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1 2
Prezenta inventie furnizeaz un compus bolilor sau tulburdrilor neurodegenerative, cum
cu Formula (I) sau o sare acceptabild ar fi boala Alzheiemer.
farmaceutic a acestuia, si utilizarea compusilor Revendicari: 12

cu Formula (I) pentru tratamentul



(54) N-[4-fluoro-5-[[(2s,45)-2-methyl-4-[(5-methyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)methoxy]-
1-piperidyl]methyl]thiazol-2-yl]acetamide as oga inhibitor
(57) Abstract:
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The present invention provides a treatment of neurodegenerative diseases and
compound of Formula (I): or a disorders, such as Alzheimer's disease.
pharmaceutically acceptable salt thereof, and Claims: 12

the use of compounds of Formula (I) for
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la noi compusi 5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il, la compozitii
farmaceutice cuprinzind compusii, la compusii pentru utilizare in tratamentul tulburirilor
fiziologice, si la intermediari si procedee utile in sinteza compusilor.

Prezenta inventie este in domeniul tratamentului bolii Alzheimer, paraliziei supranucleare
progresive (PSP) si a altor boli si tulburdri care implicA neurodegenerarea mediati de tau,
cunoscutd colectiv ca tauopatie.

Boala Alzheimer este o tulburare neurodegencrativd devastatatoare care afecteazi
milioane de pacienti in intreaga lume. In lumina agentilor aprobati in prezent pe piatd care aduc
doar beneficii tranzitorii, simptomatice pacientului, existd o necesitate semnificativd nesatisficuti
in tratamentul bolii Alzheimer.

Oligomerizarea proteinei tau asociatd cu microtubulele din structurile filamentoase cum
ar fi filamentele elicoidale imperecheate (PHF-uri) si filamentele drepte sau risucite, care dau
nastere la 1Incalciri neurofibrilare (NFT-uti) si fire neuropile (NT-uri), este una dintre
caracteristicile patologice de definire a bolii Alzheimer si a altor tauopatii. S-a descoperit ci
numarul de NFT-uri din creierele indivizilor cu boald Alzheimer este strins corelat cu severitatea
bolii, sugerand ci tau are un rol cheie in disfunctia si neurodegenerarea neuronald (Nelson si
colab., JNeuropathol Exp Neurol., 71(5), 362-381(2012)). S-a aritat cd patologia tau se corcleazi
cu durata bolii In PSP; cazurile cu un curs mai agresiv al bolii au o sarcind tau mai ridicatd decat
cazurile cu un progres mai lent. (Williams si colab., Brain, 130, 1566-76 (2007)).

Studiile recente (Yuzwa si colab., Nat Chem Biol, 4(8), 483-490 (2008)) sustin
potentialul terapeutic al inhibitorilor O-GlcNAcase (OGA) pentru a limita hiperfosforilarea si
agregarea tau in tau patologic pentru tratamentul bolii Alzheimer si tulburdrilor neurodegenerative
mediate de tau inrudite. Specific, inhibitorul OGA Tiamet-G a fost legat de incetinirea pierderii
neuronilor motori in modelul tau JNPL3 la soarece (Yuzwa si colab., Nat Chem Biol, 8, 393-399
(2012)) si de o reducere 1n patologia tau si in neuritele distrofice in modelul tau Tg4510 la soarece
(Graham si colab., Neuropharmacology, 79, 307-313 (2014)). Corespunzdtor, inhibitorii OGA sunt
recunoscufi ca abordare terapeuticd valida pentru a reduce acumularea de forme hiperfosforilate,
patologice de tau, cum ar fi NFT-urile si NT-urile.

Brevetul S.U.A. nr.  9.120.781 divulgd  derivati  hexahidrobenzooxazol  si
hexahidrobenzotiazol care poseda activitate inhibitoare OGA si sunt divulgati ca utili in tratarea
bolilor si tulburdrilor inrudite cu deficienta sau supraexprimarea de OGA, si/sau acumularea sau
deficienta de 2-acetamido-2-deoxi-Sp-D-glucopiranoside (O-GlcNAc). In plus, US
2016/0031871 divulgd anumiti inhibitori de glicosidaza pentru tratarea bolii Alzheimer.

Inhibitorii OGA care sunt penetranfi in creier sunt dorifi pentru a furniza tratamente
pentru tulburdrile neurodegenerative mediate de tau, cum ar fi boala Alzheimer si PSP. Prezenta
inventie furnizeaza anumiti noi compusi care sunt inhibitori de OGA.

Corespunzitor, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I:
Y /Od
O’ }/\j\ j\ Formula I
F N =z u

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
In plus, prezenta inventie furnizeaza un compus cu Formula Ia:
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Mai mult, aceastd inventiec furnizeazd un compus cu Formulele I sau la, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora pentru utilizare in terapie, in particular pentru utilizare in
tratamentul bolii Alzheimer sau pentru utilizare in prevenirea progresului deprecierii cognitive
usoare cu boala Alzheimer. In plus, aceastd inventie furnizeaza un compus cu Formulele I sau la,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora pentru utilizare in tratamentul paraliziei
supranucleare progresive.

Inventia furnizeazi de asemenea un compus cu Formulele I sau la, sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestora pentru utilizare in tratarea tulburdrilor neurodegenerative mediate de tau.

Chiar mai mult, aceastd inventie furnizeaz3 utilizarea unui compus cu Formulele I sau la,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul bolii Alzheimer sau pentru prevenirea progresului unei deprecieri cognitive usoare cu
boala Alzheimer. In plus, aceastd inventie furnizeaz3 utilizarea unui compus cu Formulele I sau la,
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul paraliziei supranucleare progresive. Inventia furnizeaz de asemenea utilizarea unui
compus cu Formulele I sau la, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestora, pentru fabricarea unui
medicament pentru tratarea tulburdrilor neurodegenerative mediate de tau.

Inventia mai furnizeazd o compozitic farmaceutica, cuprinzind un compus cu Formulele 1
sau la, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestora, cu unul sau mai multi purtitori, diluanti, sau
excipienti acceptabili farmaceutic. Inventia mai furnizeazd un procedeu pentru prepararea unei
compozitii farmaceutice, cuprinzand amestecarea unui compus cu Formulele I sau la, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora, cu unul sau mai multi purtitori, diluanti, sau excipienti
acceptabili farmaceutic. Aceastd inventic cuprinde de asemenea noi intermediari §i procedee
pentru sinteza compusilor cu Formulele I si Ia.

Deprecierea cognitivd usoard a fost definitd ca potentiald fazd prodromald de dementd
asociatd cu boala Alzheimer pe baza prezentarii clinice si a progresului pacientilor care prezinti
depreciere cognitivd usoard cu dementd Alzheimer in timp. Termenul ,,prevenirea progresului
deprecierii cognitive usoare cu boala Alzheimer” include restringerea, incetinirea, oprirea, sau
inversarea progresului deprecierii cognitive usoare cu boala Alzheimer la un pacient.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenii ,tratarea” sau ,,pentru a trata® includ
restringerea, incetinire, oprirea, sau inversarea progresului sau severitdtii unui simptom sau
tulburare existente.

Asa cum s-a utilizat In acest document, termenul ,,pacient™ se referd la un om.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,cantitate eficienti™ se referd la
cantitatea sau doza compusului inventiei, sau a unei sdruri acceptabile farmaceutic a acestuia care,
dupi o singura sau multiple doze administrate pacientului, furnizeaza efectul dorit 1a pacientul sub
diagnostic sau tratament.

O cantitate eficientd poate fi cu usuringd determinatid de citre o persoand calificatd in
domeniu prin utilizarea tehnicilor cunoscute si prin observarea rezultatelor obtinute in
circumstanie analoage. In determinarea cantititii cficiente pentru un pacient, este luat in
considerare un numdr de factori, incluzind, dar fard a se limita la: speciile de pacienti;
dimensiunea, varsta, si sdndtatea generald a acestora; boala sau tulburarca specificd implicata;
gradul, sau implicarea sau scveritatea bolii sau tulburdrii; rispunsul pacientului individual;
compusul particular administrat; modul de administrare; caracteristicile de biodisponibilitate ale
preparatului administrat; regimul de dozare selectat; utilizarea medicatiei concomitente; si alte
circumstante relevante.

Compusii prezentei inventii sunt in general eficienti pe un interval de dozare larg. De
exemplu, dozajele pe zi se incadreaza in mod normal in intervalul de la aproximativ 0,1 pani la
aproximativ 15 mg/kg din greutatea corporald. In unele cazuri niveluri ale dozajului sub limita
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inferioard a intervalului mentionat mai sus pot fi mai mult decat adecvate, in timp ce in alte cazuri
inca doze mai mari pot fi utilizate cu efecte secundare acceptabile.

Compusii prezentei inventii sunt formulafi preferabil ca compozitii farmaceutice
administrate pe orice cale care face compusul biodisponibil, incluzind ciile orale si transdermale.
Cel mai preferabil, astfel de compozitii sunt pentru administrare orald. Astfel de compozitii
farmaceutice si procedee pentru prepararea acestora sunt bine cunoscute in domeniu (vezi, de
exemplu, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, L.V. Allen, Editor, editia a 2-a,
Pharmaceutical Press, 2012).

Compusii cu Formulele I si la, sau sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora sunt in
special utili pentru utilizirile terapeutice ale inventiei, dar anumite configuratii sunt preferate.
Urmatoarele paragrafe descriu astfel de configuratii preferate. Se va intelege ci aceste preferinte
sunt aplicabile atat utilizirilor terapeutice cat si compusilor inventiei.

Compusii prezentei inventii includ:

\4N>—/Ou<:\/N1/‘s )

0 V/

- Formula Ia
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H
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A J\ Formula Id

si saruri acceptabile farmaceutic ale acestora.

Compusul cu Formula I in care substituentii metil si oxigen pe inelul de piperidina sunt in
configuratie cis sau frans, sau sarea acceptabild farmaceutic a acestora, sunt inclusi in domeniul
inventiei, cu configuratia cis fiind preferati. De exemplu, cineva avand calificare obisnuitd in
domeniu va aprecia cd metilul din pozitia 2 este in configuratie cis fatd de oxigenul din pozitia 4
asa cum se aratd in Schema A mai jos:
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in plus, cineva avand calificare obisnuitd in domeniu va aprecia ¢d metilul din pozitia 2
este In configuratic trans fatd de oxigenul din pozitia 4 agsa cum se aratd in Schema B mai jos:

Schema B

By Formuda th

Sl e N Foomuls Jd
\TQ """ PN Vs o
DR

Compusii in care centrul chiral in pozitia 2 a inelului de piperidind este in configuratie S
sunt preferati in continuare. Desi prezenta inventie are in vedere tofi enantiomerii si diasteromerii
individuali, precum si amestecuri de enantiomeri ai respectivilor compusi, incluzand racematii,
compusii cu configuratia absolutd cum s-a stabilit mai jos sunt in special preferati:
N-[4-fluoro-5-[[(25,4S)-2-metil-4-[ (5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]- 1 -piperidil metil] tiazol-
2-il]acetamidd, si siruri acceptabile farmaceutic ale acestuia; si N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-
[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]-1-piperidil JmetilJtiazol-2-il]acetamidd sunt in special
preferati.

Forma cristalini de N-[4-fluoro-5-[[(2S,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-
il)metoxi]-1-piperidilJmetil tiazol-2-ilJacetamidi este in special preferatd. Forma cristalind de N-
[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi] - 1 -piperidil Jmetil]tiazol -2-
il]acetamida care este caracterizatd printr-un maxim in spectrul de difractie cu raze X pe pulbere la
unghiul de difractie 2-teta de 12,1° in combinatie cu unul sau mai multe maxime selectate din
grupul constand din 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22,7° 23,5° 24,3°si 26,8°, cu o tolerantd pentru
unghiulurile de difractie de 0,2 grade, este in plus preferati.

Izomerii, enantiomerii, si diastereomerii individuali pot fi separati sau rezolvati de cineva
avand calificare obisnuitd in domeniu la orice punct convenabil in sinteza compusilor inventiei,
prin metode cum ar fi tehnici de cristalizare selective sau cromatografie chirald (vezi de
exemplu, J. Jacques, si colab., ,Enantiomers, Racemates, and Resolutions™, John Wiley & Sons,
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Inc, 1981, siE.L. Eliel si SH. Wilen®, Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-
Interscience, 1994).

O sare acceptabild farmaceutic a compugsilor inventiei poate fi formatd, de exemplu, prin
reactia unei baze libere adecvate dintr-un compus al inventiei §i un acid acceptabil farmaceutic
adecvat intr-un solvent adecvat in conditii standard bine cunoscute in domeniu. Formarea de astfel
de sdruri este bine cunoscutd si apreciati in domeniu. Vezi, de exemplu, 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 Research 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 sirurile acestora, pot fi preparate printr-o varietate de
proceduri cunoscute cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu, din care unele sunt ilustrate in
schemele, prepardrile, si exemplele de mai jos. Cineva avind calificare obisnuitd in domeniu
recunoaste cd ctapele de sintezd specifice pentru fiecare din ciile descrise pot fi combinate in
diferite moduri, sau in conjunctie cu etape din diferite scheme, pentru a prepara compusii inventiei,
sau sarurile acestora. Produsele fiecirei etape in schemele de mai jos pot fi recuperate prin metode
conventionale bine cunoscute in domeniu, incluzind extragerea, evaporarea, precipitarea,
cromatografia, filtrarea, triturarea, si cristalizarea. In schemele de mai jos, toti substituentii, daca
nu se¢ indica altfel, sunt cum s-au definit anterior. Reactivii §i materiile prime sunt cu usurintd
disponibile cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu. Urmaitoarele scheme, prepardri, i
exemple sunt furnizate pentru a ilustra suplimentar inventia. In plus, cineva avand calificare
obisnuitd in domeniu apreciazi cid compusii cu Formulele la, Ib, Ic, si Id pot fi preparati prin
utilizarea materiei prime cu configuratia stereochimicd corespunzitoare care poate fi preparatd de
o persoand calificatd in domeniu. De exemplu, Schemele de mai jos utilizeazd materii prime cu
configuratia corespunzitoare in final Formulei Ia.

In general, un compus cu Formula Ia poate fi preparat dintr-un compus cu Formula 11
(Schema 1). Mai specific, un compus cu Formula IIa este alchilat reductiv cu N-(4-fluoro-5-
formyltiazol-2-il)acetamidd in prezenta unui agent reducdtor adecvat cum ar fi
triacetoxiborohidrurad de sodiu intr-un solvent adecvat pentru a furniza un compus cu Formula la
intr-un solvent adecvat, cum ar fi acetat de etil. N-(4-fluoro-5-formiltiazol-2-il)acetamida poate fi
preparatd prin metode cunoscute in domeniul chimic precum si prin metode furnizate in
urmdtoarele Prepariri si Exemple.

Un compus cu Formula Ila poate fi preparat dintr-un compus cu Formula IIla unde Pg
este o grupare de protectie amind adecvati. Mai specific, un compus cu Formula Ila unde Pg este
carboxilat de tert-butil (t-BOC) este reactionat cu un acid cum ar fi acidul clorhidric sau acidul
trifluoroacetic intr-un solvent adecvat cum ar fi dioxan sau diclorometan pentru a furniza un
compus cu Formula ITa. Grupdrile de protectic amind adecvate sunt cunoscute in domeniul chimic
si includ t-BOC si Cbz precum si pe cele discutate in T. W. Green, P. G. M. Wats, ,,Protective
Groups in Organic Synthesis” Wiley-Interscience, New York, 1999.
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Un compus cu Formula Illa unde Pg este o grupare de protectic amind adecvata poate fi
preparat dintr-un compus cu Formula IVa (Schema 2). Mai specific, un compus cu Formula IVa
unde Pg este carboxilat de tert-butil este reactionat cu 3-(clorometil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol in
prezenta unei baze cum ar fi tert-butoxid de sodiu pentru a furniza un compus cu Formula IIla.
Reactia este efectuatd convenabil intr-un solvent cum ar fi acetonitril sau dimetilformamidi. Un
compus cu Formula IVa unde Pg este carboxilat de tert-butil poate fi preparat in mod esential cum
s-a descris in WO 2004/094380 A1l. Mai specific, un compus cu Formula Va este reactionat cu un
agent reducator cum ar fi tri(sec-butil)borohidrurd de litiu intr-un solvent cum ar fi tetrahidrofuran
pentru a furniza un compus cu Formula IVa unde Pg este carboxilat de tert-butil. Un compus cu
Formula Va unde Pg este o grupare de protectic amind adecvatd poate fi preparat prin procedee
cunoscute in domeniul chimic incluzandu-le pe cele descrise in WO 2004/094380 Al.

Schema 2
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Preparare 1
Sinteza de N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-il)carbamat de tert-butil.

H
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o~ N ’ ]
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Se adaugd fluorurd de cesiu (227 g, 1480 mmol) 1a o solutic de N-(4-cloro-5-formil-
tiazol-2-il)carbamat de tert-butil (38,8 g, 148 mmol; pentru prepararea N-(4-cloro-5-formil-tiazol-
2-il)carbamatului de tert-butil vezi de exemplu, N. Masuda, si colab., Bicorg Med Chem, 12,
6171-6182 (2004)) in DMSO (776 mL) la temperatura camerei. Amestecul de reactie este agitat
intr-un bloc de incilzire la 145°C cu o temperaturd internd de 133°C timp de 48 ore, apoi
amestecul este ricit intr-o baie de apa cu gheatd. La amestec se adaugi solutic apoasd saturatd de
bicarbonat de sodiu (500 mL), saramurd (500 mL) si acetat de etil (500 mL). Amestecul este agitat
la temperatura camerei timp de 10 minute, apoi este filtrat prin pdmant de diatomee, spdlat cu
acetat de etil (500 mL). Filtratul este transferat la o palnie de separare si straturile sunt separate,
apoi stratul apos este extras cu acetat de etil (1 L). Organicele combinate sunt spilate cu saramurd
(1 L), apoi stratul de saramurd este extras cu acetat de etil (300 mL). Organicele combinate sunt
uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate pentru a da un reziduu. Reziduul este trecut printr-
un strat de gel de siliciu (330 g) eluand cu 5% acetat de etil in diclorometan (1,5 L) si filtratul este
concentrat pentru a da un reziduu (24,2 g).

Reziduul (32,7 g din loturile combinate, 133 mmol) este dizolvat in izopropanol (303
mL), filtrat si apoi este purificat prin SFC (cromatografie in fluid supercritic) utilizind o coloani
IC (derivat polizaharidic de celuloza: tris (3,5-diclorofenilcarbamat, 30 x 250mm, 5u) cu 10%IPA
(fard aditiv) la 180 mL/minut cu injectii de 3 mL. Fractiunile care contin produsul sunt concentrate
pentru a da compusul din titlu (16,1 g. MS m/z 247,0 (M+H).

Preparare 2
Sinteza N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-il)acetamidei (Metoda A)
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Intr-un vas invelit, se adaugd bromurd de zinc (91,9 £,408 mmol) intr-o portic la un
amestec de N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-il)carbamat de tert-butil (33,5 g 136 mmol) si
diclorometan (503 mL) la temperatura camerei. Amestecul de reactie este agitat peste noapte la o
temperaturd internd de 37°C, apoi temperatura invelisului este stabilitd la -10°C si se adauga
tetrahidrofuran (111 mL) in picdturd peste 15 minute, mentinind o temperaturd internd sub 6°C.
Temperatura invelisului este apoi setatd la -30°C si se adauga piridina (110 mL, 1360 mmol) in
picdturd peste 5 minute, mentinind o temperaturd internd sub 5°C. Temperatura invelisului este
stabilitd la 0°C si se adaugd anhidridi aceticd (116 mL, 1220 mmol) in piciturd peste 5 minute.
Amestecul de reactic este agitat peste noapte 1a o temperaturd internd de 37°C, apoi este ricit la
temperatura camerei §i trecut printr-un strat scurt de padmant de diatomee, cluind cu
tetrahidrofuran (500 mL). Filtratul este transferat la un flacon si amestecul este concentrat pentru a
da un reziduu, care este concentrat din toluen (50 mL). La reziduu se adaugd o solutic de
monohidrat de acid citric (57,2 g, 272 mmol) in apd (400 mL) si 2-metiltetrahidrofuran (400 mL)
si amestecul este agitat la 40°C timp de 5 minute, apoi este trecut printr-un strat scurt de pimant de
diatomee, eluand cu 2-metiltetrahidrofuran (100 mL). Filtratul este transferat la o pilnic de
separare si straturile sunt separate. Stratul apos este extras cu 2-metiltetrahidrofuran (2 ? 250 mL)
si organicele combinate sunt diluate cu apd (500 mL). La amestec se adaugd bicarbonat de sodiu
solid in portii peste 5 minute cu agitare pAnd cind evolutia gazului se opreste. Amestecul este
transferat la o palnie de separare si straturile sunt separate, apoi stratul apos este extras cu 2-
metiltetrahidrofuran (200 mL si 100 mL). Organicele combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu,
filtrate si concentrate pentru a da un reziduu, care este diluat cu 2-metiltetrahidrofuran (100 mL) si
amestecul este trecut printr-un tampon scurt de gel de siliciu (250 g), eluand cu 2-
metiltetrahidrofuran (2,5 L). Filtratul este concentrat pentru a da un reziduu care este suspendat
intr-un amestec 1:1 de diclorometan si heptan (202 mL). Amestecul este agitat la temperatura
camerei timp de 30 minute si apoi filtrat. Filtratul solid este uscat sub vid la 40°C timp de 2 ore
pentru a da compusul din titlu (18,0 g, 70%). MS m/z 189,0 (M+H).

Sintezi alternativa de N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-i)acetamida (Metoda B).

Se adaugi diclorometan (1325 g, 15,6 mol) la 2-amino-4-clorotiazol-5-carbaldehida (100
g, 0,61 mol) si piridind (194,6 g, 2,46 mol), si se riceste la 0-5°C. Se adaugd anhidridi acetica
(188,4 g, 1,85 mol) in picdturd, mentinind temperatura la 0-5°C. Dupi ce adiugarea este completa,
se ajusteazd temperatura pana la 20-25°C si se agitd timp de 41 ore. Se concentreazd sub presiune
redusd urmatd de addugarea de 35% HCI apos (200 mL) si apa (1,5 L), mentinind temperatura la
mai putin de 40°C. Se riceste la 20-25°C si se agitd timp de 18 ore. Se filtreazd amestecul si se
spald solidul colectat cu apd. Se usuci solidele la 60-65°C timp de 24 ore pentru a furniza N-(4-
cloro-5-formiltiazol-2-il)acetamida (75 g, 0,4 mol).

Sub o atmosferd inertd, se adaugd sulfolan (1000 ml) la N-(4-cloro-5-formiltiazol-2-
il)acetamida (50 g, 0,244 mol, preparat direct mai sus), tetrametilclorurd de amoniu (107,1 g, 0,977
mol), si fluorurd de cesiu (370,6 g, 2,44 mmol). Se incdlzeste pana la 130°C si se agitd timp de 23
ore. Analiza HPLC prezintd o conversie de 75% cu un randament in situ de 45% al compusului din
titlu.

Sinteza alternativa de N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-iDacetamida (Metoda C).

Se adaugd 2-propanol (150 mL) la tetrahidratul de fluorurd de tetrametilamoniu (10,2 g,
109,0 mmol) si se concentreazd amestecul pand la 2-3 volume sub vid cu temperatura interni
mentinutd la 70°C pentru a indeparta apa. Se adaugd 2-propanol (200mL) si si se concentreazi
amestecul pand la 2-3 volume sub vid. Se repetd de incd doud ori. Se adaugd DMF (200mL) si se
concentreaza pand la 2-3 volume sub vid. Se adaugd THF (200 mL) si se concentreaza pand la 2-3
volume. Se repetd de incd doud ori. Se incarcid N-(4-cloro-5-formiltiazol-2-il)acetamidad (1,22 g,
5,96 mmol, preparat mai sus in Metoda B) si DMF (12 ml). Se incilzeste pana la 110°C si se agit
timp de 12 ore. Se riceste amestecul de reactie pana la 25°C. Se adaugd 2-metiltetrahidrofuran (40
mL) si apd (40 mL). Straturile sunt separate si stratul apos a fost extras cu 2-metiltetrahidrofuran
(40 mL). Straturile au fost separate si straturile organice combinate au fost spalate cu apa (20 mL).
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Straturile au fost separate si stratul organic a fost concentrat. Se adaugi acetat de etil (20 mL) si
apa (5 mL). Straturile au fost separate si stratul organic concentrat pentru a indeparta solventul. Se
adauga acetat de etil (2mL) si heptan (2 mL) si se filtreazi. Solidul filtrat este uscat sub vid la
55°C timp de 18 ore pentru a da compusul din titlu ca 93% amestec cu N-(4-cloro-5-formyltiazol-
2-il)acetamida.

Preparare 3
Sinteza de (25,45)-4-hidroxi-2-methy1-piperidin-1-carboxilat de tert-butil.

OH

O/kO

La un flacon se adaugd (2S5)-2-metil-4-oxo-piperidin-1-carboxilat de tert-butil (50 g,
234,44 mmol) si tetrahidrofuran (500 mL). Amestecul este ricit la -65°C sub o atmosferd de azot
si s¢ adaugd tri(sec-butil)borohidrurd de litiu (304,77 mL, 304,77 mmol; 1 M in tetrahidrofuran) in
picaturd peste 45 minute, mentinAnd o temperaturd internd sub -60°C. Amestecul de reactie este
agitat la temperatura camerei timp de 1 ord, apoi este ricit la -30°C. La amestecul de reactie se
adaugd un amestec de apd (25,34 mL) si tetrahidrofuran (100,16 mL), mentinind o temperaturd
internd sub -20°C. Se adaugi o solutic apoasi de peroxid de hidrogen (118,88 mL, 1,17 mol, 30
g/g%) in apa (126,70 mL) in picdturd intr-o ord, mentinind o temperaturd internd sub 10°C. La
amestec se adaugd solutie apoasa de acid clorhidric (46,89 mL, 234,44 mmol, 5 M) si metil t-butil
eter (1,00 L) si amestecul este incilzit la temperatura camerei. Straturile sunt separate si faza
organici este agitatd cu o solutic de metabisulfit de sodiu (222,84 g, 1,17 mol) in apa (500 mL)
timp de 10 minute la temperatura camerei. Straturile sunt separate si faza organica este uscatd pe
sulfat de magneziu si concentratd. Reziduul este purificat prin cromatografie rapida (0-50 % metil
t-butil eter /isohexan, gel de siliciu) si fractiunile care confin produsul sunt combinate si
concentrate pentru a da compusul din titlu (40,4 g, 78%). ES/MS (m/e) 238 (M+Na).

Sinteza alternativa de (2S,4S)-4-hidroxi-2-metil-piperidin-1-carboxilat de tert-butil.

La un reactor ciptusit cu sticld continind apa deionizatd (460 L), si fosfat diacid de
potasiu (6,5 kg, 0,41 echivalenti) 1a 20°C este incdrcat DMSO (27,4 kg, 1,0 vol) si monohidrat de
D-(+)-glucozd (28,9 kg, 1,25 echiv). Temperatura internd este ajustatd pana la 30°C, si pH-ul
reactiei este ajustat pand la 6,9 prin adiugarea de hidroxid de sodiu apos (8%, 15 L, 0,28
echivalenti). Reactorul este incdrcat cu (2S5)-2-metil-4-oxo-piperidin-1-carboxilat de tert-butil
(24,9 kg, 1,0 echivalenfi (99,1%ee)), si amestecul este agitat la 30°C timp de 15 min.
Ketoreductaza (KRED-130, 250 g, 1% g/g), glucoza dehidrogenaza (GDH-101, 250 g, 1% g/g), si
sarca de sodiu NADP (63 g, 0,25% g/g) sunt incircate direct la amestecul de reactie printr-un port
de deschidere. Amestecul este mentinut la o temperaturd de 30°C si pH 7,0+ 0,2 prin addugarea de
8% NaHCOs. apoasi. Dupa agitare timp de 16,5 ore (99,5% conversie), reactia este incircati cu
Celite™ (12,5 kg, 50 g/g%) si toluen (125 L, 5 vol). Dupa agitare timp de 30 min la 30°C,
amestecul este transferat la un alt reactor de 2000 L printr-un filtru GAF in linie (4 straturi) pe o
perioadd de 1 ord. Amestecul este ldsat sd stea 30 min fard agitare, straturile sunt separate, si
stratul apos este reextras cu toluen (2 x 125 L). Straturile organice combinate sunt filtrate (filtru
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GAF in linie), si amestecul de toluen este spilat cu solutie apoasd de clorurd de sodiu (25%, 125 L,
5 vol) la 25°C. Solutia de toluen rezultata este uscata azeotropic (vid partial, temperaturd interna <
60°C) pand la 0,10 g/g% apa, si racitad la 20°C. Amestecul este filtrat din reactor printr-un filtru cu
cartus in tamburi curati sub presiune pozitiva de azot. Amestecul de reactie este apoi transferat din
tamburi intr-un vas de sticld aliniat de 500 L si concentrat sub vid (< 60°C) la un volum tinti
rezidual de 56 L (2,25 vol). n-Heptanul (169 kg, 10 vol) este incircat la 40°C, si amestecul este
insdmantat cu 25 g de (2S,4S5)-4-hidroxi-2-metil-piperidin-1-carboxilat de tert-butil. Suspensia
groasa rezultatd este diluatd cu n-heptan suplimentar (25 L, 1 vol) si riciti la 16°C peste 4 ore.
Produsul este izolat prin centrifugare, spalat cu n-heptan (25 L pe rotatie; 4 rotafii necesare),
rezultand 20,3 kg (81%; >99,9% ce) dupa uscarea timp de 11 ore intr-o tavd de uscare la 30°C.
ES/MS (m/e) 238 (M+Na).

Preparare 4
Sintezd de (2S,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]piperidin-1-carboxilat de
tert-butil.

3-(Clorometil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol (43,5 g, 301 mmol) se¢ adaugd la o solutic de
(285,4S)-4-hidroxi-2-metil-piperidin-1-carboxilat de tert-butil (29,5 g, 137 mmol) in acetonitril
(590 mL) la temperatura camerei. Amestecul de reactie este agitat intr-o baie de apa cu gheata si se
adaugd tert-butoxid de sodiu (54,3 g 548 mmol) in portii peste 10 minute, mentinind o
temperaturd internd sub 10°C. Amestecul de reactie este agitat intr-o baie de apd cu gheatd 1a o
temperaturd internd de 5°C timp de 9 ore, apoi este incdlzit Incet 1a temperatura camerei §i este
agitat peste noapte. Amestecul de reactie este ricit intr-o baie de api cu gheata si se adauga solutie
de clorurd de amoniu apoasi saturatd (200 mL) peste 5 minute, mentinind o temperaturd internd
sub 10°C in timpul adidugarii. Amestecul este apoi diluat cu apd (100 mL) si incélzit 1a temperatura
camerei. Amestecul este extras cu metil tert-butil eter (2 x 300 mL) si organicele combinate sunt
spilate cu saramurd (300 mL). Organicele combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si
concentrate pentru a da un reziduu. Reziduul este trecut repede printr-un strat de gel de siliciu (300
g) cluind cu metil tert-butil eter (1 L) si filtratul este concentrat pentru a da compusul din titlu
(46,5 g, 109%). MS m/z 334,0 (M+Na).

Sinteza alternativd de (2S5.,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2.4-oxadiazol-3-i)metoxi]piperidin-1-
carboxilat de tert-butil.
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La o solutic de (285,48)-4-hidroxi-2-metil-piperidin-1-carboxilat de tert-butil (0,25¢g, 1,16
mmol) si 3-(clorometil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol (0,308g, 2,32 mmol) in N,N-dimetilformamida
(3mL) sub azot la 0°C se adaugi in portii ter{-butoxid de sodiu (0,35 g, 3,5mmol) peste 5 min.
Amestecul de reactie este agitat la temperatura camerei timp de 10 min apoi la 40°C timp de 12
ore. Amestecul de reactie este ricit la temperatura camerei apoi stins cu apa (10mL). Straturile
sunt separate si faza apoasd este extrasd cu metil tert-butil eter (2?10mL). Extractele organice
combinate sunt spilate cu o solutic apoasad de clorurd de litiu (5%), uscate pe sulfat de magneziu,
filtrate si concentrate sub presiune redusd pentru a da compusul din titlu (0,49 g, 0,7 mmol,
randament 81%, puritate 60%) ca ulei maro. MS m/z 334,0 (M+Na).

Preparare 5
Sinteza de clorhidrat de 5-metil-3-[[(2S,4S)-2-metil-4-piperidil]Joximetil]-1,2,4-oxadiazol.

P¥
Nj/N

Un flacon continind (285,4S)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]piperidin-1-
carboxilat de tert-butil (4,03 g, 12,9 mmol) este scufundat intr-o baie de apd cu gheatd. La acest
flacon se adaugd o solutie 4 M de acid clorhidric in 1,4-dioxan (25,9 mL, 104 mmol) in picdtura
peste 5 minute cu agitare, mentinAnd o temperaturd internd sub 20°C in timpul addugarii.
Amestecul de reactie este agitat la temperatura camerei pentru 1 ord, apoi este concentrat pentru a
da compusul din titlu (3,56 g, randament 92% pe baza purititii de 83% mdsurate prin 'H RMN.
MS m/z 212,0 (M+H).

Sinteza  alternativi  de  S-metil-3-[[(2S,4S)-2-metil-4-pipelidilloximetil]-1,2,4-oxadiazol
clorhidrat.

Se adaugd metanol (50 mL) la (285,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-
il)metoxi]piperidin-1-carboxilat de tert-butil (12,9 g, 0,041 mol). Amestecul este ricit la 0°C. O
solutie 4M de acid clorhidric in metanol (80 mL) se adaugd in piciturd la amestecul ricit,
mentinind o temperaturd internd sub 20°C. Amestecul de reactic este apoi agitat la temperatura
camerei timp de 18 ore. Amestecul este apoi concentrat pentru a indepirta solventul. Se adauga
acetond (10 mL) si amestecul este agitat timp de 20 min. Se adaugi tetrahidrofuran (40 mL) si
amestecul este agitat timp de 3 ore. Solidul este colectat prin filtrare sub azot si turta solida filtrata
este clatitd cu tetrahidrofuran. Solidul filtrat este apoi uscat sub vid la 45°C timp de 2 ore pentru a
da compusul din titlu cu puritate de 90%. Recristalizarea utilizind acetona poate creste puritatea
compusului din titlu pand la 95%.

Preparare 6
Sinteza de 5-metil-3-[[(2S,4S)-2-metil-4-piperidilJoximetil]-1,2,4-oxadiazol.
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La o solutic de (285,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]piperidin-1-
carboxilat de tert-butil (0,49g, 1,6 mmol) in diclorometan (10mL) sub azot se adaugd acid
trifluoroacetic (1,8 mL, 23 mmol). Amestecul este agitat la temperatura camerei timp de 3 ore.
Amestecul este concentrat sub presiune redusd pentru a da un ulei galben. Reziduul este dizolvat in
metanol (SmL) si turnat pe un cartus cu schimbare de cationi, eluat cu metanol (2? 10mL) apoi cu
o solutie de amoniac 2 M in metanol (10mL). Filtratul este concentrat sub presiune redusa pentru a
da compusul din titlu (0,3g, 1,4 mmol, 91%). MS m/z 212,0 (M+H).

Exemplul 1

Sinteza de N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-0xadiazol-3-il)metoxi]-1-
piperidillmetil]tiazol-2-ilJacetamida.

o~
N
NTN

0
H{Sf
— L,

N-(4-Fluoro-5-formil-tiazol-2-il)acetamida (28,3 g, 150 mmol) se adaugi la clorhidratul
de 5-metil-3-[[(25,4S)-2-metil-4-piperidil Joximetil]-1,2,4-oxadiazol (48,7 g, 185 mmol,puritate
94%)) in acetat de etil (707 mL) la temperatura camerei. Amestecul de reactic este agitat la
temperatura camerei $i se adauga in picaturd N,N-diizopropiletilamind (34,1 mL, 195 mmol) peste
1 minut, apoi se adaugi triacetoxiborohidrurd de sodiu (98,5 g, 451 mmol) intr-o portic. Amestecul
de reactie este agitat intr-un bloc de incilzire la 31°C peste noapte cu o temperaturd internd de
30°C, apoi este ricit intr-o baie de apa cu gheati la o temperatura internd de 5°C. La amestec se¢
adaugd 2 M solutie de acid clorhidric apos (226 mL) peste 15 minute, mentinind o temperaturd
internd sub 10°C. La amestec se adaugi apa (250 mL) si amestecul este agitat la temperatura
camerei timp de 5 minute. Straturile sunt separate si stratul organic este extras cu un amestec de 2
M solutie de acid clorhidric apos (28 mL) in apa (50 mL). Primul strat apos este agitat intr-o baie
de apd cu gheati si se adaugd o solutie apoasd 50% de hidroxid de sodiu (25,7 mL) in picaturd
peste 10 minute, mentinind o temperaturd internd sub 10°C. Amestecul este diluat cu solutie
apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu (100 mL), apoi este agitat la temperatura camerei timp de
10 minute §i apoi este extras cu acetat de etil (3 x 400 mL). Organicele combinate sunt uscate pe
sulfat de sodiu, filtrate si concentrate pentru a da un reziduu. Al doilea strat apos din extragerea cu
acid clorhidric apos este diluat cu 2-metiltetrahidrofuran (200 mL) si amestecul este trecut printr-
un tampon scurt de pidmant de diatomee. Filtratul este transferat la o palnie de separare si straturile
sunt separate. Stratul apos este agitat intr-o baie de apa cu gheatd si se adaugd 50% dintr-o solutie
apoasa de hidroxid de sodiu (3,15 mL) in picdturd peste 5 minute, mentinind o temperaturd interni
sub 10°C. Amestecul este diluat cu solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu (10 mL), apoi
este agitat la temperatura camerei timp de 5 minute si apoi este extras cu acetat de etil (3 x 40 mL)
si 10% izopropanol in acetat de etil (100 mL). Organicele combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu,
filtrate si concentrate pentru a da un reziduu, care este combinat cu reziduul din prima parte din
proces. Reziduul combinat este trecut printr-un strat de gel de siliciu (350 g) eluand cu acetat de
etil (3,5 L) si filtratul este concentrat pentru a da un reziduu (45,8 g).

Reziduul (47,5 g de loturi combinate, 123,9 mmol) este purificat prin cromatografie
rapidd, eludnd cu 50-100% acetat de etil in heptan. Fractiunile care confin produsul sunt
concentrate la reziduu, care este suspendat intr-un amestec 1:1 de metil-tert-butil eter si heptan
(448 mL). Amestecul este agitat intr-un bloc de incilzire la 46°C timp de 30 minute la o
temperaturd internd de 45°C, apoi este ricit la temperatura camerei in 2 ore cu agitare. Amestecul
este filtrat, solidul spalat cu un amestec 1:1 de metil-tert-butil eter si heptan (30 mL). Solidul filtrat
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este uscat sub vid la 40°C peste noapte pentru a da compusul din titlu (28,5 g). MS m/z 384,0
(M+H); [a]p® = +33,4°(C=0,26, metanol).

Sinteza alternative de N-[4-fluoro-5-[[(2S,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-0xadiazol-3-
iDmetoxil-1-piperidillmetil]tiazol-2-ilJacetamida.

La o solutic de N-(4-fluoro-5-formil-tiazol-2-il)acetamidd (0,05g, 0,28 mmol) si 5-metil-
3-[[(2S,45)-2-metil-4-piperidil]Joximetil]-1,2,4-oxadiazol (0,04g, 0,19mmol) in diclorometan (10
mL) sub azot se adaugd N,N-diizopropiletilamini (0,1 mL, 0,57 mmol) si triacetoxiborohidrura de
sodiu (0,12g, 0,57 mmol). Amestecul de reactie este agitat la temperatura camerei timp de 12 ore.
Amestecul de reactic este turnat intr-o solutic apoasi saturatd de bicarbonat de sodiu (10mL).
Straturile sunt separate si faza apoasi este extrasa cu diclorometan (2x10mL). Extractele organice
combinate sunt uscate pe sulfat de magneziu, filtrate si concentrate sub presiune redusa pentru a da
un ulei portocaliu.

Reziduul este preluat in metanol (la un volum total de 9,8 ml), filtrat i purificat prin
prep-HPLC (Fenomenex Gemini-NX 10 Micron 50*150mm C-18) (CH3;CN & apa cu 10 mM
bicarbonat de amoniu ajustat la pH 9 cu hidroxid de amoniu, 15 % pand la 100% CH3;CN peste
10min la 110ml/min) (1 injectie) (271/204 nm) pentru a da compusul din titlu (0,02g, 0,05 mmol,
28%). MS m/z 384,2 (M+H).

Exemplul 1A
N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[ (5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]-1-piperidil]
metil]tiazol-2-ilJacetamida cristalina.

Se suspendi N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]-1-
piperidilJmetil]tiazol-2-ilJacetamida brutd (29,9g) in 448 mL de 50% metil tert butil eter in heptan
la 46°C timp de 30 minute. Se agitd amestecul si se riceste la 19°C peste doud ore inainte de
filtrare dupd care se spald cu 30 mL de 50% metil tert butil eter in heptan pentru a furniza
compusul din titlu (28,5g, randament 95%).

Difractia cu raze X pe pulbere (XRPD) din Exemplul 1A

Tiparele XRPD ale solidului cristalin sunt obtinute pe un difractometru cu raze X pe
pulbere Bruker D4 Endeavor, echipat cu o sursd CuKa (& = 1,54060 A) si un detector Vantec, care
opereazd la 35 kV si 50 mA. Mostra este scanatd intre 4 si 40° in 26, cu o ctapd de dimensionare
de 0,0087° in 20 si o ratd de scanare de 0,5 secunde/etapd, si cu divergentd de 0,6 mm,
antitlmprdgtiere fixatd la 5,28 mm, si fante detectoare de 9,5 mm. Pulberea uscata este ambalata pe
un suport de cuart pentru mostrd si o suprafatd netedd este obtinuta utilizand o lameld din sticla.
Este bine cunoscut in domeniul cristalografiei cd, pentru orice forma cristalind datd, intensitatile
relative ale maximelor de difractie pot varia din cauza orientirii preferate care rezultd din factori
cum ar fi morfologia si comportarea cristalului. Unde sunt prezente efecte de orientare preferata,
intensititile maxime sunt alterate, dar pozitille maxime caracteristice ale polimorfei sunt
nemodificate. (vezi, de exemplu The U. S. Pharmacopeia 38 - National Formulary 35 Capitolul
941 Characterization of crystalline and partially crystalline solids by X-ray powder diffraction
(XRPD) Official 1 mai, 2015). Mai mult, este de asemenea bine cunoscut in domeniul
cristalografiei ca pentru orice forma cristalind datd pozitiile maximelor unghiulare pot varia putin.
De exemplu, pozitille maxime se pot deplasa din cauza unei variatii in temperatura sau umiditatea
la care o mostrd este analizatd, in deplasarea mostrei, sau in prezenta sau absenta unui standard
intern. In cazul prezent, o variabilitate a pozitiei maximului de + 0,2 in 20 va tine seama de aceste
potentiale variatii fird a stnjeni identificarea univocd a formei cristaline indicate. Confirmarea
unei forme cristaline poate fi ficutd pe baza oricirei combinatii unice de maxime distinctive (in
unitdti de °20), de obicei maximele mai proeminente. Tiparele de difractie ale formei cristaline,
colectate la temperatura ambiantd si umiditate relativd, sunt ajustate pe baza maximelor standard
NIST 675 1a 8,85 si 26,77 grade 2-teta.

O mostrd preparatd de N-[4-fluoro-5-[[(2S,45)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-
i)metoxi]-1-piperidil]Jmetil]tiazol-2-il]Jacetamida cristalind este caracterizatd printr-un tipar XRPD
utilizand radiatie CuKa ca avind maxime de difractie (valori 2-teta) cum s-a descris in Tabelul 1
de mai jos. Tiparul specific contine un maxim la 12,1° in combinatic cu unul sau mai multe
maxime selectate din grupul constand din 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22.7°, 23,5°, 24,3°, si 26,8° cu o
toleranta pentru unghiurile de difractie de 0,2 grade.
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Tabelul 1: maximele de difractie cu raze X pe pulbere ale N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[(5-
metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]- 1-piperidil]metilJtiazol-2-ilJacetamidei cristaline, Exemplul 1A.

Maxim Unghi (2-teta®)+/- 0,2° Intensitate relativa (% celor mai multe maxime intense)

1 7,7 9

2 10,1 9

3 12,1 100
4 15,3 50
5 18,3 11
6 19,3 13
7 21,6 16
8 22,2 16
9 22,7 16
10 23,5 30
11 243 35
12 26,8 27

Test de enzima OGA umana in vitro
Generare de proteine OGA

Secventa de nucleotide care codifica O-GlcNAc-f3-N-
acetilglucosaminidase (NM_012215) umani de lungime completd este inseratd in vectorul
pFastBacl (Invitrogen) cu o etichetd poli-histidind (HIS) N-terminald. Generarea baculovirusului
este efectuatd in conformitate cu protocolul sistemului de expresie al baculovirusului Bac-la-Bac
(Invitrogen). Celulele Sf9 sunt infectate 1a 1,5 x10° celule/mL utilizand 10 mL de virus P/ pe litru
de culturd si incubate la 28°C timp de 48 de ore. Celulele sunt centrifugate, clitite cu PBS si
granulele depozitate la -80°C. Proteinele OGA de mai sus (His-OGA) sunt purificate dupd cum
urmeazi: 4 L de celule sunt lizate in 200 mL de tampon continand 50 mM Tris, pH 8,0, 300 mM
NaCl, 10% glicerol, 10 mM imidazol, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,1% triton™ X-100, 4 tablete de
inhibitori de proteazd (EDTA complete liber, Roche) timp de 45 min la 4°C. Acest lizat celular
este apoi centrifugat timp de 40 min la 16500 rpm la 4°C, si supernatantul incubat cu 6 mL de
rasind Ni-NTA (nichel-acid nitrilotriacetic) timp de 2 ore la 4°C.

Risina este apoi ambalati pe coloand si spilatd cu 50 mM tris, pH 8,0, 300 mM NaCl,
10% glicerol, 10 mM imidazol, 0,1% triton™ X-100, 1 mM DTT, urmati de 50 mM tris, pH 8,0,
150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT. Proteinele sunt eluate cu 50 mM tris,
pH 8,0, 150 mM NaCl, 300 mM imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT. Fractiunile grupate care
confin His-OGA sunt concentrate pand la 6 ml si incircate pe Superdex75 (16/60). Proteina este
eluatd cu 50 mM tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 2 mM DTT. Fractiunile continand His-
OGA sunt grupate si concentratia de proteine masuratd cu BCA (test colorimetric Bradford).

Test de enzima OGA

Enzima OGA catalizeaza la indepirtarea O-GlcNAc de proteinele nucleocitoplasmatice.
Pentru a mdsura aceastd activitate, se utilizeazd fluoresceina di-N-acetil-B-N-acetil-D-
glucozaminidd (FD-GlcNAc, Kim, Eun Ju; Kang, Dae Ook; Love, Dona C.; Hanover, John A.
Carbohydrate Research (2006), 341(8), 971-982) ca substrat la o concentratic finald de 10 uM (in
format de test cu 96 de godeuri) sau 6,7 uM (in format de test cu 384 de godeuri). Acest substrat
fluorogenic devine fluorescent dupd clivarea cu OGA, astfel incit activitatea enzimei poate fi
masuratd prin cresterca fluorescentei detectate la 535 nm (excitatic la 485nm).

Tamponul de testare este preparat pentru a da o concentratie finald de 50 mM H,NaPOs-
HNa,PO3, 0,01% albumind din ser bovin si 0,01% triton™ X-100 in ap3, la pH 7. Concentratia
finald a enzimei este 3 nM (in formatul de test cu 96 de godeuri) sau 3,24 nM (in formatul de test
cu 384 de godeuri). Ambele formate de test dau in mod esential rezultate echivalente.

Compusii care urmeaza si fie testafi sunt diluati in dimetil sulfoxid (DMSO) pur utilizand
curbe de rdspuns la concentratie in zece puncte. Concentratia maxima a compusului in amestecul
de reactie este 30 pM. Compusii la concentratia adecvata sunt preincubati cu enzima OGA timp de
30 minute inainte ca reactia sd inceapd prin adiugarea substratului. Reactiile sunt ldsate si se




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3573983 T2 2021.10.31
16
desfisoare timp de 60 minute la temperatura camerei. Apoi, fird oprirea reactiei, se citeste
fluorescenta. Valorile ICso sunt calculate prin reprezentarca graficd a datelor normalizate vs. log
compusului si ajustarea datelor utilizand o ecuatie logistici cu patru parametri.
Compusul din Exemplul 1 a fost testat in mod esential cum s-a descris mai sus §i a
prezentat o ICso de 2,36 nM= 0,786 (n=8). Aceste date demonstreazd ¢i compusul din Exemplul 1

inhiba activitatea enzimei OGA in vitro.

Testul intregii celule pentru misurarea inhibirii activititii enzimei OGA

Placarea celulei:

Se utilizeazd conditiile standard cunoscute in domeniu, celulele TRex-293 modificate
pentru expresia inductibild a P301S-1N4R care formeaza proteina tau asociatd microtubulelor, sunt
generate si mentinute in mediu de crestere, constind din DMEM bogat in glucozd (Sigma#
D5796), suplimentat cu 10 % ser fetal bovin fard tetraciclind (FBS, Sigma F2442), 20 mM
HEPES, 5 pg/mL blasticidind (Life Technologies# A11139-03) si 200 pg/mL zeocin (Life
Technologies# R250-01). Pentru experimente, celulele sunt placate in mediu de crestere la 10.000-
14.000 celule pe godeu intr-o placa cu 384 de godeuri Corning Biocoat (356663) acoperitd cu poli-
D-lizind, si incubate 20-24 ore intr-un incubator celular la 37°C/5% CO,. Experimentele sunt
efectuate fiard inducerea expresiei Tau.

Tratamentul compusului:

Compusii care urmeazi si fie testati sunt diluati serial 1/3 in DMSO pur utilizind curbe
de raspuns la concentratie in zece puncte si sunt diluati in continuare in mediu de crestere. La 20-
24 ore dupd placare, celulele sunt tratate cu compus de testat in mediu de crestere; concentratia
maxima a compusului este 15 pM (0,15% DMSO). Inhibarea maxima este definitd de masurétorile
replicate de 15 uM Tiamet G si inhibarea minima este definitd de mdsuritorile replicate de
tratament cu 0,15% DMSO. Celulele sunt intoarse in incubator la 37°C/5% CO» timp de 20-24 ore.
Compusi sunt testati in duplicate in fiecare placa.

Imunocolorare:

Dupd 20-24 ore de tratament al compusului, mediul este indepartat de pe placa de test si
25 pL de 3,7 % solutie de formaldehidd (Sigma # F1635) in DPBS (Sigma #D8537) se adaugi la
fiecare godeu si se incubeaza timp de 30 minute. Celulele sunt apoi spilate o datd cu DPBS si apoi
permeabilizate cu 0,1% triton™ X-100 (Sigma# T9284). Dupa 30 minute, celulele sunt spalate de
doud ori cu DPBS si apoi se adauga solutie de blocare (1% BSA/DPBS/0,1% triton™ X-100) la
fiecare godeu si se incubeazi timp de 60 minute. Solutia de blocare este indepdrtatd si se adauga
0,40-0,33 pg/mL de solutie de anticorp proteic O-GlcNAc (clond RL2, Thermo, MA1072) in
solutie de blocare la celule si se lasd sd stea peste noapte la 2-8°C. Urmaitoarea zi, celulele sunt
spdlate de doud ori cu DPBS si se adaugd anticorpul secundar, 1gG anti-soarece de caprd Alexa
Fluor 488 (Life Technologies # A11001) la 2 ug/mL in DPBS, la fieccare godeu si se lasd sd stea la
temperatura camerei timp de 90 min. Anticorpul secundar este Indepartat, celulele spalate de doud
ori cu DPBS si o solutic de DAPI (Sigma #D9564) si RNazd (Sigma, R6513) in DPBS 1la o
concentratie de 1 si 50 ug/mL, respectiv, se¢ adaugd la fiecare godeu. Placa este ctangatd, incubati
timp de o ord si analizatd pe un Acumen ¢X3 hci (TTP Labtech). Toate incubdrile si etapele de
spilare descrise mai sus sunt ficute la temperatura camerei, cu exceptia anticorpului primar.

Analizi si rezultate:

Plicile sunt analizate pe un instrument Acumen eX3 utilizand lasere de excitatie de 488 si
405 nm si doud filtre de emisie FL2 (500-530 nm) si FL.1 (420-490 nm). Filtrul FL2 este semnalul
corespunzitor la anticorpul proteic O-GlcNAc (clond RL2) si filtrul FL1  este semnalul
corespunzitor la nucleul celulei (DAPI). Raportul FL2 total/FL1 total (fluorescenta totald a
fiecarei godeu fird obiect sau selectie de populatie) este utilizat pentru analiza datelor. Datele sunt
normalizate la o inhibare maximi cum s-a referit printr-un tratament de 15 pM de Tiamet G si 0
inhibare minimd cum s-a obtinut printr-un tratament cu 0,15% DMSO. Datele sunt ajustate cu o
aplicatie de ajustare pe o curbd neliniard (ecuatie logisticd cu 4 parametri) si valorile 1Cso sunt
calculate si raportate.
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Compusul din Exemplul 1 a fost testat in mod esential cum s-a descris mai sus §i a
prezentat o ICso de 21,9 nM=* 7.3 (n=5). Aceste date demonstreazd ci compusul din Exemplul 1
inhibi activitatea enzimei OGA intr-un test celular.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e WO-A1-2014/159234

(57) Revendicari;

1. Un compus cu formula:
O-N F}j\ N/&
N
H b

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

2. Compusul sau sarea in conformitate cu revendicarea 1 in care metilul din pozitia 2 este in
configuratie cis fatd de oxigenul din pozitia 4 pe inelul de piperiding:

Rt

3. Compusul sau sarea in conformitate fie cu revendicarea 1 sau revendicarea 2 in care
compusul este N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]-1-
piperidilJmetil]tiazol-2-ilJacetamida.

4. Compusul in conformitate cu revendicarea 3 care este N-[4-fluoro-5-[[(2S,4S)-2-metil-4-
[(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metoxi]-1-piperidil Jmetil Jtiazol-2-il] acetamida.

5. Compusul in conformitate cu revendicarea 4 in care compusul este cristalin.

6. Compusul in conformitate cu revendicarea 5 care este caracterizat printr-un maxim in
spectrul de difractie cu raze X pe pulbere, la unghiul de difractie 2-teta de 12,1° in combinatie cu
unul sau mai multe maxime selectate din grupul constand din 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22.7°, 23,5°,
24.3°, 51 26,8°, cu o tolerantd pentru unghiurile de difractie de 0,2 grade.

7. Un compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1-6 pentru utilizare in terapie.

8. Un compus sau sare acceptabila farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1-6 pentru utilizare in tratamentul bolii Alzheimer.

9. Un compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1-6 pentru utilizare in tratarea progresului deprecierii cognitive usoare cu boala
Alzheimer.
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10. Un compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile 1-6 pentru utilizare in tratarea paraliziei supranucleare progresive.

11. O compozitie farmaceutica, cuprinzand un compus sau o sare acceptabila farmaceutic a
acestuia in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1-6 cu unul sau mai multi purtitori,
diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic.

12. Un procedeu pentru preparareca unei compozitii farmaceutice, cuprinzind amestecarea
unui compus sau a unei saruri acceptabile farmaceutic a acestuia in conformitate cu oricare dintre
revendicarile 1-6 cu unul sau mai multi purtitori, diluanti, sau excipienti acceptabili farmaceutic.

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



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - CLAIMS

