,0
HO o ‘benzoil)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-
JL J< icarboxilat de ferf-butil
N~ "0 :
o N
F
Cl
................................................ U S
72 (3R)-4-(5-3-cloro-2-fluoro-4-iodo-5- 457,0/459,2
OH o imetil-benzoil)-3-
H/\NJL OJ< i(hidroximetil)piperazin-1-carboxilat de
itert-butil
O N\)
F
cl
I :
73 g(3R)-4-(5-clor0-2,3-diﬂu0r0-4-iod0- 461,0/463,0
OH o ibenzoil)-3-(hidroximetil)  piperazin-1-
k(\NJJ\ OJ< gcarboxilat de ferf-butil
o N
F
F cl
[ : ‘
74 (3R)-4-(3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo- 476,8/478,8
ibenzoil)-3-(hidroximetil)  piperazin-1-
gcarboxilat de tert-butil
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Preparare Structuri §Nume compus ES/MS m/z
: (M+H)
: OH 0} J<
el
N
F
Cl Cl
..I ............................................................................................................................................................................
75 {(3R)-4-(4-bromo-5-cloro-2- 394,8/396.8
OH o ifluorobenzoil)-3-(hidroximetil)
R/\NJJ\ OJ< gpiperazin-l-carboxilat de tert-butil
N '
F
cl
Br :
76 {(3R)-4-(4-bromo-3-cloro-2- 394,8/396.,8
OH 0o ifluorobenzoil)-3-(hidroximetil)
K'/\NJ-L OJ< §piperazine- 1-carboxilat de terf-butil
N |
F
Cl
Br i }
77 §(3R)-4-(3-clor0-2,5 -difluoro-4-iodo- :461,0/463,0
OH 0o ibenzoil)-3-(hidroximetil)
R/\NJLOJ< gpiperazin-l-carboxilat de ferf-butil
N '
F
Cl F
................................................ I.............................................-‘..............................................................................n....... TR R e e
78 §(3S)-4-(3-c10r0-2,5 -difluoro-4-iodo- {461,2/463,0
OH 0o ibenzoil)-3-(hidroximetil) ~ piperazin-1-
|,,,“ (\N J\ OJ< gcarboxilat de tert-butil
N
F
Cl F
| i
79 §(3S)-4-(3,5-dic10r0-2- fluoro-4-iodo- i477,0/478,9
§benzoil)-3-(hidroximetil) piperazin-1-
icarboxilat de ferf-butil
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-Preparare Structuri §Nume compus ES/MS m/z
‘ : {(M+H)
................................................ o e
|, ke
o N
F
Cl Cl
................................................ I.............................................-‘....................................................................................... TR R e e
80 (3R)-4-(3,5-dicloro-2-fluoro-4-iodo- 490,9/492,8
HO o ‘benzoil)-3-(2-hidroxietil)  piperazin-1-
j JL J< icarboxilat de ferf-butil
N0
O N
F
Ci Cl

1(35)-4-(5-cloro-2,3 -difluoro-4-iodo- i461,0/463,0
OH O ibenzoil)-3-(hidroximetil)  piperazin-1-
OJ< icarboxilat de fer{-butil

‘82 :(35)-4-(4-bromo-5-cloro- 2-fluoro- i394,8/396,8
OH O ibenzoil)-3-(hidroximetil)  piperazin-1-
|~,,. (\NJ\OJ< icarboxilat de ferf-butil
oA '
F
Cl
Br i
83 (3R)-4-(4-bromo-5-cloro-2-fluoro- 408,8/410,8
H 07 o ‘benzoil)-3-(2-hidroxietil)  piperazin-1-

JJ\ J< icarboxilat de ferf-butil
N~ "0

84 {(39)-4-(2-amino-4-bromo-5- 406,0/408,0
clorobenzoil)-3-(2-hidroxietil)
ipiperazin-1-carboxilat de ferf-butil




10

15

20

MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

Preparare 85
(3S)-4-(4-bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoil)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de terg-butil

Br

O solutie de acid 4-bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoic (10,2 g, 37,6 mmol) si 4-metilmorfolini
(7,50 mL, 68,0 mmol) in THF (200 mL) este ricitd la 0°C intr-o baic cu gheatd si tratatd cu 2-cloro-4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazind (9,10 g, 50,8 mmol). Amestecul este agitat intr-o baic cu gheatd timp de 30
minute, si apoi se¢ adaugd (3S)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de ferg-butil (0,93M in THF, 40,0
mL, 37,2 mmol) in piciturd printr-o palnic de picurare. Dupa 1 ord la 0°C, se adaugd 5N NaOH (35,0 mL,
180 mmol) si amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 30 minute. Amestecul este diluat cu
EtOAc, tratat cu solutic saturatd de bicarbonat de sodiu, si agitat timp de 15 minute. Faza organica este
separatd, spdlati cu solutic apoasi saturatd de clorurd de sodiu, uscatd pe sulfat de magneziu, filtrata, si
concentratd in vid. Reziduul este purificat prin cromatografie rapidd pe coloani cu gel de siliciu, eluind
cu 0-90% (20% acetond in DCM) / hexan pentru a da compusul din titlu (16,0 g, 88%). ES/MS m/z
(Br/A'Br) 427/429 [M-t-Bu+H] *.
Tabelul 12: Compus sintetizat intr-o manierd esential analoagd cu cea din Prepararea 85

m/z:

?Preparare Structuri Nume compus ES/MS

‘ {(M+H)

386 (3R)-4-(4-bromo-3-cloro-2,5- 412,8/414,8
5 OH o difluoro-benzoil)-3-

(hidroximetil)piperazin-1-carboxilat
de tert-butil

Preparare 87
(3S)-4-(2-amino-4-bromo-5-cloro-benzoil)-3-[ 2-(p-tolilsulfoniloxi)etil|piperazin-1-carboxilat de ter¢-

butil
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Cl
Br

La 0°C, la o solutic de (35)-4-(2-amino-4-bromo-5-cloro-benzoil)-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-
carboxilat de ferf-buril (1 g, 2,16 mmol) si TEA (1 mL, 7,14 mmol) in DCM (25 mL) se adaugi DMAP
(45 mg, 0,36 mmol) si clorurd de p-toluensulfonil (469 mg, 2,39 mmol). Amestecul de reactic este agitat
la 0°C timp de 15 minute inainte de a fi ldsat sa se incdlzeasca la temperatura ambiantd. Se adaugi clorura
de p-toluensulfonil suplimentard (122 mg, 0,62 mmol) dupa 3 ore. Dupa 1 ord, reactia este diluatd cu
DCM si spdlati cu solutic apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu. Organicele sunt spalate cu clorurd de
sodiu apoasa saturatd, uscate pe sulfat de sodiu, si concentrate in vid. Reziduul rezultat este purificat prin
cromatografie rapidd pe gel de siliciu pentru a da compusul din titlu (473 mg, 35%). ES/MS m/z
(Br/1Br) 616,0/618,0 [M+H] *
Preparare 88
Clorhidrat de acid 4-bromo-2-[[(2R)-4-fert-butoxicarbonilpiperazin-2-il] metoximetil]-5-cloro-3-

metil-benzoic
>
o)\N/\

NH
HCI
0
Br
cl OH
(0]

La 4-bromo-5-cloro-2-(hidroximetil)-3-metil-benzoatul de sodiu (2,05 g, 6,39 mmol) intr-un
flacon de 250 mL se adauga toluen (50 mL) si amestecul este concentrat in vid. Reziduul este dizolvat in
DMF (21 mL) si THF (11 mL) si ricit la 0°C. Se adaugd hidrurd de sodiu (60% din masd in ulei de
parafind) (511 mg, 12,8 mmol). Dupa adaugare, amestecul este agitat la 0°C timp de 10 minute. La (3aR)-
1,1-dioxo-3a,4,6,7-tetrahidro-3H-oxatiazolo[3,4-a]pirazin-5-carboxilatul de ferf-butil (1,96 g, 7,04 mmol)
intr-un al doilea flacon se adauga toluen (20 mL) si amestecul este concentrat in vid. Reziduul este
dizolvat in THF (11 mL) si addugat in picdturd la continutul primului flacon la 0°C. Amestecul este
incalzit la temperatura ambiantd si agitat timp de 1,5 ore. Se adaugd incet SM HCI (7 mL) si amestecul
este agitat la temperatura ambianta timp de 5 minute si apoi stins cu bicarbonat de sodiu apos saturat. PH-
ul este scizut la pH 2 prin addugarea lentd a 5M HCI, si amestecul este diluat cu EtOAc. Straturile sunt
separate, si stratul apos este extras de trei ori cu EtOAc. Straturile organice combinate sunt uscate pe
sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul este dizolvat in THF (40 mL) si se adaugd SM HCl
(6 mL). Amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 20 minute. Amestecul este diluat cu
clorura de sodiu apoasa saturatd si EtOAc si straturile sunt separate. Stratul organic este uscat pe sulfat de
sodiu, filtrat, si concentrat in vid, si plasat sub vid timp de 2 ore pentru a da compusul din titlu ca solid
aramiu (4,27 g, 73%). ES/MS m/z (Br/*'Br) 477,2/479,2 [M+H]".

Tabelul 13: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cea din Prepararea 88

Preparare iStructuri

iClorhidrat de  acid = 2-[[(2R)-4-fer{- 545,2/547,2
{butoxicarbonilpiperazin-2-il] 5

imetoximetil]-3,5-dicloro-4-iodo-benzoic
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Clorhidrat  de 2-[[(2S)-4-tert-
butoxicarbonilpiperazin-2-il]
metoximetil]-3,5-dicloro-4-iodo-benzoic

Preparare 91
(3S)-4-benzil-3-[2-(3-bromo-2-cloro-4-fluoro-6-metoxicarbonil-fenoxi)etil] piperazin-1-carboxilat de

terg-butil
+O —\
>N N
Cl (0]

fo
Br
0
F
O solutic de 4-bromo-3-cloro-5-fluoro-2-hidroxi-benzoat de metil (3,0 g, 11,0 mmol), trifenil

fosfind (4,19 g, 16,0 mmol), si (3S)-4-benzil-3-(2-hidroxietil)piperazin-1-carboxilat de ferf-butil (12 mL,
1,039M in THF) in THF (~50 mL) este ricitd la 0°C timp de 10 minute. Se adaugd azodicarboxilat de
10 diizopropil (3,1 mL, 16 mmol) in piciturd si amestecul este lidsat sd se¢ incilzeascd la temperatura
ambiantd. Dupd ce materia prima alcool este consumatd, se¢ adaugd gheatd, si reactia este diluatd cu
EtOAc. Amestecul este spalat de doud ori cu solutie apoasd saturati de clorurd de sodiu si stratul organic
este uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat i vid la un ulei de culoare chihlimbarie. Reziduul este
purificat prin cromatografie pe coloani cu gel de siliciu, eludnd cu 0-10% EtOAc / hexani pentru a da
15 compusul din titlu (6,2 g, 99+%). O mostrd analitic de puritate ~ 95% este obtinutd prin cromatografic
pe coloani cu gel de siliciu, eluind cu 25-50% (1:1 EtOAc:DCM) / hexani pentru a da compusul din titlu
ca ulei incolor. ES/MS m/z (Br/*'Br) 585/587 [M+H] *.
Preparare 92
(3S)-3-[2-(3-bromo-2-cloro-4-fluoro-6-metoxicarbonil-fenoxi)etil |piperazin-1-carboxilat de ferg-butil
20
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4"0 —/\
>N NH
o
cl o
o_
Br
0
F

La 0 solutic de (3S)-4-benzil-3-[2-(3-bromo-2-cloro-4-fluoro-6-metoxicarbonil-
fenoxi)etil]piperazin-1-carboxilat de tert-butil (7,0 g, 11,35 mmol) in DCM (75 mL) se adaugd N,N-
diizopropilamini (5,94 mL, 34,1 mmol). Solutia este ricita intr-o baie cu gheati si se adauga cloroformiat
de 1-cloroetil (3,7 mL, 34 mmol) in piciturd. Dupa addugare, baia cu gheatd este indepartata, si reactia
este agitatd la temperatura ambiantd timp de 18 ore. Se adauga cloroformiat de 1-cloroetil suplimentar (2
mL, 17 mmol) si N,N-diizopropilamini (3 mL, 17 mmol) in piciturd la temperatura ambianta si dupd 7
ore, s¢ adaugad mai mult cloroformiat de 1-cloroetil (0,60 mL, 5,67 mmol) si N,N-diizopropilamini (1 mL,
5,67 mmol) pentru a consuma materia primi rdmasd. Amestecul de reactic este concentrat in vid. La
reziduu se adaugi toluen si amestecul este concentrat (repetare de 2X). Semisolidul rezultat este diluat cu
MeOH (100 mL) si este agitat la temperatura ambiantd pand cand formarea produsului este completa.
Solventul este indepartat in vid pentru a da un reziduu colorat in chihlimbariu. Reziduul este purificat prin
cromatografic pe coloand cu gel de siliciu eluand cu 0-10% MeOH / DCM pentru a da compusul din titlu
ca solid (5,11 g, 91%). ES/MS m/z ("°Br/*'Br) 495/497 [M+H]".

Preparare 93
Acid 4-bromo-2-[2-[(2S)-4-tert-butoxicarbonilpiperazin-2-il]etoxi]-3-cloro-5-fluorobenzoic

Q
+ YN NH
o

Cl O
OH
Br
0]
F
O solutic de (3S)-3-[2-(3-bromo-2-cloro-4-fluoro-6-metoxicarbonil-fenoxi)etil] piperazin-1-
carboxilat de ferg-butil (5 g, 10,08 mmol) in THF (100 mL) si MeOH (12 mL) este ricitd cu o baie cu
gheatd. Se adaugd o solutic apoasd de hidroxid de litiu (6,5 mL, 6,25M) si apd deionizatd (10 mL). Baia
cu gheata este indepdrtatd si amestecul este agitat la temperatura ambiantd. Dupd 3 ore, se adaugd gheata
la amestecul de reactie si pH-ul este ajustat intre 5-6 cu 10% acid citric (12 mL). Se adaugi solutie apoasd
saturatd de clorurd de sodiu (100 mL) si amestecul este diluat cu EtOAc (400 mL) si straturile sunt
separate. Stratul apos este extras din nou cu EtOAc (300 mL) si organicele combinate sunt uscate pe
sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid pentru a da compusul din titlu ca solid (4,83 g, 98%). ES/MS
m/z (Br/*'Br) 481/483 [M+H]".
Preparare 94
(13aS)-8,10-dicloro-9-iodo-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-2-
carboxilat de ferg-butil

Cl

Cl
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de ftert-

butil (4,438 g, 8,110 mmol) in DMF (100 mL) este racit la 0°C si apoi la solutie se adaugd hidrura de
sodiu solidd (60% din masd in ulei de parafind) (0,81 g, 20 mmol). Dupa 1 ord la 0°C, amestecul de
reactie este stins cu solutie apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu. Se adaugi apa si EtOAc. Stratul apos
este extras de doud ori cu EtOAc. Extractele organice combinate sunt spdlate de doud ori cu 0,2 M clorura
de litiu apoasd, uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Amestecul brut este
purificat prin cromatografic rapidd pe gel de siliciu eluand cu 30-50% EtOAc / hexan pentru a da
compusul din titlu (3,394 g, 79%). ES/MS m/z (**C1A7Cl) 471/473 [M-t-Bu+H] .
Tabelul 14: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoagi cu cea din Prepararca 94

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

Preparare Structuri Nume compus ES/MS m/z
: M+H)
195 (13aS)-9-bromo-10-cloro-8-fluoro-6- {407,0/409,0
3 0 oxo-1,3,4,12,13, 13a-
»*OA\ hexahidropirazino[2,1-
N d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
/\(:) tert-butil
0 N
Cl
O
Br
..................................................... S S S
96 (13aS)-9-bromo-8-cloro-10-fluoro-6- 1406,9/409,0
3 0 oxo-1,3,4,12,13, 13a-
»*OA\ hexahidropirazino[2,1-
N d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
/\(:) tert-butil
0 N
F
O
Br
Cl | _
97 (13aS)-9-bromo-8-cloro-6-0xo- 388,8/390,8
i 0 1,3,4,12,13,13a-
>\~OA\ hexahidropirazino[2,1-d]
N [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
/\(:) tert-butil
O N
O
Br
: Cl ;
98 (13a8S)-9-bromo-10-cloro-6-oxo- 389,0/391,0
i 0 1,3,4,12,13,13a-
»*OA\ hexahidropirazino[2,1-d]
/\(\N [1,5]benzoxazocine-2-carboxilat de
tert-butil
J N
Cl
0
: ; Br ;
399 (4aR)-8-bromo-7-cloro-9-fluoro-11- i393,0/395,0

0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
pirazino[2,1-c][1,4]benzoxazepin-3-
carboxilat de terf-butil
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‘ Preparare Structuri Nume compus ES/MS m/z
M+H)
o Y-
-0
~
0] N——>
Cl
(o]
Br
................................................... B s BB B
1100 (4aR)-7-cloro-8-iodo- 7-metil-11-19437.0
3 \/ 0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
0 o pirazino[2,1-c] [l,4]benzoxazepin-3-
I\?' carboxilat de terf-butil
o
O
|
Cl
1101 (4aR)-9-cloro-7-fluoro-8-iodo-11- 441,0/443,0
3 \ / 0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
Q o pirazino[2,1-c] [l,4]benzoxazepin-3-
I\?— carboxilat de terf-butil
)
F
0
|
3 Cl
102 (4aR)-7,9-dicloro-8-iodo-11-0xo0- 456,8/458,8
? \/ 2,4 4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
Oy o c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de
ter(-butil
/‘(_N erf-buti
O NJ
Cl
0
|
; Cl .
103 (4aR)-8-bromo-9-cloro-11-oxo- 374,8/376,8
? \/ 2,4 4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
O»__ o c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de
ter(-butil
ﬁ[‘N erf-buti
(o] N‘>
o]
Br
Cl _
104 (4aR)-8-bromo-7-cloro-1 1-0x0-1374,8/376,8
: 2,4.,4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
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‘ Preparare Structuri Nume compus ES/MS m/z
‘ ‘ M+H)
\ f c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de :
O&’ o tert-butil
~
o) N’)
Cl
o
Br i i
105 (4aR)-7-cloro-9-fluoro-8-iodo-11- 441,0/443,0
5 \/ 0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
O»_ o pirazino[2,1-c] [l,4]benzoxazepin-3-
N carboxilat de terf-butil
0/—(;)
Cl
o]
|
F
106 (4aS)-7-cloro-9-fluoro-8-iodo-11- 441,0/443,0
: N\ { 0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
Oy o pirazino[2,1-c] [l,4]benzoxazepin-3-
carboxilat de terf-butil
(-—N
/“lll
(0] N—)
Cl
o]
|
3 F
107 (4aS)-7,9-dicloro-8-iodo-11-oxo- 456,9/458.,9
: \ { 2,4.,4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
Q c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de
y-o ~
N tert-butil
/"ll v
o
Cl
0
|
; Cl ‘
108 (13aR)-8,10-dicloro-9-iodo-6-oxo- 470,8/472,8
i (o) )4 1,3,4,12,13,13a-
)\\ o hexahidropirazino[2,1-d]
S (\ N [1,5]begzoxazocin-Z-carboxilat de
0 N\) tert-butil
Cl
0
|
Cl _
‘ (4aS)-9-cloro-7-fluoro-8-iodo-11- 441,0/443,0

0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
pirazino[2,1-c] [l,4]benzoxazepin-3-
carboxilat de terf-butil




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

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

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

MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

5
beg

(o]
(0]
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35
7~
cl
0
Br
F

(4aS)-8-bromo-9-cloro-11-oxo0-

2,4.,4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-
c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de

tert-butil

(13aR)-9-bromo-8-cloro-6-oxo-
1,3,4,12,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-2-carboxilat
tert-butil

(3S,13a8)-9-bromo-10-cloro-8-
fluoro-3-metil-6-oxo0-
1,3,4,12,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-2-carboxilat
tert-butil

de

de

374,8/376,8

388,8/390,8

421,0/423,0

Preparare 113

(13aS)-9-bromo-8-cloro-11-metil-6-oxo0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d]

[1,5]benzodiazocin-2-carboxilat

de ftert-butil

hexahidro-1H-pirazino[2,1-d] [1, 5]benzodiazocin-2-carboxilat de ferg-butil

si (13aS)-9-bromo-8-cloro-6-oxo0-3,4,11,12,13,13a-
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(35)-4-(2-amino-4-bromo-5-cloro-benzoil)-3-[ 2-(p-tolilsulfoniloxi)etil | piperazin-1 -carboxilatul
de fert-butil (473 mg, 0,767 mmol) in DMF (15 mL) este ricit la 0°C si apoi la solutie s¢ adaugd hidrura
de sodiu solida (60% din masa in ulei de parafind) (49 mg, 1,225 mmol). Amestecul de reactic este agitat
la 0°C timp de 2 ore inainte de a fi 1dsat sa se incdlzeascd la temperatura ambianti si a fost agitat timp de
2 ore suplimentare. Dupd acest timp, amestecul de reactie este récit la -78°C si se adauga iodurd de metil
(50 pL, 0,803 mmol). Dupd 30 minute, amestecul de reactie este incilzit 1a 0°C si agitat timp de 18 ore si
incdlzit la temperatura ambiantd. Amestecul este ricit inapoi pana la 0°C si se adaugd iodura de metil
suplimentara (50 uL, 0,803 mmol). Dupa 1 ord, nu s-a observat nici o metilare suplimentard, amestecul de
reactie este incilzit la temperatura ambiantd si se adaugi trietilamind (100 yL, 0,717 mmol). Dupa o altd
1 ord, amestecul de reactie este stins cu apd, diluat cu solutie apoasd saturatd de NH4Cl si EtOAc.
Straturile sunt separate si stratul apos este extras de doud ori mai mult cu EtOAc. Organicele combinate
sunt spalate cu solutie apoasa saturatd de clorurd de sodiu, uscate pe sulfat de sodiu, si concentrate in
vid. Solidul rezultat este triturat cu ACN si uscat sub vid fira nici o purificare suplimentard pentru a da un
amestec al compusilor din titlu (3:2 NH la NMe, 345 mg, 99+%). ES/MS m/z ("B1/*'Br) 444,0/446,0
[M+H] * si 458,0/460,0 [M+H] .

Preparare 114
(13aR)-9-bromo-8-cloro-10-metil-6-0x0-1,3,4,11,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d]
[2,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferg-butil

0
Yo
N

B
¢l

O solutie de clorhidrat de acid 4-bromo-2-[[(2R)-4-ter{-butoxicarbonilpiperazin-2-
ilJmetoximetil]-5-cloro-3-metil-benzoic (500 mg, 0,749 mmol) si DIEA (0,39 mL, 2,2 mmol) in DMF
(3,7 mL) se adaugd in picatura la o solutic de HATU (581 mg, 1,50 mmol) in DMF (3,7 mL) la 0°C.
Amestecul este agitat la 0°C timp de 1 ord si la temperatura ambianti timp de 30 minute. Intr-un flacon
separat, o solutic de clorhidrat de acid 4-bromo-2-[[(2R)-4-terf-butoxicarbonilpiperazin-2-il]metoximetil]-
5-cloro-3-metilbenzoic (2,62 g, 3,92 mmol, puritate 77%) si DIEA (2,1 mL, 12 mmol) in DMF (20 mL)
se adaugd in picitura la o solutic de HATU (3,04 g, 7,84 mmol) in DMF (20 mL) la 0°C. Amestecul este
agitat la 0°C timp de 1 ord si la temperatura ambiantd timp de 30 minute. Cele doud amestecuri de reactie
sunt combinate, diluate cu EtOAc, si spilate cu 0,5M HCI, api, bicarbonat de sodiu apos saturat, si
clorurd de sodiu apoasd saturati. Stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat in
vid. Materialul brut este purificat prin cromatografie rapidd pe gel de siliciu eluand cu 0-65% EtOAc /
hexani. Fractiunile pure sunt concentrate in vid La reziduu se adaugd DCM si amestecul este
concentrat in vid si plasat sub vid timp de 3 ore pentru a da compusul din titlu ca solid alb (1,95 g, 86%).
ES/MS m/z (Br/¥'Br) 459/461 [M+H]".

Tabelul 15: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoagi cu cea din Prepararea 114

éNume compus §ES/MS m/z

Preparare  Structuri

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

: 3aR)-8,10-dicloro-9-iodo-6 -0x0-§527,2/529,0
1,3,4,11,13,13a-hexahidropirazino(2,1-
gd][2,5] benzoxazocin-2-carboxilat de§
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§i¥é§£§£¥é ......... §§{}HE}H}§ ........................................ §Nﬁiﬁ€€6ﬂﬁ§ﬁé ..................................................... v m/Z
| i (M+H) ‘
0 \; / éter]-bunl
0
N
o’\Q
N
Cl 0
"G __

116 {(13aS)-8,10-dicloro-9-iodo-6  -oxo- 1471,0/473,0
5 : 0 BL 1,3,4,11,13,13a-hexahidropirazino[2,1-

id][2,5] benzoxazocin-2-carboxilat de
éter]—butil

Preparare 117
(13aS)-9-bromo-10-cloro-8-fluoro-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-
d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferg-butil

r\gjjv

La o solutie de acid 4-bromo- 2 2-[(25)-4-tert-butoxicarbonilpiperazin-2-il]etoxi]-3-cloro-5-
fluoro-benzoic (4,8 g, 10 mmol) in DCM (50 mL) racita cu o baie cu gheatd, se adaugd TEA (2,8 mL, 20
mmol). Se adaugd in picaturd anhidridd propilfosfonica (11 mL, 18,8 mmol, 50% din masd in EtOAc).
10 Dupi addugare, amestecul este agitat timp de 10 minute. Se adaugd DCM (250 mL) si solutie saturata de
clorura de amoniu (100 mL). Stratul apos este indepartat si extras cu DCM (100 mL) si straturile organice
combinate sunt spdlate cu solutic apoasd saturatd de clorurd de sodiu (100 mL), uscate pe sulfat de sodiu,
si filtrate. Filtratul este tratat cu carbune activat (3,5 g) si agitat timp de 10 minute. Amestecul este filtrat
printr-un strat de pamant de diatomee §i concentrat in vidla un ulei. Se adaugd cloroform si se
15 concentreaza in vid (repetare de 2X) pentru a da compusul din titlu ca solid (4,64 g, 99%). ES/MS m/z
(PBr/A'Br) 407/409 [M-t-Bu+H] *.
Preparare 118
(3R,13a8)-9-bromo-10-cloro-8-fluoro-3-metil-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-
d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferg-butil
20
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O solutiec de metil 4-bromo-3-cloro-2,5-difluoro-benzoat (1,00 g, 3,50 mmol) si (2R,55)-5-(2-
hidroxietil)-2-metil-piperazin-1-carboxilat de ferf-butil (1,07 g, 4,38 mmol) in DMF (17,5 mL) este ricitd
cu o baie cu gheatd. Se adauga carbonat de cesiu (2,31 g, 7,01 mmol). Reactia este 14satd s se incalzeasca
incet la temperatura ambiantd peste noapte. Dupd 18 ore, masa de reactic este incalzitd 1la 80°C timp de 24
ore. Dupa ricire la temperatura camerei, se adaugd jumatate din solutia apoasa saturatd de clorurad de
sodiu (50 mL) si amestecul este diluat cu EtOAc (100 mL) si straturile sunt separate. Stratul apos este
extras de doud ori mai mult cu EtOAc (50 mL) si organicele combinate sunt spalate cu apa (2 x 50 mL),
solutie apoasa saturatd de clorurd de sodiu (50 mL), si apoi uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si
concentrate in vid. Materialul brut este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eluand cu 0-
100% MTBE / hexan pentru a da compusul din titlu ca solid (690 mg, 41%). ES/MS m/z ("Br/*'Br)
476,0/478,0 [M+H]".

Preparare 119
(13aS)-8,10-dicloro-9-iodo-3,4,6,12,13,13a-hexahidro-1H-pirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-2-
carboxilat de ferg-butil

Cl

! Cl

Se adaugd 1M complex de sulfurd de dimetil boran in THF (2 mL, 2 mmol) la un amestec in
agitare de (13aS)-8,10-dicloro-9-iodo-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-
2-carboxilat de ferf-butil (1,0 g, 1,9 mmol) in THF (20 mL) si se incalzeste la reflux timp de 18 ore. Dupd
acest timp, s¢ adaugi 1M suplimentar de complex de sulfurd de dimetil boran in THF (2 mL, 2 mmol) la
amestec §i se agitd la reflux timp de incd 5 ore suplimentare. Amestecul este ricit la temperatura
ambiant, stins cu grijd cu MeOH, si concentrat in vid. Reziduul este purificat prin cromatografie rapida
pe coloand cu gel de siliciu, eludnd cu 30-70% EtOAc / hexan pentru a da compusul din titlu (900 mg,
90%). ESMS m/z (3CI1A'Cl) 512,8/514,8 [M+H]*™.

Tabelul 16: Compusl sintetizafi intr-o maniera esential analoagi cu cea din Prepararea 119

Preparare 3Structura Nume compus ES/MS m/z
5 : M+H)
120 (13a8)-9-bromo-8-cloro- 430,9/433,0
5 0 \; / 3,4,6,12,13,13a-hexahidro-1H-

pirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-2-

: o] . .

N carboxilat de ferf-butil

o

B
T - N N N—
1121 (4aR)-7,9-dicloro-8-iodo- 498,8/500,8
: 5} 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino(2,1-

0§—0 c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de

/\(—N ferf-butil

0] N—>

iCl

il

Cl
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Preparare éStructuri Nume compus ES/MS m/z
_ M+H) :
122 (4aR)-7-cloro-9-fluoro-8-iodo- 483,2/485,2
: E} 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino(2,1-

O&_o c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de

/\(—N terf-butil

e

iCl

-
S S T S N
123 (4aR)-9-cloro-7-fluoro-8-iodo- 483,0/485,0 :
: 5} 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino(2,1-

Q o c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de

/.\(——N ter{-butil

0 N—>

F
: L 3 ;
124 (4aR)-8-bromo-7-cloro- 417,0/419,0
: }/ 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino(2,1-

Q o c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de

/\{—N terf-butil

W,
| Br |
125 (4aS)-7-cloro-9-fluoro-8-iodo- 483,2/485,2
: \ / 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino[2,1-

®) c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de

: M0 )

N terf-butil

e

RaY

iCl
; F
\5126 (4aS)-7,9-dicloro-8-iodo-1 1-0x0-i{499,0/501,0
: \ / 2.4 ,4a,5-tetrahidro-1H-pirazino[2,1-

Q c][1,4] benzoxazepin-3-carboxilat de

; e )

N terf-butil

; /“lll

Y

: Cl

L
s Cl ‘
127 (13aR)-8,10-dicloro-9-iodo- 512,9/514,8

3,4,6,12,13,13a-hexahidro-1H-
pirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-2-
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Preparare éStructuri Nume compus ES/MS m/z
| f (M-+H) f
; (_))\\ )4 carboxilat de terf-butil
o)
e N
. Cl
: : Cl :
128 (4aS)-9-cloro-7-fluoro-8-iodo- 483,0/485,0
: E 1,2,4,4a,5,11-hexahidropirazino(2,1-
0 c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
0 tert-butil
N
. 9 N
F
5 Cl
129 (4aS)-8-bromo-9-cloro-1,2,4,4a,5,11- i416,8/419,0
: ‘_j hexahidropirazino[2,1-c]
Q o [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
N ter{-butil
: ("
0 N
G
130 (13aR)-9-bromo-8-cloro-10-metil- 445,2/447.2
: 0 X 3,4,6,11,13,13a-hexahidro-1H-
>\\O pirazino[2,1-d][2,5]benzoxazocin-2-
o/\(\N carboxilat de ferf-butil
N\)
Br
. N b ——
(13aR)-8,10-dicloro-9-iodo- 513,2/515,2

Preparare 132

3,4,6,11,13,13a-hexahidro-1H-
pirazino[2,1-d][2,5] benzoxazocin-2-
carboxilat de terf-butil

(13a8S)-9-[2-(tert-butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il]-8,10-dicloro-6-oxo-
1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferg-butil



MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

S
. C

Intr-un tub etansabil cu surub la partea superioard cu o bard de agitare se adauga (13aS)-8,10-
dicloro-9-iodo-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d] [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferf-
butil (750 mg, 1,423 mmol), acid [2-(fer{-butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il]Jboronic
(650 mg, 2,083 mmol), fosfat de potasiu tribazic (450 mg, 2,12 mmol), si diclorurd de 1,1'-bis(di-rfer¢-
butilfosfino)ferocen paladiu (100 mg, 0,15 mmol). Se adaugd 1,4-dioxan (15 mL) si apd (5 mL) anterior
amestecate si degazate si amestecul este purjat cu azot timp de 20 minute. Tubul este acoperit si incilzit la
80°C timp de 1 ord. Continutul amestecului de reactie este apoi turnat peste apd, solutie apoasa saturatd de
clorura de sodiu, si EtOAc. Straturile sunt separate, si stratul apos este extras o datd cu EtOAc. Extractele
organice combinate sunt uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Materialul
brut este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eludnd cu 30-70% EtOAc / hexan pentru a da
compusul din titlu (724 mg, 76%). ES/MS m/z (33CIA7Cl) 667/669 [M+H] *. 45:55 raport de atropizomeri
(LO).

Tabelul 17: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoagd cu cea din Prepararea 132

EPreparare Structuri iNume compus ES/MS m/z
(M+H)
133 §(4aR)—8—[2—(ter,t- 537,2/539,2

ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il1]-9-cloro-7-fluoro-
{11-0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazin0 [2,1-c][1,4] benzoxazepin-
i3-carboxilat de ferf-butil

(4aR)-8-[2-(ter{- 623,2/625,2
§butoxicarb0nilamin0)-7 -fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il] -9-cloro-7-fluoro-
i1,2,4,4a,5,11-

§hexahidr0pirazin0 [2,1-¢c]
§[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
éter]—butil

134

{(4aS)-8-[2-(tert- 623,2/625,2
tbutroxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il]-9-cloro-7-fluoro-
i1,2,4.4a,5,11-
thexahidropirazino[2,1-c]
{[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
itert-butil

136 | (13a8)-9-[2-(tery- 551,1/553,1

..................................................................................................................................................................................................................................
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§butoxicarb0nilamin0)-7 -fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il]-8-cloro-10-fluoro-
{6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
§hexahidr0pirazin0 [2,1-d]
§[1,5]benzoxazocin-Z-carboxilat de
éter]—butil

{(4aR)-8-[2-(tery- 537,2/539,2
tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il] -7-cloro-9-fluoro-
i11-0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazin0 [2,1-c][1,4] benzoxazepi-3-
icarboxilat de terf-butil

{(4aS)-8-[2-(tert- 623,4/625.4
‘butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il]-7-cloro-9-fluoro-
1,2,4,4a,5,11-

§hexahidr0pirazin0 [2,1-¢c]
§[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
éter]—butil

(4aR)-8-[2-(ter{- 533,2/534.2
0 ‘: / §butoxicarbonilamino)-7-ﬂuoro-1,3-
&- o ‘benzotiazol-4-il]-9-cloro-7-metil-
N

‘11-0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-

/\(— j épirazino[Z,l-c][lA] benzoxazepin-
N

{3-carboxilat de ferf-butil

1140 é(l3aS)-9-[2-(ter]— 551,0/553,0
5 o] ><§butoxicarbonilamino)-7-ﬂuoro- 1,3-
‘benzotiazol-4-il]-10-cloro-8-fluoro-

0\>_(}L /\(\N»\o :6-0x0-1,3,4,12,13,13a-

HN e} N\) thexahidropirazino[2,1-d]
)*N Cl §[1,5]benzoxazocin-Z-carboxilat de
s O o} iter{-butil
e FT J (N N N—
141 (13aS)-9-[2-(ter{- 533,0/535,0

ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il]-10-cloro-6-oxo-
{1,3,4,12,13,13a-

‘h xahidropirazino[2,1-d]




MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

\: / [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
2 iter{-butil

{(4aR)-8-[2-(tery-
tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il] -7-cloro-11-o0xo-
i2,4,4a,5-tetrahidro-1H-

§pirazin0 [2,1-c][1,4]benzoxazepin-
i3-carboxilat de ferf-butil

{(13aS)-9-[2-(tert-
‘butoxicarbonilamino)-3-ciano-
ibenzotiofen-4-il]-10-cloro-6-oxo-
i1,3,4,12,13,13a-

§hexahidr0pirazino [2,1-d]
§[1,5]benzoxazocin-Z-carboxilat de
{tert-butil

519,0/521,0

539,0/541,0

144

(4a8)-8-[2-(ter(-
o »L ibutoxicarbonilamino)-3-ciano-
y o §benzotiofen-4-il] -7,9-dicloro-
i1,2,4,4a,5,11-
o BL o (— j} éhexahidropirazino[Z,l-c]
§[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
HN  CNCI iterf-butil

645,4/647,4

587,2/589,2

{(4aR)-8-[2-(tert-
o \>L ébutoxicarbonilamino)-?s -ciano-
o §benzotiofen-4-il]-7-clor0-9-ﬂu0r0-

N 11-ox0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-

o) BL /_(— §pirazin0[2,1-c][1,4] benzoxazepin-

>\—O o N :3-carboxilat de terf-buril

HN cCNCl
— O o
S
-
1146 {(13aR)-9-[2-(tert- 533,0/535,0

ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-




MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

Preparare Structura éNume compus ES/MS m/z
(M+H)
‘ (0] Ebenzotiazol-4-il]-8-c10r0-6-0x0- '
\{ i1,3,4,12,13,13a-
O Sk bk ) s s
O\>_ 7 (\ N thexahidropirazino[2,1-d]
0 O N\) i[1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
HN : .
itert-butil
=N
S (o]
F O cl
147 (13aS)-9-[2-(ter{- 533,0/535,0
5 o} )4 tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
\‘ / »\O ‘benzotiazol-4-il]-8-cloro-6-oxo-
o&-o NN 11,3,4,12,13,13a-
HN e} N\) thexahidropirazino[2,1-d]
}—N §[1,5]benzoxazocin-Z-carboxilat de
s O o) éter]-bunl
DO
148 | (4aR)-8-[2-(ter(- 519,0/521,0
: 0 \/ / §butoxicarbonilamino)-7-ﬂuoro-1,3-
&_ o ibenzotiazol-4-il]-9-cloro-11-oxo-
N §2,4,4a,5 -tetrahidro-1H-
0 BL /_(— J §pirazin0[2,1-c][1,4]benzoxazepin-
&‘O (o) N i3-carboxilat de ferf-butil
HN>\ i
=N
(o]
SUg
Y
149 (4aR)-8-[2-(tert- 553,0/555.,0
: o \/ / tbutroxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
&_ o ibenzotiazol-4-il]-7,9-dicloro-11-
N iox0-2,4,4a, 5-tetrahidro-1H-
0 BL /_(— J §pirazin0 [2,1-c][1,4]benzoxazepin-
y—O o N i3-carboxilat de tert-butil
HN cl
=N o
S
| DO ‘
150 | (4aS)-8-[2-(ter- 553,0/555,0
: 0 \: / §butoxicarbonilamino)-7-ﬂuoro-1,3-
o gbenzotiazol-4-il] -7,9-dicloro-11-
N §0x0-2,4,4a, 5-tetrahidro-1H-
0 xL Jines {’ gpirazino [2,1-c][1,4]benzoxazepin-
\>_O o N i3-carboxilat de ferf-butil
HN cl :
>=N o
S
| DO |
151 (4a8)-8-[2-(ter(- 605,0/607,0
: ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il]-9-cloro-
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63
Preparare Structuri Nume compus ES/MS m/z
M+H)
: \ /12442511 '
Q o éhexahidropirazino [2,1-¢c]
N §[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
8) BL “,”(— ‘erf-butil
Yo o
(o} N :
HN
Y=N
S
Y
152 (4aR)-8-[2-(ter{- 605,0/607,0
: \/ / tbutroxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
0&_ o ibenzotiazol-4-il]-9-cloro-
N i1,2,4.4a,5,11-
o BL /_(— J thexahidropirazino[2,1-c]
\>_O O N §[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
HN iterf-butil
=N
S
Ty
153 (4aS)-8-[2-ter- 639,0/641,0
: 0 \/ / §butoxicarbonilamino)-7-ﬂuoro-1,3-
y_o §benzotiazol-4-il]-7,9-dic10r0-
N i1,2,4,4a,5,11-
0] % o (— ) ghexahidropirazino[Z,l-C]
&‘O 0 N §[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
HN cl iterf-butil
=N
S
Ty
154 (4a8)-8-[2-(ter}- 639,0/641,0
: 0 \/ / tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
§—O ibenzotiazol-4-il]-7,9-dicloro-
N i1,2,4,4a,5,11-
0] % /_(— J thexahidropirazino[2,1-c]
&‘O (o] N §[1,4]benzoxazepin-3-carboxilat de
HN cl iter{-butil
=N
S
| DO
155 §(4aR)-8-[2-(ter]- 605,0/607,0
o \) /_ ibutoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
o {fluoro-benzotiofen-4-il]-9-cloro-7-
N {fluoro-11-ox0-2,4,4a,5-tetrahidro-
o) \>L /‘(— {1H-pirazino[2,1-
§_o (o) N c] [1,4]benzoxazepin-3-carboxilat
HN CN F gde ter{-butil
o
s
O (o]
F |
1156 (13a8)-9-[2-(ter}- 639,2/6412
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§benzotiofen-4-il]-8-c10r0-6-0x0-
{1,3,4,12,13,13a-
§hexahidr0pirazin0 [2,1-d]
§[1,5]benzoxazocine-Z-carboxilat de
éter]—butil

{(13aS)-9-[2-(tert-
ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il]-8,10-dicloro-
§3,4,6,12, 13,13a-hexahidro -1H-
§pirazin0 [2,1-d][1,5] benzoxazocin-
i2-carboxilat de fert-butil

N
S
DO
.................................................................................. (13aR)-9-[2-(tng.
0 >< :butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
\ f »\O §benzotiazol-4-il]-8,10-diclor0-
O\>_ K"'.,(\N 53,4,6,12,13,13a-hexahidr0-1H-
HN 0 O N\) gpirazino[Z,1-d][1,5]benzoxazocin-
>~N Cl gz-carboxilat de tert-butil
S i
DO
(4aR)-8-[2-(tng- .........................................
\, /_ ibutoxicarbonilamino)-3-ciano-
2 o ibenzotiofen-4-il]-7,9-dicloro-11-
N ioxo-2,44a, 5  -tetrahidro-1H-
o) BL /_[_ épirazino [2,1-c][1,4]benzoxazepin-
$—O 0 N i3-carboxilat de terf-butil

653,0/655,2

653,0/655,0

603,0/605,0

1(13a8)-9-[2-(ter¢- 646,2/648,2
Q )4 :butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
)\\0 ibenzotiazol-4-il]-8-cloro-11-metil-
Q ¥~ ~N 6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
Yo _y \) o
HN N exahidropirazino[2,1-d]
>: N [1,5]benzodiazocin-2-carboxilat de
s O o ;ter]-butil
‘5161 é(l3aS)-9-[2-(ter]— 632,2/634.,2

tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il]-8 -cloro-6-oxo-
§3,4,1 1,12,13,13a-hexahidro-1H-
§pirazin0 [2,1-d][1,5]benzodiazocin-

i2-carboxilat de ferf-butil
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65
Preparare Structura éNume compus ES/MS m/z
(M+H)
: >< ; :
o Yo
;O N
HN\>‘
=N
SUGR
S |
162 {(13aR)-9-[2-(ter(- 645,2/647,2
: (i\\ ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il]-8-cloro-10-metil-
(o} :
°\>_ Y- o~ N 6-0x0-1,3,4,11,13,13a-
HN 0 N\) §hexahidr0pirazin0[2,1-d]
>—~N §[2,5]benzoxazocin-Z-carboxilat de
s O o) Eter]—bunl
F ‘ cl
163 é(l3aR)-9-[2-(ter]— 633,4/635,4
5 (o} tbutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
»\O ‘benzotiazol-4-il]-8-cloro-10-metil-
Oy_ - o~ N 13,4,6,11,13,13a-hexahidro  -1H-
HN 0 N\) §pirazin0[2,1-d][2,5] benzoxazocin-
Y i2-carboxilat de fert-butil
399
- O cl ‘
164 | (13aR)-9-[2-(ter- 665,2/667,2
: (i\ ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
{benzotiazol-4-i1]-8,10-dicloro-6-
(0] i ’
Oy_ Y- o~ N ox0-1,3,4,11,13,13a-
HN 0 N\) §hexahidr0pirazin0[2,1-d]
>~N Cl {[2,5]benzoxazocin-2-carboxilat  de
s O o] éter]—bunl
DO
165 é(l3aR)-9-[2-(ter]— 653,4/655,2
5 o] ibutoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-
\/ o7 ibenzotiazol-4-i]-8, 10-dicloro-
°§_ o~ N 13,4,6,11,13,13a-hexahidro  -1H-
HN 0 N\) §pirazin0[2,1-d][2,5] benzoxazocin-
>‘N Cl i2-carboxilat de ferf-butil
Y I
DO
166 | (13a5)-9-[2-(tery- 665,2/667,2 |
: gbutoxicarbonilamino)ﬂ -fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il] -8,10-dicloro-
53,4,6,11,13,13a-hexahidr0 -1H-
gpirazino [2,1-d][2,5] benzoxazocin-
i2-carboxilat de ferf-butil
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Ein unele cazuri, Ko,COs3 este utilizat in loc de K3PO4

Preparare 167
(13a8)-9-[2-(tert-butoxicarbonilamino)-3-ciano-benzotiofen-4-il]-10-cloro-8-fluoro-6-oxo-
1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferg-butil

7\1
o Yo NN
y—O Q N\)

HN  CNCI

= LT
§

S

La un flacon etansat se¢ adaugd toluen (300 mL), (13aS)-9-bromo-10-cloro-8-fluoro-6-oxo-
1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ferf-butili (6,20 g, 11,0
mmol), si N-[3-ciano-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)benzotiofen-2-ilJcarbamat de ferf-butil

10 (6,20 g, 15,5 mmol). Amestecul este stropit cu azot timp de 30 minute, §i apoi s¢ adaugi
DPEPhosPdCl, (1,20 g, 1,68 mmol), urmat de carbonat de cesiu (9,00 g, 27,6 mmol). Flaconul este
ctangat si agitat la 105°C timp de 6 ore. Amestecul este ricit la temperatura ambiantd si filtrat prin pAmant
de diatomee, spalat cu EtOAc, si filtratul este concentrat in vid. Reziduul este purificat prin cromatografie
rapida pe coloana cu gel de siliciu, eluand cu 0-30% acetond / hexan. Diastereomerul dorit este eludat

15 dupi cel nedorit pentru a da compusul din titlu (major, 3,50 g, 49%). ES/MS m/z (*CI/''Cl) 657,0/659,0

[M+H] *.
Tabelul 18: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cei din Prepararea 167
ﬁPreparare §Structur;'1 Nume compus §ES/MS m/z (M |
: i+ H)
168 ' (13a8)-9-[2-(terf- 1675,2/677,2
9\ butoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
0 fluoro-benzotiofen-4-il]-10-cloro-
o y N”~O 8-fluoro-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
»—O OK\N(:) hexahidropirazino[2,1-d] i
HN CNc¢J [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de

S5 O o) terf-butil
S

1169

butoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
fluoro-benzotiofen-4-il]-7-cloro-9-
fluoro-11-0x0-2.4,4a,5-tetrahidro- :
1H-pirazino [2,1-:
c][1,4]benzoxazepin-3-carboxilat
de ftert-butil

(4aR)-8-[2-(terf- 1605,2/607,2
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................................................................................................................

_ +H)
o V-
(o]
N
- 9 - ~
. Yo Q N
{HN  ¢Nal
PP S
S
(J -
F :
170 (13aS)-9-[2-(ter{- 1675,2/677,2
i 0 K butoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
)LO fluoro-benzotiofen-4-il]-8-cloro-
o Y N 10-fluoro-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
- Yo Q N\) hexahidropirazino[2,1-d] :
{HN onF [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de
o= O 0 ter{-butil !
S
o
: L F :
171 (4aR)-8-[2-(ter{- 1601,2/603,3
o \4 / butoxicarbonilamino)-7-fluoro-3-
o metil-benzotiofen-4-i1]-9-cloro-7-
N metil-11-0x0-2,4,4a,5-tetrahidro-
(0] BL /\(—— 1H-pirazino [2,1-
§—0 0 N c][1,4]benzoxazepin-3-carboxilat
HN  CN de ter-butil
L= o]
rse9Y
. O cl
172 (4aR)-8-[2-(tert- 583,2/585.2
: o \‘ / butoxicarbonilamino)-3-metil- :
o benzotiofen-4-il]-9-cloro-7-metil- i
N 11-ox0-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
. O \>L /\(— pirazino[2,1-c][1,4] :
\>—0 o) N benzoxazepin-3-carboxilat de ferf- |
HN CN butil 5
L= o}
X
Cl
173 (3R,13a8)-9-[2-(tert- 1689,2/6912 |
3 o} >< butoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
N>\\O fluoro-benzotiofen-4-il]-10-cloro-
i 0 )L 8-fluoro-3-metil-6-o0xo- :
. Mo Oﬁ\g\\)w 1,3,4,12,13,13a-
HN ~ CNCl hexahidropirazino[2,1-d] _
: s = O 0] [1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de ;
tert-butil !
S
F :
174 : (3S,13aS)-9-[2-(tert- §633,4/635,4

butoxicarbonilamino)-3-ciano-7-
fluoro-benzotiofen-4-il]-10-cloro-
8-fluoro-3-metil-6-oxo- 5
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................................................................................................................

1,3,4,12,13,13a-

hexahidropirazino[2,1-d] :
[1,5]benzoxazocin-2-carboxilat de§
tert-butil :

Preparare 175

(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il)-8,10-dicloro-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-

pirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-6-oni

(13a8)-9-[2-(tert-butoxicarbonilamino)-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il]-8,10-dicloro-6-oxo-
1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino([2,1-d][1,5]benzoxazocin-2-carboxilatul de ter{-butil (724 mg,

mmol) este dizolvat in DCM (4 mL) si TFA (2 mL,

10
cu 7N NH;in MeOH. Filtratul este concentrat in

ES/MS m/z (3CIF7Cl) 467/469 [M+H] ~.

Tabelul 19: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoagd cu cei din Prepararea 175

1,084
26,45 mmol) si agitat la temperatura ambiantd. Dupa

6 ore, amestecul este concentrat in vid. Brutul este incircat pe o coloanid SCX, spalat cu MeOH, si cluat

vid pentru a da compusul din tithu (500 mg, 98%).

Preparare Structuri ume compus ES/MS m/z M
s +H)
176 §4-[( 13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6-oxo- {475,0/477,0
K\(\NH 52,3,4,12,13, 13a-hexahidro-1H-
(8] N\) ipirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-
H2N  CNcl {9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-
— O o) {3-carbonitril
S :
J
F =
177 §(4aR)-8-(2-Amino-7-ﬂu0r0-1,3- 437,2/439,2
H §benzotiazol-4-il)-7-c10r0-9-ﬂu0r0-
/‘(— 1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino[2,1-
o NJ c] [1,4]benzoxazepin-11-ona

{4-[(4aS)-7-Cloro-9-fluoro-
i2.3,4,4a,5,11-hexahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
{8-i1]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-
‘amini

423,2/425,2
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l 179 g4-[(4aR)-9-Clor0-7-metil-1 l-oxo- 1457,2/459,2
H :1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino([2,1-
/‘[‘ §C] [1,4]benzoxazepin-8-il]-2-amino-
__> {7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril
N Q N
H>N Vi
- O o)
S
ok
F ! i .
180 §(4aR)-8-(2-Amino-7-ﬂu0r0-1,3- 433,2/435,2
H §benzotiazol-4-il)-9-c10r0-7-metil-
/_(_ 1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino[2,1-
o N—> gc] [1,4]benzoxazepin-11-ona
H2N>~ i
=N
0
S
F O Cl ‘ _. |
181 §(4aR)-8-(2-Amino-3-metil- 439,1/441,2
“ gbenzotiofen-4-il)-9 -cloro-7-metil-
/‘( i1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino[2,1-
o N‘> c] [1,4]benzoxazepin-11-oni
HN  ¢N :
— O o)
S
o
182 .................................................................................................. 4_[(438)_7,9_D1C]01‘0_2,3,4,43,5,11_ 445’0/447,0 .............
thexahidro-1H-pirazino[2,1-c][1,4]
ibenzoxazepin-8-il]-2-amino-
Vs J ibenzotiofen-3-carbonitril
N
HoN CNCI i
S
Y
183 ................................................................................................... 4-[(4aR)-7-C10r0-9-ﬂu0r0-11-0XO- 443’2/445,2 .............

1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino[2,1-
gc] [1,4]benzoxazepin-8-il]-2-amino-
{benzotiofen-3-carbonitril
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{4-[(13aS)-8,10-Dicloro- 453,0/455,0
i1,2,3,4,6,12,13,13a-
§0ctahidr0pirazin0 [2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-9-il]-7-fluoro-
1,3-benzotiazol-2-amini

185 i4-[(13aR)-8,10-Dicloro- 453,0/455.,0
i1,2,3,4,6,12,13,13a-
{octahidropirazino[2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-9-il]-7-fluoro-
i1,3-benzotiazol-2-amini

{4-[(4aR)-7,9-Dicloro-11-0xo- 458,9/460,9
1,2,3,4,4a,5-hexahidropirazino[2,1-

/_( ic] [1,4]benzoxazepin-8-il]-2-amino-
o _) ibenzotiofen-3-carbonitril

Preparare 187
4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6-oxo0-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-pirazino[2,1-d] [1,5]benzoxazocin-
9-il]-2-amino-benzotiofen-3-carbonitril

HzN  ¢cNcl

Ty 7

La o suspensie de (13aS)-9-[2-(fer{-butoxicarbonilamino)-3-ciano-benzotiofen-4-i1]-10-cloro-8-
fluoro-6-ox0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-2-carboxilat de fer{-butil (2,64
g, 4,02 mmol) in DCM (10,0 mL) la 0°C se adaugd TFA (10 mL) in picaturd. Amestecul este agitat la
temperatura ambiantd timp de 1 ord. Amestecul este concentrat in vid, dizolvat in EtOAc, si concentrat in
vid din nou. Aceastd procedurd este repetatd incd o datd. Reziduul rezultat este purificat prin
cromatografic rapida pe coloani cu gel de siliciu, eludnd prima oara cu 0-80% (10% MeOH in DCM) /
DCM, si a doua oard cu 0-100% [10% (7N NHs in MeOH) in DCM] / DCM pentru a da compusul din
tithu (1,58 g, 86%). ES/MS m/z ((>C127Cl) 457,0/459,0 [M+H]".

Tabelul 20: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cei din Prepararea 187
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‘Preparare Structura :Nume compus ES/MS m/z (M

1188 14-[(4aR)-9-Cloro-7-fluoro-11-oxo- 461 0/463,0
s H {1,2,3.4,4a,5-
/_[_ _} ;hexahldroplrazmo[Z,1-(:]
i[1,4]benzoxazepin-§-il]-2-amino-
é7-ﬂu0r0-benzotiofen-3-carbonitril

189 §(4aR) 8-(2-Amino-7-fluoro  -1,3- 437 0/439,0
: : H ‘benzotiazol-4-il)-9-cloro-7-fluoro- :

:1,2,3,4,4a,5-
—( ) ‘hexahidropirazino[2,1-c]

[1,4]benzoxazepin-11-ona

190 4-[(4aR)-9-Cloro-7-fluoro- 1423,0/425,0
: ; i2,3,4,4a,5,11-hexahidro-1H- :

H
F{" N §pirazino[2,1-c][1,4] benzoxazepin-§
_} :8-il]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-

famind

191  4-[(425)-9-Cloro-7-fluoro- 423 0/425.0
| ¥ 23,44,5,1 1-hexahidro-TH- |
, (— §pirazino[2,1-c][1,4] benzoxazepin- ;
7 _> :8-il]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-
éaminz'l

i4-[(13a8)-8-Cloro-10-fluoro-6- 5475,0/477,0
§0X0-2,3,4, 12,13,  13a-hexahidro-
\_/ IHpirazino[2,1-d](1,5] :

CNF ibenzoxazocin-9-il]-2-amino-7-
== O o) fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

1192

193 (13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- §45 1,0/453,0
s ‘benzotiazol-4-il)-8-cloro-10-
§ﬂu0r0-2,3,4,12, 13,13a-hexahidro-

1 H-pirazino[2,1-d][1.5] :
ibenzoxazocin-6-ona

194 4-[(13aS)-8-Cloro-10-fluoro-6- 457 0/459,0
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‘Preparare Nume compus §ES/MS m/z M '

i : _ “+H)

' 0x0-2,3,4,12,13,  13a-hexahidro- | :
1H-pirazino[2,1-d][1,5] :
§benzoxazocin-9-il]-2-amin0-
ibenzotiofen-3-carbonitril

195 (13a8)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 45 1,0/453,0

: ‘benzotiazol-4-il)-10-cloro-8-
§ﬂu0r0-2,3,4,12, 13,13a-hexahidro-

i 1H-pirazino[2,1-d][1,5] :
ibenzoxazocin-6-0na

............................................................................................................. (13as)-9-(2-Amm0-7-ﬂu0r0-1,3-
:benzotiazol-4-il) -10-cloro-
52,3,4,12,13,13a-hexahidr0-1H-
§pirazino[2, 1-d][1,5] benzoxazocin-

| 6-ond

196 : 1433,0/435.0

97 (4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 41904210

: ibenzotiazol-4-il) -7-cloro- ;
1,2,3,4,4a,5- :
thexahidropirazino[2,1-c]

{[1,4]benzoxazepin-11-oni
198 .................................................................................................... 4-[(1335)-1()-C10r0-6-oxo- ................... 439’0/441’0
K\(\N§2,3,4,12,13,13a-hexahidr0-1H-
0 gpirazino [2,1-d][1,5]benzoxazocin-
HaN CN N :9-il]-2-amino-benzotiofen-3-
—— Cl gcarbonitril
199 ........................ (13aR)-9-(2-Amm0-7-ﬂu0r0-1,3- ...... 433’0/435’0 .............
: { ‘benzotiazol-4-il) -8-cloro- ;

2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-
-pirazino [2,1-d][1,5]benzoxazocin- ;
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: éNume compus §ES/MS m/z (M
+H) 5
200 | (13a$)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1432,9/435,0
: : /\(\ NH  ‘benzotiazol-4-il) -8-cloro- ;
HoN 0] N\) §2,3,4,12,13, 13a-hexahidro-1H-
2 >—-N ipirazino [2,1-d][1,5]benzoxazocin-
s - O o {6-ond
: i F cl : :
201 | (4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1418,9/420,9
: H ibenzotiazol-4-il) -9-cloro- |
~ 1.2,3.4,4a,5- :
o NJ ;hexahidropiraziqo[Z, 1-c]
:[1,4]benzoxazepin-11-ond
202 | (4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1452,8/454,8
: ! “ ibenzotiazol-4-il) -7.9-dicloro-
~ 1,234,405 f
o N—) ;hexahidropiraziqo[Z, 1-c]
:[1,4]benzoxazepin-11-ond
203 ......................... (4as)-8-(2-Am1n0-7-ﬂu0r0-1,3- ......... 452’8/454’8 ..............
§ : “ ibenzotiazol-4-il)-7,9-dicloro-
) (‘ 1.2.3,4,42,5-
O/ " N—) thexahidropirazino[2,1-¢]
{[1,4]benzoxazepin-11-oni
204 ........................ 4-[(4as)-9-C10r0-2,3,4,4a,5,11- .......... 405’0/407’0 .............
: : “ :hexahidro-1H-pirazino[2,1-c][1,4] :
' [' ibenzoxazepin-8-il]-7-fluoro-1,3-
o’ N—> ibenzotiazol-2-amini

205 é4—[(4aR)-9-Clor0—2,3,4,4a,5,1 1- 5405,0/407,0
: : :hexahidro-1H-pirazino[2,1-¢][1,4] :
§benzoxazepin-8-il]-7-ﬂu0r0-1,3- :
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EPreparare Structura iNume compus :ES/MS m/z (M

‘benzotiazol-2-amini

206 :4-[(4aS)-7,9-Dicloro- i438,9/441,0
H 12,3,4,4a,5,11-hexahidro-1H-
y {—— §pirazino[2,1-c][1,4] benzoxazepin-g
s __) :8-il]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-  :
tamind

207 4-[(4aR)-7,9-Dicloro- 1438,8/440.9
i H 12,3,4,4a,5,11-hexahidro-1H- f

/_(’ §pirazino[2,1-c] [1,4]benzoxazepin-§
_) :8-il]-7-fluoro-1,3-benzotiazol-2-

tamind

‘;208 4-[(4aR)-9-Cloro-7-fluoro-11-oxo- 461 0/463,0
: H i1,2,3,4,4a,5- :
/__(— hexahidropirazino[2,1-c]
o N—> i[1,4]benzoxazepin-8-il]-2-amino-

;HZN CN §7-ﬂu0r0-benzotiofen-3-carbonitril

209 14-[(13a$)-8-Cloro-6-0xo- 439 0/441,0
/\(\NH i2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-

0 \) ‘pirazino [2,1-d][1,5]benzoxazocin-

H2N CN 19-il]-2-amino-benzotiofen-3- !

O o écarbonitril

‘5210 {4-[(3R,13a8)-10-Cloro-8-fluoro-3- 5489,0/491,0
: /\(\N H imetil-6-0%0-2.3,4,12,13,13a-

o \). thexahidro-1H-pirazino [2,1-:

‘H:N CNCI {d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-

= ‘ o) {amino-7-fluoro-benzotiofen-3-
icarbonitril

211 4-[(35,13aS)-10-Cloro-8-fluoro-3- 489 2/491,2
§met11 -6-0x0-2,3,4,12,13,13a-
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EPreparare lStructuri éNume compus ES/MS m/z (M :
: _ + H)
: /\(\ NH :hexahidro-1H-pirazino [2,1- :
3 fe) :d1[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-
HsN CNCCI {amino-7-fluoro-benzotiofen-3- :

— O 0 écarbonitril
s

;212 (13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- §446,0/448,0
H  benzotiazol-4-i) -8-cloro-11-
imetil-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-
i 1H-pirazino [2,1-
id][1,5]benzodiazocin-6-ond :

;213 {(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 5432,0/434,0
: 3 H  ibenzotiazol-4-il) -8-cloro- ;

N 1234111213, 13a-
{octahidropirazino[2,1-
td][1,5]benzodiazocin-6-oni

214 | (13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1447,2/449.2
5 5 H ibenzotiazol-4-il) -8-cloro-10-
N §metil-2,3,4, 11,13,13a-hexahidro-
i 1H-pirazino [2,1-:
id][2,5]benzoxazocin-6-ona :

215 {4-[(13aR)-8-Cloro-10-metil- §433,2/435,2

i1,2,3,4,6,11,13,13a-
toctahidropirazino[2,1-d]
{[2,5]benzoxazocin-9-il]-7-fluoro-
i1,3-benzotiazol-2-amini

216 (13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- §467,2/469,2

; : ‘benzotiazol-4-il)  -8,10-dicloro- :
52,3,4,11,13, 13a-hexahidr0-1H-§
{pirazino[2,1-d][2,5] benzoxazocin-
6-oni *

217 14-[(13aR)-8,10-Dicloro- 1453,2/455,2

; 11,2,3,4,6,11,13,13a-

octahidropirazino[2,1-d]
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[2,5]benzoxazocin-9-il]-7-fluoro-
i1,3-benzotiazol-2-amini

(13a8)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- §467,2/469,2
§benzotiazol-4-il) -8,10-dicloro-
§2,3,4,11,13, 13a-hexahidr0-1H-§
§pirazino[2, 1-d][2,5] benzoxazocin-
:6-ond *

Preparare 219
4-[(13aS)-10-Cloro-2-(2-cianoacetil)-8-fluoro-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[ 2,1 -
d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

Se adaugd acid cianoacetic (138 mg, 1,61 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (222 mg, 1,61 mmol),
DIEA (0,5 mL, 3 mmol), si clorhidrat de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-ctilcarbodiimidd (306 mg, 1,60
mmol) la o suspensie de 4-[(13aS)-10-cloro-8-fluoro-6-0x0-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-pirazino[2,1-
d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril (500 mg, 1,05 mmol) in DCM (10
mL). Amestecul de reactic este agitat la temperatura ambiantd timp de 18 ore inainte de a fi diluat cu
DCM si spalat cu solufie apoasd saturatd de clorurd de amoniu si solutie apoasd saturatd de clorurd de
sodiu. Organicele sunt uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul este dizolvat in
DCM (5 mL) si in cateva picdturi de MeOH apoi se adaugd hexan pentru a precipita produsul. Precipitatul
este filtrat pentru a da compusul din titlu ca solid alb (410 mg, 72%). ES/MS m/z (**C17'Cl) 542,4/544,4
[M+H]".
Preparare 220
1-Bromo-1,2,2-trideuterio-etilen

Br

D
D

Se adauga 1,2-dibromoetan-ds (25,0 g, 130,28 mmol) in piciturd la o solutie de hidroxid de
potasiu (15,19 g, 243,63 mmol) in 95% ctanol-OD (95 mL) si D,O (5 mL) la 33°C. Amestecul a fost mai
intai agitat la 60°C timp de 1,5 ore, si apoi la 63°C timp de 1,5 ore pentru a da compusul din titlu ca ulei
incolor, care a fost distilat in continuu din reactie in decursul incdlzirii si colectat intr-un flacon de primire
racit intr-o baie cu acetoni si gheatd uscata (7.3 g, 50%).
Preparare 221
Acid 2,3,3-trideuterioprop-2-enoic-3C
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Turnurile de magneziu (1,67 g, 69,71 mmol), un cristal de iod, si THF anhidru (20 mL) sunt
plasate intr-un flacon. Intre timp este preparatd o solutic de 1-bromo-1,2,2-trideuterio-etilen (7,3 g, 66,39
mmol) in THF anhidru (30 mL). Amestecul continand magneziu este incilzit la 50°C si se adaugi o
portiune de solutic de bromurd de vinil (2 mL). Amestecul este incilzit la 50°C pani cind este initiata
reactia Grignard si amestecul incepe sa refluxeze (65°C). Solutia de bromurd de vinil rdmasd in THF se
adauga in piciturd de la 55 pani 1a 65°C timp del,5 ore. Amestecul rezultat este incdlzit la 65°C timp de
1,5 ore pentru a fi siguri cd reactia este completd. Aceastd proaspit preparatd solutic de bromura de
(1,2,2-trideuteriovinil)magneziu in THF este ricitd la temperatura camerei si utilizatd imediat.

Gazul de dioxid de carbon-13C este barbotat prin THF anhidru (50 mL) la -65°C timp de 5
minute. Se adugd in picaturd solufia de bromura de (1,2,2-trideuteriovinil)ymagneziu de mai sus proaspat
preparatd in THF (66,39 mmol), timp in care temperatura reactiei creste la -20°C. Amestecul este incilzit
la -10°C si agitat timp de 10 minute. Gazul de dioxid de carbon-'*C este barbotat prin amestec timp de
incd 2 minute suplimentare. Amestecul este incilzit la temperatura ambiantd si agitat timp de 10 minute.
Se adauga hidrochinoni (10 mg), urmatd de addugarea in piciturd a 6M acid sulfuric (6,5 mL) pentru a
stinge reactia in timp ce se¢ mentine temperatura sub 20°C. Amestecul este diluat cu dietil eter (400 mL) si
se adauga sulfat de sodiu (100 g). Amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 5 minute, filtrat,
si concentrat in vid de 1a 0 pand la 5°C pentru a da produsul brut (7.5 g) ca ulei galben. Produsul brut este
purificat printr-o distilare in vid pe cale scurtd pentru a da compusul din titlu ca ulei incolor (1,2 g, 24%).

Preparare 222
Cloruri de acid 2,3,3-trideuterioprop-2-enoic-*C

O3 C'CI
o L
D
Se adaugd clorurd de oxalil (0,24 mL, 2,85 mmol) la o solutie de acid 2,3,3-trideuterioprop-2-
enoic-*C (0,181 g, 2,38 mmol) si DMF (1 piciturd) in DCM anhidru (10 mL) la 0°C si amestecul este
agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. Compusul din titlu este utilizat direct in etapa urmatoare ca
solutie.
Preparare 223
Sondi Kras
N-(2-{2-[2-({6-Cloro-8-fluoro-7-(3-hidroxinaftalin-1-il)-4-[4-(prop-2-enoil )piperazin -1-
illchinazolin-2-il}amino)etoxi]etoxi}etil)-5-[(3aS,4S ,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-
d]127enzoxazi-4-il|pentanamida

Etapa A: 4-(7-bromo-2,6-dicloro-8-fluorochinazolin-4-il)piperazin-1-carboxilatul de tert-butil
(0,51 g, 1,1 mmol) si IPA (5 mL) sunt combinate intr-un vas intr-un cuptor cu microunde. Se adaugi
DIPEA (0,55 mL, 3,3 mmol) si 5-[(3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]127enzoxazi-4-il]-N-[2-
[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etil] pentanamida (0,48 g, 1,32 mmol) si amestecul este incilzit 1a 120°C intr-un
reactor cu microunde timp de sase ore. Dupa acest timp amestecul este diluat cu solutie apoasa saturati de
clorurd de amoniu si 25% IPA in CHCI; si straturile sunt separate. Stratul organic este spdlat cu solutie
apoasa saturatd de clorura de sodiu, uscat pe sulfat de sodiu anhidru, filtrat, si concentrat in vid. Reziduul
rezultat este purificat prin cromatografie cu fazd normald, eluand cu 50-100% B intr-un gradient (A:
hexani, B: 10% MeOH in DCM), pentru a da 4-{7-bromo-6-cloro-8-fluoro-2-[(2-{2-[2-({5-
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[(3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d] 128enzoxaze-4-ilJpentanoil }amino)
etoxi]etoxi }etil)amino]chinazolin-4-il}piperazin-1-carboxilat de tert-butil ca solid galben (0,68 g, 78%).
ES/MS m/z: 8§19 (M+H).

Etapa B: Se combini 4-{7-bromo-6-cloro-8-fluoro-2-[(2-{2-[2-({5-[(3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]128enzoxaze-4-il]Jpentanoil }amino)  etoxiJetoxi}etil)amino]chinazolin-4-
il }piperazin-1-carboxilatul de tert-butil (0,30 g, 0,37 mmol), 1,4-dioxan (4 mL) si apa (0,75 mL). Se
adauga carbonat de potasiu (0,24 g, 1,11 mmol), 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)naftalin-2-
ol (0,20 g, 0,74 mmol), si tetrakis(trifenilfosfin)paladiu(0) (0,085 g, 0,074 mmol) si amestecul este agitat
la 85°C sub azot timp de 12 ore. Dupa acest timp, amestecul este ricit la temperatura ambianti si filtrat
pentru a indepdrta solidele. Filtratul este diluat cu solufie apoasd saturati de clorurd de amoniu si EtOAc
si straturile sunt separate. Stratul organic este spdlat cu solufie apoasd saturati de clorurd de sodiu, uscat
pe sulfat de sodiu anhidru, filtrat, si concentrat in vid. Reziduul rezultat este purificat prin cromatografie
cu fazd normald, eludnd cu 90-100% B intr-un gradient (A: hexani, B: 10% MeOH in DCM), pentru a
da 4-{6-cloro-8-fluoro-7-(3-hidroxinaftalin-1-i1)-2-[(2-{2-[2-({ 5-[(3a8S,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-
tieno[3,4-d]128enzoxazi-4-il]pentanoil } amino)etoxi]etoxi}etil)amino]chinazolin-4-il } piperazin-1-
carboxilat de ferf-butil ca solid galben (0,31 g, 96%). ES/MS m/z: 881 (M+H).

Etapa C: o solutic de 4-{6-cloro-8-fluoro-7-(3-hidroxinaftalin-1-il)-2-[(2-{2-[2-({5-
[(3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d] 128enzoxaze-4-ilJpentanoil }amino)
etoxi]etoxi }etil)amino]chinazolin-4-il}piperazin-1-carboxilat de tert-butil (0,31 g, 0,35 mmol) in MecOH
(4 mL) este racitd la 0°C. Se adaugd HCI (3 M in MeOH, 6 mL, 17,5 mmol) si amestecul este agitat la
0°C timp de 30 minute inainte de a fi 1dsat si se incdlzeasca la temperatura ambiantd. Dupd ~18 ore,
amestecul de reactic este concentrat in vid. Reziduul este diluat cu DCM si concentrat in vid din nou.
Reziduul rezultat este diluat cu hexani si agitat la temperatura ambianta timp de doud ore. Solidul rezultat
este filtrat si uscat sub vid pentru a da acid clorhidric de N-{2-[2-(2-{[6-cloro-8-fluoro-7-(3-
hidroxinaftalin-1-il)-4-(piperazin-1-il)chinazolin-2-ilJamino }etoxi) etoxi]etil } -5-[(3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]129enzoxaza-4-il] pentanamidd. Aceastd sare clorhidrat (0,19 g, 0,23
mmol) este neutralizatd prin combinarea cu DIEA (0,16 mL, 0,92 mmol) in DCM (2,5 mL). Amestecul
este ricit la -78°C si se adaugi clorurd de acriloil (0,5 M in DCM, 0,4 mL, 0,21 mmol). Dupa 30 minute,
amestecul este incilzit la temperatura ambiantd. Dupd o ord, amestecul este diluat cu MeOH (1 mL) si
concentrat in vid. Reziduul rezultat este purificat prin cromatografie cu faza inversd, eluind cu 35-60% B
intr-un gradient (A: 10 mM NH4HCOs3 apos cu 5% MeOH; B: ACN), pentru a da compusul din titlu ca
solid alb (0,027 g, 14%). ES/MS m/z: 8§35 (M+H).

Exemplul 1
(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il)-8,10-dicloro-2-prop-2-enoil-1,3,4,12,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-6-oni

F
(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il)-8,10-dicloro-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-

pirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-6-ona (500 mg, 1,070 mmol) este dizolvatd in DCM (5 mL) si TEA
(0,75 mL, 5,4 mmol). Amestecul este racit la -78°C si apoi se adauga clorurd de acriloil (0,085 mL, 1,0
mmol) si amestecul este agitat 1a -78°C. Dupa 5 minute se adaugi cateva picaturi de alcool izopropilic la -
78°C si apoi amestecul este concentrat in vid §i depus la cromatografic cu fazd inversa pentru a da un
amestec de doi atropizomeri. Amestecul de atropizomeri este separat utilizind Chiralpak® IC, 4,6 x 150
mm, 40% EtOH/CO,, 5 mL/min, 225 nm. Al doilea compus al coloanei este identificat ca atropizomer
activ (165 mg, 55%). ES/MS m/z (’CI/'Cl) 521/523 [M+H] * (>98% e.e.). Atropizomerul mai putin
activ este primul al coloanei (133 mg, 44%). ES/MS m/z ('CI/''CI) 521/523 [M+H] * (>98% e.e.).
Tabelul 21: Compusi sintetizati intr-o manierd esential analoaga cu cei din Exemplul 1

‘Exemplu  Structuri {Nume compus ‘ES/MS m/z (M|

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

i(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- ;
:benzotiazol-4-il)-7-cloro-9-fluoro-3- |
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Eprop-2-en0ﬂ-2,4,4a,5-tetrahidro- 1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
i11-ona

{1-[(4aS)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-7-cloro-9-fluoro-
1,2,4,4a,5,11-
hexahidropirazino[2,1-c]
[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-en-
:1-ona

{4-[(4aR)-9-Cloro-7-metil-11-0x0-3-
§prop-2-en0ﬂ-2,4,4a,5-tetrahidro- 1H-
§pirazino [2,1-c][1,4] benzoxazepin-
£8-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-
i3_carbonitril

477,2/479,2

511,0/513,0

(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-9-cloro-7-metil -3-
{prop-2-enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
i11-ona

487,0/489,0

{(4aR)-8-(2-Amino-3-metil-
‘benzotiofen-4-il)-7-cloro-9-metil-3-
iprop-2-enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
i11-ona

(13a8)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
§benzotiazol-4-il)- 10-cloro-8-fluoro-
§2-pr0p-2-enoil-1,3,4, 12,13,13a-

493,0/495,0

505,2/507,2
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hexahidropirazino[2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-6-ond

{(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-10-cloro-2-prop-2-
§enoil-l,3,4,12, 13,13a-
thexahidropirazino[2,1-d]
{[1,5]benzoxazocin-6-oni

{(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-7-cloro-3-prop-2-
fenoil- 2.4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
{11-ond

i4-[(13aS)-10-Cloro-6-oxo-2-prop-2-
‘enoil-1,3,4,12,13,13a-
>\\/ :hexahidropirazino[2,1-d]
N _[1 5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-
H,N 0 N\) §benzotiofen-3-carb0nitril

487,0/489,0

473,0/475,0

493,0/495,0

11

i4-[(4aS)-7,9-Dicloro-3-prop-2-
OM fenoil-1,2,4,4a,5,11-
thexahidropirazino[2,1-c]
("N [1,4]benzoxazepin-8-il]-2-amino-
-

ibenzotiofen-3-carbonitril

499,2/501,2

12

i4-[(4aR)-7-Cloro-9-fluoro-11-oxo-
i3-prop-2-enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-
{1H-pirazino[2,1-c][1,4]
ibenzoxazepin-8-il]-2-amino-

ibenzotiofen-3-carbonitril

497,2/499,2
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113 {(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1487,0/489,0
0 ‘benzotiazol-4-il)-8-cloro-2-prop-2-
V7 enoil-1,3,4,12,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d]
[1,5]benzoxazocin-6-ond

(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 487,0/489,0

§benzotiazol-4-il)-8-c10r0-2-pr0p-2-
A/ enoil-13.4,12.13.13a-

N thexahidropirazino[2,1-d]

{[1,5]benzoxazocin-6-oni

{(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 473,0/475,0
‘benzotiazol-4-il)-9-cloro-3-prop-2-
‘enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
i11-oni

(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 507,0/509.,0
ibenzotiazol-4-il)-7,9-dicloro-3-
iprop-2-enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
i11-ona

17 (4a8)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 506,9/508,8
§benzotiazol-4-il)-7,9-dic10r0-3-

iprop-2-enoil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
§pirazino[2, 1-c][1,4] benzoxazepin-
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| 1-[(4a$)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-

§benzotiazol-4-il)-9-c10r0-
i1,2,4.4a,5,11-
‘hexahidropirazino[2,1-c]

[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-en-

§1-on§1

{1-[(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-9-cloro-
1,2,4,4a,5,11-
thexahidropirazino[2,1-c]

[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-en-

él-oné

459,0/461,0

459,0/461,0

20

1-[(4aS)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il)-7,9-dicloro-
i1,2,4,4a,5,11-
thexahidropirazino[2,1-c]

{[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-en-

gl-oné

493,0/495,0

21

gl-oné

{4-[(13aS)-8-Cloro-6-ox0-
;2,3,4,12, 13,13a-hexahidro-1H-

{1-[(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il)-7,9-dicloro-
i1,2,4,4a,5,11-
thexahidropirazino|2,1-c]
{[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-en-

493,0/495,0

493,0/495,0
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0] épirazino[Z, 1-d][1,5] benzoxazocin-
9-il]-2-amino-benzotiofen-3-

K\(\ N ;carbonitril
¢ N

11-[(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
0] ibenzotiazol-4-il)-8,10-dicloro-
Y i3,4,6,12,13, 13a-hexahidro-1H-
§pirazino[2, 1-d][1,5] benzoxazocin-
i2-il]prop-2-en-1-oni

{1-[(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
‘benzotiazol-4-il)-8,10-dicloro-
4 3,4,6,12,13, 13a-hexahidro-1H-
Yl N §pirazino[2, 1-d][1,5] benzoxazocin-
\) {2-il]prop-2-en-1-oni

507,0/509,0

507,0/509,0

25

:4-[(4aR)-7,9-Dicloro-11-0x0-3-
O, / iprop-2-enocil-2,4,4a,5-tetrahidro-1H-
w §pirazino[2,1-c][1,4] benzoxazepin-
{8-il]-2-amino-benzotiofen-3-
icarbonitril

513,0/515,0

26

§4-[(3R, 13a8)-10-Cloro-8-fluoro-3-
Q  :metil-6-0x0-2-prop-2-enoil-

)\\\gl,3,4,12,13,13a—

K\(\ N \§hexahidr0pirazino[2,1-d]

\) " i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-
{fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

gl o

F

543,0/545,0

27

{(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
ibenzotiazol-4-il)-8-cloro-11-metil-
§2-pr0p-2-enoil-1,3,4, 12,13,13a-
thexahidropirazino(2,1-d]
{[1,5]benzodiazocin-6-ona

500,0/502,0
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28 {(13aS)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  1486,0/488,0
0 ibenzotiazol-4-il)-8-cloro-2-prop-2-
M enoil-3,4,11,12,13,13a-hexahidro-

N i 1H-pirazino[2,1-
td][1,5]benzodiazocin-6-oni

{(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-  i501,0/503,0
‘benzotiazol-4-il)-8-cloro-10-metil-
§2-pr0p-2-enoil-1,3,4, 11,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d]
[2,5]benzoxazocin-6-ond

| 1-[(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- {487,0/489,0
§benzotiazol-4-il)-8-cloro-10-metil-
3,4,6,11,13,13a-hexahidro-1H-
ipirazino[2,1-d][2,5] benzoxazocin-
i2-il]prop-2-en-1-oni

{(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 521,2/523,2
§benzotiazol-4-il)-8,10-dic10r0-2-
‘prop-2-enoil-1,3,4,11,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d]
[2,5]benzoxazocin-6-ond

:1-[(13aR)-9-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 1507,0/509,0
§benzotiazol-4-il)-8,10-dic10r0-
3,4,6,11,13, 13a-hexahidro-1H-
§pirazino[2, 1-d][2,5] benzoxazocin-
i2-il]prop-2-en-1-ond




10

15
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§In unele cazuri, DIEA este utilizat in loc de TEA.

(13aS) 9-(2-Amino-7-fluoro-1,3-
Qo ‘benzotiazol-4-i1)-8,10-dicloro-2-

»\\ iprop-2-enoil-1,3,4,11,13,13a-
\ hexahldroplrazmo[Z 1-d]

_[2 5]benzoxazocin-6-oni

521,0/523,0

Exemplul 34

4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6-oxo-2-prop-2-enoil-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[ 2,1-

d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-benzotiofen-3-carbonitril

0
N
or\g:)»\\\
H>N CN I

IsPOA
oy

O suspensie de 4-[(13aS)-10-cloro-8-fluoro-6-0x0-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-pirazino[2,1-
d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-benzotiofen-3-carbonitril (1,58 g, 3,46 mmol) in EtOAc (35 mL),
THF (15 mL) si apd (40 mL) este incarcatd cu carbonat de potasiu (1,90 g, 13,7 mmol). Amestecul este
agitat rapid si ricit la 0°C. Se adaugi in piciturd clorurd de acriloil in DCM (13,0 mL, 3,25 mmol,
0,25M) printr-o palnie de picurare. Dupa 10 minute de agitare intr-o baie cu gheatd, amestecul este diluat
cu EtOAc si turnat intr-o palnic separatoare. Straturile sunt separate si stratul apos este extras din nou cu
EtOAc. Extractele organice combinate sunt spilate cu solutic apoasd saturati de clorurd de sodiu, uscate
pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul este purificat prin cromatografic rapida pe
coloand cu gel de siliciu, eludnd prima oard cu 0-100% (10% MeOH in DCM) / DCM, si a doua oard cu
0-100% [10% (7N NHz in MeOH) in DCM] / DCM pentru a da produsul dorit ca solid pufos. Solidul este
sonicat in eter timp de 30 minute, filtrat, si uscat in vid inaintat pentru a da compusul din titlu (1,60 g,

91%). ES/MS m/z (3CIA'C) 511,0/513,0 [M+H]™.

Tabelul 22: Compusl sintetizati intr-o maniera esen‘;lal analoagi cu cei din Exemplul 34

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

Exemplu Structura §Nume compus ES/MS m/z
- ! : {(M+H)

35 4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6- 529 0/531,0

5 {0x0-2-prop-2-enoil-

i1,3,4,12,13,13a-

thexahidropirazino[2,1-d] _
{[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-
{7-fluoro-benzotiofen-3- :

icarbonitril




MD/EP 3886991 T2 2023.03.31

R SR R R

14-[(4aR)-7-Cloro-9-fluoro-11-  i515,0/517,0
ioxo-3-prop-2-enoil-2,4,4a,5-
itetrahidro-1H-pirazino[2,1-

ic][1.4] benzoxazepin-8-il]-2- |
tamino-7-fluoro-benzotiofen-3- |

icarbonitril

{(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-1,3- 1491,0/493,0

OM ébenzotiazol-4-il) -9-cloro-7-
ifluoro-3-prop-2-enoil-2,4.4a,5-

itetrahidro-1H-pirazino[2,1-

§c] [1,4] benzoxazepin-11-ona

38 ‘1-[(4aR)-8-(2-Amino-7-fluoro-  :477,0/479,0
s : 0 ‘1,3-benzotiazol-4-il) -9-cloro-7-
7 fluoro-1,2,4,4a,5,11-
N thexahidropirazino[2,1-c]
/‘( j i[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-i
ten-1-ond

139 {1-[(4aS)-8-(2-Amino-7-fluoro-  1477,0/479,0
1,3-benzotiazol-4-il) -9-cloro-7-
fluoro-1,2,4,4a,5,11-
N §hexahidr0pirazin0[2, 1-c] :
s J §[1,4]benzoxazepin-3-il] prop-2-
Q N éen- 1-ona

140 {4-[(13aS)-8-Cloro-10-fluoro-6-  1529,0/531,0
{0x0-2-prop-2-enoil-

{1,3,4,12,13,13a-

§hexahidr0pirazin0[2, 1-d] :
§[1,5]benzoxazocin-9-il] -2-amino-
i7-fluoro-benzotiofen-3- 5
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Exemplu EStructuri éNume compus ES/MS m/z
| M+H) :
o écarbonitril :
37
K\/\N
T N
HN N F
T
S
ol
...................................... S SRR R
41 é(13aS)-9-(2-Amin0-7-ﬂu0r0-1,3- 3505,0/507,0
5 0 ‘benzotiazol-4-il)  -8-cloro-10- !
{fluoro-2-prop-2-enoil- 5
/\(\N 11,3,4,12,13,13a-
HN 0 N\) Ehexahidropirazinp[Z, 1 -d}
>~N F [1,5]benzoxazocin-6-ona
S O o
S J R T T—
42 ‘ 4-[(13a$)-8-Cloro-10-fluoro-6-  :511,0/513,0
O :oxo-2-prop-2-enoil- :

N A 34121313

/\(\ N ‘hexahidropirazino[2,1-d]
¢ N

; N é[l,S]benzoxazocin-9-il] -2-amino-
iHaN enF ‘ ‘benzotiofen-3-carbonitril :
S
sl
43 ...................... .............................................................................. 4-[(4aR)-9-C10r0-7-ﬂu0r0-11- ......... 515’0/517’0 ............
i O :0X0-3-prop-2-enoil-2,4,4a,5- :
H :tetrahidro-1H-pirazino[2,1- :
/-(' N §C][1,4] benzoxazepin-8-il]-2-§
; o ) amino-7-fluoro-benzotiofen-3-
HN  CN F N carbonitri]

44 {4-[(3S,13aS)-10-Cloro-8-fluoro- i542.4/544 4
: Q  3-metil-6-ox0-2-prop-2-encil-
}\\\ 1,3,4,12,13, 13a- !
/\(\ N \éhexahidropirazino [2,1-
3 0 N gd] [1,5]benzoxazocin-9-il]-2-
iHoN - CNcj ‘amino-7-fluoro-benzotiofen-3-  :
= O 0 icarbonitril
s :
-
: F S, .
i45 i4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6-  i533,1/535,1

{0x0-2-(2,3,3-trideuterioprop-2-
§enoil)-1,3,4, 12,13,13a-
thexahidropirazino[2,1-d] _
{[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-
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............................................................................................................................................................................................................................

o D 7 fluoro-benzotiofen-3-
13 j\D_carbomtnl 13C
N ©

Exemplul 46

|= Cl

La o solutie de (4aR)-8-(2-amino-7-fluoro-1,3-benzotiazol-4-il1)-7,9-dicloro-1,2,3,4,4a,5-
5 hexahidropirazino[2,1-c][1,4]benzoxazepin-11-ond (46 mg, 0,10 mmol), acid 2-fluoroprop-2-enoic (11
mg, 0,12 mmol), DIEA (53 pL, 0,30 mmol) in DMF (1 mL) récitd intr-o baic cu gheatd la 0°C se adauga
o solutie 50 g% anhidridd propilfosfonicd in EtOAc (91 pL, 0,15 mmol). Dupd 45 min, amestecul de
reactie este concentrat in vid. Amestecul brut este purificat prin cromatografie cu faza inversd, eluand cu
20-80% B intr-un gradient (A: 10 mM NH4HCO3 apos cu 5% MeOH; B: ACN), pentru a da compusul din
10 titlu ca solid alb (25 mg, 47%). ES/MS m/z: 525 (M+H)
Tabelul 23: Compusl sintetizati intr-o maniera esential analoaga cu cei din Exemplul 46

Exemplu Structura §Nume compus ES/MS m/z M
: : §+ H)
47 4-[(13aS)-10-Cloro-2-[(E)-4,4- 579 5/581,4
Q {difluorobut-2-enoil]-8-fluoro-6-
>\"\\\<F ioxo-1,3,4,12,13,13a-
/\(\ N ‘hexahidropirazino[21-d]
d N~) F  i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |

i7-fluoro-benzotiofen-3-

H N CN CI Q o) §carb0nitril
LY

48 4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-6- 597 5/599,5
! F {0x0-2-[2-(trifluorometil)prop-2-

ofF o :
F ienoil]-1,3,4,12,13,13a- :

W §hexahidr0pirazin0[2, 1-d]

K\(‘ N [1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-
_) i7-fluoro-benzotiofen-3-

icarbonitril

49 14-[(13aS)-10-Cloro-2-[(E)-4- 586 6/588,6

.......................................................................................................................................................................................................................................
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lExemplu §Structur;'1 Nume compus EES/MS m/z (M
: :+ H)
0] {(dimetilamino)but-2-enoil] -8~
\ §ﬂuor0-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
N ihexahidropirazino[2,1-d] :
N~) N— i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
0 / :7-fluoro-benzotiofen-3- :
HoN CN Cl O o gcarbonitril
3 S ! F i
F ...................................
50 {4-[(13a8)-10-Cloro-8-fluoro-2-  i561,5/563,5
o] {[(E)-4-fluorobut-2-enoil]-6-oxo-
\ i1,3,4,12,13,13a-
/\(” N ‘hexahidropirazino[2,1-d] :
NJ F i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
Q i7-fluoro-benzotiofen-3- 5
H,N CNCI O o gcarbonitril
: F i :
51 14-[(13a8)-10-Cloro-8-fluoro-2-  1559,4/561,4
i 0 g[(E)-4-hidr0xibut-2-enoil]-6-0x0-
\ i1,3,4,12,13,13a- !
/\(\ N thexahidropirazino[2,1-d] :
o N‘) OH i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
:7-fluoro-benzotiofen-3- !
H,N CN CI Q 0 gcarbonitril
: F : :
52 14-[(13a8)-10-Cloro-8-fluoro-2-  1559,4/561,4
! 0] OH [2-(hidroximetil) prop-2-enoil]- ;
W 6-0x0-1.3,4,12,13,13a-
/\(‘\ N :hexahidropirazino[2,1-d]
J {[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
:7-fluoro-benzotiofen-3-
icarbonitril
534-[(13as)-1()-C10r0-8-ﬂu0r0-2- ....... 547’0/549’0 ..........
{(2-fluoroprop-2-enocil)-6-oxo- |
i1,3,4,12,13,13a-
ihexahidropirazino[2,1-d]
{[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
{7-fluoro-benzotiofen-3- :
icarbonitril
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54 {4-[(13a8)-10-Cloro-8-fluoro-2-  i573,6/575.,6
§[(E)-4-met0xibut-2-enoil]-6-0X0-
>\~\\\\ 1,3.4,12,13,13a- :
N thexahidropirazino[2,1-d] i
J 00— §[1,5]benzoxazocin-9-il] -2-amino-
N §7-ﬂu0r0-benzotiofen-3-

H N CNcl O o ‘carbonitril

55 14-[(13a$)-10-Cloro-8-fluoro-2-  628,6/630,6
: 0 {[(E)-4-morfolinobut-2-enoil]-6-
\ iox0-1,3,4,12,13,13a-

/\(\ N ihexahidropirazino[2,1-d]
J N—-\§[1,5]benzoxazocin-9-il] -2-amino-

i7-fluoro-benzotiofen-3-

H N CNCI O o) <~O‘§(:aurb0nitril

56 4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-2-  557,5/559.4
: 0 i(¢-hidroxibut-2-inoil)-6-oxo-

o i :

&%/ i1,3,4,12,13,13a-

/\(\ N ghexahidropirazino[Z,l-d]
J i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-

i7-fluoro-benzotiofen-3-

: M2

A R R R R R R R R

57 14-[(13a8)-2-But-2-inoil-10-cloro- 1541,4/543 4
i §8-ﬂu0r0-6-0x0-1,3,4,12,13,13a-
§hexahidr0pirazin0[2, 1-d] :
i[1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino- |
:7-fluoro-benzotiofen-3- !
icarbonitril
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Exemplul 58
4-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-2-(4-fluorobut-2-ynoyl)-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-
d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

Se adaugd trifluorurd de dietilaminosulfurd (0,03 mL, 0,2 mmol) in piciturd prin seringd la o
fiola etansatd contindnd o solufie la 0°C de 4-[(13aS)-10-cloro-8-fluoro-2-(4-hidroxibut-2-inoil)-6-0xo-
1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-

10 carbonitril (120 mg, 0,215 mmol) in DCE (2 mL). Amestecul de reactie este agitat timp de 30 minute si
apoi diluat cu apd si 25% solutie IPA/cloroform. Organicele sunt separate, uscate pe sulfat de sodiu
anhidru, filtrate, si concentrate in vid. Reziduul rezultat este purificat prin cromatografie rapida pe gel de
siliciu eluand cu 0-100% 10% 7M NH3z in DCM / DCM si purificat suplimentar prin cromatografic cu
fazi inversd pentru a da compusul din titlu ca solid alb (7 mg, 6%). ES/MS m/z (P*CI7Cl) 559,4/561,4

15 [M+H] *.

Tabelul 24: Compus sintetizat intr-o manierd esential analoaga cu cel din Exemplul 57

‘Exemplu  {Structurd ompus Nume S/MS m/z
; {(M+H) :
59 14-[(13aS)-10-Cloro-8-fluoro-2-[2- i561,4/563,5

Q F  i(fluorometil) prop-2-enoil]-6-0xo-

w 11,3,4,12,13,13a-

/\(‘ N ‘hexahidropirazino[2,1-d] :
J [1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-

{7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril
H,N  CNCl O o) :

Exemplul 60
(13aS)-9-(2-Amino-3-ciano-7-fluoro-benzotiofen-4-il)-10-cloro-8-fluoro-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-
20 hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-2-carbonitril
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Se adaugid bromura de cianogen (3M in DCM, 0,15 mL, 0,45 mmol) la un flacon care contine 4-
[(13aS)-10-cloro-8-fluoro-6-0x0-2,3,4,12,13,13a-hexahidro-1H-pirazino [2,1-d][1,5]benzoxazocin-9-il]-
2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril (100 mg, 0,211 mmol) si IN NaOH (1 mL) in DCM (1 mL).
Amestecul este agitat la temperatura ambiantd timp de 18 ore apoi diluat cu apad si 25% solutie
IPA/cloroform. Organicele sunt separate, uscate pe sulfat de sodiu anhidru, filtrate, si concentrate in
vid. Reziduul rezultat este cromatografiat cu fazad inversd pentru a da compusul din titlu ca solid alb (29
mg, 27%). ES/MS m/z (**C1A7C1) 517,0/519,0 [M+H] *.

Exemplul 61
4-[(13aS)-10-Cloro-2-[(E)-2-ciano-4,4-dimetil-pent-2-enoil]-8-fluoro-6-oxo-1,3,4,12,13,13a-
hexahidropirazino[2,1-d][1,5]benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-carbonitril

O fioli de 20 mL la microunde este incircati cu 4-[(13aS)-10-cloro-2-(2-cianoacetil)-8-fluoro-6-
ox0-1,3,4,12,13,13a-hexahidropirazino[2,1-d][1,5] benzoxazocin-9-il]-2-amino-7-fluoro-benzotiofen-3-
carbonitril (0,410 g, 0,756 mmol), EtOH (8 mL), piperidina (0,15 mL, 1,5 mmol) si trimetilacetaldehida
(0,7 mL, 6 mmol) si etansati cu un capac despartitor. Amestecul de reactie este incalzit intr-un reactor cu
microunde la 120°C timp de 60 minute, 90 minute suplimentare la 120°C, si o altad ord la 100°C inainte de
concentrare in vid. Reziduul rezultat este purificat prin cromatografie rapida pe gel de siliciu eludnd cu 0-
50% acetond : DCM pentru a da produsul din titlu ca solid galben pal (117 mg, 25%). ES/MS m/z
(3CIA7CL) 610,6/612,6 [M+H] *.

Teste biologice

Urmatoarele teste demonstreazd cd compusii exemplificati sunt inhibitori de KRas G12C si
inhibd cresterea anumitor tumori in vitro si/sau in vivo.
Test TR-FRET de ocupare a sondei KRas G12C

Scopul acestui test este de a masura capacitatea unui inhibitor de a concura cu o sonda pentru
legare la, si modificare covalentd KRas G12C la codonul 12. Semnalul este generat prin transfer de
fluorescentd rezolvat in timp intre europiu pe un anticorp legat la anticorpul etichetat anti-histidind marcat
cu Europiu KRas G12C LanthaScreen (anticorpul Eu Anti-His) si trasorul fluorescent 647 (Alexa Fluor™)
legat la KRas G12C prin streptavidind si un inhibitor biotinilat (,,sonda KRas”, vezi Preparare 223).

Inhibitori sunt testati in format de rispuns la dozi din stocuri de 10 mM in 100% DMSO.
Labycyte Echo® 555 este utilizat pentru a dilua si transfera 100 nL pe godeu continind o dilutie seriali de
2.8 ori in 10 puncte, la o placa de test. Sunt preparate doud copii ale plicii de test pentru a misura potenta
dupd 5 si 60 minute de incubare a inhibitorului cu KRas G12C. KRas G12C (20 nM) marcat cu His se
adauga la placi in tampon de testare (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,01% TX-100, si 1 mM DTT). Dupi 5
sau 60 minute de incubare, s¢ adaugd 1 uM sonda KRas si sc lasd sd se modifice covalent KRas G12C
liber timp de 1 ord. Acesta este diluat de 4 ori in tampon continind anticorp Eu Anti-His si trasor acoperit
cu streptavidind 647 (ambele de la Life Technologies) pentru a obtine KRas G12C (5 nM), anticorpul
Anti-His (2 nM), sonda KRas (300 nM), si trasorul acoperit cu streptavidind 647 (500 nM). Dupa 30
minute, semnalul fluorescent este citit pe un cititor de placi Envision™ (excitatie la 340 nM, emisie trasor
(em) la 665 nM, si emisic anticorp la 615 nM). Godeurile de control maxim nu au inhibitor §i godeurile
de control minim nu au nici inhibitor i nici KRas G12C. Raportul de semnal (em la 665 / em la 615) este
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convertit in inhibare procentuald utilizind urméitoarea ecuatic: % Inhibare = 100 - [(Semnalul compusului
de testat — semnalul minim mediu) / (Semnalul maxim mediu — semnalul minim mediu) x 100]. ICso este
determinata prin ajustarea inhibdrii procentuale la fiecare concentratie a inhibitorului la o ecuatie logistic
neliniard cu patru parametri utilizind Genedata Screener®: y = (A+((B-A) / (1 + (C/x)"D)))) unde, y = %
inhibare, A = asimptotd minimd, B = asimptotd maxima, C=ICs, relativa sau concentratia inhibitoare care
produce 50% inhibare in intervalul ajustat de ambele asimptote, si D = panta Hill. Compusii din domeniul
acestel inventii sunt evaluati in acest test substantial cum s-a descris mai sus. Compusii exemplificati ai
inventiei evaluati in acest test prezintd activitate inhibitoare a KRas G12C prin competitie cu o sondd
pentru legare la, si modificarea covalentd a KRas G12C la codonul 12. Compusul din Exemplul 1, de
exemplu, evaluat in acest test prezintd o 1Cso de mai putin de 0,015 pM, 1a 5 i 60 minute, n = 4.
AlfaLISA® Fosfo-ERK a celulelor H358

Scopul acestui test este de a misura capacitatca compugsilor testati de a inhiba fosforilarea p-
ERK1/2, un efector in aval al KRas in celulele canceroase ale plamanului uman H358 (ATCC CRL-
5807). Pe scurt, testul AlfalLISA® SureFire® Ultra™ p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) este un imunotest
sandwich pentru detectia cantitativi a fosfo-ERK 1/2 (fosforilatd pe Thr202/Tyr204 in ERKI, sau
Thr185/Tyr187 in ERK?2) in lizatele celulare utilizand tehnologia Alfa (Perkin Elmer Cat# ALSU-PERK-
A50K).

Celulele H358 sunt placate la 40K celule pe godeu in 100 pL mediu (RPMI 1640, GIBCO Cat#

22400-071) continand 10% FBS (GIBCO Cat#: 10082-147) intr-o placd cu 96 godeuri (Costar #3596) si
sunt incubate peste noapte in tivi umede la 37°C, 5% CO,. Urmitoarea dimineatd, 10 pL de compusi
testati diluati serial (de 3 ori) (50 pM concentratic de varf) si 10 pL de controale (godeuri de semnal
maxim: 5% DMSO si godeuri de semnal minim: 2 pM de N-(3-{3-ciclopropil-5-[(2-fluoro-4-
iodofenil)amino]-6,8-dimetil-2,4,7-trioxo-3,4,6,7-tetrahidropirido[4,3-D]pirimidin-1(2H)-
il }fenil)acetamidd (trametinib, ca control pozitiv) se adauga la placa cu celule si sunt incubati timp de 2
ore in tivi umede la 37°C/5% CO,. Tamponul de lizare este preparat la temperatura ambiantd continind
un amestec de proteaza si inhibitor de fosfatazi. Mediul de culturd este indepirtat prin risturnarea si
agitarea placii cu celule in chiuvetd si apoi stergerea pe un prosop de hartie. Se adaugd tampon de lizare
la placa cu celule (50 uL pe godeu) si placa este incubatd la temperatura ambiantd timp de 10 minute pe
un agitator. Pentru detectia p-ERK, perlele acceptor sunt diluate intr-un amestec de suspensie cu tampon.
Utilizind un manuitor de lichid STARIlet, 5 pL de perle acceptor si 2 puL de lizat celular sunt transferate
ca singurd etapd in dilutie la varf intr-o placa de test cu 384 de godeuri. Placa de test este etangati cu folie
si este incubatd la temperatura ambiantd timp de 2 ore. Perlele donator sunt diluate intr-un amestec de
suspensie cu tampon. Utilizand STARIlet, 5 pL de perle donator se adaugi la placa de test care este apoi
ctangatd, infasurati cu folic. Placa este incubatd la temperatura ambianta timp de 2 ore in intuneric. Placa
de test este apoi cititi pe un cititor de placi EnVision™ (Perkin Elmer) utilizind un program de
luminiscenta.

Semnalul este convertit in inhibare procentuald utilizind urmitoarea ecuatic: % Inhibare = 100 -
[(Semnalul compusului de testat — Semnalul minim mediu) / (Semnalul maxim mediu — semnalul minim
mediu) x 100]. Semanlul maxim este un godeu de control fard inhibitor. Semnalul minim este un godeu
de control continAnd un inhibitor de referintd suficient pentru a inhiba complet activitatea. 1Csq este
determinatd prin ajustarea inhibdrii procentuale la fiecare concentrafie de inhibitor la ecuatia logistic
neliniard cu patru parametri utilizind Genedata Screener®: y = (A+((B-A) / (1 + ((C/x)"D)))) unde, y = %
inhibare, A = asimptotd minima, B = asimptotd maximi, C = ICso relativd sau concentratia inhibitoare
care produce 50% inhibare in intervalul ajustat de ambele asimptote, si D = panta Hill.

Compusii din domeniul acestei inventii sunt evaluati in acest test substantial cum s-a descris mai
sus. Compusii din exemple prezintd o capacitate de a inhiba fosforilarca p-ERK1/2. Compusul din
Exemplul 1, de exemplu, prezintd o ICsg relativd in acest test de 0,00178 uM n =3. Aceste date arata ca
compusii din exemple prezinta activitate de inhibare KRas G12C in acest test celular.

ELISA RAS GTPazi activa a celulelor H358

Scopul acestui test este de a masura capacitatea compugilor testati de a inhiba activitatea
constitutivdi RAS GTPaz3 in celulele canceroase ale plamanului uman H358 (ATCC CRL-5807). Trusa
ELISA RAS GTPaza (Active Motif Cat# 52097) contine o placd cu 96 de godeuri preacoperite cu
glutation pentru a captura o proteind GST-Raf-RBD furnizata de trusd. RAS activata (legatd la GTP) in
extractele celulare se leaga specific la Raf-RBD. RAS legatd este detectatd cu un anticorp primar care
recunoaste KRas uman. Uun anticorp secundar conjugat cu HRP recunoaste anticorpul primar si
furnizeaza o solutie de dezvoltare a citirii chemiluminescente.

Celulele H358 sunt placate la 80.000 celule/godeu in 90 pL. mediu fird ser (RPMI 1640,
GIBCO) si incubate peste noapte la 37°C/5% CO,. Urmdtoarea dimineatd, 10 pL de compusi testati
diluati serial (de 3 ori) (500 uM concentratie de varf) si 10 puL de controale (godeuri de semnal maxim: 5
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% DMSO si godeuri de semnal minim: 500 pM 1-[4-[6-cloro-8-fluoro-7-(3-hidroxi-1-naftil)chinazolin-4-
illpiperazin-1-il] prop-2-en-1-ona, W02015054572 ca un inhibitor) se adauga la placa cu celule si sunt
incubati timp de 2 ore la 37°C/5 % CO,. Tamponul complet de lizare/legare este preparat continind un
amestec de inhibitor de proteazd si GST-Raf-RBD si este depozitat pe gheatd. Cu o ord inainte ca
incubarea plicii cu celule si fic completd, 50 pL. de GST-Raf-RBD este diluat in tampon de lizare/legare,
si se adauga tamponul la placa de testare ELISA care este incubatd timp de 1 ord la 4°C cu balansare
usoard. Dupa 2 ore, celulele sunt spdlate cu 100 uLL PBS cu gheata rece si lizate cu 100 pL tampon de
lizare/legare. Placa cu celule este agitati timp de 10 minute la temperatura ambiantd. Placa cu celule este
apoi centrifugati la 1500 rpm timp de 10 minute la temperatura ambianti. In acest timp, se prepari
tamponul de spalare IX la temperatura ambianta si apoi este utilizat pentru a spala (3 x 100 pL) placa de
testare acoperitd cu GST-Raf-RBD. Dupa spilare, se adaugd 50 uL de lizat celular la placa de testare
acoperitd cu GST-Raf-RBD si sunt incubati timp de 1 ord la temperatura ambianta cu agitare usoara. In
timpul acestei periode de incubare, este preparat tamponul de legare al anticorpului IX si adus la
temperatura ambiantd. Placa de test este spalatd cu 3 x 100 pL tampon de spalare IX si apoi se adugd 50
pL de anticorp primar (diluat 1:500 in 1x tampon de legare al anticorpului). Placa este incubata timp de 1
ord la temperatura ambiantd. Placa de test este spalatd cu 3 x 100 pL tampon de spilare IX si apoi se
adaugd 50 pL de anticorp secundar (diluat 1:5000 in tampon de legare al anticorpului 1X) si sunt incubati
timp de 1 ord la temperatura ambiantd. Placa de test este spalatd 4 x 100 puL cu tampon de spilare IX si
apoi se adaugd 50 pL de solutie de prelucrare chemiluminescentd la temperatura ambianta. Placa de test
este apoi cititii pe un cititor de placd EnVision™ (Perkin Elmer) utilizind un program de luminiscenti.

Semnalul este convertit in inhibare procentuald utilizind urmitoarea ecuatic: % Inhibare = 100 -
[(Semnalul compusului de testat — semnalul minim mediu) / (Semnalul maxim mediu — semnalul minim
mediu) x 100]. Semnalul maxim este un godeu de control fard inhibitor. Semnalul minim este un godeu
de control care contine un inhibitor de referintd suficient pentru inhibarea completa a activititii. ICso este
determinatd prin ajustarea inhibarii procentuale la fiecare concentratie de inhibitor la ecuatia de logisticd
neliniard cu patru parametri utilizind Genedata Screener®: y = (A+((B-A) / (1 + ((C/x)*D)))) unde, y = %
inhibare, A = asimptotd minima, B = asimptotd maximi, C = ICso relativd sau concentratia inhibitoare
care produce 50% inhibare in intervalul ajustat de ambele asimptote, si D = panta Hill.

Compusii din domeniul acestei inventii sunt evaluati in acest test substantial cum s-a descris mai
sus. Compusii din exemple prezintd o capacitate de a inhiba activitatea RAS GTPazid constitutiva.
Compusul din Exemplul 1, de exemplu, prezintd o 1Cs relativa de 0,00672 uM, n = 4 in acest test. Aceste
date aratd cd compusii din exemple prezintd activitate de inhibare KRas-GTP in aceasti culturd celulard
de cancer pulmonar uman.

Test de proliferare 3D a celulelor H358

Scopul acestui test este de a evalua inhibarea compusului de testat intr-un test de proliferare 3D
utilizand celulele canceroase din plamanul uman H358, (ATCC CRL-5807). Semnalul care reflectd
proliferarea celulard este detectat cu reactivul 3D CellTiterGlo® (Promega G9683). Celulele sunt crescute
in RPMI 1640 (GIBCO®) suplimentat cu 10% FBS inactivat la cildurdi si 0,1 mg/mL
penicilind/streptomicind. Celulele H358 sunt cultivate in faza de crestere si cinci mii de celule pe godeu
sunt placate intr-o placd cu suprafatd de atasare foarte scidzutd, cu 96 de godeuri, cu fund rotund
transparent negru (Corning® Cat 4520) cu 80 pL/godeu de mediu de culturd. Celulele sunt incubate peste
noapte la 37°C intr-o camerd cu umiditate. Se adaugad 20 puL/godeu de compus de testat diluat serial la
placa care este apoi incubatd timp de 96 ore. Plicile sunt aduse la temperatura ambianta si se adaugd un
volum egal de reactiv 3D CellTiterGlo® la temperatura ambianti. Plicile sunt agitate la 750 RPM timp de
10 minute la temperatura ambiantd. Dupa o 1 ord de incubare la temperatura ambiantd pentru a stabiliza
semnalul, semnalul luminiscent este masurat pe cititorul de placad EnVision™. Semnalul este convertit in
inhibare procentuald utilizind urmétoarea ecuatie: % Inhibare = 100 - [(Semnalul compusului de testat —
semnalul minim mediu) / (Semnalul maxim mediu-semnalul minim mediu) x 100]. Semanalul maxim
este un godeu de control fira inhibitor. Semnalul minim este un godeu de control care contine un inhibitor
de referintd (trametinib) suficient pentru a inhiba complet proliferarea celulard. 1Cso este determinata prin
ajustarea inhibdrii procentuale la fiecare concentratie de inhibitor la ecuatia logisticd neliniard cu patru
parametri utilizind Genedata Screener®: y = (A+((B-A) / (1 + ((C/x)*D)))) unde, y = % inhibare, A =
asimptota minimd, B = asimptota maximi, C = ICso relativd sau concentratia inhibitoare care produce
50% inhibare in intervalul ajustat de ambele asimptote, si D = panta Hill.

Compusii din domeniul acestei inventii sunt evaluati in acest test substantial cum s-a descris mai
sus. Compusul din Exemplul 1, de exemplu, prezintd o ICsp relativd de 0,0083 pM in acest test. Aceste
date aratd cd compusul din Exemplul 1 inhiba proliferarea celulelor canceroase H358 din plamanul uman.
Test de proliferare celulari CellTiterGlo®
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Scopul acestui test este de a evalua cresterca liniilor tumorale mutante KRas G12C dupa
tratamentul cu un compus de testat. Este colectat un panou de linii celulare tumorale care gizduicste
KRas G12C sau alte mutatii KRas (Tabelul 25). Toate liniile celulare sunt de la ATCC sau alte surse

indicate.

De obicei celulele sunt cultivate in RPMI1640 sau mediu Dulbecco modificat de la Eagle
(DMEM, GIBCO) suplimentat cu 10% FBS (GIBCO, Invitrogen). Pentru celulele de culturd 2D
(4x10%/godeu) mentinute in mediul de crestere descris mai sus, plicile de culturd de tesut cu 96 de
godeuri (Corning® Cat. 3603) sunt placate cu o zi inainte de tratament. Celulele sunt tratate cu compus
timp de 96 ore, si apoi sunt analizate pentru viabilitate utilizand testul luminiscent de viabilitate celulard
CellTiterGlo® (Promega #G7572 pentru 2D) in conformitate cu instructiunile fabricantului si un cititor de
placd EnVision™. Curbele de regresie neliniard si de raspuns la dozi sigmoidald sunt utilizate pentru a
calcula jumitate din concentratia inhibitoare maxima (ICso) cu software-ul GraphPad Prism 4®.

Tabelul 25: Activitati anti-proliferare in vitro din Exemplele 1, 34-36 intr-un panou de linii celulare
tumorale de mutafii KRas G12C

Linie celulari

e

'H358 (plimén)

Exemplul 1

Exemplul 34

Exemplul 35

gExemplul 36

'SW1463 (colon)

‘MiaPaca-2

i(pancreas) ;

H23 (pliméan) |

'LU99 (plimén) 89,9 0303 919 0201 96,6 0,173 99,1 0,349
'SWS37 (rect)

LXFA-983L 786 3.609 68,8 510 83,1 >10 188 >10
(plamin) ‘ |
'H2122 (pliim4n) 80,4 1,17 78,1 066 79,7 0.9 02,8 1,36
SW756  (col 51,9 163 56,9 1,08 56,7 1,55 58,1 2,52
uterin) :
Calu-1 454 >10 50,6 1,14 156 048 774 2,925
(plamin)

'H1792 (pliimin) 63,6 3011 56,7 4354 1817 141 1974 2,032
UM-UC-3 54,3 0,73 56,1 051 804 1,09 91,6 1,86
[(vezica) :
KYSE-410 64,6 584 163.2 >10 68,3 7974 43,1 >10
(esofag) ; ; : :
'H1373 (pliimén) 68,8 1813 1677 6739 1863 3.544 1826 15,494
SW1573 35 >10 60,8 7,823 44,7 >10 1543 19,35
(pliimén) :
'H2030 (pliimén) 32,9 >10 41,1 >10 1403 >10 558 >10
'A549 (plimén) 19,1 >10 188 >10 316 >10 62,1 9.5

Datele au indicat cd compusii din Exemplele 1, 34-36 inhibd cresterea multora din liniile celulare
tumorale mutante KRas G12C listate in Tabelul 26.

Cum s-a rezumat in Tabelul 25, compusii din Exemplul 1, 34-36 prezintd activititi anti-
proliferare in majoritatea celulelor tumorale cu mutatii KRas G12C in conditiile de culturd 2D. In celulele
A549 cu mutatie KRas G128, compusii din Exemplele 1, 34-36 prezintd putind activitate, sugerand ci
Exemplele 1, 34-36 inhiba selectiv celulele tumorale cu mutatia KRas G12C.
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Inhibarea markerilor farmacodinamici (PD) KRas G12C in modelul de xenogrefa H358 si modelul
de xenogrefi MiaPaca-2 al cancerului pancreatic

Scopul acestor teste este de a evalua inhibarea in vivo a tintei unui compus de test administrat
oral. Celulele H358 de cancer pulmonar uman, sau celulele MiaPaca-2 de cancer pancreatic, sunt
implantate in modele tumorale de xenogrefd la soareci nuzi. Celulele H358 sau MiaPaca-2 (10 x 10in a
1:1 Matrigel® mix, volum total de 0,2 mL) sunt implantate prin injectie subcutanati in piciorul din spate
al soarecilor nuzi femele (Harlan Laboratories). Un total de 3-4 soareci din fiecare grup sunt utilizati
pentru angajarea tintei si studiul PD. Tratamentul este initiat cu administrare orald (gavaj) a unui compus
de testat sau vehicul (20% Captisol®, 25 mM fosfat, pH 2,0 in 0,2 mL) cand dimensiunea tumorii atinge
aproximativ 300 mg.

Pentru inhibarea in vivo a tintei si analiza PD, tumorile sunt micinate cu mortar si pistil pe
gheatfl uscatd si fragmentele tumorale se adaugi la 800 uL de tampon de lizare continind 1% Triton™ X-
100, 25 mM Tris pH7,5, 150 mM clorurd de sodiu, 1 mM EDTA, si 1 mM EGTA cu amestec de protcaza
Halt si inhibitor de fosfataza (Thermo Scientific, cat. nr. 1861281) in tuburi D cu matrice de lizare (MP
Biomedical®, cat. nr. 6913-300) cu o perli mare suplimentard (MP Biomedical® perli sfericd ceramici de
1/4” cat. nr. 6540-412) pe tub. Fragmentele tumorale sunt omogenizate intr-o preparare rapida Thermo
Bio101® (FP120) la setarea de 4 timp de 15 min in timp ce se riceste in total de 2 ori. Lizatele sunt
centrifugate la 14.000 rpm timp de 10 minute la 4°C pentru limpezire. Estimarea proteinei este facutd pe
supernatantul lizat utilizand un test de proteind BioRad Dc® si lizatele sunt diluate in tampon complet de
lizare/legare din trusa ELISA Chemi Ras GTPazi® (Active Motif, cat. nr. 52097). ELISA KRas activi
este efectuatd dupa cum urmeazi: godeurile ELISA acoperite cu glutation sunt incubate cu RAF1-GST
diluat in tampon complet de lizare/legare timp de 1 ord la 4°C cu agitare usoara. Godeurile sunt spalate de
3 ori cu tampon de spalare si 100 pg de lizate se adaugi la fiecare godeu si sunt incubate la temperatura
ambiantd timp de 1 ord cu agitare usoard. Godeurile sunt spilate suplimentar de 3 ori, apoi se adaugi la
ficcare godeu anticorp primar, diluat in tampon de legare al anticorpului. Plicile sunt incubate timp de 1
ord. Godeurile sunt spalate de inca 3 ori inainte de addugarea anticorpului secundar conjugat cu HRP,
diluat in tamponul de legare al anticorpului, la fiecare godeu. Plicile sunt incubate la temperatura
ambiantd timp de 1 ord. Godeurile ELISA sunt spilate de 4 ori, se adaugd reactiv chemiluminescent si
apoi se citeste luminiscenta. Pentru pERK Meso Scale Discovery ELISA, se utilizeaza 25 pg de proteini
continind 0,1% SDS; trusa de lizat celular intreg Meso Scale Discovery pentru pERK este furnizatd de
Meso Scale Discovery.

Inhibarea tintei dependente de dozi in vivo si efecte farmacodinamice in modelul de xenogrefa
H388 de cancer pulmonar:

Scopul acestui test este de a evalua inhibarea tintei in vivo dependentd de doza si efectele
farmacodinamice intr-un model de cancer pulmonar. Compusul de testat este dozat in modelul de
xenogrefd la soarece al H358 de cancer pulmonar la un interval de dozare de la 12,5 pana la 100 mg/kg.
Mostrele din tumoare sunt colectate la 8 ore dupd o dozd unicd. Sunt preparate lizatele tumorale si este
misuratd inhibarea pERK si a KRas activd cum s-a descris mai sus. Rezultatele sunt furnizate in Tabelul
26; compusul din Exemplul 34 prezintd o inhibare dependentd de doza a pERK si KRas activi dupa o
singurd doza de tratament de la 12,5 pand la 100 mg/kg la 8 ore. Compusul din Exemplul 35 prezinta de
asemenea o buni inhibare a pERK si KRas activa dupa o singura doza de tratament de 1a 12,5 pand la 100
mg/kg. La aceste niveluri de dozare se observa o inhibare de 82,2%-90,6% pERK, si o inhibare de 73,4%-
94% a KRas activa.

Tabelul 26: Inhibarea dependentd de dozd a pERK, pMEK si KRas activd in modelul de xenogrefd a
H358 la soareci

R R g g

Compus {% Inhibare pERK

R

EExemplul 35

EExemplul 34
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Inhibarea tintei ir vivo dependenta de timp si efectele farmacodinamice in modelul de xenogrefa la
soarece al H388 de cancer pulmonar

Scopul acestui test este de a evalua inhibarea tintei in vivo dependentd de timp si efectele
farmacodinamice intr-un model de cancer pulmonar. Compusii din Exemplele 35 si 36 sunt de asemenea
dozati la 30 mg/kg in decursul experimentului. Dupa o dozi unicd, mostrele din tumoare sunt recoltate la
2, 4, 8, 12 si 24 ore dupa dozare. Sunt preparate lizatele tumorale si este misuratd inhibarca pERK si a
KRas activd cum s-a descris mai sus. Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 27. Compusul din Exemplul 35
prezintd o inhibare dependenta de timp a pERK si KRas activd dupd o singurd dozi de tratament de 30
mg/kg. La 30 mg/kg, este observati 82,6% inhibare pERK la 8 ore, si inhibarea pERK scade pani la
65,2% la 24 ore. Pentru KRas activa, este obtinuti 80,2% inhibare 1a 8 ore, si inhibarea KRas activa scade
pand la 54,9% la 24 ore. Compusul din Exemplul 36 prezinti de asemenea o inhibare dependentd de timp
a pERK si KRas activd dupa o singurd dozi de tratament de 30 mg/kg. La 30 mg/kg, estec observatd
82,6% inhibare pERK la 8 ore, si inhibarea pERK scade pand la 48,8% la 24 ore. Pentru KRas activa este
obtinuta 88,5% inhibare la 8 ore, si inhibarea KRas activa scade pand la 43,2% la 24 ore.
Tabelul 27. Inhibarea dependenta de timp a pERK si KRas activd in modelul H358

gCompus §Doz;'1 (mg/kg) éTimp (h) % Inhibare RAS activa % inhibare pERK
Vehlcul ................. 0 ..................................... ............................ 0 .............................................................. 0
Exemplul3530 ............................................................... 76679 .................................................
30 65,7 73,2
130 _ 80,2 182,6
30 .................................... S 393711 .................................................
3 130 24 54,9 65,2
Exemplul 36 30 _ 72,6 79,7
30 ........................... 724 ....................................................... 8 42 ..................................................
30 ..................................... 8885 ........................................................ 869
30 24 432 48,8

3 : B

Inhibarea tintei in vivo si efectele farmacodinamice in modelul de xenogrefi la soarece al MiaPaca-
2 a cancerului pancreatic

Scopul acestui test este de a evalua dozele si inhibarea tintei in vivo dependentd de timp si
efectele farmacodinamice la un model de cancer pancreatic. Compusul din Exemplul 35 este dozat la 5,
10 sau 30 mg/kg in decursul experimentului. Dupd o doza unicd, mostrele din tumoare sunt recoltate la 2,
4,8, 12 si 24 ore dupa dozare. Sunt preparate lizatele tumorale si este masurata inhibarea pERK si a KRas
activd cum s-a descris mai sus. Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 28. Compusul din Exemplul 35
prezintd o doza si inhibare dependent de timp a pERK si a KRas activa dupa o singurd doza de tratament
de 5, 10 sau 30 mg/kg. La 5 mg/kg, s-a observat o inhibare de 63,8% a Ras activi si o inhibare de 50,9%
la pERK la 4 ore. La 10 mg/kg, s-a observat o inhibare de 85,5% a Ras activi si o inhibare de 58,5% a
pERK la 4 ore. La 30 mg/kg, s-a observat o inhibare de 90,9% a Ras activd si o inhibare de 58,7% a
PERK 1a 4 ore, si inhibarea de 60,7% a Ras activa s-a mentinut la 24 ore.
Tabelul 28. Doz3 si inhibare dependentd de timp a pERK si KRas activi in modelul MiaPaca-2

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

5 2 : :
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Activitate de crestere anti-tumorali in modelul la soarece de xenogrefi al H358 de cancer
pulmonar:

Scopul acestui test este de a determina activitdtile anti-tumorale ale compusilor testati (Exemplul
34, 35, si 36) intr-un model de xenogrefa la soarece al H358 de cancer pulmonar. Celulele tumorale
pulmonare H358 (10 x 10°) sunt implantate prin injectic subcutanatii in piciorul din spate al soarecilor
nuzi femele (Taconic Biosciences). Un total de 4 soareci in fiecare grup sunt utilizati pentru studiul de
eficacitate. Tratamentul este initiat cu administrarea orald (gavaj) a compusului de testat sau vehiculului
(20% Captisol®, 25 mM fosfat, pH 2.0 in volum de 0,2 mL) o datd sau de doud ori zilnic timp de 28 zile
cand dimensiunea tumorii atinge aproximativ 300 mg. Cresterea tumorii §i greutatea corporald sunt
monitorizate in timp pentru a evalua eficacitatea si semnele de toxicitate. Rezultatele rezumate sunt
furnizate in Tabelul 29. La 100 mg/kg intr-un program de dozare de o dati pe zi, s-a observat o regresie a
cresterii tumorale de la -6,28 pani la -30,96% pentru compusul din Exemplul 34. La un program de
dozare de 30 mg/kg de doud ori zilnic, s-a observat o regresie a cresterii tumorale de la -67,68 pani la -
72,14% pentru compusul din Exemplul 35. La un program de dozare de 30 mg/kg de doud ori zilnic, s-a
obtinut o progresie a tumorii de -68,96% pentru compusul din Exemplul 36. Nici o pierdere semnificativa
de greutate corporald a animalelor nu a fost observata pe durata intregului studiu pentru acesti compusi.
Tabelul 29: Activitatea de crestere anti-tumorald in modelul la soarece de xenogrefa H358 de cancer
pulmonar

;Tratament %Dozi (mg/kg) gProgram

: ! idozare
Exemplul35 .............................................. POBID .................
Exemplul 36 ................................................ POBID ..................
‘Exemplul 34 PO, QD

Activitati de crestere anti-tumorald in alte modele de cancer pulmonar si modele de cancer
colorectal, pancreatic, la vezica si la esofag

In plus fati de modelul de xenogrefa H358, compusul din Exemplul 35 este testat in alte modele
de xenogrefi sau de xenogrefa derivata de la pacient (PDX) de cancer la plaman, colorectal, pancreatic, la
vezicd, si la esofag la diferite doze. Pentru modelele de xenogrefa ale H1373, HCC44, MiaPaca-2,
SW1463, KYSE-410 si UM-UC-3, de obicei 5-10 x 10° celule intr-un amestec 1:1 de matrigel (volum
total de 0,2 mL) sunt implantate prin injectie subcutanati in piciorul din spate al soarecilor nuzi. In
general, un total de 4 soareci in fiecare grup sunt utilizati pentru studiul de eficacitate. Tratamentul este
initiat cu administrarea orald (gavaj) a compusului de testare sau vehiculului (20% captisol, 25 mM fosfat,
pH2.0) intr-un volum de 0,2 mL cind dimensiunca tumorii atinge aproximativ 200-300 mg. Cresterea
tumorii §i greutatea corporald sunt monitorizate in timp pentru a evalua eficacitatea si semnele de
toxicitate. Pentru modelul EL3187 PDX, fiolele congelate care contin fragmente de tumoare sunt
dezghetate la 37°C intr-o baie cu apd. Fragmentele de tumoare sunt transferate intr-un tub Falcon de 50
mL si se adaugd incet intr-un tub cu mediu DMEM cu gheata rece pand la un volum total de 35 mL. Apoi
fragmentele de tumoare sunt centrifugate la 130 x g timp de 2 minute la 4°C si supernatantul este aspirat.
Accasti ctapa de spalare este repetatd de doud ori si fragmentele de tumoare sunt resuspendate in 10 mL
DMEM pentru implantare in soareci atimici nuzi-Foxnlnu (Envigo RMS, Inc., Mount Comfort, Indiana).
Odati ce volumele tumorale ating 800 pana la 1000 mm?, animalele sunt sacrificate si tumorile sunt
recoltate utilizaind tehnica asepticd. Tumorile proaspete sunt tdiate in fragmente de 10 pana la 15 mm? si
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plasate in mediu de hibernare Gibco rece. Fragmentele de tumoare sunt implantate subcutanat in animale
cu un ac trohar de 10 g Céand dimensiunea tumorii atinge 200 panid la 300 mm?, animalele sunt
randomizate pentru tratmentul cu compus.

Cresterea anti-tumorald sau regresia activitatii compusului din Exemplul 35 sunt rezumate in
Tabelul 30. Dintre modelele listate in Tabelul 31, EL3187 este un model de xenogrefa derivat de la
pacient (PDX), si toate celelalte sunt modele de xenogrefd tumorald. Cum s-a ilustrat in Tabelul 31,
compusul din Exemplul 35 demonstreazd activitafile anti-tumorale dependente de doza in toate modelele,
sugerand ca compusul din Exemplul 35 este activ impotriva cancerelor cu mutatie KRasG12C, incluzand
cancere la plaman, colorectal, pancreatic, la vezica si la esofag.
Tabelul 30: Activitatea de crestere anti-tumorald de citre compusul din Exemplul 35 in modelele
xenogrefd sau PDX de cancer la plaman, colorectal, pancreatic, la vezica si la esofag.

;Model xenogrefd/ i{Inhibarea (%) din Exemplul 35 sau regresia (-%) crestem tumorale
‘;PDX (tip tumoare) | me/kg

QD BID

x28 x28

'H1373 (plmén)

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

EL3187 (pliman) 52 89,2

‘MiaPaca-2 (pancreas) |

'gsw1463 (CRC)
'SW837 (CRO)

'KYSE-410 (Esofag)

{UM-UC-3 (vezici)

Eficacitatea combinatiei in vitro a compusului din Exemplul 35 cu alte terapii tintite

In plus fati de monoterapie, compusul din Exemplul 35 este evaluat pentru eficacitatea sa de
combinatic cu alte terapii tintite, cum ar fi inhibitorul CDK4 si CDK6 abemaciclib, inhibitorii
micromoleculari EGFR erlotinib sau afatinib, anticorpul monoclonal EGFR cetuximab, si inhibitorul
ERK LY3214996. Unsprezece linii celulare pentru acest studiu sunt obtinute de la ATCC si crescute sub
conditiile recomandate de citre ATCC. Toate liniile celulare au o mutafic KRAS G12C, si ele sunt sase
linii celulare de cancer pulmonar (H358, H1373, H1792, H2030, H2122, SW1573 si HCC44), doud linii
celulare de cancer colorectal (SW837 si SW1463), o linie celulard de cancer pancreatic (MiaPaca-2), si o
linie celulard de cancer la esofag (KYSE410). Testul de proliferare este efectuat ca un test de crestere de 4
zile utilizand Cell TiterGlo® ca citire. Pe scurt, celulele sunt placate in plici de cultura celulard cu 96 de
godeuri si lisate si adere peste noapte la 37°C. In ziua urmitoare, celulele sunt tratate cu compusi, fie in
tratamente singure sau fie in tratamente de combinatie. Mai intii, compusii de testare sunt diluati serial in
DMSO, urmati de dilutie in mediu ca concentratie 5X cu 1% DMSQO, si in final adiugati la celule in
mediu pentru a dilua la IX. Celulele sunt incubate 1la 37°C timp de incd 4 zile. La sfarsitul perioadei de
incubare, reactivul Cell TiterGlo® este amestecat si adiugat la godeuri. Dupd 10 minute, luminiscenta este
cititd cu un instrument Perkin Elmer Envision. Sunt generate valorile ICsg absolute generate cu un model
logistic cu 4 parametri pentru tratamentele singure si in combinatie, urmate de indicii combinatiei pentru
ficcare combinatic de tratament si linic celulard. Combinatia valorilor ICso este ajustati pe baza
concentratiei totale a fiecdrui compus cind este addugat impreund. (Exemplu: pentru un raport de
concentratie de 1:1 al compusului 1 si compusului 2, combinatia ICs este crescutd cu un factor de 2).
Indicele combina‘;iei (CI) masoara gradul in care potenta terapiei de combinatie diferd fatd de potenfa

cl = Loy
ICyy C Ay  1Cry
unde
. Cay 51 Cpy sunt concentratiile terapiilor A si B care produc un efecty, cand sunt date in
combinatic
. IC4,y $1 ICp,y sunt concentratiile Iui A si B care produc un efect y, cand sunt date individual

In unele cazuri, dacd o valoare ICso estimata este utilizatd pentru calcularea CI, CI calculat este
denumit indice de potentiere. Interpretarea biologica a combinatiei sau indicelui de potentiere este dupd
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cum urmeaz3: sinergicd daci combinatia sau indicele de potentiere < 0,5, aditivd daci combinatia sau
indicele de potentiere este intre 0,5 si 2, si antagonisticd dacd combinatia sau indicele de potentiere este >
2.

Asa cum se aratd in Tabelul 31, combinatia compusului din Exemplul 35 si abemaciclib are
eficacitate aditivd sau sinergicd in inhibarea celulelor tumorale cu mutatia KRasG12C. Dintre cele
unsprezece linii celulare testate, efectele aditive sunt observate la cinci linii celulare, cu un indice de
combinatie (CI) intre 0,5 si 1,2, si un efect sinergic este observat la sase linii celulare, cu CI < 0,5,
sugerand cd combinatia dintre compusul din Exemplul 35 si abemaciclib poate furniza beneficiu
pacientilor cu cancer cu o mutatie KRas G12C.

Tabelul 31: Combinatia in vitro a compusului din Exemplul 35 si inhibitorul CDK4/CDK6 abemaciclib

R S A T e Eii}i'ii}'i}i!{{iéms";{iig
‘celulara : compusului Exemplului 35 {(uM) indice de
: (uM) (uM) potentiere
..................................... Kﬁ'e}i{;&éi{ﬁm"6',"1"éiéé'm""" 6;66"1'68"92"2"2"""""'"6','66'i'éémié'b'ém"""_'6','55"5"56'9"6'{55""""""
.................................. Abemac1chb32175 '6',‘4'{5"119555"'Wé5;‘2"98565525""W"§'6;5956‘8'E)'é‘ié"mw\
| Abemaciclib  10,47697 0,003199233  10,006847357 1,077334012
3 ‘ 12,86634865 _
INCLHI373  iAbemaciclib 427817  [0.403993227  0,11698021 10,158451664
INCI-H1792  Abemaciclib {0,40097 10,118134759  10,041106255 0,225239313
INCI-H2030  Abemaciclib |1,81728 0,819557983  10,357361105 0.316343687
?ﬁnc"flﬁii'2"5"'""Ef&i'&é}ﬁ;&&iﬁnm S .'6','65i'éﬁé'éé'im"" e PPTIC I
SW1573 : Abemaciclib 10,35607 1107632 0,614058717 0,890789114
KYSE-410  iAbemaciclib 1,94423 4.89618484 0,773507455 0,277914318
VT PO R T R KT

Asa cum se aratd in Tabelul 32, combinatia compusului din Exemplul 35 si inhibitorului
micromolecular EGFR erlotinib sau afatinib are un efect aditiv sau sinergic in inhibarea celulelor
tumorale care gizduiesc o mutatie KRasG12C. Pentru combinatia cu erlotinib, dintre cele unsprezece linii
celulare testate, un cfect aditiv este observat la cinci linii celulare, cu o combinatic sau indice de
potentiere intre 0,5 si 1,15, si un efect sinergic este observat la sase linii celulare, cu o combinatie sau
indice de potentiere < 0,5. Pentru combinatia cu afatinib, dintre cele noud linii celulare testate, un efect
aditiv este observat la patru linii celulare, cu un CI intre 0,5 si 1,1, si un efect sinergic este observat la
cinci linii celulare, cu un CI < 0,5, Aceste date sugercazd ci combinatia din Exemplul 35 si un inhibitor
micromolecular EGFR poate furniza beneficiu pacientilor cu cancer cu o mutatie KRas G12C.

Tabelul 32: Combinatia in vitro a compusului din Exemplul 35 si inhibitorul micromolecular EGFR
Erlotinib sau Afatinib

Nume linie §C0mpus §ICso compus : ICso din :ICse combo {Combinatie sau
celulara i g(uM) Exemplul 35 :(uM) indice de:
. : (uM) potentiere
SW1463 ‘Erlotinib 0,001089 0,002231 1,026498376
- §Elrlotinib .0,413148 0,140876 .0,170491 111
Erlotinib 10,003199 0,007357  1,151488525
Erlotinib 1,764025 1,567802 0,444381951
........................................... 0403993 0411429 .............. 0 509203323
NCIH1792Er10t1n1b ...................................................... 01181350090106 ............. 0381370715 ..............
'NCI-H2030 gErlotinib 0,819558 %0,4248 16 0,259174125
'NCI-H2122 gErlotinib : 10,031201 %0,030705 10,493309984 :
SW1573Er10t1n1b ...................................................... 1076321132891 ............. 0526279729 ..............
KYSE-410  Erlotinib 14896185 11,153993  10,11784619
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celulara ! {(uM) §Exemplul 35 i (uM) §indice de§
. _ {(uM) \potentiere
T T R e N T Y Y T o T
SW1463 [Afatinib  {0,05612 10,003248 0,003838  10,625028705
SW837 Afatinib  1,28333 0321329 10,06905 0134347371 |
S PO Y e T e T
NCL-HI373  Afatinib 12,2168 10,255708 0,090101  {0,196502052
NCL-HI792  Afatinib 13,3917 0903764 10,2928 0,205152445
R TEr P e S s
S e T e T
KYSE-410  iAfatinib  0,65031 4058337 10,041564  10,03707842
IO PP S R T T ot

Asa cum se aratd in Tabelul 33, combinatia compusului din Exemplul 35 si anticorpului EGFR
cetuximab are eficacitate aditivd sau sinergica in inhibarea celulelor tumorale cu mutatie KRas G12C.
Dintre cele unsprezece linii celulare testate, cinci linii celulare au efecte aditive cu indicele de potentiere
(CI) intre 0,5 si 1,06, si sase linii celulare au efecte sinergice cu indicele de potentiere <0,5, sugerand ca
combinatia din Exemplul 35 si cetuximab poate furniza beneficiu pacientilor cu cancer cu mutatie

KRasG12C.
Tabelul 33: Combinatia in vitro din Exemplul 35 si anticorpul EGFR cetuximab
Nume linie Compus ICso éICso din§ICso combo (uM) éIndice de
celulara compus iExemplul 35 :potentiere
(M) (uM)
SW1463 Cetuximab ~ >20 10,001089422 1<0,00152 1<0,4663 \
SW837Cetux1mab ........ ST A e o
H358 Cetuximab ~ {>20 0,003199233 10,004884468 0,508920734
HCC44 Cetuximab ~ {>20 1,764025208 5643865533 1,066474845
e o rrerat e
RETHE S AU CRut s CosmnnT §6;"1'§§6§§§§'9""""\'
NCI-H2030  Cetuximab  >20 10,819557983 2,161595154 10,879171131
NCI-H2122  Cetuximab  {>20 0031200861 10,021630045  10,23108385
FEE A ST Toren Sraesiser §6;§§§6§é‘2"§§"""'\'
KYSE-410  Cetuximab  >20 14,80618484 1,117690734 0,076092629
'MIAPACA2 Cetuximab  {>20 0,00748134 0018187633 10,810355342

Asa cum se aratd in Tabelul 34, combinatia compusului din Exemplul 35 si inhibitorului ERK
LY3219446 are eficacitate aditiva sau sinergicd in inhibarea celulelor tumorale cu mutatie KRas G12C.
Dintre cele zece linii celulare testate, un efect aditiv este observat la 5 linii celulare, cu un CI intre 0,5 si
1,2, si un efect sinergic este observat la 5 linii celulare, cu o combinatie sau indice de potentiere < 0,5,
sugerand cd combinatia din Exemplul 35 si un inhibitor ERK poate furniza beneficiu pacientilor cu cancer

cu mutatic KRas G12C.

Tabelul 34: Combinatia in vitro a compusului din Exemplul 35 si inhibitorului ERK LY 3214996

‘Nume linieéCompus ICs»  compus | ICso din :ICso combo%Combinatie sau |
celulari (uM) Exemplul 35 (uM) indice de
s (uM) :  potentiere
SW1463  ILY3214996 0,42099 0001089 10001225  0.563579

....................................
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TR S oo L oo e
icelulara ! {(uM) Exemplul 35 {(uM) \indice de§
: | (uM) : \potentiere i
S e i e e
H358 LY3214996 1,67124 0001854  10,004485 1210955
HCC44 LY3214996 3,26824 11764025 11988401  0,867799
T T T T
NCL-HI792  iLY3214996 (351533 0862901 1310947 0946077
INCL-H2122 11,60001 0108719 0,068988  10,338821
R T T P P
v e s e e e
MIAPACA2  LY3214996 :0,8405 0,00628 0,014545  11,166658

D T e e e e e e e e s D e e e e e e e e e e e e

Eficacitatea in vitro a combinatiei compusului din Exemplul 35 cu chimioterapii

Compusul din Exemplul 35 este de asemenea combinat cu chimioterapii, incluzind pemetrexat,
carboplatin sau cisplatin, in trei linii celulare de cancer pulmonar, H1792, H358 si H2122, in vitro. Asa
cum se aratd in Tabelul 35, pentru combinatia cu pemetrexat, efectele aditiv sau sinergic sunt observate
pe baza CI. Efecte combinationale similare sunt observate si cu combinatia de carboplatin i cisplatin.
Tabelul 35: Combinatia in vitro a compusului din Exemplul 35 si chimioterapiilor (indice de
combinatie).

‘Linii celulare 'NCI-H1792 NCI-H358 \NCI-H2122
;ABS_ICso_Exemplul 35 (uM) 0,8399 30,001 0,209
§Xﬁ‘é"_'ié‘;}j}é}ﬁ;{r&éi"iﬁi'\'/fj ................................ 20 ...................................... 20 ................................. §6,‘66§§'§§ ........................
{ABS_ICso_combo (uM) 1,305 10,001 0,000084

Indice de combinatie 0,809 0.5 0,011
§X1§'é:i"c";(}:éé}ﬁéﬁi‘é{iﬁ‘{HM)'""""'"""""""""""?iﬁ ...................................... 2020 ......................................
|ABS_ICso_combo (uM) 2,6 0,001 0,0363

‘Indice de combinatie 1,616 _0,5 0,087 :
| ABS_ICso_cisplatin (uM) 0,312 0,773 1,163
{ABS_ICso_combo (uM) 0,134 10,001 0.15

Indice de combinatie 10,296 0,5 10,422

Eficacitatea in vivo a combinatiei din Exemplul 35 cu alte terapii de tintire

Compusul din Exemplul 35 este evaluat in combinatie cu inhibitorul CDK4/CDK6 abemaciclib,
inhibitorii micromoleculari EGFR erlotinib sau afatinib, anticorpul monoclonal anti-EGFR cetuximab,
sau inhibitorul ERK LY3214996, intr-un model PDX la animale. Sunt utilizate in total sase xenogrefe in
vivo sau modele PDX — patru modele pulmonare (H358, H1373, LU99, si EL3187 PDX), un model
colorectal (SW1463) si un model pancreatic (MiaPaca-2). Tabelul 36 este un rezumat al tuturor acestor
rezultate ale studiului de combinatie in vivo.

Combinatia compusului din Exemplul 35 si inhibitorului CDK4/6 abemaciclib este studiatd in
toate cele sase modele. In toate cele sase modele, combinatia este mai buni decét fie pentru compusul din
Exemplul 35 sau fie pentru abemaciclib singuri. In patru modele de cancer pulmonar si intr-un model de
cancer pancreatic, sunt observate sinergia si regresia semnificativa a cresterii tumorii pentru combinatie.
In modelul colorectal SW1463, este observati o activitate anti-tumoraldi mai buni decét fie pentru
compusul din Exemplul 35 sau fie pentru abemaciclib singuri.
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Combinatia compusului din Exemplul 35 si inhibitorului micromolecular EGFR erlotinib este
efectuati in toate cele sase modele. In toate cele sase modele, combinatia este mai buni decét fie pentru
compusul din Exemplul 35 sau fie pentru erlotinib singuri. In trei modele de cancer pulmonar si un model
de cancer pancreatic, sunt observate sinergia §i regresia semnificativA a cresterii tumorii pentru
combinatie. In modelul de cancer colorectal SW1463 si modelul de cancer pulmonar LU99, combinatia
este mai buni decat fie pentru compusul din Exemplul 35 sau fie pentru erlotinib singuri. in modelul de
xenogrefd H358 de cancer pulmonar, sunt observate un efect aditiv si activitate anti-tumorald mai buni a
combinatiei compusului din Exemplul 3 si inhibitorului micromolecular EGFR afatinib, fatd de compusul
singur.

Studiile de combinatii in vivo din Exemplul 35 si anticorpul EGFR cetuximab sunt efectuate in
modelul de xenogrefd de cancer pulmonar H358 si modelul de xenogrefa de cancer colorectal SW1463.
In ambele modele, sunt observate regresia cresterii tumorii §i o eficacitate de combinatie mai bund pentru
combinatic. Combinatia este mai buni fic decat compusul din Exemplul 35 sau fie decat cetuximab
singuri.

Combinatia compusului din Exemplul 35 si inhibitorul ERK (ERKi) LY3214996 este studiatd in
toate cele sase modele. In toate cele sase modele, este observat pentru combinatie efectul sinergic sau
aditiv, si combinatia este mai buni fie decat compusul din Exemplul 35 sau fie decat inhibitorul ERK
singuri. In trei modele de cancer cancer pulmonar (H358, H1373 si EL3187), un model de cancer
pancreatic si un model colorectal, este observati regresia semnificativa a cresterii tumorii.

Tabelul 36. Activititi anti-tumorale in vivo ale compusului din Exemplul 35 in combinatie cu alte terapii
de tintire in modelele de xenogrefa tumorala sau PDX

éTratament Doza Doza ;Inhlbarea cresterii tumorale (%) si regresia (-%) in modelele
: (mg/ kg) :xenogrefa sau PDX
‘H358 \H1373 EL3187 Mia Paca- SW1463 LU99 |
{(Pliman) {(PlimA |(Pliman 2 {(CRC) (Plima |
’ ) PDX) (Pancreas) n) i
Exemplul 35 |3 QDx28 - - i 852 - L -
10 QDx28 1749 46,6 i98.5 | 27 44 687
30 5 : 5 76,2
ERKi 100 _ 28.6
‘abemaciclib 150 : (21,5)"
‘erlotinib 125 (-23,1)
écetuximab 20 . -
“afatinib 25 ‘ ' -
Exemplul 35 +:10+100 -3,7
‘ERKi
‘Exemplul 35 + 10450 37,4
iabemaciclib
‘Exemplul 35 +:10+25 98,9

‘erlotinib

iExemplul 35 + 30+20
icetuximab : : ; : : : ;
‘Exemplul 35 + 10425 - 91,3 - - - - - i
afatinib : :

Indica faptul ca volumul tumoral mediu a fost mai mare decat al gruparii de control cu vehicul

Eficacitatea combinatiei cu imuno-terapii, anticorp anti-PD-1 sau anti-PD-L.1

Este utilizat un model singenic pe soarcce pentru a cvalua efectele inhibarii KRas G12C si
combinatiei de imuno-terapie. In acest model, mutatia KRas G12D este convertiti la mutatia KRas G12C
prin lovirea CRISPR 1in linia celulard CT-26, o linie celulard tumorald colorectala de soarece. KRas G12C
lovit este confirmat de caracterizarea geneticd si functionald. Linia celulard obtinutd prin modificare
geneticd este denumitd CT-26-H4/KRas G12C. Aceste celule sunt implantate in soareci Balb/c, si
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tratamentul cu compus este inceput la 6 zile dupi implantarea celulei tumorale. in acest studiu, compusul
din Exemplul 35 este combinat fie cu anticorpul anti-PD-L1 (RMP1 (BioXcell Cat. nr. BE0146)) sau fie
cu un anticorp anti-PD-1 (Holmgaard RB, si colab., J. Immunotherapy Cancer 2018; 6(47): 1-15), cu
programul de dozare listat in Tabelul 37. Asa cum se aratd in Tabelul 37 compusul din Exemplul 35
demonstreazi o activitate semnificativa a agentului singur, cu o medic de 89,4% a inhibdrii cresterii
tumorale, si nici un raspuns complet la 30 mg/kg la sfarsitul dozei de 3 sdptdméani. Un anticorp PD-L1
anti-soarece 178G7 prezintd 36,1% inhibare a cresterii tumorale, fard rispuns complet, si un anticorp anti-
PD-1 RMP1 prezintd 70,7% inhibare a cresterii tumorale si 10% (1 din 10) rispunsuri complete la
sfarsitul dozei (ziva 21) sau ziua 59. Totusi, combinatia compusului din Exemplul 35 fie cu anticorpul
anti-PD-L1 sau fie cu anticorpul anti-PD-1 obtine activitate anti-tumorald semnificativ mai buni. La
sféarsitul dozei de 3 sdptidméani, combinatia compusului din Exemplul 35 cu anticorpul anti-PD-L1 sau cu
anticorpul anti-PD-1 prezintd -33,9% si -19,4% regresie a tumorii, si 30% si 40% rispuns complet,
respectiv. Dupd 3 sdptimani, tratamentul cu compus cste oprit si toate tumorile din grupurile de
monoterapie, cu exceptia unui animal din grupul cu anti-PD-1, au inceput sd recreascd. Totusi, multe
tumori in cele doud grupuri de combinatie nu au prezentat nici un semn de recrestere. La 38 zile dupd
ultima dozi (ziua 59), grupurile de combinatie au 40% si 60% raspuns complet, ceea ce aratd cd multe
tumori din grupurile de combinatie sunt eliminate. Aceste rezultate sugereaza ca tratamentul cu compusul
din Exemplul 35, in combinatie fie cu un anticorp anti-PD-L1 sau fie cu un anticorp anti-PD-1, poate fi
benefic pentru pacientii cu cancer cu mutatic KRas G12C.

Tabelul 37: Activitatea anti-tumorald in vivo a compusului din Exemplul 35 in combinatie cu imuno-
terapie (anticorp anti-PD-1 sau anti-PD-L1) in modelul singenic CT-26-H4/KRasG12C

iTratament gDozi Frecventa TGI % Regresie {Regresia Regresie
f : dozei (T/C) completi completi
5 : (%) (ziua 21) (ziua 59)
Vehicul PO,QDx21 - 0/10 0/10
Exemplul 35 30 mg/kg PO,QDx21 894  i- 0/10 0/10
‘Anticorp  PD- 500 IP, Q7Dx3 36,1 - 0/10 0/10

§L1 (178G7)  :ing/soarece (63,9) i

Anticorp PD-1 {250 IP,BIWx3 707 - 1/10 1/10
(RMP1-14) ug/soarece (29,3)

‘Exemplul 35 + 30 mg/kg PO, QDx21 - 1339 3/10 4/10
anticorp PD- g e

§L1 (178G7) glsoarece | |

Exemplul 35 + 30 mg/kg PO,QDx21 |- 19,4 4/10 6/10
ianticorp PD-1

(RMP1A4) 250 IP, BIWx3

; ;ug/soarece ;
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1. Un compus cu formula:
Rq
o
AN
B

HsN
Y=y
S
S
R4 3
in care:

A este -OCHz-, -N(Rs)CHz, -OCHzCHz-, -N(Rs)CHzCHz-, -CHzOCHz-, sau -CHzN(Rs)CHz-;
B este -CHo»- sau -C(O)-;
Y este -C(CN)- sau -N-;
R; este -CN, -C(O)C=CRg, sau o grupare cu formula
Ry

0 \R7

R; este H, metil, sau -CH>CN;

Rs i Rs sunt fiecare in mod independent H, halogen, -alchil Coys-ciclopropil, -alchil Ci.s substituit
optional de 1-3 ori cu Ryg, sau -O-alchil Ci.6 substituit optional de 1-3 ori cu Rig;

R4 este H, halogen, sau -alchil Ci_¢ substituit optional de 1-3 ori cu Rig;

Re este H sau -alchil Ci.6 substituit optional de 1-3 ori cu Rio;

Ry este H, halogen, -NR11R12, -CH>NR11R 12, -alchil Ci6 substituit optional de 1-3 ori cu Rip sau Rz,
-alchil Co.3 ciclopropil, sau -O-alchil Cy.¢ substituit optional de 1-3 ori cu Ryp sau Ri3;

Rs este H, -alchil Ci_4 substituit optional de 1-3 ori cu Ry, sau -cicloalchil Cs.¢ substituit optional de 1-
3 ori cu Rio;

Ry este H, halogen, -CN, -alchil Cy.z-cicloalchil Cs.6, sau -alchil Ci.¢ substituit optional de 1-3 ori cu
Rio;

Rip este in mod independent la fiecare aparitie halogen, oxigen, hidroxi, -alchil Ci4, sau -O-alchil
Cia

Ri: i Rys sunt fiecare in mod independent H, -alchil Ci.4, sau -heteroalchil Ci.4, in care Ri; si Rys se
pot combina pentru a forma un cicloheteroalchil; si

Riz este in mod independent la fiecare aparitie -N-alchil C;_4,

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

2. Compusul in conformitate cu revendicareca 1, in care A este -OCH.CH»-, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

3. Compusul in conformitate cu revendicarca 1 sau 2, in care B este -C(O)-, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

4. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-3, in care Y este -C(CN), sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

5. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-3, in care Y este -N-, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.
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6. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1-5, in care R, este o grupare cu

formula
Rg

AT

si in care Ry este H, F, Cl, metil, etoxi, etil, izopropil, sau ciclopropil, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia.

7. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1-5, in care R; este o grupare cu

formula
Rg
N Rz
si in care Ryeste H, F, Cl, -CHF,, -CFs, sau -CH,OH, sau o sarc acceptabild farmaceutic a
acestuia.

8. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicirile 1-5, in care R;este -CN,
-C(O)C=CRs, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

9. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1-8, in care R, este H sau metil, sau
o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

10. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-9, in care Rz este H, F, Cl, metil,
metoxi, etil, izopropil, sau ciclopropil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

11. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-10, in care R4 este H, F, sau Cl,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

12. Compusul in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-11, in care Rseste H, -CHF,,
-CH,F, -CH,0OH, sau -CH>OCH3, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

13. Compusul in conformitate cu revendicarea 1, cu formula:
oy

L

in care:
A este -OCH;- sau -OCH,CH>-;
Y este C(CN) sau N;
Rszeste Clsau F;
Rseste Hsau F cand Y este C(CN); si
Ry este F cind Y este N,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

14. Compusul in conformitate cu revendicarea 13, in care A este
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15. Compusul in conformitate cu revendicarea 1 selectat dintre:

0
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och
v e ~ No
Ty ol

&
b —
R ("‘“ﬁ” K’\\
& %
-?‘m? ‘}
HA S ng*’\gw“%}
S
|
g
. 58y
sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia.
16. Compusul in conformitate cu revendicarea 15, care este:
Q
N)\\\
ath
H:N  CNcl
= X J o
S
S
%
ot IR Y
fas.
: o TN
; H, Ch g ' §
; {m N ﬁ\wf«k\»—“ *a
- & 1
F‘“"&"\fﬁ} '

7%}
1

17. O compozitic farmaceutici cuprinzind un compus in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1-16, sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia, si un purtitor acceptabil farmaceutic,
diluant sau excipient.

18. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 16, pentru utilizare in terapie.

19. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 16 pentru utilizare in tratamentul cancerului.
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20. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 19 in care cancerul este selectat dintre cancer pulmonar, cancer pancreatic, cancer de col
uterin, cancer la esofag, cancer endometrial, cancer ovarian, colangiocarcinom, si cancer colorectal.

21. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 20 in care cancerul este cancer pulmonar nonmicrocelular, §i in care una sau mai multe
celule exprimi proteina mutantd KRas G12C.

22. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 20 in care cancerul este cancer colorectal, si in care una sau mai multe celule exprimid
proteina mutanti KRas G12C.

23. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 20 in care cancerul este cancer pancreatic, si in care una sau mai multe celule exprima
proteina mutanti KRas G12C.

24. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1 pand la 16 pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau secventiald cu unul sau
mai multi inhibitori ai unui PD-1 sau PD-L1, un inhibitor CD4/CDK®6, sau o sare acceptabild farmaceutic
a acestuia, un inhibitor EGFR, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, un inhibitor ERK, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, un agent de platind, si pemetrexat, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, in tratamentul cancerului.

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