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

Proteina izocitrat dehidrogenazi (IDH) este o enzimd importantd in ciclul acidului citric
(acid tricarboxilic sau Krebs). Ciclul acidului citric este centralizat important la multe cdi
biochimice si este una dintre componentele stabilite cel mai timpuriu ale metabolismului celular.

Izocitratul dehidrogenazd catalizeazd decarboxilarea oxidativd a izocitratului la o-
ketoglutarat (2-oxoglutarat). Aceste enzime apartin la doud subclase distincte, din care una
utilizeazd dinucleotide nicotinamidi adenine (NAD(+)) ca acceptor de electron si cealaltd fosfat de
dinucleotide nicotinamidd adenine (NADP(+)). Au fost raportate trei izocitrat dehidrogenaze de
mamifer: un izocitrat dehidrogenazi dependent de NAD(+), o enzimd multisubunitard care se
localizeaza la matricea mitocondriald, si doi izocitrati dehidrogenazi dependenti de NADP(+), din
care unul este mitocondrial si celdlalt predominant citosolic. Fiecare izozimd dependentd de
NADP(+) este un dimer. Proteina codificatd de gena IDHI1 este izocitratul dehidrogenaza
dependent de NADP(+) gésit in citoplasmi si peroxizomi. Enzima citoplasmatica serveste un rol
semnificativ in productia de NADPH citoplasmatici. IDHI1 este exprimati intr-un larg interval de
specii si in organisme cirora le lipseste un ciclu complet de acid citric.

Recent, mutatii in IDH1, si izoformele asociate IDH2, au fost gisite in cateva tipuri de
cancere. S-a descoperit cd mutatiile apar la aminoacizi specifici de-a lungul secventei de proteind
si sunt exprimate heterozigot, consistent cu un cistig de functionare. Aceste mutatii apar la
reziduurile conservate functional si studii biochimice ale formelor mutante de IDH1 si IDH2 au
demonstrat o pierdere a functiondrii normale, conversia reversibild a izocitratului la a-ketoglutarat.
Rezultatul acestor mutatii este de a permite o noud (sau neomorficd) conversie a o-ketoglutaratului
(0K @) la 2-hidroxiglutarat (2HG). Ca rezultat, celulele canceroase care gazduiesc forme mutante
de IDHI sau IDH2 formeaza concentratii substantial mai ridicate de 2HG. Nivelurile ridicate de
2HG conduc la un bloc in diferentierea celulard care poate fi inversat prin inhibarea mutantilor
IDH1 sau IDH2.

Cererea de brevet PCT/US2016/043264 divulgd inhibitori covalenti ai IDH1 mutant.
Cererea de brevet PCT/IB2012/055133 divulgd de asemenea inhibitori de proteine IDH mutante.
Existd o necesitate suplimentard pentru compusi care inhibd selectiv enzimele IDH1 si IDH2
mutante pentru tratamentul diferitelor cancere. Existd o necesitate suplimentard pentru compusi
care inhiba selectiv enzimele IDH1 si IDH2 mutante demonstrand activitate neomorficd asupra
IDH1 si IDH2 de tip silbatic pentru tratamentul diferitelor cancere. Prezenta inventie furnizeazi
compusi cu Formula I sau Ia care sunt inhibitori de IDH1 si IDH2 mutanti. Compusii cu Formula I
sau la sunt inhibitori covalenti care inhibd selectiv IDH1 si IDH2 mutanti.

Un aspect din prezenta divulgare este de a furniza compusi inhibitori ai enzimei IDH]1 si
IDH2 mutante cu formula:

« o] N\/ | o
\)I\N/\ HJ\/)I:{I\Z/go

in care:
R! este -CHCH(CHs)s, -CHCHj;, -CHCH,OCH;, sau -CH:-ciclopropil;
R? este -CH; sau -CH,CH;
X este N sau CH; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Un aspect al inventiei este de a furniza compusi inhibitori ai enzimei IDH1 si IDH2
mutante cu formula:
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Ia

m care

R! este -CHCH(CHs)s, -CHCHj;, -CHCH,OCH;, sau -CH:-ciclopropil;
R? este -CH; sau -CH,CHs; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Un alt aspect din prezenta inventie furnizeazd un compus cu formula Ia care este:
7-[[(1S)-1-[4-[(1R)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin- 1 -il)etil |fenil]etil Jamino]-1-etil-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni;
7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil Jfenil]etil Jamino]-1-etil-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni;
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[1-(4-prop-2-enoilpiperazin- 1-il)propil]fenil]etilJamino]-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1;
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[1-(4-prop-2-enoilpiperazin- 1-il)propil]fenil]etilJamino]-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2;
sau o sare acceptabild farmaceutic oriciror dintre acestia.

Un alt aspect din prezenta inventie este un compus cu Formula Ia care este 7-[[(1S)-1-[4-
[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil ]fenil Jetil Jamino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Un alt aspect din prezenta inventie furnizeaza o compozitiec farmaceuticd cuprinzind un
compus inhibitor al IDH1 mutant cu Formula Ia, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, si
un purtitor acceptabil farmaceutic.

Un alt aspect din prezenta divulgare furnizeazd o metoda de tratare a unui cancer care
exprimd IDH1 mutant sau IDH2 mutant care este gliom, glioblastom, glioblastom multiform,
astrocitom, oligodendrogliom, paragangliom, fibrosarcom, limfom al celulei T angioimunoblastic
(AITL), sindrom mielodisplazic (MDS), leucemie limfoblastici acuti a celulei B (B-ALL), cancer
la tiroidd, cancer colorectal, leucemie micloidd acuti (AML), melanom, cancer la prostati,
condrosarcom sau colangiocarcinom la un pacient, cuprinzand administrarea la un pacient care are
nevoie de aceasta, a unei cantitidti eficiente terapeutic dintr-un compus cu Formula I sau Ia, sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Un alt aspect din prezenta divulgare furnizeazd o metoda de tratare a unui cancer care
exprima IDH1 mutant sau IDH2 mutant care este fibrosarcom, leucemie mieloida acuti, gliom, sau
glioblastom la un pacient, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei
cantitdti eficiente terapeutic dintr-un compus cu Formula I sau la, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia.

Un alt aspect din prezenta inventie furnizeazd un compus cu Formula Ia, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in terapie.

Un alt aspect din prezenta inventie furnizeazd un compus cu Formula Ia, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul unui cancer care exprimi IDH1
mutant sau IDH2 mutant care este gliom, glioblastom, glioblastom multiform, astrocitom,
oligodendrogliom, paragangliom, fibrosarcom, limfom al celulei T angioimunoblastic (AITL),
sindrom mielodisplazic (MDS), leucemie limfoblasticd acutd a celulei B (B-ALL), cancer la
tiroidd, cancer colorectal, leucemic micloidd acuti (AML), melanom, cancer la prostati,
condrosarcom sau colangiocarcinom.

Un alt aspect din prezenta inventie furnizeazd un compus cu Formula la, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul unui cancer care exprimi IDH1
mutant sau IDH2 mutant care este fibrosarcom, leucemie mieloida acutd, gliom, sau glioblastom.

Un alt aspect din prezenta divulgare furnizeaza utilizarea unui compus cu Formula I sau
la, sau a unei siruri acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul unui cancer care exprimd IDH1 mutant sau IDH2 mutant care este gliom, glioblastom,
glioblastom multiform, astrocitom, oligodendrogliom, paragangliom, fibrosarcom, limfom al
celulei T angioimunoblastic (AITL), sindrom mielodisplazic (MDS), leucemie limfoblasticd acuta
a celulei B (B-ALL), cancer la tiroidi, cancer colorectal, leucemie micloidd acuti (AML),
melanom, cancer la prostatd, condrosarcom sau colangiocarcinom.
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Un alt aspect din prezenta divulgare furnizeaz3 utilizarea unui compus cu Formula I sau
la, sau a unei sdruri acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru fabricarea unui medicament pentru
tratamentul unui cancer care exprimd IDHI mutant sau IDH2 mutant care este fibrosarcom,
leucemie micloidi acutd, gliom, sau glioblastom.

Termenul ,,pacient” insecamnd mamifer si ,,mamifer” include, dar nu este limitat la, un
OIm.

,.Cantitate eficientd terapeutic™ inseamni dozajul compusului cu Formula I sau Ia, sau o
sare acceptabila farmaceutic a acestuia, sau o compozitiec farmaceuticd continind compusul, sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia, necesare pentru a inhiba IDH1 mutant sau IDH2 mutant la
un pacient cu cancer, conducind la eliberarea blocirii in diferentiere cu inhibarea rezultantd a
cresterii celulei tumorale si eliminarea sau Incetinirea sau oprirea progresului cancerului la un
pacient. Dozajele anticipate dintr-un compus cu Formula I sau la, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia sunt in intervalul de la 1 mg/pacient/zi pand la 2000 mg/pacient/zi. Dozajele
preferate sunt anticipate a fi in intervalul de la 5 mg/pacient/zi pana la 1800 mg/pacient/zi. Cele
mai preferate dozaje sunt anticipate a fi in intervalul de la 40 mg/pacient/zi pand la 1600
mg/pacient/zi. Dozajul exact necesar pentru a trata un pacient si lungimea timpului de tratament
vor fi determinate de cdtre un medic avand in vedere stadiul si severitatea bolii precum si nevoile
specifice si raspunsul pacientului individual. Desi exprimate ca dozaj pe o bazi zilnica, dozarca
administrdrii poate fi ajustati pentru a furniza un beneficiu terapeutic mai optim la un pacient si
pentru a gestiona sau ameliora orice toxicitate asociati cu medicamentul. In plus fati de doza
zilnicd, poate fi adecvatd dozarea de doud ori pe zi (B.I.D.); dozarea de trei ori pe zi (T.LD.);
dozarea in fiecare altd zi (Q2D); fiecare alti zi pe o perioada de cinci zile urmata de doud zile fara
dozare (T.I.W.); sau la fiecare a treia zi (Q3D).

Termenii ,.tratament”, , trateazd®, si ,.tratarea”, sunt destinafi sd includi intregul spectru al
interventiei pentru cancerul de care suferd pacientul, cum ar fi administrarea compusului activ
pentru a atenua, incetini, sau inversa unul sau mai multe simptoame si pentru a intarzia progresul
cancerului chiar daci cancerul nu este de fapt eliminat.

Termenul -CH>CH(CHzs), inseamnd 2-metilpropil, termenul -CH>CH>OCH3 inseamnd 2-
metoxietil, si termenul -CHs-ciclopropil inseamna ciclopropilmetil.

Un compus cu Formula I sau la, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, este
preferabil formulat ca compozitic farmaceuticd utilizind un purtitor acceptabil farmaceutic si
administrat pe o varictate de cii. Preferabil, astfel de compozitii sunt pentru administrare oral.
Astfel de compozitii farmaceutice §i procedee pentru prepararea lor sunt bine cunoscute in
domeniu. Vezi, de exemplu, REMINGTON: THE SCIENCE SI PRACTICE OF PHARMACY,
L.V. Allen, Editor, editia a 22-a, Pharmaceutical Press, 2012.

Intr-o realizare particulard, compozitia farmaceuticd cuprinde 7-{[(1S)-1-{4-[(1S)-1-(4-
acriloilpiperazin-1-il)-2-ciclopropiletil]fenil } etil ]amino}-1-etil-1,4-dihidro-2H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond sau o sarc acceptabild farmaceutic a acesteia, impreund cu un purtitor
acceptabil farmaceutic si optional alte ingrediente terapeutice in special pentru tratamentul
cancerului in general sau a unui tip specific de cancer.

Un compus cu Formula I sau la, sau o sare acceptabild farmaceutic, poate fi administrat
fic simultan cu, sau inainte, sau dupd, unul sau mai multi alti agenti terapeutici. Compusul cu
Formula I sau Ia, sau o sare acceptabila farmaceutic, cand se administreazi cu unul sau mai multi
alti agenti terapeutici, poate fi administrat separat, pe aceeasi sau pe cii diferite de administrare,
sau impreund in aceeasi compozitic farmaceuticd ca celilalt agent terapeutic. Unde sunt
administrati unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari, administrarea fiecdrui agent
terapeutic poate fi simultand, separatd, sau secventiala.

Un compus cu Formula I sau Ia este capabil sd reactioneze cu un numir de acizi
anorganici i organici pentru a forma sarea de aditic a unui acid acceptabila farmaceutic. Astfel de
sdruri acceptabile farmaceutic si metodologia comund pentru prepararea lor sunt bine cunoscute in
domeniu. Vezi, de exemplu, P. Stahl, si colab., HANDBOOK OF PHARMACEUTICAL SALTS:
PROPERTIES, SELECTION AND USE, (VCHA/Wiley-VCH, 2002); S.M. Berge, si colab.,
.Pharmaceutical Salts, ,,Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, nr. 1, ianuarie 1977.

Un compus cu Formula I sau la, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi
preparat printr-o varietate de proceduri cunoscute in domeniu, precum si prin cele descrise mai jos.
Etapele de sintezi specifice pot fi combinate intr-o ordine diferitd pentru a prepara un compus cu
Formula I sau Ia, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Suplimentar, anumiti intermediari descrisi in urmdtoarele preparari pot contine unul sau
mai multe grupdri de protectic la azot. Se intelege cd grupdrile de protectie pot fi variate cum este
apreciat de citre o persoand calificatd in domeniu depinzand de conditiile de reactie particulare si
transformdrile particulare, care sunt efectuate. Conditiile de protectie si deprotejare sunt bine
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cunoscute specialistului calificat si sunt descrise in literaturd (vezi de exemplu ,,Greene's
Protective Groups in Organic Synthesis™, a cincea editie, de Peter G.M. Wuts si Theodora W.
Greene, John Wiley & Sons, Inc. 2014).

Compusii cu Formula I sau Ia sunt denumiti in conformitate cu IUPAC, si pot fi de
asemenea denumiti in conformitate cu CAS, si pot fi utilizate si alte nume pentru a identifica
neambiguu un compus cu Formula I sau Ia, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Se va intelege cd un compus cu Formula I sau Ia poate fi reprezentat ca stereoizomer
singur. Existd doi centri chirali dind nastere la patru diastercomeri. Asa cum s-a utilizat in acest
document, referirile la un singur stereoizomer se infelege ca includ de asemenea amestecuri
stereoizomerice incluzand compusii denumi(i sau reprezentati cu Formula I sau Ia. Aici,
desemnirile Cahn-Ingold-Prelog ale (R) si (S) pot fi utilizate pentru a se referi la stereoizomerii
specifici. Stereoizomerii specifici pot fi preparati prin sinteza stereospecificd utilizind materii
prime cnantiomeric pure sau imbogitite. Stereoizomerii specific ai materiilor prime,
intermediarilor, sau amestecurilor racemice incluzand compusii cu Formula I sau Ia pot fi rezolvati
prin tehnici bine cunoscute in domeniu, cum ar fi cele gisite in Stereochemistry of Organic
Compounds, E. 1. Eliel si S. H. Wilen (Wiley 1994) si Enantiomers, Racemates, and Resolutions,
J., Jacques, A. Collet, si S. H. Wilen (Wiley 1991), incluzind cromatografia cu fazd chirala
stationard, separdri enzimatice, sau cristalizare fractionald sau cromatografic de diastercomeri
formati in acel scop, cum ar fi sirurile diastereomerice. Pentru compusii cu Formula I sau Ia avand
o configuratie cu toti stereocentrii prezentafi, ,,substantial enantiomeric pur inseamnd ci puritatea
izomerici este mai mare de 90% exces enantiomeric. intr-o alti realizare, o puritate izomerici a
unui compus cu Formula I sau Ia este mai mare de 95% exces enantiomeric. In inci o alt realizare
puritatea izomerica a unui compus cu Formula I sau Ia este mai mare de 98% exces enantiomeric.
In inca o alta realizare puritatea izomericd a unui compus cu Formula I sau Ia este mai mare de
99% exces enantiomeric. Toti stereoizomerii, individuali si incluzand amestecurile diastereomerice
ale compusilor cu Formula I sau Ia sunt avuti in vedere in domeniul prezentei inventii.
Desemndrile ,izomer 1° si ,izomer 2% si ,diastereomer 1° si ,diasterecomer 2 s¢ referd la
compusii care elueazi din cromatografia chirald primul si respectiv al doilea, si dacd cromatografia
chirald este initiath devreme in sintezd, aceeasi desemnare este aplicatd intermediarilor si
exemplelor ulterioare.

Compusii utilizati ca materii prime initiale in sinteza compusilor cu Formula I sau Ia sunt
bine cunoscuti si, in masura in care nu sunt disponibili comercial, pot fi cu usurintd sintetizati
utilizAnd referirile specifice furnizate, prin proceduri standard utilizate in mod obisnuit de cei
avand calificare obisnuitd in domeniu sau care sunt gisite in texte de referintd generale.

Exemple de proceduri cunoscute si metode le includ pe cele descrise in texte de referintd
generale cum ar fi Comprehensive Organic Transformdri, VCH Publishers Inc,
1989; Compendium of Organic Sintetic Methods, Volumes 1-10, 1974-2002, Wiley
Interscience; Advanced Organic Chemistry, Reactions Mechanisms, and Structure, 5th Edition,
Michael B. Smith and Jerry March, Wiley Interscience, 2001; Advanced Organic Chemistry, 4th
Edition, Part B, Reactions and Synthesis, Francis A. Carey and Richard J. Sundberg, Kluwer
Academic/Plenum Publishers, 2000, etc., si referiri citate Tn acestea.

Anumite abrevieri sunt definite dupa cum urmeaza: ,,ACN*“ inseamnd acetonitril; ,,aKG™
inseamnd alfa-ketoglutarat sau 2-ketoglutarat; ,,aloc™ inscamna aliloxicarbonil; ,, ATCC* Inseamni
Colectia de Culturi de Tip American;, ,,BCA™ inseamni acid bicinconinic; ,,BSA* inscamnid
albumind din ser bovin; ,,CDI* inseamnd 1,1'-carbonildiimidazol; ,DCC* inseamnd 1,3-
diciclohexilcarbodiimidd; ,DCM™ inseamnd diclorometan; ,DEAD® Iinseamni dietil
azodicarboxilat, ,DIAD“ Inscamnid azodicarboxilat de diizopropil, ,DIC* inseamni
diizopropilcarbodiimid3; ,,DIPEA* inseamnd diizopropiletilamind sau N-etil-N-izopropil-propan-
2-amind; ,DMAP® inscamnd dimetilaminopiriding; ,DMF* inscamnd dimetilformamida;
L,DMSO* inscamni dimetil sulfoxid; ,,DTT“ inscamni ditiotreitol; ,EDC* inscamni EDAC,
EDCI, sau clorhidrat de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-¢ctilcarbodiimidd; ,,EDTA“ inseamnd acid
etilendiaminotetraacetic; ,,EGTA“ inseamnd acid ectilen glicol tetraacetic; ,,EtOAc™ Inseamni
acetat de etil; ,,EtOH™ inseamni ctanol sau alcool etilic; ,,Ex* insecamnd exemplu; ,HATU"
inseamnd hexafluorofosfat de (dimetilamino)-N,N-dimetil(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-
iloxi)metaniminiu; ,HBTU* inseamnd hexafluorofosfat de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluroniu; ,,2HG* inseamnd 2-hidroxiglutarat; ,,ds-3HG™ inseamni acid 3-hidroxi-1,5-
pentandioic-2,2,3,4,4-ds; ,HILIC* inseamnd cromatografie lichidd cu interactiune hidrofila;
LHOAt* inseamnd 1-hidroxi-7-azobenzotriazol; ,,HOBt“ inseamni 1-hidroxilbenzotriazol hidrat;
,HPLC" inseamnd cromatografic lichidi de inaltd performantd; ,,ICso insecamnd concentratia unui
agent care produce 50% din raspunsul inhibitor maxim posibil pentru acel agent; ,,mCPBA*
inseamnd acid meta-cloroperbenzoic; ,,MeOH™ inscamnid metanol sau metil alcool; ,,NADP* si
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NADPH" inseamnd formele oxidatd si redusd de fosfat de dinucleotide nicotinamidi adenine
respectiv; ,,NMP* Insecamnd N-metil-2-pirolidond; ,PG* inscamnd grupare de protectie; ,,Prep™
inseamnd preparare; ,.PyBOP“ inseamnd hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitripirolidino-
fosfonium; ,PyBrop™ inscamnd fosfat de bromo-tris-pirolidino fosfoniuhexafluoro; ,rpm*
inseamnd rotatii pe minut; ,,(R)-RUCY®-XyIBINAP* inseamni RuCI[(R)-daipena][(R)-xilbinap;
~ONAT® Inseamnd substitutie aromaticd nucleofilici; ,,TEA® inseamnd trietilamind; ,, TFA™
inseamnd acid trifluoroacetic; , THF* inseamnd tetrahidrofuran; si , Tris® insecamni
tris(thidroximetil)aminometan.

Compusii cu Formula I sau la, sau sirurile acceptabile farmaceutic ale acestora, pot fi
preparate printr-o varietate de proceduri cunoscute in domeniu, din care unele sunt ilustrate in
schemele, prepardrile, si exemplele de mai jos. Etapele 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 compusi cu Formula I sau Ia, sau siruri acceptabile farmaceutic ale acestora. Produsele
fiecdrei etape din schemele de mai jos pot fi recuperate prin metode conventionale bine cunoscute
in domeniu, incluzand extragerea, evaporarea, precipitarea, cromatografierea, filtrarea, triturarea,
si cristalizarea. In schemele de mai jos, tofi substituentii dacd nu se indica altfel, sunt cum s-au
definit anterior. Reactivii §i materiile prime sunt cu usurintd disponibile cuiva avand calificare
obisnuitd in domeniu.

Schema 1
o Ciglizare e ~y Alchitars Mﬁ\@
\“s*’i%ml_nzaa Ftapa & o Sy ‘&}9 Ftapa 5 \S,fi‘\, kﬂ,.&;\()
i“ "?! i:n ﬁ"

Oxidars L Fitapa ©

oY
N i
S g

af's‘g_) Is
w B

In Schema 1, o serie a reactiilor conduce la un 1-substituit-7-(metilsulfonil)-1,4-dihidro-
2H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, (4), produsul din Etapa C unde R?este cum s-a definit
anterior. ,,PG™ este o grupare de protectic dezvoltatd pentru gruparea amino sau gruparea oxigen
cum ar fi pentru carbamati, amide sau esteri. De exemplu, 5-hidroxi metil 4-amino-2-metilsulfanil-
pirimidind poate fi ciclizatd sub conditii standard de carbamoilare la oxazini-2-ond utilizind
trifosgen si 0 baza organici cum ar fi DIPEA sau TEA la o temperaturd de la aproximativ -30 pana
la -35°C pentru a da Compusul (2), produsul din Etapa A. Alternativ, o dihalogenura carbonil sau
o di-psecudohalogenurd carbonil cum ar fi CDI, fosgen, sau difosgen poate fi utilizatd in loc de
trifosgen pentru a completa carbamoilarea. Amina oxazinei poate fi alchilatd cu halogenura alchil
substituitd adecvat cum ar fi un reactiv iodo intr-un solvent cum ar fi NMP si o bazd anorganica
cum ar fi K»COs3 la o temperaturd de aproximativ 50-65°C pentru a da Compusul (3), produsul din
Etapa B. Alternativ, o reactie Mitsunobu poate fi realizata pentru a alchila amina oxazinei utilizand
un alcool adecvat cum ar fi MeOH. Reactiile Mitsunobu sunt bine cunoscute in domeniu si pot
converti o grupare hidroxil intr-o grupare indepartabila care este afisatd de o largd varietate de
nucleofile cum ar fi un carbamat utilizand trifenilfosfina si un azodicarboxilat cum ar fi DIAD sau
DEAD intr-un solvent cum ar fi THF pentru a da Compusul (3). Sulfida poate fi oxidati la sulfond
in conditii bine cunoscute in domeniu cum ar fi mCPBA sau peroximonosulfat de potasiu la o
temperaturd de aproximativ 10 pand la 25°C intr-un solvent cum ar fi ACN sau DCM pentru a da
Compusul (4), produsul din Etapa C.
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In Schema 2, un (4-(1-aminoetil)fenil)metanol (7) poate fi generat in cateva etape dintr-o
aril halogenurd cum ar fi o bromura (5) utilizand proceduri bine cunoscute specialistului calificat.
Amina poate fi protejata in sub-ctapa 1, Etapa D, unde ,,PG* este o grupare de protectic dezvoltata
pentru gruparea amino cum ar fi o amida. Aril bromura protejati (5) poate fi convertiti la o cetona
sub conditii de carbonilare cu litiu pentru a da aril cetona (6) in sub-etapa 2, Etapa D. Cetona
poate fi apoi redusd utilizind un agent reducitor cum ar fi borohidrura de sodiu intr-un solvent
cum ar fi MeOH in sub-etapa 1, Etapa E. Amina poate fi deprotejat in aceastd etapd (sub-etapa 2,
Etapa E) sau la un moment mai tirziu in sintezd pentru a da Compusul (7). Alternativ, Compusul
(6) poate fi convertit direct la Compusul (12) intr-o aminare reductivd utilizind izopropoxid de
titan(IV) intr-un solvent cum ar fi THF si cu incilzire la aproximativ 60°C urmati de ricire si
adiugare de MeOH si un agent reducdtor cum ar fi cianoborohidrurd de sodiu pentru a da
Compusul (12). Compusul (7) poate fi convertit 1la o benzil halogenurd cum ar fi o clorurd sub
conditii standard de halogenare utilizind un agent de halogenare cum ar fi clorura de tionil sau
POCI; intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusul (10), Etapa I. Compusul (10) poate fi
protejat dacd este necesar si alchilat in Etapa J. De exemplu, amina (10) poate fi protejatd in sub-
ctapa 1 a Etapei J utilizind o grupare de protectiec cum ar fi un trifluoroacetil sau CBZ. Astfel de
grupdri de protectie sunt bine cunoscute si apreciate in domeniu. Alternativ, Compusul 10 poate fi
preparat dintr-o aldehidd, Compusul (8). Compusul (8) poate fi preparat prin oxidarea alcoolului
benzilic corespunzitor sub astfel de conditii ca periodinanul Dess-Martin intr-un solvent cum ar fi
DCM pentru a da o aldehida (8). O reactie Grignard poate fi realizatd in Etapa G pe aldehida
pentru a da Compusul (7). Compusul (7) din etapa G poate fi clorinat in Etapa H pentru a da
Compusul (10) cum s-a discutat mai sus pentru Etapa I. Clorura compusului (10) poate fi afisatd cu
0 piperazind mono-protejata in a doua etapd, procedurd cu un singur recipient. Nu este intotdeauna
necesard protectia 1-feniletilaminei dar dacd se alege protectia, este avantajoasi utilizarea a
diferite grupdri de protectie pe 1-feniletilamind decat pe produsul piperazind amina (11), Etapa J,
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sub-etapa 1, pentru a deproteja selectiv unul sau cealalti PG in etapa doritd. De exemplu, 1-
feniletilamina poate fi reactionatd cu anhidridd trifluoroaceticd utilizand o baza organici cum ar fi
TEA intr-un solvent cum ar fi DCM la o temperaturd de aproximativ 0-5°C pentru a da produsul
amind protejat din sub-ctapa 1, Etapa J. O persoand calificati in domeniu ar intelege cd pot fi
utilizate si alte grupdri de protectic pe amind, cum ar fi CBZ. Deplasarea clorurii poate fi apoi
realizatd In conditii bine cunoscute de citre o persoand calificatd in domeniu. De exemplu,
halogenura poate fi deplasati de piperazina protejati sau neprotejatd utilizand o bazd anorganica
cum ar fi K>COs si se utilizeaza KI, sau Nal ca si catalizator nucleofilic pentru a accelera reactia.
Amestecul poate fi incilzit la aproximativ 60-80°C intr-un solvent cum ar fi ACN pentru a da
compusul protejat (11) din sub-etapa 2, Etapa J. Gruparea de protectie pe 1-feniletilamina poate fi
indepartatd cu o bazd cum ar fi hidroxid de potasiu apos pentru a da Compusul (11) din sub-etapa
3, Etapa J.

Schema 3
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in Schema 3, Compusul (11) poate fi reactionat cu Compusul (4), Schema 1, intr-o reactie
SnvAr utiliznd o bazi organica cum ar fi DIPEA, CsF pentru a accelera reactia, un solvent cum ar
fi DMSO, si o temperaturd de aproximativ 70-80°C pentru a da produsul din Etapa L. In Etapa M,
sub-etapa 1, o ferf-butoxi piperazind protejatd poate fi deprotejatd utilizind un acid cum ar fi HCI
in dioxan si MeOH sau TFA in DCM in timp ce o aloc piperazind protejatd poate fi deprotejatd in
prezenta unei surse de paladiu cum ar fi tetrakis(trifenilfosfin)paladiu(0) catalitic Intr-un solvent
cum ar fi THF utilizand o nucleofild moale cum ar fi dimedona pentru a da piperazina deprotejati
din sub-etapa 1, Etapa M. In sub-etapa 2, Etapa M, piperazina poate fi amidatd cu clorurd de
acriloil la o temperaturd de la aproximativ -50 pand la -78°C cu sau fira o bazi organica cum ar fi
TEA daci amina este o sare acida intr-un solvent cum ar fi DCM pentru a da compusi cu Formula
Ia. Alternativ, o cuplare amida poate fi realizatd cu acid acrilic si amina adecvatd intr-un solvent
cum ar fi DMF cu un reactiv de cuplare cum ar fi EDC si un aditiv cum ar fi HOBt. O persoani
calificatd in domeniu va recunoaste ci existd un numir de metode si reactivi pentru formarea
amidei care rezultd din reactia de acizi carboxilici si amine. De exemplu, reactia aminei adecvate si
acidului acrilic in prezenta unui reactiv de cuplare cu sau fird o bazd organicd cum ar fi DIPEA
sau TEA poate furniza un compus cu Formula Ia. Alti reactivi de cuplare includ carbodiimide, cum
ar fi DCC, DIC, sau un carbonildiimidazol cum ar fi CDI. Alti aditivi de cuplare amidici, cum ar fi
HO At pot fi de asemenea utilizati pentru a spori reactia. Suplimentar, ar putea fi utilizate sdruri de
uroniu sau fosfoniu de anioni non-nucleofilici, cam ar fi HBTU, HATU, PyBOP, si PyBrOP in loc
de reactivii de cuplare mai traditionali. Un aditiv cum ar fi DMAP poate fi utilizat pentru a
accelera reactia de amidare dorita.
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Alternativ in Schema 4, amina produsului deprotejat al compusului (7), Schema 2 poate fi
reactionatd cu Compusul (4) cum s-a descris in Schema 3, Etapa L intr-o alchilare SxAr pentru a
da Compusul 13. Hidroxilul poate fi clorinat cum s-a descris in Etapa I, Schema 2 pentru a da
Compusul 14, Etapa O. Clorura compusului (14) poate fi afisatd intr-o alchilare cu piperazind cum
s-a descris in Schema 2, Etapa 11, sub-etapa 2 pentru a da Compusul (5). Piperazina protejatd

poate fi deprotejatd si piperazina apoi amidatd cum s-a descris in Schema 3, Etapa M pentru a da
compusi cu Formula Ia.
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In schema 5, un (4-(1-aminoetil)fenil)metanol chiral (7a) poate fi generat in cateva etape
dintr-o halogenurd chiral aril cum ar fi o bromurd (5a) utilizind proceduri bine cunoscute
specialistului calificat. Amina poate fi protejatd in sub-etapa 1, Etapa D, unde ,,PG™ este o grupare
de protectic dezvoltatd pentru grupareca amino cum ar fi o amidi. Bromura aril (5a) poate fi
convertitd la o cetona sub conditii de carbonilare cu litiu pentru a da aril cetona (6a) in sub-etapa 2,
Etapa D. Cetona poate fi apoi redusd asimetric utilizind un agent reducitor chiral cum ar fi (R)-
RUCY-XyIBINAP intr-un solvent cum ar fi EtOH pentru a furniza compusul 7a in sub-etapa 1,
Etapa E. Compusul (7a) poate fi convertit la o halogenura chiral benzil cum ar fi o clorurd, sub
conditii standard de halogenare utilizind un agent de halogenare cum ar fi clorura de benzoil intr-
un solvent cum ar fi t-butil eter pentru a da compusul (10a), Etapa I. Compusul (10a) este mai intii
reactionat cu o piperazind protejatd (PG-piperazind) in prezenta unei baze cum ar fi bicarbonatul
de sodiu intr-un solvent cum ar fi acetonitril pentru a da forma protejati in sub-ctapa 1, Etapa J.
Forma protejata este apoi deprotejatd cu o baza cum ar fi hidroxidul de potasiu apos intr-un solvent
cum ar fi EtOH pentru a furniza compusul (11a), sub-etapa 2, Etapa J.
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In Schema 6, o serie a reactiilor conduce la o 1-substituit-7-cloro-4H-pirido[4,3-
d][1,3]oxazin-2-ona (18), produsul din Etapa C unde R? este cum s-a definit anterior. De exemplu,
etil 4,6-dicloropiridin-3-carboxilat (15) poate fi reactionat cu o amind sub conditii standard pentru
a da 6-cloro-4-(amino)piridin-3-carboxilat (16) intr-un solvent cum ar fi acetonitril. Reducerea
grupdrii ester in Compusul (16) utilizand un reactiv hidrurd cum ar fi hidrura de litiu aluminiu intr-
un solvent cum ar fi THF dau (4-amino-6-cloro-3-piridil)metanol (17). Compusul cum ar fi 17
poate fi ciclizat sub conditii standard de carbamoilare la oxazind-2-ond utilizand trifosgen si o baza
organicad cum ar fi DIPEA sau TEA la o temperaturd de aproximativ -20°C pentru a da Compusul
(18), produsul din Etapa C. Alternativ o dihalogenurd carbonil sau o di-pseudohalogenura carbonil
cum ar fi CDI, fosgen, sau difosgen poate fi utilizatd in loc de trifosgen pentru a completa
carbamoilarea. Compusul 11, preparat asa cum se aratd mai sus in Schemele 2 sau 5, sau cum s-a
descris in alternativele la fiecare Schemad, poate fi reactionat cu Compusul 18 sub conditii standard
de alchilare. Compusul intermediar rezultat este apoi deprotejat si amidat cum s-a descris mai sus
in Schemele 3 sau 4 pentru a da compusii cu Formula I unde X este CH.

Intr-o etapd optionald, o sare acceptabila farmaceutic a unui compus cu Formula I sau Ia
poate fi formata prin reactia unei baze libere adecvate cu Formula I sau Ia cu un acid acceptabil
farmaceutic adecvat intr-un solvent adecvat sub conditii standard. Suplimentar, formarea de astfel
de saruri poate avea loc simultan dupd deprotejarea unei grupari de protectic la azot. Formarea de
astfel de sdruri este bine cunoscutd si apreciatd 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). Cineva
avand calificare obisnuitd in domeniu va aprecia ¢i un compus cu Formula I sau la este cu usurintd
convertit 1a i poate fi izolat ca sare acceptabild farmaceutic.

Preparare 1
7-metilsulfanil-1,4-dihidropirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni

NTO
\s)*N ”’J“o

Se adauga trifosgen (859 g, 2,9 mol) l1a o solutie de (4-amino-2-metilsulfanil-pirimidin-5-
il)metanol (900 g, 5,26 mol) in THF (22,5 L) peste 15 minute la -30°C. Se adaugd DIPEA (2,449
g, 18,92 mol) intr-o ord, in timp ce se mentine temperatura reactiei intre -35 si -30°C. Amestecul
de reactic este apoi turnat peste apd cu gheatd (30 L) si se adaugd 2-metiltetrahidrofuran (10 L).
Faza organicd este spalati cu apd si saramurd. Faza organicd este uscati pe Na>SO.si este
concentrati la sec. Produsul brut este suspendat cu eter de petrol/EtOAc (1:1), filtrat, si concentrat
pentru a da un solid galben care este transportat fard purificare suplimentard (890,5 g, 1,62 mol,
puritate 83%, randament 86%). MS (m/z): 198 (M+H).
Preparare 2
1-etil-7-(metiltio)-1,4-dihidro-2H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond

\SJ:I\I\:LO
N

La o solutic de 7-metilsulfanil-1,4-dihidropirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond (280 g, 1,42
mol) in NMP (2,24 L) se adaugd K-COs (294,2 g, 2,13 mol) si iodura de etil (336,3 g, 1,99 mol) la
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temperatura camerei. Amestecul este agitat timp de 16 ore la 50°C si apoi diluat ca DCM (3 L) si
apa (6 L). Faza organici este separati si spalatd cu apd si saramurd si concentratd la sec pentru a da
compusul brut din titlu (286 g, 1,27 mol, puritate 83%, randament 91%). MS (m/z): 226 (M+H).
Preparare 3

1-metil-7-metilsulfanil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-0ond

N4\/|(‘o
\s)*N TAO

La o solutic de trifenilfosfind (1,61 g, 6,08 mmol) si 7-metilsulfanil-1,4-
dihidropirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond (1,00 g, 5,07 mmol) in THF (25 mL) se adaugi MeOH
(0,248 mL, 6,08 mmol) urmat de addugarca in piciturd de DIAD (1,21 mL, 6,08 mmol) la
temperatura ambianti. Dupa agitare peste noapte, solventul este indepdrtat sub vid si uleiul galben
rezultat este purificat prin cromatografie pe gel de siliciu (40-50% EtOAc/hexani) pentru a da
compusul din titlu ca solid alb (1,08 g, 5,11 mmol, cantitativ). MS (m/z): 212 (M+H).

Preparare 4
1-etil-7-(metilsulfonil)-1,4-dihidro-2H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni

N¢\|Ar\o
,} S\)\\N N/go
07 o k

La o solutic agitatd de 1-etil-7-(metiltio)-1,4-dihidro-2H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-
ond (286 g, 1,24 mol) in ACN (2,8 L) si apa (1,4 L) se adaugd peroximonosulfat de potasiu (1526
g. 2,48 mol) ca solid peste 20 minute, si amestecul rezultat este agitat timp de 16 ore la 10-20°C.
Amestecul de reactie este filtrat i turta filtratd obtinuta este spdlatd cu DCM. Filtratele combinate
si DCM sunt spdlate cu 5% Na»>SOs, apd, si saramurd. Faza organici este uscatd pe Na>SOs si
concentratd pentru a furniza compusul din titlu (133,8 g, puritate 93%, randament 41%). MS
(m/z): 258 (M+H).

Urmadtorul compus este preparat in mod esential prin metoda de Preparare 4.

Tabelul 1

prep.

ES/MS
M+H)

Denumire chimica Structura

(m/z)

1-metil-7-metilsulfonil-4H-pirimido[4,5-d] [1,3]oxazin-2- N%)\/\ o

ond \ )*N N ’J*o 244
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Preparare 6
N-[(1S)-1-(4-bromofenil)etil]-2,2,2-trifluoro-acetamida

. O
; F
@Au*&
F
Br

Se adauga anhidridd trifluoroaceticd (165 mL, 1,17 mol) in piciturd la o solutie de (15)-1-
(4-bromofenil)etanaminid (213 g, 1,06 mol) in ACN (1,3 L) 1a 5°C urmati de adiugarea in picatura
de TEA (326 mL, 2,34 mol) intr-o ord. Dupd 30 minute, se¢ adaugi apid (3 L) si saramurd (1 L)
conducand la formarea a unui precipitat incolor. Suspensia este agitatd timp de 15 minute si apoi
solidul este filtrat, spalat cu apa si hexani, si uscat prin curent de aer urmat de uscare la 40°C sub
vid pentru a da compusul din titlu (290 g, 92%). 'H NMR (ds-DMSO) & 1,44 (d, 3H, J = 7,1 Hz),
4,98 (dddd, 1H, J= 7,6, 7,1, 7,1, 7,1 Hz), 7,30 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,55 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 9,91
(d, 1H, J =7,6 Hz).

Preparare 7
N-[(1S)-1-[4-(2-ciclopropilacetil)fenil]etil]-2,2,2-trifluoro-acetamid:
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Se adaugi »-butil litiu (2,5 M in hexani, 53 mL, 130 mmol) in picdturd la o solutic de V-
[(1S)-1-(4-bromofenil)etil]-2,2,2-trifluoro-acetamidi (18,00 g, 60,79 mmol) in THF (600 mL) la -
78°C astfel Incat sd mentind o temperaturd internd sub -70°C. Dupa ce addugarea este completd,
amestecul este agitat timp de 45 minute la -78°C si apoi se adaugd 2-ciclopropil-N-metoxi-/N-
metil-acetamidd (11,4 g, 79,6 mmol) ca solutic in THF (10 mL). Amestecul este agitat la -78°C
timp de 45 minute, se¢ adaugi clorurd de amoniu saturatd apoasd, si amestecul este incilzit la
temperatura camerei. Straturile sunt separate si stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu
anhidru, filtrat, si concentrat sub presiune redusi. La solid se adaugd o cantitate micd de DCM si
amestecul este Incilzit rapid pentru a dizolva solidele. Amestecul este concentrat pand inainte de
precipitare si apoi se adauga hexani (150 mL) in picdturd cu agitare viguroasd pentru a da un solid
incolor. Solidul este colectat prin filtrare, spilat cu o cantitate mica de hexani, si uscat sub presiune
redusi pentru a da compusul din titlu (13,82 g, 76%) ca solid incolor. MS (m/z): 298,3 (M-H).

Urmitorul compus este preparat in mod esential prin metoda de Preparare 7.

Tabelul 2

prep.

ES/MS
M+H)

Denumire chimica Structura

(m/z)

: QF.
NJ\{/
H F

2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(3-

metoxipropanoil)fenil]etil]acetarmids, 304

20

25
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Preparare 9
1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-etanol

NH,
HO

Se adaugi borohidrurd de sodiu (0,1411 g, 2 echiv., 3,729 mmol) 1a o solutie de N-[(1S)-
1-[4-(2-ciclopropilacetil)fenil]etil]-2,2,2-trifluoro-acetamida (558 mg, 1,86 mmol) in MeOH (15
mL) ricitd intr-o baie de apd cu gheatd. Amestecul este agitat timp de aproximativ 2,5 ore, si apoi
se adaugd hidroxid de potasiu (800 mg, 14,2 mmol) in apd (3 mL). Amestecul este agitat la
temperatura camerei timp de aproximativ 20 ore. Amestecul este concentrat si partitionat intre
DCM si api. Stratul organic este spilat cu clorurd de sodiu saturatd apoasd, uscat pe sulfat de
sodiu, filtrat, si concentrat pentru a da compusul din titlu (354 mg, 1,38 mmol, 74%) ca solid alb.
Materialul este utilizat fird purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 189,0 (M-OH).

Preparare 10
2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-(4-formilfenil)etil]acetamida
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Se adaugid periodinan Dess-Martin (20,9 g, 49,3 mmol) la 0°C la o solutic de 2,2,2-
trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(hidroximetil)fenil Jetil|acetamidd (11,1 g, 44,9 mmol) in DCM (450 mL).
Amestecul de reactic este agitat peste noapte si ldsat sd se incdlzeascd la temperatura camerei.
Amestecul de reactie este diluat cu DCM suplimentar si spdlat cu NaHCOs saturatd apoasa,
Na,S,>0; saturatd apoasd, si saramurd. Organicele combinate sunt uscate (NaxSO.), filtrate, si
concentrate pentru a da un reziduu care este purificat prin cromatografie pe gel de siliciu eluand cu
un gradient de 0-50% EtOAc/hexani pentru a da compusul din titlu ca solid alb (9,5 g, 39 mmol,
86%). ES/MS (m/z): 244 (M-H).

Preparare 10a
2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(hidroximetil)fenilJetil J]acetamidi

- O

P

N
HO H

Se adaugd anhidrida trifluoroacetica (12 mL, 85,4 mmol) la 0°C la o solutie de [4-[(15)-
1-aminoetilJfenilJmetanol (10,8 g, 71,4 mmol) in CH>Cl, (150 mL). Dupd 10 minute, se adauga
trictilamind (24 mL, 172 mmol) in CH>Cl, (8 mL) in piciturd in 30 minute, baia de ricire este
indepartata si reactia este agitatd peste noapte. Amestecul de reactie este concentrat sub vid, diluat
cu CH>Cl, suplimentar, si spdlat cu 1 N HCI apos si apd. Faza organici este uscatd (Na>SOa),
filtratd, si concentratd. Materialul brut este purificat prin cromatografie pe gel de siliciu eluand cu
un gradient de 0-50% EtOAc/hexani pentru a da compusul din titlu ca solid alb (11,1 g, 44,9
mmol, 63%). ES/MS (m/z): 246 (M-H).

Preparare 11
2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(1-hidroxi-3-metil-butil)fenil]etil|acetamid i

CF3

HO F

La o solutic de 2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-(4-formilfenil)etil]acetamidd (1,72 g, 7,01
mmol) in THF (35 mL) ricitd intr-o baic de apa cu gheati se adaugd bromurd de izobutilmagneziu
(2 M in dietil eter, 7,0 mL, 14,0 mmol) si se agita timp de aproximativ 30 minute. Amestecul este
stins cu clorurd de amoniu saturatd apoasa si partitionat intre EtOAc si apa. Stratul organic este
spalat cu clorurd de sodiu saturati apoasd, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat pentru a da
compusul din titlu ca un ulei (1,40 g, 4,15 mmol, 59%) carc este utilizat fard purificare
suplimentard. ES/MS (m/z): 302,0 (M-H).

Urmitorul compus este preparat in mod esential prin metoda de Preparare 11.

Tabelul 3

prep.

ES/MS
M+H)

Denumire chimica Structurd

(m/z)

12

2.2.2-trifluoro-N-[(15)-1-[4-(1- Y
hidroxipropil)feniljetillacetamid "o HJF% 293 (M+NH,)

40

Preparare 13
tert-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etilJfenil]etil] piperazin-1-
carboxilat
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Se adauga izopropoxid de titan(IV) (60 mL, 200 mmol) la o solutic de N-[(1S)-1-[4-(2-
ciclopropilacetil)fenil]etil]-2,2,2-trifluoro-acetamidd (12,0 g, 40,1 mmol) si tert-butil piperazin-1-
carboxilat (17,9 g, 96,1 mmol) in THF (80 mL) si amestecul este agitat la 60°C peste noapte.
Amestecul este racit la temperatura camerei si se adaugd MeOH (80 mL) urmat de addugarea in
portiuni a cianoborohidrurii de sodiu (5,3 g, 80 mmol). Amestecul este agitat la temperatura
camerei timp de 8 ore si apoi se adaugd apd si MeOH si amestecul este agitat la temperatura
camerei peste noapte. Amestecul este filtrat pentru a indeparta solidele si solidele sunt clatite cu
MeOH si apd. Filtratul este concentrat partial pentru a indeparta cea mai mare parte de MeOH si
reziduul este extras cu EtOAc (27). Extractele organice combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu
anhidru, filtrate, si concentrate sub presiune redusd. Materialul brut este purificat prin
cromatografic pe coloand eludnd cu un gradient de 0% pand la 30% EtOAc in solvent B unde
solventul B este 1:1 hexani:DCM pentru a da compusul din titlu (10,5 g, 56%) ca solid incolor.
MS (m/z): 470,3 (M+H).

Preparare 14
tert-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-etil]piperazin-1-carboxilat

O =
OJLN “NH,
8
N

Qe

Se adaugi hidroxid de potasiu apos (5 M, 69 mL, 350 mmol) la o solutie de ferf-butil 4-
[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil Jfenil]etil | piperazin -1-carboxilat
(32,24 g, 68,67 mmol) in EtOH (350 mL) si amestecul rezultat este agitat la temperatura camerei
timp de 4 ore. EtOH este indepartat sub presiune redusd si la reziduu se adaugd bicarbonat de
sodiu apos saturat si amestecul este extras cu DCM. Extractele organice combinate sunt uscate pe
sulfat de sodiu anhidru, filtrate, si concentrate sub presiune redusd pentru a da compusul din titlu
(24,33 g, puritate 96,5% continand 3,5% DCM rezidual, randament 92%t) ca ulei vascos incolor.
MS (m/z): 374,3 (M+H).

Urmitorul compus este preparat in mod esential prin metoda de Preparare 14.

Tabelul 4

prep.

ES/MS
Denumire chimica Structurd (m/z)

M+H)

15

Q H
tert-butil  4-[1-[4-[(15)-1-aminoetil]fenil]-3-metil- 4\0 N/\ NH, 376
butil]piperazin-1-carboxilat k/ N

16

0 .
tert-butil 4-[(1R)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil] /}\OJJ\N/\ : NHy |348
fenil]propil]piperazin-1-carboxilat, izomer 1 K/ N

17

ter-butil 4-[(1R)-1-[4-[(1S)-1-
aminoetil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat, izomer 348
2
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prep.

ES/MS
Denumire chimica Structurd (m/z)

M+H)

10

15

20

25
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Preparare alternativa 14

Se adaugi o solutie de hidroxid de potasiu (1,28 g, 22,9 mmol) in apd (4 mL) la o solutie
de tert-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1s)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil] fenil]etil]piperazin-1-
carboxilat (2,15 g, 4,58 mmol) in EtOH (23 mL) si amestecul este agitat la temperatura camerei.
Dupd aproximativ 6 ore, amestecul este concentrat. Reziduul este partitionat intre DCM si solutie
saturatd de bicarbonat de sodiu. Stratul organic este spalat cu api si clorurd de sodiu saturatd
apoasa, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat pentru a da compusul din titlu ca un ulei care
este utilizat fara purificare (1,73 g, 4,49 mmol, 98%). ES/MS (m/z): 374,2 (M+H).
Preparare 18
tert-butil 4-[(1R)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-etil]piperazin-1-carboxilat,
diastereomer 1

o i
o~

A

Preparare 19
tert-butil 4-[(1S)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-etil]piperazin-1-carboxilat,
diastereomer 2

O <
v,

Un amestec 1:1 deferg-butil  4-[(1R)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-
etil]piperazin-1-carboxilat, diastercomer 1 si ferf-butil 4-[(1S)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil] fenil]-2-
ciclopropil-etil]piperazin-1-carboxilat, diastereomer 2 (3,23 g) este dizolvat in MeOH (40 mL) si
este separat in diastereomeri individuali prin cromatografic preparativi HPLC chirald utilizand
urmdtoarele conditii: coloani Chiralpak AD, 20 pm, (8 x 33 ¢cm); volum de injectic 10 mL; cluent
100% MeOH cu 0,2% DMEA; lungime de unda de detectie 220 nm; debit 400 mL/min. Prepararea
12, tert-butil 4-[(1R)-1-[4-[(1S5)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-etil] piperazin-1-carboxilat,
diastereomer 1, este obtinuta de la primul maxim de eluare ca ulei vascos clar (1,50 g, 46%, >99%
de). MS (m/z): 374,3 (M+H). Prepararca 13, fert-butil 4-[(1S)-1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-
ciclopropil-etil]piperazin-1-carboxilat, diastercomer 2, este obtinutd de la al doilea maxim de
eluare ca ulei vascos clar (1,46 g, 45%, >98,2% de). MS (m/z): 374,3 (M+H).

Preparare 20
N,3-dimetoxi-N-metil-propanamida

NH,

I
O._N

1

o

~
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O solutic de acid 3-metoxipropanoic (62 g, 577,7 mmol) in DCM (1200 mL) este tratata
incet in portiuni cu 1,1'-carbonildiimidazol (103 g, 635,2 mmol) si agitatd la temperatura camerei
timp de 2 ore. Se adaugi clorhidrat de N,0-dimetilhidroxilamini (62 g, 635,6 mmol) si amestecul
este agitat la temperatura camerei peste noapte. Amestecul este spalat cu apd (2x), 0,1M HCI apos
(2%), si cu bicarbonat de sodiu apos saturat (2x), uscat pe sulfat de magneziu, filtrat si concentrat
la sec pentru a da materialul brut. Materialul brut este cromatografiat pe gel de siliciu eluand cu un
gradient de 20-40% acetond 1n hexani. Uleiul rezultat este uscat peste noapte sub vid pentru a da
compusul din tithn (69,5g, 81,7%). 'H NMR (CDCl;) & 2,72 (t, 2H), 3,2 (s, 3H), 3,38 (s, 3H), 3,7
(m, SH).

Preparare 21
2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(1-hidroxi-3-metoxi-propilfenil]etil|Jacetamida

. QF.
N)H/
H F

HO

o

~

2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(3-metoxipropanoil)fenil]JetilJacetamida (23,62 g, 73,98
mmol, 95% din masd) este dizolvatd in MeOH (700 mL) si tratatd cu borohidrurd de sodiu (5,6 g,
150 mmol). Dupi agitare la temperatura camerei timp de 2 ore amestecul este tratat cu clorurd de
amoniu saturatd apoasi si MeOH este evaporat. Materialul rezultat este partitionat intre apa si
EtOAc, separat si organicele combinate sunt uscate pe Na,SO, filtrate, si concentrate la sec.
Materialul brut este cromatografiat pe gel de siliciu eluand cu 40% EtOAc in hexani pentru a da
compusul din titlu ca solid alb (17,82¢g, 79%). MS (m/z): 306 (M+H).
Preparare 22
terg-butil 4-[3-metoxi-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil]fenil]propil] piperazin-1-
carboxilat

(0] - 0]

OJ\N ?N Lr
T Y

O\

2,2,2-trifluoro-N-[(1S)-1-[4-(1-hidroxi-3-metoxi-propil)fenil]etilJacetamida (21,76g,
71,27 mmol) este dizolvatd in DCM (350mL) si ricitd la -10°C. Se adauga clorurd de tionil (26,12
g, 16 mL, 219,6 mmol) in piciturd si reactia este agitatd timp de 2 ore. Amestecul este concentrat
la sec, redizolvat in DCM, si reconcentrat. Materialul brut este dizolvat in ACN (300 mL) si ¢-butil
piperazin-1-carboxilat (26,55 g, 142,6 mmol), carbonat de potasiu (39,5 g, 286 mmol) si se adauga
iodurd de potasiu (12,0 g, 72,3 mmol). Amestecul este incilzit la 80°C timp de 72 ore. Solidul alb
rezultat este filtrat si spilat cu EtOAc. Filtratele combinate sunt spilate cu clorurd de amoniu
apoasd, uscate pe sulfat de magneziu, filtrate, si concentrate. Materialul brut este cromatografiat pe
gel de siliciu eluand cu un gradient de 40-80% EtOAc in hexani pentru a da compusul din titlu ca
spuma alba (29,63g, 88%). MS (mm/z): 474 (M+H).
Preparare 23
terg-butil 4-[1-[4-(1S)-1-aminoetil]fenil]-3-metoxi-propil]piperazin-1-carboxilat, diastereomer
1
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Preparare 24
terg-butil 4-[1-[4-(1S)-1-aminoetil]fenil]-3-metoxi-propil]piperazin-1-carboxilat, diastereomer
2

(@]

J

0" N NH,
A

o)

~

La o solutic de ferf-butil 4-[3-metoxi-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]-
etil]propil]piperazin-1-carboxilat (29,60 g, 62,5 mmol) in EtOH (310 mL) s¢ adaugi hidroxid de
potasiu apos (63 mL, 5 M). Solutia este agitatd timp de 4 ore la temperatura camerei si apoi
amestecul este concentrat la sec. Reziduul brut este tratat cu apd si bicarbonat de sodiu apos saturat
si extras cu DCM (3x). Extractele organice combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu, filtrate, si
concentrate pentru a da compusul din titlu (23,6g) care este dizolvat in MeOH (236 mL) si separat
in diastereomeri individuali prin cromatografie SFC chirald utilizind urméitoarele conditii:
coloand: Lux Celulozi-1, (5 x 25 cm); volum de injectie: 1 mL la fiecare 2,5 minute, cluent 15%
MeOQH/CO», lungime de undi de detectie 230 nm; debit 300 g/min; temperatura coloanei: 40°C;
punct de setare BPR: 100 bar; temperaturd BPR: 40°C. Compusul din titlu al Prepardrii 28 este
obtinut de la primul maxim de eluare ca ulei galben vascos clar (10,1 g, 42,8%, 96,6% de). MS
(m/z): 378 (M+H). Compusul Preparirii 29 este izolat ca al doilea maxim de eluare ca ulei galben
vascos clar (10,3 g, 43,6%, 95,2% de). MS (m/z): 378 (M+H).
Preparare 25
7-[[(1S)-1-[4-(1-cloro-2-ciclopropil-etil)fenil]etil ]amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-

2-0ni
H)*N r\[&o

Cl

Se adaugi clorurd de tionil (0,23 mL, 3,219 mmol) la un amestec de 7-[[(1S)-1-[4-(2-
ciclopropil-1-hidroxi-etil)fenil]etil Jamino]- 1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond (432 mg,
1,03 mmol) si carbonat de potasiu (741 mg, 5,37 mmol) in DCM (20 mL) si amestecul este agitat
la temperatura camerei timp de 20 minute. Amestecul este filtrat prin pdmaint de diatomee si
concentrat pentru a da compusul din titlu (518 mg, 1,07 mmol, 100%) ca spumd alba, care este
utilizat fard purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 401,2/403,2 (M+H).

Urmitorii compusi sunt preparati in mod esential prin metoda de Preparare 25.

Tabelul 5

prep.

ES/MS
M+H)

Denumire chimica Structura

(m/z)

26

N-[(1S)-1-[4-(1-cloro-2-ciclopropil-etil) fenil]etil]-2,2,2-

trifluoro-acetamida 318
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Nr. Denumire chimici Structura ESMS (m/z)
prep. (M+H)
. O
: F
-~
ol H'F
. o
; F
27 N-[(15)-1-[4-(1-cloro-3-metil-butil )fenil]etil] -2,2,2- N Fl300
trifluoro-acetamida a F
: 0
. T4 . . a9 e : : F
8 N [(IS). lv [4-(1-cloropropil)fenil]etil]-2,2,2-trifluoro NJFS/ 311 (M+NH,)
acetamida cl HF e
Preparare 29
terg-butil 4-[(1R)-2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-0x0-4H-pirimido[4,5-d][1,3] oxazin-7-
il)amino]etil]fenil]etil|piperazin-1-carboxilat
5
o) N NI/Y\O
OJ\N/\ N)\N/ N/J§O
H
LA N
La o solutic de fert-butil  4-[(1R)-1-[4-[(15)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropil-
etil]piperazin-1-carboxilat (864 mg, 3,35 mmol), si 1-etil-7-(metilsulfonil)-1,4-dihidro-2H-
10 pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond (1,14 g, 3,05 mmol), in DMSO (15 mL) se adauga CsF (1,39 g,
9,15 mmol) si DIPEA (0,80 mL, 4,6 mmol). Amestecul este agitat la 60°C timp de 1,5 ore.
Amestecul este ricit la temperatura camerei, diluat cu EtOAc, si spalat cu apd (2x). Spalarile
apoase combinate sunt extrase cu EtOAc si extractele organice combinate sunt uscate (NaxSO.),
filtrate, si concentrate la sec. Produsul brut rezultat este purificat prin cromatografic pe gel de
15 siliciu eludnd cu un gradient de 55% pand la 95% EtOAc in hexani pentru a da compusul din titlu
ca solid incolor (1,47 g, 88%). MS (m/z): 551,3 (M+H).
Urmatorii compusi sunt preparati in mod esential prin metoda de Preparare 29.
Tabelul 6
Nr ES/MS
" |Denumire chimica Structura (m/z)
prep. (M+H)
tert-butil  4-[(1S)-2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-0x0-[ o LW
30  |4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7- oJL‘vIv‘AnN f(’\u*u‘ ~r|«*o 551
il)amino]etil]fenil]etil]piperazin-1-carboxilat, At T h
-
. . N 0 - N0
tert-butil  4-[1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5- OJLN N )\\N, N ,go
31 d][1,3]oxazin-7-il)amino]etil] fenil]-3-metoxi- P (}, H L 555
propil]piperazin-1-carboxilat (diastereomer 1)
o\
32 |tert-butil  4-[1-[4-[(15)-1-[(1-etil-2-0x0-4H-pirimido[4,5- 555
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Nr ES/MS
" |Denumire chimica Structura (m/z)
prep. (M+H)
d][1,3]oxazin-7-il)amino]etil] fenil]-3-metoxi- o] : N0
propil]piperazin-1-carboxilat (diastereomer 2) OJLN/\ : N)I\/Nj;’J§ o]
X v«j:@ﬁ H
0\
terf-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-metil-2-0x0-4H-[ 4 . N7 o
33 Pirim?do[4,:5-d][},3]9xa;in-7-. ’ ’ oJLN/\ : NJ:NTNAO 537
il)amino]etil]fenil Jetil]piperazin-1-carboxilat (diastereomer (N H '
D
terf-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-metil-2-0x0-4H-[ 4 . NP0
34 pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7- oJLN’\ : N):NTN*O 537
il)amino]etil]fenil]etil]piperazin-1-carboxilat (diastereomer L_UN H '
2)
tert-butil  4-[1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5- i )Nj\/(\ i
35  |d][1,3]oxazin-7-il)amino]etil] fenil]-3-metil-butilpiperazin-| © "G NN o 553
1-carboxilat /|\
tert-butil 4-[(1R/S)-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-0x0 -4H- o o
36  |pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-il)amino] S VS PR S W St 525
. . Pkl . o SYYR L
etil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat, izomer 1 v
tert-butil 4-[(1R/S)-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-0x0 -4H- a . NT\Q
37  |pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-il)amino] ﬂ\o NN s NSNS 525
etil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat, izomer 2 K/"\(QA N
7-[[(1S)-1-[4-(2-ciclopropil-1-hidroxi-etil) NSNS0
38  |fenil]etil]amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d]  [1,3]oxazin-2- HO H K 383
ond
Preparare 39
7-[[(1S)-1-[4-[(1R)-2-ciclopropil-1-piperazin-1-il-etil]fenil]etil J]amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ona
5
O
A 5
HN N N N (0]
@ H
N
Se adaugd acid clorhidric (95 mL, 5,5 M in izopropanol, 520 mmol) in piciturd la o
solutie de tert-butil 4-[(1R)-2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-0x0-4H-pirimido[4,5-
10 d][1,3]oxazin-7-il)amino]etil]fenil]etil |piperazin-1-carboxilat (29,45 g, 53,48 mmol) in EtOAc
(570 mL) la 40°C. Amestecul este ldsat si sc agite 3 ore, la temperatura camerei, si apoi se dauga
apa (300 mL). Straturile sunt separate si stratul organic este extras cu apa (2 x 150 mL). PH-urile
extractelor apoase combinate sunt ajustate la pH 10 prin adiugarea de 5 N NaOH conducind la
formarea a unui solid incolor. Solidul este colectat prin filtrare, spilat cu apd, si acr uscat pentru a
15 da compusul din titlu (25,18 g, 99%) ca solid incolor. MS (m/z): 451,2 (M+H).
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Urmitorul compus este preparat in mod esential prin metoda de Preparare 39.

Tabelul 7
Nr. Denumire chimica Structura ES/MS (m/z)
prep. (M+H)
7-[[(18)-1-[4-[(1S)-2-Ciclopropil-1-piperazin-1-il- "15[\0
40 giilivl]fenil]etil] amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d]  [1,3]oxazin-2- ”"‘(} \/©/\ NN NK ©1451
v
Preparare 41
5 7-[[(1S)-1-[4-(2-ciclopropil-1-piperazin-1-il-etil)fenil]etil]amino]-1-metil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-0na, diastereomer 1
HNTY “NNNo
K/N H I
10 Tert-butilul 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(15)-1-[(1-metil-2-ox0-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-
7-il)amino]etil]fenil]etil]piperazin-1-carboxilat, diastercomer 1 (245 mg, 0,46 mmol) este dizolvat
in DCM (2,5 mL). Se adaugd TFA (0,7 mL, 9 mmol) si reactia este agitatd la temperatura camerei
timp de 90 de minute. Amestecul este stins cu 20% aq K2COs si extras cu DCM (37?). Extractele
organice combinate sunt uscate pe Na,SQs, filtrate, si concentrate la sec pe vid inaintat peste
15 noapte pentru a da compusul din titlu ca spuma alba, (196 mg, 88,5%). MS (m/z): 437 (M+H).
Urmitorii compusi sunt preparati 1n mod esential prin metoda de Preparare 41.
Tabelul 8
Nr ES/MS
*  |Denumire chimica Structura (m/z)
prep. (M+H)
- N~ 0
7 . . . . . : J\ | /k
-[[(18)-1-[4-(2-ciclopropil-1-piperazin-1-il- H N/\ N N”NSC
42 etil)fenil]etil]Jamino]-1-metil-4H-pirimido[4,5- K/ N H | 437
d][1,3]oxazin-2-ond, diastereomer 2
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-(3-metil-1-piperazin-1-il- HN/\ N)l\ NZ N/go
43 butil)fenil]etil]amino]-4H-pirimido[4,5- l\/N H [\ 453
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1
z N|/\j(\0
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-(3-metil-1-piperazin-1-il- HN/\ N)\ N N/g o
44 |butil)fenil]etil]amino]-4H-pirimido[4,5- K/N H I\ 453
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2
7-[[(1S)-1-[4-(2-ciclopropil-1-piperazin-1-il-
45 etil)fenil]etil]Jamino]-1-metil-4H-pirido[4,3- 436
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1
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Nr ES/MS
°  |Denumire chimica Structura (m/z)
prep. (M+H)
- N= l O
K/N H |
N= | 0]
7-[[(1S)-1-[4-(2-ciclopropil-1-piperazin-1-il- HN /gc
46 etil)fenil]etil]Jamino]-1-metil-4H-pirido[4,3- /\ 436
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2 LN
_ / o
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[(1R/S)-1-piperazin-1- /g
47  |ilpropil]fenil]etil]amino]-4H-pirimido[4,5- N ~0 |425
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1 k
_ / (0]
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[(1R/S)-1-piperazin-1- /g
48  |ilpropil]fenil]etil]Jamino]-4H-pirimido[4,5- N™ ~0O |425
d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2 k
Preparare 49
7-[[(1S)-1-[4-(2-ciclopropil-1-piperazin-1-il-etil)fenil]etil Jamino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ona
5
AL
HN N7 SN“N"0
SUeh
Un amestec de 7-[[(1S)-1-[4-(1-cloro-2-ciclopropil-etil)fenil]etil Jamino]- 1-etil-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond (518 mg, 1,07 mmol), carbonat de potasiu (445 mg, 3,217
10 mmol), iodurd de sodiu (161 mg, 1,07 mmol) si piperazind (277 mg, 3,22 mmol) in ACN (3 mL)
este incdlzit intr-o fiold etansati pand la 70°C. Dupd 8 ore, amestecul este ricit la temperatura
camerei, diluat cu EtOAc, filtrat prin pimint de diatomee, si concentrat. Materialul brut este
purificat pe gel de siliciu eluand cu un gradient de 1% pand la 7% 3 M NH3/MeOH in DCM pentru
a da compusul din titlu (306 mg, 0,66 mmol, 62%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 451,2 (M+H).
15 Urmitorii compusi sunt preparati in mod esential prin metoda de Preparare 49 utilizand
piperazina protejatd adecvata.
Tabelul 9
Nr ES/MS
*  |Denumire chimici Structura (m/z)
prep. (M+H)
50 tert-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2- 470
trifluoroacetil)amino]etilfenil]etil | piperazin-1-carboxilat
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prep.

ES/MS
Denumire chimica Structura (m/z)

. (M+H)
/Fo*NON

51

trifluoroacetil)amino]etil |fenil]butil] piperazin-1-carboxilat N

52

o
tert-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil) /’\ ° )J\N
amino]etil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat ()\1

. o
H F
”)F%:/ 444

tert-butil 4-[3-metil-1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2- /|\o)]\© \(;Oﬁ”&: 47

10

15

20

25

Preparare 53
terg-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat,
izomer 1

%OiU\CG/:\ﬁjLEF

Preparare 54
terg-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil]fenil]propil]piperazin-1-carboxilat,
izomer 2

%OiU\CG/:\ﬁjLEF

Tert-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(2,2,2-trifluoroacetil)amino]etil]-fenil ] propil ]piperazin-1-
carboxilat (29,2 g, 65,8 mmol) este dizolvat in MeOH (584 mL) si rezolvat prin cromatografic
SFC chirald utilizind urmaitoarele conditii: coloand: Chiralpak AD-H, 5x25 cm; eluent 85/15
CO»/MeOH cu 0,5% dimetiletilamind; debit 300 g/min; lungime de unda de detectie 230 nm;
temperatura coloanei 40°C; punct de setare BPR 100 bar; temperaturd solvent 40°C. Izomerul 1
este izolat ca primul maxim de eluare (14,15 g, 31,9 mmol). ES/MS (m/z): 444 (M+H). [zomerul 2
este izolat ca al doilea maxim de eluare (13,87 g, 31,3 mmol). ES/MS (m/z): 444 (M+H).
Preparare 55
terg-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-il)amino] etil]fenil]-3-
metil-butil]piperazin-1-carboxilat, izomer 1

Aok, Lo

N : \
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Preparare 56

terg-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-il)amino] etil]fenil]-3-
metil-butil]piperazin-1-carboxilat, izomer 2

5
/‘\OJ\N NTNINO
N iU
Tert-butilul 4-[1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-
il)amino]etil]fenil]-3-metil-butil |piperazin-1-carboxilat (2,6 g, 4,70 mmol) este dizolvat in 4:1
izopropanol:cloroform (50 mL) si rezolvat prin cromatografic SFC chirala utilizind urmdtoarele
10 conditii: coloand: Chiralpak AD-H, 5x25 cm; volum de injectic 1 mL; eluent 75/25 CO+/IPA cu
0,5% dimetiletilamind; debit 280 g/min; lungime de undi de detectic 240 nm; temperatura
coloanei 40°C; punct de setare BPR 100 bar; temperaturd solvent 40°C. Prepararea 45 este izolata
ca primul maxim de eluare (1,02 g, 1,89 mmol). ES/MS (m/z): 553,4 (M+H). Prepararea 46 este
izolati ca al doilea maxim de eluare (1,05 g, 1,90 mmol). ES/MS (m/z): 553.4 (M+H).
15 Exemplul 1
7-[[(1S)-1-[4-[(1R)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil[fenil]etil]] amino]-1-etil-
4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ona
o} . Nl/\/fo
’)LN/\ N)\N/ N’go
NG " N
20
Se adauga clorurd de acriloil (305 pL, 3,75 mmol, in 2 mL DCM) in picituri la o solutie
de 7-[[(1S)-1-[4-[(1R)-2-ciclopropil-1-piperazin-1-il-etil]fenilJetil Jamino]- 1-etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond (1,73 g, 3,26 mmol) in DCM la -78°C. Dupa 2 minute la -78°C, se¢ adaugi
cateva picaturi de MeOH urmate de bicarbonat de sodiu apos saturat si amestecul este ldsat si se
25 incilzeascd la temperatura camerei. Se adaugd DCM, straturile sunt separate, si stratul apos este
extras cu DCM. Extractele organice combinate sunt uscate (Na>SQy), filtrate, si concentrate la sec.
Produsul brut rezultat este purificat prin cromatografic pe gel de siliciu (25% pana la 40% Solvent
A in Solvent B unde Solvent A este 10% MeOH/acetond si Solvent B este hexani) pentru a da
compusul din titlu ca solid incolor (1,16 g, 70%). MS (m/z): 505,3 (M+H).
30 Urmitorii compusi sunt preparati in mod esential prin metoda din exemplul 1 (in care
Exemple 9 si 10 nu sunt parti ale inventiei).
Tabelul 11
Nr . . ES/M S
ex. Denumire chimica Structura (m/z)
) (M+H)
7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2- i NIA:(\O
2 |enoilpiperazin-1-il)etil]fenil] etil]amino]-1-etil-4H- H\"G‘\/@Aﬂ N Nk 505
pirimido[4,5-d][1,3] oxazin-2-ond H
. . o] - N*
7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2- PR |
3 |enoilpiperazin-1-il)etil|fenil]etil]amino]-1-metil-4H- ﬁ“@ N""N""N 491
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, diastercomer 1
4 7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2- 491
enoilpiperazin-1-il)etil]fenil]etil]Jamino]- 1 -metil-4H-
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¢
p
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Nr ES/M S
ox " |Denumire chimica Structura (m/z)
) (M+H)
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, diastereomer 2 0o - N7 (0]
HLN : N*m/&o
L (N g H |
7-[[(18)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2- 2 : T ¢
5 |enoilpiperazin-1-il)etil]fenil Jetil]amino]-1-etil-4H- \)L’O‘ N /Nr"'k o 505
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[3-metil-1-(4-prop-2- \)?\ "fj?"
6 |enoilpiperazin-1-il)butil]fenil]etil]amino] -4H- N()q NTN 'L ° 507
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond
0 : N/T\O
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[3-metil-1-(4-prop-2- \)J\N/\ : N/lN/ N/go
7 |enoilpiperazin-1-il)butil]fenil]etil]amino] -4H- |\/ N H K 507
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1
o] : N/To
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[3-metil-1-(4-prop-2- \)LN ~ - /J'\N/ " ,1\\0
8 |enoilpiperazin-1-il)butil]fenil]etiljJamino] -4H- k/ N H k 507
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2
(@] : N7 | 0
7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2- \)LN/\ SN N’J*O
9 |enoilpiperazin-1-il)etil[fenil]etil]amino]- 1 -metil-4H- L_N H I 490
pirido[4,3-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1
o) - N7 | (0}
7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2- \/U\N/\ : N N’gc
10 [enoilpiperazin-1-il)etil]fenil]etil]amino]-1-metil-4H- K/ N H | 490
pirido[4,3-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[(1R/S)-1-(4-prop-2- 9 N4\|A(\0
11 |enoilpiperazin-1-il)propil]fenilJetilJamino 1-4H- A NN ) N NSNS0 479
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1 bNKQA N
1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[(1R/S)-1-(4-prop-2- 0 : N4j\/\0
12 |enoilpiperazin-1-il)propil]fenil]etil]amino ]-4H- \/U\N’\ \(@fn NN o 479
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Determinarea structurii cristaline cu raze X a IDHI in complex cu 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-
ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil JetilJamino] - 1 -etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-oni.

Structura cristalind a IDH1 in complex cu 7-[[(15)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-

5 enoilpiperazin-1-il)etil]fenil]etil]amino]- 1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni este
determinatd din datele de difractie cu raze X colectate la linia fasciculului sincrotron APS 31-ID
operatd la Advanced Photon Source la laboratorul Argonne National Laboratory, Argonne, IL
60439. Proteina IDH1 cu o mutafic R132H este disponibild comercial din multiple surse.
Alternativ, proteina IDH1 R132H poate fi izolatd dintr-o linie celulard disponibild comercial care

10 gazduieste mutatia prin tehnici bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit de cétre cei calificati in
domeniu. Cristalele sunt obtinute din tivi de asezare a picaturilor echilibrate la 21°C cu proteind
IDH1 cu mutatia R132H la o concentratic de 15 mg/ml intr-un tampon continind 10 mM HEPES
pH 7.5, 150 mM clorurd de sodiu, 10% glicerol, 5 mM ditiotreitol si 2 mM 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-
ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil JetilJamino] - 1 -etil-4H-pirimido[4,5-

15 d][1,3]Joxazin-2-ond, si amestecate cu un volum egal de solufie rezervor continind 100mM Bis
Tris pH 5.5% DMSO, 22% PEG 3350 si 200mM sulfat de amoniu. Cristalele sunt udate peste
noapte intr-o solutic continind 3 mM de 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-
enoilpiperazin-1-il)etil]fenil]etil]amino]- 1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, inainte de a fi
transferate la o solutie suplimentatd cu 22% etilen glicol si congelate rapid pentru colectarea

20  datelor. Datele de difractic pand la rezolutia de 2.8 A sunt colectate cu radiatii cu raze X de
lungime de undi 0,9793 A. Cristalele apartin grupului spatial P452,2 cu parametrii celulari
a=82,74 A, b=82,74 A, c=299,4A, a=p=y=90°. Structura este determinatd de inlocuirea moleculard
si continutul unei molecule dimer de IDHI1. Diferenta densitdtii electronilor se potriveste cu cea
calculatd dupa ce modelarea proteinei IDH1 a avut o densitate clard pentru doud molecule legate

25 de  7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil]etil Jamino]- 1 -etil-
4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ona.

Stereochimia 7-[[(1S)-1-[4-[(18S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-
iletil]fenil]etil]amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d][ 1,3 ]oxazin-2-onei este determinati din densitatea
electronilor, si ambele molecule de 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-

30 iletil]fenil]etil]amino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond sunt modelate si structura co-
complexa rafinatd la factori R de Rfunctionare=0,192 si Rliber=0,228.

if WYY
C2 9 Ci1 G -G Cs.
le{ ‘Ts/ \Tzo clré ‘cltm/ NN \Tz/ oy
Cos 18 N, Cia. Cis Ce
o G Ch e,
624\02 N
5—Co7
\/
Cas
Tabelul 12

Coordonatele 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil] etil]Jamino]-1-etil-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-onei.

ATOM X Y Z

02 48,364 1,353 -2,648
C21 49,136 0,711 -1,964
C22 48,932 -0,779 -1,799
C23 47,694 -1,239 -2,530
N5 50,174 1,294 -1,330
C18 50,422 2,738 -1,428
C17 51,848 3,008 -1,849
C19 51,126 0,603 -0,449
C20 52,568 0,906 -0,834
N4 52,797 2,388 -0,868
Cl6 54,242 2,810 -1,061
C24 55,094 2,321 0,113
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Coordonatele 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil] etil]Jamino]-1-etil-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-onei.

ATOM X Y Z

C25 56,411 3,091 0,050
C27 57,062 3,523 1,306
C26 56,432 4,534 0,413
C13 54,761 2,408 -2,428
Cl12 55,212 1,125 -2,730
Cl1 55,701 0,819 -3,988
Cl4 54,812 3,365 -3,432
C15 55,295 3,057 -4,691
C10 55,742 1,778 -4,997
C8 56,243 1,464 -6,405
C9 55,107 1,279 -7,400
N3 57,128 0,291 -6,469
C1 58,372 0,310 -5,968
N 59,104 -0,809 -6,086
N1 58,775 1,474 -5,441
C2 60,041 1,523 -5,009
N2 60,425 2,651 -4,254
Co 59,506 3,796 -4,105
Cc7 58,569 3,631 -2,901
C5 61,546 2,595 -3,438
01 61,736 3,358 -2,523
0] 62,437 1,605 -3,629
C4 62,347 0,684 -4,739
C3 60,923 0,429 -5,132
C 60,369 -0,717 -5,655

Exemplul 13

1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[3-metoxi-1-(4-prop-2-encilpiperazin-1-il)propilfenilJetil]Jamino]-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, diastereomer 1

5
Chiral
O . NI = O
HLN/\ “NNnRo
N H N
O\
Tert-butilul 4-[(15)-1-[4-[(1S)-1-[(1-etil-2-ox0-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-7-il)

amino]etil]fenil]-3-metoxi-propil |piperazin-1-carboxilat (1,372 g, 2,473 mmol) este dizolvat in
10  DCM (15 mL) si se adauga TFA (10 mL, 15,08 g, 132,3 mmol). Reactia este agitati timp de 1 ord

si apoi concentratd la sec. Materialul brut este dizolvat in DCM (12 mL) si DIPEA (1,25 mL, 7,17

mmol) si amestecul este ricit la -78 grade. Se adaugd clorurd de acriloil (0,18 mL, 0,20 g, 2,2

mmol) in picdturd. Dupa 10 minute, se adaugi cateva picituri de metanol pentru a stinge clorura

de acriloil rdmasa si reactia este concentratd la sec (rece). Materialul brut este cromatografiat pe
15 gel de siliciu eluand cu un gradient de 50-70% acetond in hexani pentru a da compusul din titlu ca

spuma albd (867mg, 73%). MS (m/z): 509 (M+H).

Urmitorul compus este preparat in mod esential prin metoda din exemplul 13.

Tabelul 13
Nr . . ES/MS
ex. Denumire chimica Structura (m/z)
) (M+H)

1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[3-metoxi-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-
14 |iD)propil]fenil]etilJamino]-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2- 509
ona, diastercomer 2
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cX.

ES/MS
Denumire chimica Structura (m/z)

M+H)

Chiral

10

15

20

25

30

Exemplul 15
disulfat de 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]
fenil]etil]Jamino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni

2 H,S0,

7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenilJetil] amino]-1-
etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ona (188 mg) este plasatid in 5 mL de acetond in timp ce se
agitd la 1000 rpm/60°C. Mostra este o solutie clard. Se adauga 45 pL de acid sulfuric in picaturd
(diluat in 2 mL de acetond). O suspensie albd groasd rezultd dupa citeva picaturi. Dupd adiugarca
a jumitate din acidul sulfuric, consistenta suspensiei se modificd. Adidugarea celei de a doua
jumatiti de acid sulfuric este ficutd incet, in picaturd. Suspensia devine putin gumoasi inainte de a
se transforma intr-o suspensie albd strilucitoare care curge liber de solid. Caldura este opritd la
placa dupa 30 minute, si mostra ricitd la temperatura camerei, dand o suspensie groasd de solid
alb. Solidul alb este izolat prin filtrare in vid. Turta rezultatd este un solid alb stralucitor. Mostra
este uscatd pe loc cu filtru sub curent de aer timp de 20 minute, apoi la 70°C intr-un cuptor cu vid
peste noapte. S-au recuperat 266 mg (randament 96,9%).
Exemplul 16
acid 4-hidroxibenzoic de 7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-
iletil]fenil]etilJamino]-1-etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond

d >
HO

Se adaugi acid 4-hidroxibenzoic (0,023 g, 0,165 mmol) la o solutic de 7-[[(1S)-1-[4-[2-
ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil JetilJamino] - 1 -etil-4H-pirimido[4,5-
d][1,3]oxazin-2-ond (84 mg, 0,165 mmol) in diclorometan (5 ml). Dupa o agitare de 5 minute,
solventul este evaporat incet sub o curgere de azot. Solidul rezultat este uscat mai departe sub vid
pentru a da 7-[[(1S)-1-[4-[2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenil Jetil]Jamino]-1-
etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond 4-hidroxibenzoat (105 mg, 0,1617 mmol) ca solid alb.
MS (m/z): 423,2 (M+H).

Preparare 57
2-ciclopropil-N-metoxi-N-metilacetamida
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Intr-un balon agitat de 500 mL cu fund rotund se incirci diclorometan (160 mL, 8
volume) si 1,1'-carbonildiimidazol (35,63g, 1,1 echiv.). Amestecul eterogen este ricit la 15°C si la
amestec se Incdrci o solutie de acid 2-ciclopropilacetic (20,0g, 1,0 echiv.) in diclorometan (40 mL,
2 volume) la o ratd care sd controleze temperatura internd sub 20°C. Solutia rezultatd este incilzitd
la 25°C si agitatd timp de 2 ore. Solutia este apoi racitd la 15°C si se incdrcd clorhidrat de N, O-
dimetil hidroxilamini (21,43g, 1,1 echiv.) in portii, mentinind temperatura internd sub 20°C.
Amestecul eterogen rezultat este Incilzit la 25°C si agitat timp de 15 ore. Amestecul de reactie este
apoi diluat cu apa (160 mL, 8 volume) si agitat timp de 15 minute. Agitarea este oprita si stratul
apos mai scizut este separat. Stratul apos rezultat este extras cu diclorometan de incd doud ori (100
mL, 5 volume x 2) si straturile organice sunt combinate. Stratul organic combinat este spalat de
doud ori cu 1,5 N HCI (100 mL, 5 volume x 2). Stratul organic este apoi spalat de doud ori cu 10%
bicarbonat de sodiu apos (100 mL, 5 volume x 2). Stratul organic este apoi spdlat cu apd (100 mL,
5 volume) urmatd de clorurd de sodiu saturatd apoasd (100 mL, 5 volume). Stratul organic este
uscat pe sulfat de sodiu anhidru (1,0% g/g). Masa este filtrata si spalati cu diclorometan (20 mL, 1
volum) si apoi concentratd sub vid. Solidul rezultat este uscat sub vid inaintat timp de 5 ore pentru
a obtine compusul din titlu (25,9g, randament 90,5%). ES/MS m/z 144,1 (M+H).

Sinteza alternativa a Preparirii 6
(S)-N-(1-(4-bromofenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamida

= O

H
Br

Intr-un balon agitat de 250 mL cu fund rotund este incércat diclorometan (100 mL, 10
volume) urmat de (S)-(-)-1-(4-bromofenil)etilamind (10,0g, 1,0 echiv.). Solutia este ricitd la 0°C si
la solutia ricitd se incircd incet anhidridd trifluoroaceticd (13,12g, 1,25 echiv.), mentinind
temperatura internd sub 5°C. Amestecul eterogen rezultat este agitat la 0°C timp de 2 ore, timp in
care se incarcd incet trimetilamind (12,64g, 2.5 echiv.), mentinind temperatura internd sub 5°C.
Amestecul este agitat timp de Inca o ord suplimentard i apoi stins prin addugarea de api (30 mL, 3
volume). Amestecul bifazic este incilzit la 25°C si agitat timp de 30 minute. Straturile sunt apoi
separate si stratul apos este extras suplimentar de doud ori cu diclorometan (50 mL, 5 volume x 2).
Straturile organice combinate sunt spilate cu clorurd de sodiu saturati apoasi (50 mL, 5 volume)
si uscate pe sulfat de sodiu anhidru (1g%). Solutia uscatd este filtrata si spilatd cu diclorometan
(10 mL, 1 volum) si solutia este concentratd sub vid pentru a da un solid brut alb. Solidul brut este
suspendat in eter de petrol (100 mL, 10 volume) timp de 2 ore la 25°C si solidul este colectat prin
filtrare. Solidul umed este uscat sub vid la 40°C timp de 8 ore pentru a obtine compusul din titlu
(13,3 g, randament 90%). ES/MS m/z 295,3 (M+H).

Preparare 58
(S)-N-(1-(4-(2-ciclopropilacetil)fenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamida

La un vas de reactie de 10 L cu agitare la partea superioard se incircad metil terf-butil eter
(1500 mL, 15 volume). La solutia agitatd se incircd (S)-N-(1-(4-bromofenil)etil)-2,2,2-
trifluoroacetamida (100g, 1,0 echiv.). Amestecul eterogen este agitat la 25°C timp de 30 minute si
apoi se incdrcd tetrahidrofuran (500 mL, 5 volume). Solutia omogend rezultatd este ricitd la -
83°C. Se adaugi incet la solutie #-butil litiu (297 mL, 2,2 echiv.) mentinind temperatura sub -
78°C si solutia rezultatd este agitata la -83°C timp de 1,5 ore. La solutia riciti se adaugd o solutie
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de 2-ciclopropil-N-metoxi-N-metilacetamida (53,19g, 1,1 echiv.) in metil ferf-butil eter (200 mL,
2 volume), mentinind temperatura internd sub -78°C. Solutia rezultata este agitatad la -83°C timp
de 1,5 ore, in care timp solutia este incilzitd la -30°C si stinsd prin addugarea de clorurd de amoniu
saturatd apoasa (5 L, 5 volume). Amestecul de reactie stins este incilzit la 25°C si straturile sunt
separate. Stratul apos este extras cu metil ferf-butil eter (500 mL, 5 volume). Straturile organice
combinate sunt spilate cu apa (500 mL, 5 volume), urmati de clorurd de sodiu saturatd apoasd
(500 mL, 5 volume) si apoi uscate pe sulfat de sodiu anhidru (50g, 0,5% g/g). Masa este filtratd si
spalatd cu metil ferg-butil eter (50 mL, 0,5 volume). Solutia rezultatd este concentratd sub vid pana
cand a rdmas aproximativ 1 volum de solutie. Se incarci eter de petrol (1500 mL, 15 volume) la
amestecul concentrat §i suspensia rezultatd este agitatd sub 30°C timp de 2 ore. Solidul este
colectat prin filtrare si uscat sub vid la 40°C timp de 8 ore pentru a obtine compusul din titlu (65,9
g, randament 67%). ES/MS m/z 298,0 (M-H).

Preparare 59

N-((S)-1-(4-((S)-2-ciclopropil-1-hidroxietil )fenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamid:

= (0}

PN
HO\E/©/\ i
'W

Intr-un reactor hidrogenator se incirca etanol absolut (7,89 kg, 10 volume). La solutia
agitatd se incdrci (S)-N-(1-(4-(2-ciclopropilacetil)fenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamida (1,0 kg, 1,0
echiv.). La solutie se incircd o solutie ferf-butoxid de potasiu (1,0 M in tBuOH, 0,41 kg, 0,5
volume) mentinind temperatura internd sub 30°C. La solutic se incdrcd apoi (R)-RUCY®-
XyIBINAP (0,0675 kg, 0,017 echiv.). Hidrogenatorul este purjat cu gaz de hidrogen de doud ori,
in timp ce se agitd la 25°C. Dupa purjare, solutia este agitati sub presiune de 4,5 kg de hidrogen la
25°C timp de 5 ore. Dupa 5 ore, solutia este aerisitd si apoi concentratd la un ulei cu vid sub 42°C.
Uleiul este dizolvat in metil ferf-butil eter (11,115 kg, 15 volume) si apoi concentrati la un ulei cu
vid sub 45°C. Uleiul este dizolvat in metil ferf-butil eter (11,115 kg, 15 volume) si apoi concentrat
la un ulei cu vid sub 45°C. La ulei se incdrcd metil tert-butil eter (22,23 kg, 30 volume) la 25°C.
Solutia rezultatd este spilatd cu apd (15,0 kg, 15 volume) urmatd de o solutie de NaCl in apa
(5.4kg NaCl in 15,0 L apa). Stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu anhidru (1,5kg, 1,5 g/g) si
apoi filtrat si spalat cu metil ferf-butil eter (1,112 kg, 1,5 volume). La solutia filtratd se incirci
carbune activat (0,3 kg, 0,3 g/g) si amestecul este agitat si incilzit la 40°C timp de 2 ore.
Amestecul este apoi filtrat si spalat cu metil ferf-butil eter (1,112 kg, 1,5 volume). Solutia filtrati
este concentratd la un ulei cu vid sub 45°C. Uleiul este dizolvat in eter de petrol (9,84 kg, 15
volume) si concentrat la un ulei cu vid sub 45°C. Uleiul este dizolvat in eter de petrol (9,84 kg, 15
volume) si concentrat 1la un ulei cu vid sub 45°C. La ulei se incirca eter de petrol (19,68 kg, 30
volume) si amestecul este agitat 1a 30°C timp de 3 ore si solidul rezultat este colectat prin filtrare si
spalat cu eter de petrol (9,84 kg, 15 volume). Solidul izolat este uscat sub vid la 40°C timp de 5
ore pentru a obtine compusul din titlu (0,79 kg, 79%). ES/MS m/z 300,0 (M-H).
Preparare 60
N-((S)-1-(4-((R)-1-cloro-2-ciclopropiletil)fenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamid:

cl

Un reactor este incircat cu metil ferf-butil eter (4,45 kg, 6 volume) si N-((5)-1-(4-((S)-2-
ciclopropil-1-hidroxietil)fenil)etil)-2,2,2-trifluoroacetamidi (1,0 kg, 1,0 echiv.). Solutia este racita
la 10°C si se incarcd incet 1-formilpirolidina (0,066 kg, 0,2 echiv.) mentinind temperatura interna
sub 13°C. La solutic se incarcd apoi incet clorurd de benzoil (0,56 kg, 1,2 echiv.) mentinand
temperatura internd sub 13°C. Solutia rezultata este incilzitd la 25°C si agitatd timp de pand la 36
ore (reactia poate fi monitorizatd in timpul cursului reactiei si daca se stinge, poate fi incarcati
suplimentar cu 1-formilpirolidind si clorurd de benzoil). Reactia completa este apoi concentratd la
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un ulei cu vid sub 40°C. Uleiul este ricit la 15°C si apoi stins cu o solutie apoasd 10% de
bicarbonat de sodiu (22,0 kg, 20 volume) si agitat timp de 3 ore la 25°C. La amestecul bifazic se
incarcd eter de petrol (6,56 kg, 10 volume). Stratul organic este separat. Stratul apos este extras cu
eter de petrol (6,56 kg, 10 volume). Straturile organice combinate sunt spalate cu bicarbonat de
sodiu 10% apos (5,0 L, 5 volume) de trei ori. Stratul organic este apoi spdlat cu apa (5,0 L, 5
volume) urmatd de saramurd (5,0 L, 5 volume). Stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu
anhidru (0,5 kg, 0,5 g/g). Amestecul este apoi filtrat si spilat cu eter de petrol (0,33 kg, 0,5
volume). Filtratul este concentrat la un ulei cu vid sub 40°C. Uleiul este dizolvat in acetonitril
(3,93 kg, 5 volume) si concentrat la un ulei cu vid sub 40°C. Uleiul este dizolvat in acetonitril
(3.93 kg, 5 volume) si concentrat la un ulei cu vid sub 40°C. Uleiul este dizolvat in acetonitril
(7,86 kg, 10 volume) si solutia obtinutd a compusului din titlu este utilizatd brut in ctapa
urmatoare. ES/MS m/z 318,0 (M-H).

Preparare 61

terg-butil 4-((S)-2-ciclopropil-1-(4-((S)-1-(2,2,2-trifluoroacetamido)etil)fenil) etilpiperazin-1-
carboxilat

La solutia obtinutd anterior de N-((S)-1-(4-((R)-1-cloro-2-ciclopropiletil)fenil) etil)-2,2,2-
trifluoroacetamidd se incircd N-Boc-piperazind (0,924 kg, 1,5 echiv.) urmatd de bicarbonat de
sodiu (1,1 kg, 4,0 echiv.). Amestecul rezultat este incilzit la 85°C timp de 60 ore. Notd: reactia
este esantionatd la fiecare 24 ore si dupa fiecare esantionare se ia 0 mostrd, reactia este incarcati
cu o cantitate suplimentard de N-Boc-piperazind (0,31 kg, 0,5 echiv.). Odati completa, reactia este
concentratd cu vid sub 45°C pentru a da un ulei. Uleiul este diluat cu apa (10,0 kg, 10 volume) si
metil ferf-butil eter (7,41 kg, 10 volume). Amestecul bifazic rezultat este separat si stratul apos
este extras cu metil ferf-butil eter (7,41 kg, 10 volume). Straturile organice combinate sunt extrase
cu 30% acid citric (5,0 L, 5 volume) de cinci ori. Straturile apoase combinate sunt spalate de doud
ori cu eter de petrol (6,56 kg, 10 volume). Stratul apos este adus la un pH de 9 cu adiugare de
carbonat de sodiu (aproximativ 25,0 kg, 25 g/g) la 15°C. Stratul apos bazificat este extras cu
metil ferf-butil eter (7,41 kg, 10 volume). Straturile organice combinate sunt spdlate cu apd (5,0 L,
5 volume) si saramurd (5,0 L, 5 volume). Stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu anhidru (0,5
kg, 50% g/g). Amestecul este filtrat si spalat cu metil ferf-butil eter (0,37 kg, 0,5 volume). Filtratul
este concentrat la un ulei cu vid sub 40°C. Uleiul rezultat este dizolvat in etanol absolut (3,95 kg, 5
volume) si solutia brutd a compusului din titlu este utilizatd direct in etapa urmitoare. ES/MS m/z
374,3 (M+H-CF;CO).

Preparare 62
terg-butil 4-((S)-1-(4-((S)-1-aminoetil)fenil)-2-ciclopropiletil)piperazin-1-carboxilat

Boc\NK/)\l \-;/©/-\NH2
Ny

La solufia anterior obtinutd de tert-butil  4-((S)-2-ciclopropil-1-(4-((S)-1-(2,2,2-
trifluoroacetamido)etil)fenil)etilpiperazin-1-carboxilat se incirca etanol absolut (3,7 kg, 3.7 g/g).
Solutia este raciti la 20°C si la ea se incarca hidroxid de potasiu 1M apos (0,168 kg KOH in 3,0 kg
apd). Amestecul rezultat este agitat la 25°C timp de 10 ore si apoi stins prin addugarea lentd de
acid citric apos 30% (5,0 kg, 5 g/g) mentinind temperatura internd sub 30°C. La solutia stinsi se
incarcd metil tert-butil eter (7,41 kg, 7,41 g/g). Straturile sunt separate si stratul organic este extras
cu acid citric apos 30% (5,0 kg, 5 g/g). Stratul apos este adus la un pH de 8 cu adiugare de
carbonat de sodiu (aproximativ 25,0 kg, 25 g/g) la 15°C. Stratul apos bazificat este extras de doud
ori cu acetat de etil (7,41 kg, 7,41 g/g). Straturile organice combinate sunt spalate cu apa (5,0 kg, 5
g/g) si apoi saramurd (5,0 kg, 5 g/g). Stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu anhidru (0,5 kg,
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50g%), apoi filtrat si spalat cu acetat de etil (0,37 kg, 0,37 g/g). Solutia este concentrata la un ulei
cu vid sub 45°C. Uleiul rezultat este dizolvat in alcool izopropilic (2 L, 2 volume), si solutia
rezultatd este concentratd la un ulei cu vid sub 45°C. Uleiul rezultat este dizolvat in alcool
izopropilic (1,2 L, 1,2 volume) si solutia brutd a compusului din titlu este utilizatd direct in etapa
urmdtoare de purificare. ES/MS m/z 374,2 (M+H).

La un balon de 1000 mL cu fund rotund se incérci o solutie de tert-butil 4-((S)-1-(4-((S)-
1-aminoetil)fenil)-2-ciclopropiletil)piperazin-1-carboxilat (30,0 g, 1,0 echiv.) in alcool izopropilic
(270 mL, 9 volume). La solutia agitatad la 20-30°C se incirca acid L-dibenzoil tartric (L-DBTA,
34,5 g, 1,2 echiv.). Solutia este agitatd la 20-30°C timp de 2-4 ore. Suspensia rezultatd este 1dsatd
sd se agite peste 8-12 ore la 20-30°C. La suspensia usoard se incircd MTBE (300 mL, 10
volume). Suspensia rezultatd este 13satd si se agite si si se ingroase la 20-30°C peste 12-16 ore.
Solidul este apoi colectat prin filtrare si spalat ca MTBE (150 mL, 5 volume). Solidul este uscat
sub presiune redusd la 45-55°C timp de 12 ore pentru a da sarea acidului tartaric L-dibenzoil de
tert-butil 4-((S)-1-(4-((S)-1-aminoetil)fenil)-2-ciclopropiletil)piperazin-1-carboxilat ca solid alb
(48,8 g, randament 83%, >98:2 dr).

La un balon de 1000 mL cu fund rotund se incércd sarea acidului tartaric L-dibenzoil de
tert-butil 4-((S)-1-(4-((S)-1-aminoetil)fenil)-2-ciclopropiletil)piperazin-1-carboxilat (40,0 g, 1,0
echiv.) urmatd de diclorometan (400 mL, 10 volume). La solutia agitatd la 15-25°C se incdrci o
solutie apoasd de 10% Na,COs (suficientd pentru a aduce pH-ul pand la 8-10, aproximativ 6-8
volume). Amestecul bifazic este agitat timp de 1 ord la 15-25°C si apoi straturile sunt separate intr-
0 palnic separatoare. La stratul organic se incdrcd DMSO (240 mL, 6 volume). Solutia este
concentratd sub presiune redusi sub 40°C pentru a indeparta diclorometanul. Solutia de tert-butil
4-((S)-1-(4-((S)-1-aminoetil)fenil)-2-ciclopropiletil)piperazin-1-carboxilat fird baze in DMSO este
apoi utilizata direct in etapa urmdtoare.

Preparare 63
Etil 6-cloro-4-(metilamino)piridin-3-carboxilat

o]

NZ | o™

N IT H

Se adaugd metil amind (16 mL, 11,6 mol/L 1n apd, 186 mmol) in picitura la o solutic de

etil 4,6-dicloropiridin-3-carboxilat (20 g, 92 mmol) in acetonitril (300 mL) la 0°C. Amestecul de
reactic este ldsat si se incilzeascd la temperatura camerei peste 2 ore. La amestecul de reactie se
adaugd apa si acetat de etil si stratul apos este extras cu acetat de ctil. Extractele organice
combinate sunt uscate pe Na,SOu anhidru, filtrate, si concentrate la sec. Materialul brut rezultat
este purificat prin cromatografie pe gel de siliciu (0-100% EtOAc/hexani) pentru a da, dupd
concentratia fractiunilor adecvate, etil 6-cloro-4-(metilamino)piridin-3-carboxilat ca solid alb
(10,46 g, 52,14 mmol, randament 57%). MS (m/z): 201 (M+H).
Preparare 64
[6-cloro-4-(metilamino)-3-piridiljmetanol

Cl

N~ | OH
X IT H

Se adaugd o solutie de etil 6-cloro-4-(metilamino)piridin-3-carboxilat (10,46 g, 52,14
mmol) in THF (100 mL) in picdturd la un amestec de hidrurd de litiu aluminiu (78,2 mL, 1,0
mol/L in THF, 78,2 mmol) la 0°C. Amestecul de reactic este lisat si se incilzeasca la temperatura
camerei peste 1,5 ore. La amestecul de reactie se adaugd, secvential, apa (3 mL), NaOh apos 15%
(3 ml), si apoi apd (9 mL). Dupi agitare, amestecul de reactic este filtrat printr-un strat de celite.
Filtratul este diluat cu apa si extras cu diclorometan. Extractele organice combinate sunt uscate pe
Na,SO4 anhidru, filtrate, i concentrate la sec pentru a da [6-cloro-4-(metilamino)-3-
piridillmetanol ca solid galben pal (2,78 g, randament 27%). Turta filtratd de celite este spdlatd
suplimentar cu metanol si filtratul este concentrat 1a sec. Solidele din turta filtratd sunt colectate si
agitate cu diclorometan si filtrate prin celite. Filtratul este combinat cu reziduul din spaldrile cu
metanol si materialul este concentrat la sec si materialul este rezervat. La solidele colectate din
filtrare se adaugi cloroform: alcool izopropilic 4:1 si amestecul este agitat peste noapte. Amestecul
este filtrat peste un strat de celite, filtratul este combinat cu reziduul rezervat si concentrat la sec

Cl
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pentru a da o cantitate suplimentard de [6-cloro-4-(metilamino)-3-piridilJmetanol ca solid galben
pal (5,07 g, randament 56%). Recuperarea totald a [6-cloro-4-(metilamino)-3-piridil]metanolului
este 7,85 g, randament 83%). MS (m/z): 173 (M+H).

Preparare 65

7-cloro-1-metil-4H-pirido[4,3-d][1,3]oxazin-2-ona

oY ril’go

Trifosgenul (6,04 g, 20,4 mol) se¢ adaugd la o solutic de [6-cloro-4-(metilamino)-3-
piridillmetanol (5,07 g, 29,1 mol) si DIPEA (51,2 mL, 291 mmol) in THF (100 mL) la -20°C. Baia
rece este indepirtatd si amestecul este 1dsat sd se Incilzeascd la temperatura camerei. Dupd 30
minute, se¢ adaugd apd si amestecul este extras cu diclorometan. Extractele organice combinate
sunt uscate pe Na,SO, anhidru, filtrate, si concentrate la sec. Materialul brut rezultat este purificat
prin cromatografie pe gel de siliciu (0-100% EtOAc/hexani) pentru a da, dupd concentratia
fractiunilor adecvate, 7-cloro-1-metil-4H-pirido[4,3-d][1,3]oxazin-2-on ca un solid oranj (5,13 g,
24,5 mmol, randament 84%). MS (m/z): 199 (M+H).
Preparare 66
tert-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-metil-2-0x0-4H-pirido[4,3-d][1,3]oxazin-7-
il)amino]etil]fenil]etil]piperazin-1-carboxilat, diastereomer 1

70

La o solutic de tert-butil 4-[1-[4-[(1S)-1-aminoetil]fenil]-2-ciclopropiletil]piperazin-1-
carboxilat (1,30 g, 3,48 mmol), 7-cloro-1-metil-4H-pirido[4,3-d][1,3]oxazin-2-ond (864 mgs, 4,35
mmol), si carbonat de cesiu (2,27 g 6,96 mmol) in toluen (17,4 mL) sub azot se¢ adaugi
dicloro[1,3-bis(2,6-di-3-pentilfenil )imidazol-2-iliden](3-cloropiridil)paladiu(Il) (291 mgs, 0,348
mmol) si amestecul este incilzit la 75°C peste noapte. Dupid ricire la temperatura camerei,
amestecul este filtrat printr-un dop de gel de sliciu si eluat cu acetat de etil. Filtratul este concentrat
sub presiune redusi si reziduul obfinut este purificat prin cromatografie pe gel de siliciu (20-100%
EtOAc/hexani). Fractiunile amestecate sunt repurificate prin cromatografie pe gel de siliciu (50-
100% metil tert-butil eter/hexani) si fractiunile combinate pure din ambele coloane sunt
concentrate pentru a da ferf-butil 4-[2-ciclopropil-1-[4-[(1S)-1-[(1-metil-2-oxo-4H-pirido[4,3-
d][1,3]oxazin-7-il)amino]etil]fenil]etil |piperazin-1-carboxilat, diastercomer 1 ca o spumd alba
(1,312 g, 2,400 mmol, randament 69%). MS (m/z): 536 (M+).

Cancerul este recunoscut din ce in ce mai mult ca o coleclie eterogend de boli a céror
inceput si progres sunt induse de functionarea aberantd a uneia sau mai multor gene care regleaza
repararea AND-ului, stabilitatea genomului, proliferarea celulard, moartea celulei, adeziunea,
angiogeneza, invazia, si metastaza in micromediile celulare si de tesut. Varianta sau functionarea
aberantd a genelor ..canceroase™ poate rezulta din polimorfismul ADN care apare natural,
modificari in numdrul copiilor de genom (prin amplificare, deletie, pierderea cromozomului, sau
duplicare), modificdri in gene si stuctura cromozomului (prin translocare cromozomiald, inversie,
sau alt rearanjament care conduce la dereglarea expresiei genei), si mutatii punctuale. Neoplasmele
canceroase pot fi induse de o functionare aberantd a genei, si mentinute de aceeasi functionare
aberanti a genei, sau intretinerea si progresul exacerbat de functii suplimentare aberante ale genei.

Dincolo de aberatiile cromozomiale genetice mentionate mai sus, fiecare cancer poate
include de asemenea modificiri epigenetice ale genomului incluzand metilarea ADN, imprimarea
genomicd, si modificarea histond prin acetilare, metilare, sau fosforilare. O modificare epigenctica
poate juca un rol in inducerea si/sau intretinerea malignitatii.

Au fost compilate cataloage extensive de aberatii citogenetice in cancerul uman si sunt
mentinute si actualizate regulat online (vezi baza de date Mitelman a aberatiilor cromozomiale in
cancer pe web situsul Institutului National al Cancerului din S.U.A. (NCI) Proiectul pentru
anatomia genomului canceros (CGAP)). Proiectul Wellcome Trust Sanger Institute Cancer Genom
mentine 0 ,,Cancer Gene Census™ detaliatd online a tuturor genelor umane care au fost legate
cauzal la tumorigeneza precum si baza de date COSMIC (Catalogul de mutatii somatice in cancer)
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a mutatiilor somatice in cancerul uman. O sursd suplimentard continand informafie abundentd
despre modificarile citogenetice legate cauzal la diferite cancere este Atlasul geneticii i
Citogenetice in oncologie si hematologie.

Diagnosticul malignitatilor canceroase prin biopsie, imunofenotipare si alte teste sunt
cunoscute si utilizate in mod obisnuit. In plus fata de rezolutia ridicati a legirii cromozomilor si a
tehnologiilor imagistice avansate cromozomiale, aberatiile cromozomiale in cazurile suspecte de
cancer pot fi determinate prin analizd citogeneticA cum ar fi hibridizarea fluorescenti in situ
(FISH), kariotiparea, kariotiparca spectrald (SKY), FISH multiplex (M-FISH), hibridizarea
genomica comparativd (CGH), matrice de polimorfisme de nucleotide singure (SNP Chips) si alte
teste de diagnoza si analiza cunoscute si utilizate de citre cei calificati in domeniu.

Mutatiile in IDHI1 si IDH2 au fost identificate in multiple tipuri de tumori canceroase
incluzind, dar fird a se¢ limita la, gliom, glioblastom multiform, astrocitom, oligodendrogliom,
paragangliom, sindrom mielodisplazic (MDS), leucemie limfoblastica acutd a celulei B (B-ALL),
tiroidd, colorectal, leucemie mieloida acutdi (AML), Dang si colab., TrendsMol. Med., 2010, 16:
387-397; Ward si colab., Oncogene, 2012, 31(19): 2491-2498; melanom, Shibata si colab., Am. J.
Pathol., 2010, 178(3): 1395-1402; prostate, Flaherty si colab., J. Clin. Oncol., 2014, 32 (suppl. 4;
Abstract 213); Cairns si colab., Cancer Discovery, 2013, 3: 730-741; chondrosarcoma and
cholangiocarcinom, Balss si colab., Acta Neuropathol., 2012, 124: 883-891; Cairns si colab.,
Cancer Discovery, 2013, 3: 730-741; angioimunoblastic T cell limphoma (AITL), Cairns si colab.
Blood, 2012. 119(8):1901-1903. Mutatiile au fost gisite la, sau 1angd reziduuri particulare in
situsul activ: G97D, R100, R132H, R132C, R132S, R132V, R132G, V711, R132L, si G123R
pentru IDH1, Dang si colab., Trends Mol. Med., 2010, 16: 387-397; Ward si colab., 2012 and
Supplementary Table 2.

S-a ardtat cd formele mutante de IDH1 si IDH2 au o activitate neomorfici (poartd de
functionare) reducind o-ketoglutaratul panad la 2-hidroxiglutarat. Productia endogeni de 2-
hidroxiglutarat este enantiospecifici conducind la generareca de D-enantiomeri (denumifi de
asemenea (R) enantiomeri). In mod normal, celulele au niveluri scizute de 2-hidroxiglutarat in
timp ce celulele care gizduiesc mutatii IDH1 sau IDH2 dovedesc niveluri semnificativ ridicate de
2-hidroxiglutarat. Niveluri semnificativ ridicate de 2-hidroxiglutarat sunt detectate in tumorile care
gizduiesc mutatiile si in plasma pacientilor cu IDHI sau IDH2 mutant. Niveluri ridicate de 2-
hidroxiglutarat sunt asociate cu un fenotip de hipermetilare conducénd la o blocare in diferentierea
care conduce la sporirea tumorigenezei.

Activitatea unui inhibitor covalent ireversibil specific este definitd prin legarea sa la tinta
(IDH1 sau IDH2), definitd prin K, si rata potentialului maxim al formadrii legiturii covalente,
definit de kinac. Acesti doi factori nu sunt entitdfi separate, ci mai degrabd lucreazd impreund
pentru a produce efectul dorit al formdrii legiturii covalente. Acest lucru este ilustrat de
urmdtoarele 3 puncte.

Mai intai, faptul ci o electrofild de exemplu, acrilamidd, trebuie si fie corespunzitor
pozitionata fatd de o nucleofild, de exemplu cisteind, este 0 componentd fundamentald a formarii
legiturii covalente in chimia organici. Existd un unghi precis si o distantd la care nucleofilele
trebuie abordate electrofil pentru a forma legitura covalentd. Simpla plasare a unui electrofil 1anga
o nucleofild nu este suficient pentru formarea legiturii covalente.

In al doilea rand, cAnd o grupare reactiva este incorporatd pe un miez care contine radicali
de legare la hidrogen pentru a stabiliza legarea inhibitorului la enzimd de exemplu, un miez de
orientare, un specialist calificat trebuie si ia in considerare cum miezul de orientare se leagi la
tintd si pozitiile electrofile fatd de nucleofile in lumina unghiului optim si distantei mentionate mai
sus. Din nou, simpla plasare a unui electrofil 1anga o nucleofila nu este suficientd pentru formarea
legiturii covalente. Modificdrile iIn miezul de orientare pot impacta abilitatea unui compus
inhibitor de a forma o legdturd covalent.

In al treilea rand, cind cele doud puncte de mai sus sunt considerate mpreund, simpla
prezentd a unui radical electrofil pe un miez de orientare nu este suficientd sd sugercaze ci o
legdtura covalentd va fi formata.

Urmitoarele studii in vitro si in vive demonstreazi activitatea inhibitoare a proteinei
IDHI1 si IDH2 mutante si eficacitatea compusilor testati cu Formula I sau Ia impotriva diferitelor
linii celulare canceroase specifice. Aceste teste sunt in general recunoscute de citre cei calificati in
domeniu ca o indicatie a activitifii terapeutice clinice umane. Se crede cd inhibarea proteinelor
neomorfice IDH1 sau IDH2 mutante in studiile divulgate va fi eficientd impotriva proteinelor
neomorfice IDHI si IDH2 mutante suplimentare. Testele care evidentiaza activitatea inhibitoare a
IDH1 sau IDH2 mutante si eficacitatea pot fi efectuate substantial dupd cum urmeaz3 sau prin teste
similare rezultand date similare.
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Rezultatele urmitoarelor teste demonstreaza ci compusii exemplificati i testati sunt utili
ca inhibitori mutanti ai IDH1 si IDH2 si pot fi utili in tratarea cancerelor care exprimd IDHI1 sau
IDH2 mutante.

Teste biochimice pentru enzimele mutante IDH1 si IDH2

Enzimele mutante IDH1-R132H, IDHI1-R132C, IDH2-R172K si IDH2-R140Q
catalizeazd conversia aKG pand la 2HG. 2HG este analizatd utilizind extractia in linie a fazei
solide si spectrometria de masad. Aceastd analizd este efectuatd intr-un instrument RapidFire®
cuplat 1a un spectrometru de masa triplu cvadripol 6460 (G6460A Agilent).

Proteinele mutante IDH1 (R132H si R132C) si proteinele mutante IDH2 (R140Q si
R172K) contindnd ectichete His N-terminale sunt exprimate in E.coli §i purificate utilizind
cromatografia de afinitate cu nichel. Testele enzimatice sunt efectuate in placi de polipropilend cu
fundul in formd de V, cu 96 de godeuri, continind 100 mM tampon Tris-HC1, 1 mM DTT, 0,005%
TRITON™ X-100, 120 mM NaCl. Pentru IDH1 R132H, o-ketoglutarat, NADPH si MnCl, sunt
incluse la concentratii finale de 300 uM, 2,5 uM si respectiv 300 uM. Pentru IDH1 R132C, a-
ketoglutarat, NADPH si MnCl, sunt incluse 1a concentratii finale de 100 pM, 10 uM si respectiv
100 uM. Pentru IDH2 R172K, a-ketoglutarat, NADPH si MnCl; sunt incluse 1a concentratii finale
de 150 uM, 10 pM si respectiv 150 puM. Pentru IDH2 R140Q, o-ketoglutarat, NADPH si
MnCl, sunt incluse la concentratii finale de 3000 uM, 10 puM si respectiv 100 uM. PH final = 7,0.
Compusul de testat dizolvat in stoc DMSO este diluat in amestecul de reactie 1a o concentratie
DMSO finala de 4%. Compusii sunt testati in format de rdspuns la doza. Testul este inceput prin
adiugarea enzimei. Enzimele sunt utilizate la urméitoarele concentratii finale: IDH1 R132H, 2 nM;
IDH1 R132C, 0,5 nM; IDH2 R172K, 1,2 nM; IDH2 R140Q, 1,2 nM. Dupa 90 minute reactia este
stinsd prin addugare de ACN (50:50) continand acid 3-hidroxi-1,5-pentandioic-2,2,3,4,4-ds (5ds-
3HG) ca un standard intern pentru analiza prin spectrometrie de masd si cuantificarea produsului
de reactie. 2-hidroxiglutaratul (2HG) in mostrele stinse este separat utilizand cromatografie pe
coloand cu schimb puternic de anioni (Fenomenex Strata-X-A SecuritateGuard) si analizat prin
spectrometric de masa intr-un spectrometru de masd triplu cvadripol 6460 (G6460A Agilent).
Semnalul 2HG detectat este transformat intr-o concentratie de analit utilizind o curba de calibrare
generatd utilizdnd concentratiile 2HG cunoscute. Pentru fiecare compus testat, inhibarea
procentuald este calculatd utilizind o mostra de control DMSO ca inhibare 0% si nici un control cu
enzimd ca inhibare 100%. Valorile ICsosunt obtinute din valorile de inhibare procentuald
individuale la diferite concentratii de compus utilizand o ecuatic cu 4 parametri. Aceste calcule
sunt efectuate utilizAnd programe de analizd a datelor activitatii de bazi (IDBS) sau Screener
(Genedata).

Rezultatele acestui test demonstreazd cd compusii exemplificati si testati  inhibd
activitatea IDH1 mutant impotriva IDH1/R132H si IDH1/R132C si inhib3 activitatea IDH2 mutant
impotriva IDH2/R140Q si IDH2/R172K .

Urmitoarele exemple sunt testate esential cum s-a descris mai sus §i prezintd activitatea
impotriva IDHI mutant si IDH2 mutant asa cum se aratd in Tabelul 14 de mai jos.

Tabelul 14

Exemplu #

IDH1/R132H IDH1/R132C IDH2/R140Q IDH2/R172K
1Cs0 (uM) 1Cs0 (uM) 1Cs0 (uM) 1Cs0 (uM)

—

gi)30569 +  0,000766, 22)30431 £ 0.000895) 5 0.0328

0,00627 + 0,00127, n=3 10,00371 + 0,00126, n=3 (0,0369 0,0115

0,0111 +0,0035,n=2 10,0156 £ 0,0075, n=2  [0,0648 0,0156

0,0137 +0,0030, n=2  ]0,00869 + 0,00280, n=2 |0,0811 0,028

0,00276 0,00249

0,00491 0,00505

0,00638 <0,00508 0,0743 0,0224

[oo] BN KoY AU [E°N) RUS] | ]

<0,00508 <0,00508 0,046 0,017

9

0,00743 + 0,00188, n=2 10,0151 + 0,0024, n=2

10

0,0139+0,0017, n=2 10,0165 = 0,0019, n=2

11

0,00978 £ 0,00038, n=2 10,0156 = 0,0034, n=2  {0,0543 0,02

12

0,0294 £ 0,0331, n=2  10,0,0390 £ 0,0629, n=2 |0,134 0,0263

13

0,0124 £ 0,0105,n=2 10,0166 £ 0,0055, n=2 {0,239 0,039

14

0,0190 £ 0,0224, n=2 10,0186 £ 0,0176, n=2 10,746 0,162

Medie + deviatia standard a mediei.
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Teste biochimice pentru enzimele IDH1 si IDH2 de tip silbatic

Enzimele IDH1 si IDH2 catalizeazd conversia izocitratului la aKG. Proteinele IDH1 de
tip salbatic (Centrul National pentru Biotehnologia Informatiei, Acces: NP_001269316,1) si IDH2
(Centrul National pentru Biotehnologia Informatiei, Acces: EAX02082,1) continind etichete His
N-terminale sunt exprimate in E. coli si purificate utilizind cromatografic de afinitate cu nichel.
Testele enzimatice sunt efectuate in plici de polipropilend cu fundul in forma de V, cu 96 de
godeuri, continind 100 mM tampon Tris-HCI la pH 7,5, 1 mM DTT, 0,005% TRITON™ X-100,
120 mM NaCl. Pentru izocitratul de test de tip sdlbatic IDH1, NADP* si MnCl; sunt incluse la
concentratiile de 85 pM, 50 puM si respectiv 20 uM. Pentru izocitratul de test de tip silbatic
IDH2, NADP* si MnCl, sunt incluse la concentratiile de 30 puM, 50 uM si respectiv 10 uM.
Inhibitorii dizolvati in solutie stoc DMSO sunt diluafi in amestecul de reactie la o concentratie
DMSO finald de 4%. Testul enzimatic este oprit (stins) prin addugare de ACN (50:50) continind
acid d6-2-ketopentandioic (d6-aKG) ca un standard intern pentru analiza prin spectrometric de
masd. Zece microlitri de amestec de reactie sunt combinati cu 100 pL de apa, 50 pL de O-
benzilhidroxilamind 1 M in tampon de piridini (8,6% piridind, pH 5), si 50 uL de clorhidrat de N-
(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimidd (EDC) 1 M in tampon de piridind. Dupd derivatizare la
temperatura camerei timp de o ord, mostrele sunt extrase cu 600 uL de EtOAc. Patru sute pL. din
stratul superior sunt indepartati, uscati sub azot incilzit si reconstituiti cu 100 pL. de MeOH/apa
(1:1). Zece pL. de mostra derivatizati sunt injectati pe un sistem LC-MS constand dintr-un sistem
Shimadzu Prominence 20A HPLC si un spectrometru de masa triplu cvadripol Thermo Quantum
Ultra™. Analitii sunt separati pe o coloand Waters XBridge™ C18 (2,1 x 50 mm, 3,5 um) cu un
debit de 0,6 mL/minut. Faza mobild A este 0,1% acid formic in apa si faza mobilid B este MeOH.
Semnalul aKG detectat este transformat in concentrafie de analit utilizind o curba de calibrare
generatd utilizdnd concentratiile oKG cunoscute. Pentru fiecare compus testat, inhibarea
procentuald este calculati utilizind o mostra de control DMSO ca inhibare 0% si nici un control cu
enzimd ca inhibare 100%. Valorile ICsp sunt obtinute din valorile de inhibare procentuald
individuald la diferite concentratii de compus utilizand o ecuatic cu 4 parametri. Aceste calcule
sunt efectuate utilizand programe de analizd de date ale activititii de baza (IDBS) sau Screener
(Genedata).

Rezultatele acestui test demonstreazd ci compusii exemplificati si testai sunt mai putin
activi la inhibarea enzimei de tip sdlbatic IDH1 in comparatie cu enzimele mutante IDH1 R132H
sau R132C si mai putin activi la inhibarea enzimei de tip silbatic IDH2 in comparatie cu enzimele
mutante IDH2 R140Q sau R172K.

Urmitoarele Exemple din Tabelul 15 sunt testate esential cum s-a descris mai sus si sunt
mai putin active la inhibarea enzimelor de tip sdlbatic in comparatie cu enzimele mutante.

Tabelul 15

Exemplu # 1Cso a IDH]1 de tip silbatic (1WM) ICs0 a IDH2 de tip sélbatic (uM)

0,0854 + 0,107, n=2 0,801 + 0,745, n=2

0,105 £ 0,113, n=2 0,884 + 0,748, n=2

0,425 3,37

0,302 3,7

0,0549 0,493

0,233 1,53

0,237 1,62

[l =20 Rt K=Y B AN NS

0,345 2,08

0,277 3,22

0,456 7,03

0,392 7,4

40

45

IDH1 (R132H) Test de dilutie al saltului biochimic

Compusii liofilizati exemplificati sunt reconstituifi pAnd la 10 mM sau 100 mM cu 100%
DMSO si tinufi la temperatura camerei pana cind sunt testati. Proteina IDH1(R132H)-His este
exprimatd si purificatd prin metode bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit de citre cei
calificati in domeniu. Reactivii testafi au inclus urmadtoarele: acid a-ketoglutaric (Sigma Cat#
K1875), MnCl; - Fisher Scientific Cat# M87-100, NADPH - Sigma-Aldrich Cat# N7505, Tris-HCI
(Invitrogen, Cat#15567-027), NaCl (Sigma, S3014), ditiotreitol (Sigma, D5545), si TRITONT™
X100 (Peirce, 28314). Trusa NAD(P)H-Glo™ de la Promega (G9061).

Tamponul de testare utilizat contine 100 mM Tris-HCI pH 7,0, 120 mM NaCl, 1 mM
DTT, 0,005% TRITON™ X-100, si 2% DMSO (de la addugarea compusului de testat). ICso a
fiecdrui compus este determinat prin incubarea unui compus de rdspuns la dozi, preparat pe un
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Echo555, cu 1,5 nM IDH1(R132H), 1 mM a-ketoglutarat, 1 mM MnCl,, si 15 uM NADPH in
tampon de testare. Reactia este incubatd timp de 2 ore la temperatura camerei, apoi opritd utilizand
6-ciclopropil-5-(izochinolin-5-il)-2-[(3R)-4-(3-metoxipropanoil )-3-metil piperazin- 1 -il |piridin-3-
carbonitril (10 pM). Concentratiile NADPH sunt masurate utilizind trusa NAD(P)H-Glo™,
conform specificatiilor vendorului. Semnalul luminiscent este citit pe Envision (Perkin Elmer; 0,1
sec/oglinda luminiscentd/filtru Lum700 WL400-700). In experimentul dilutiei de salt ulterior, un
echivalent al concentratiei compusului pand la 10x ICsq este preincubat cu 100 nM IDH1(R132H).
Concentratia de compus este intotdeauna mai mare ca, sau egald cu concentratia enzimei. Dupa 2
ore la temperatura camerei, acest amestec este diluat 1:100 intr-o solutie continind o-ketoglutarat
(10 mM), MnCl, (10 mM), si NADPH (15 uM). Aceastd enzima finald de reactic contine 1 nM
IDH1(R132H) si 0,1 x [ICso]. Dupa o incubare de 2 ore la temperatura camerei, concentratia de
NADPH este masuratd cum s-a specificat mai sus, utilizand 6-ciclopropil-5-(izochinolin-5-il)-2-
[(3R)-4-(3-metoxipropanoil )-3-metilpiperazin-1-il]piridin-3-carbonitril si trusa NAD(P)H-Glo™.
Sunt incluse trei controale: 1) ,,10x Control* continind 10xICso compus in testul de preincubare si
enzimd cu exceptia a 1 mM a-ketoglutarat, 1 mM MnCl,, si 15 pM NADPH, este utilizat in testul
final de mdsurare a activitdtii enzimei, 2) ,,Control maxim al activitatii“ continAind DMSO in locul
compusului atit pentru testul de preincubare cit si pentru testul de enzima, si 3) ,,0,1x Control*
continAind DMSO in locul compusului in testul de preincubare si 0,1xICso compus in testul de
enzimd. O enzimd cdreia ii lipseste ,,controlul minim al activitafii“, dar altfel echivalentd cu
»controlul maxim al activitifii“ este inclusd. Un al doilea set de controale maxime §i minime ale
activitafii este efectuat utilizind 1 mM o-ketoglutarat, 1 mM MnCl,, si 15 pM NADPH. Fiecare
afectiune testatd este testatdl in triplicat si 32 de replicate sunt efectuate pentru controlul maxim al
activitatii (10 mM) si controlul minim al activitatii (10 mM) in timp ce 16 replicate sunt efectuate
pentru controlul maxim al activititii (1 mM) si controlul minim al activitdtii (1 mM).

Concentratia de NADP (produs) produsd in fiecare experiment/control este determinati
utilizAnd scdderea procentuald in semnalul observat fatd de controlul minim al activititii,
continand 15 pM NADPH. Controlul minim al activititii (1 mM si 10 mM) si controlul maxim al
activitafii (1 mM si 10 mM) sunt mediate si deviatia standard a fost calculatd pentru fiecare.
Semnalul pentru fiecare dilutie de salt si pentru 0,1x Controale sunt multiplicate cu 15 apoi
divizate prin numarul mediu pentru godeurile de control minim al activitdtii (10 mM). Acest
numdr este scizut din 15 pentru a calcula NADP (produs pM). Aceleasi calcule sunt utilizate
pentru 10? Controale dar sunt utilizate si controalele minime ale activitd{ii (1 mM). pmolii
produsului pentru controalele maxime ale activititii (1 mM si 10 mM) sunt calculate prin
multiplicarea numarului mediu cu 15 apoi impdrtind 1a respectivele controale minime ale activitatii
(1 mM si 10 mM). uM NADP pentru fiecare godeu este impdrtit la media controlului maxim al
activitafii (1 mM sau 10 mM) apoi multiplicat cu 100 pentru a determina activitatea IDH
procentuald pentru compusul dilutiei de salt, 10x Control, si 0,1x Control. Un compus care trece
trebuie s prezinte <30% activitate pentru 10x control - ardtind cd, concentratia de preincubare
este suficientd pentru a satura enzima cu compus. in plus, compusul trebuie si prezinte >70-80%
activitate pentru 0,1? control confirmand ci nu existd inhibare la concentratia compusului
0,1?/diluat.

Compusii exemplificati sunt testati esential cum s-a descris mai sus si prezintd date de
recuperare procentuald pentru IDH1/R132H in acest test. Compusii exemplificati si testafi ai
prezentei inventii inhibd enzima la 2 ore dupi dilutie contrar compusilor din domeniu care nu
inhibd enzima la 2 ore dupa dilutic cu recuperare procentuald. Datele din acest test demonstreaza
cd compusii testati ai prezentei inventii actioneazd intr-o manierd consistentd cu inhibarea
covalentd a IDHI mutant deoarece dilutia inhibitorului nu conduce la recuperarea activitdtii
enzimei.

Teste pe baza de celule pentru inhibitori mutanti ai IDH1

Pentru a testa inhibarea celulardi a IDH1 mutant R132C, este utilizatd linia celulard
fibrosarcom HT1080 (cumpdrata de la ATCC). Pentru testarea inhibdrii pe baza celulard a mutatiei
R132H, linia celulard gliom U87MG (ATCC) a fost transfectatd stabil cu o constructie ADN care
exprimd enzima mutantd R132H prin metode bine cunoscute si utilizate in mod obisnuit de citre
cei calificati in domeniu.

Test celular HT1080:

Cincisprezece mii de celule sunt placate in plici cu 96 de godeuri acoperite cu poli-D-lys
(15.000 celule/goden) cu 18-24 ore inainte de tratamentul cu compusi. Patru ore inainte de
tratamentul cu compusi, celulele sunt infometate de glutamind prin indepartarea mediului normal
si inlocuirea cu mediu fird glutamind. Dupd recoltare, celulele sunt apoi tratate cu diferite
concentratii ale compusilor testati (20 pM pani la 1 nM; sau 0,2 uM pand 1la 0,01 nM) dizolvate in
mediu fird glutamind continAnd DMSO la o concentratic finald de 0,2%. Incubarea initiald a
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compusului este timp de 1 ord la 37°C/5% CO». Dupi 1 ord, se adaugi glutamind la o concentratie
finald de 2 mM si celulele tratate sunt apoi incubate pentru incd 18 ore la 37°C/5% CO-. Dupd 18
ore de incubare, 2HG si aKG intracelulare sunt analizate in lizatele celulare. Lizatele sunt
preparate dupd indepartarea mediului si addugarea tamponului continind 25 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA/1% TRITON™-X 100 la celule. O alicoti a lizatului
se adaugi la un amestec de ds-0KG si ds-3HG ca standarde interne si amestecul este tratat cu O-
benzilhidroxilamind in prezenta clorhidratului de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) si piridinei. Derivatii analifi sunt apoi extrasi cu EtOAc, uscati, si apoi reconstituiti cu 50%
MeOH in H>O. Mostrele preparate cum s-a descris, au fost injectate in HPLC pentru a separa
derivatii 2HG si aKG (si corespunzitor standardele interne) utilizind o cromatografie cu fazi
inversd intr-o coloand C18. Analiza mostrelor este efectuatd utilizind un spectrometru de masi
triplu cvadripol 6460 (G6460A Agilent). Semnalele 2HG si aKG detectate sunt transformate in
concentratie de analit utilizdnd raportul de aKG/ds-0KG si raportul de 2HG/ds-3HG care sunt
extrapolate intr-o curba de calibrare. Inhibarea procentuald pentru fiecare mostrd individuald este
obtinutd dupd normalizarea concentrafiei 2HG sau aKG calculate la referirile maxime si minime
obtinute in prezenta si In absenta glutaminei in timpul tratamentului celulei cu compusi. Valorile
ICso sunt obtinute din inhibdrile procentuale individuale utilizind o ecuatie sigmoidald de rdspuns
la doza cu 4 parametri. Aceste calcule sunt efectuate in mod automat utilizind programe de analiz
a datelor activititii de bazd (IDBS) sau Screener (Genedata).

Rezultatele acestui test demonstreazd ¢ exemplele testate in Tabelul 15 inhibd productia
de 2-hidroxiglutarat, care indicd inhibarea de IDH1 R132C mutant in celule in acest test. oK G, un
metabolit generat de IDH1 de tip sdlbatic nu este afectat de inhibitori, care indicd cd compusii sunt
selectivi pentru IDHI mutant fatd de IDH1 de tip salbatic in celule in acest test. Valorile ICsq
rezultate pentru urmitoarele exemple sunt prezentate in Tabelul 16. Pentru acele teste in care curba
de inhibare nu a atins 50%, este prezentatd cea mai mare concentratie testatd (de exemplu ICso >20
uM sau >0,2 uM).

Tabelul 16

Exemplu # [ICs0a HT1080 (R132C, 2-hidroxiglutarat) (uM) I1Csoa HT1080 (R132C, aKG) (uM)

0,000698 * 0,000352, n=7 >20,0

0,00128 + 0,00100, n=8 >20,0

0,00127 + 0,00044, n=2 >0,200

0,00334 + 0,00140, n=2 >0,200

0,000623 + 0,000745, n=2 >20,0

0,00112 + 0,00052, n=4 19,2

0,000625 £ 0,000182, n=2 >0,200

o] RN Koy RV F-0) RON] | S D

0,000775 £ 0,0000981, n=2 >0,200

O

0,00275 + 0,00046, n=3 >20,0

10

0,00391 + 0,00259, n=3 >20,0

11

0,00104 + 0,00050, n=4 >20,0

12

0,00272 + 0,00330, n=4 >20,0

13

0,000987 £ 0,000009, n=2 >20,0

14

0,00138 + 0,00015 n=3 >20,0

Medie + deviatie standard of media.

30

35

40

Test celular U37MG/IDH1R132H

Celulele sunt placate in pliaci cu 96 de godeuri acoperite cu poli-D-lys (12.000
celule/godeu) cu 18-24 ore anterior tratamentului cu compusi. Patru ore inainte de tratamentul cu
compusi, celulele sunt infometate de glutamind prin indepdrtarea mediului normal si inlocuirea cu
mediu fard glutamind. Dupd recoltare, celulele sunt apoi tratate cu diferite concentratii ale
compusilor testati (20 pM pand la 1 nM) dizolvati in mediu fard glutamind continind DMSO la o
concentratic finald de 0,2%. Incubarea initiald a compusului este timp de 1 ord la 3°C/5% CO..
Dupa 1 ord, glutamina se adaugd la o concentratie finald de 2 mM si celulele tratate sunt apoi
incubate pentru inci 18 ore la 37°C/5% CO,. 2HG intracelular este analizat in lizatele celulare
obtinute dupi indepartarca mediului si tratamentul cu tampon de lizare (25 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA/1% TRITON™-X 100). Lizatele celulare sunt
conservate la -80°C pand cind sunt procesate. Pentru extragerea analitului, o alicotd de lizat
dezghetat este transferati la o placd adanca cu 96 de godeuri si tratatd cu MeOH rece continind ds-
3HG ca un standard intern urmat de cloroform si H>O (1:4:3:2). Faza superioard este colectatd
dupd separare si injectatd in HPLC pentru a separa 2HG (si standardul intern) utilizind
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cromatografia de interactiune hidrofild (HILIC) cuplata la detectia MS/MS intr-un spectrometru de
masa triplu cvadripol 6460. Inhibarea procentuald pentru fiecare mostra individuala este obtinuti
dupd normalizarea concentrafiei 2HG calculatd la referirile maxime si minime obtinute in prezenta
si in absenta glutaminei in timpul tratamentului celulei cu compusi. Valorile ICso sunt obtinute din
inhibarea procentuald individuald utilizind o ecuatie sigmoidala de raspuns la doza cu 4 parametri.
Aceste calcule sunt efectuate in mod automat utilizand programele de analiza a activititii de bazi
(IDBS) sau Screener (Genedata).

Urmitoarele exemple sunt testate esential cum s-a descris mai sus si prezintd activitate de
inhibare impotriva IDH1/R132H mutant in celulele US7MG 1in acest test asa cum se aratd in
Tabelul 17 de mai jos.

Tabelul 17

Exemplu # U87MG (ICso a IDH1/R132H 2-hidroxiglutarat (uM)

0,000209 + 0,000100, n=6

0,000406 = 0,000375, n=8

0,000426 = 0,000188, n=2

0,000805 £ 0,000187, n=2

0,000295 £ 0,00200, n=2

0,000379 £ 0,000202, n=2

0,000356 £ 0,000178, n=2

<) EN] Koy AW Y E S ROR] § O] N

0,000432 £ 0,000016, n=2

O

0,000388 £ 0,000703, n=2

10

0,000529 + 0,000356, n=2

11

0,000258 £ 0,000209, n=3

12

0,00135 + 0,00151, n=4

13

0,000267 £ 0,000227, n=2

14

0,000353 £ 0,000483, n=2

Medie + deviatia standard a mediei.
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20

25

30
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Test 2-Hidroxiglutarat in vivo

Pentru testarea in vivo a inhibitorilor IDHI, tumorile xenogrefd subcutanate sunt crescute
in soareci nuzi atimici (20-22g, Harlan Laboratories) dupd implantarea fie a celulelor HT1080
(fibrosarcom care poartd IDH1 mutant R132C) sau fie a celulelor TBOS8 (glioblastom secundar care
poartd IDH1 mutant R132H). Soarecii sunt alimentati si spalati ad libitum si sunt aclimatizai timp
de 1 sdptimind inainte de implantarea celulelor. Celulele tumorale (HT1080) sau fragmentele
tumorale (TBO8) sunt implantate in flancul drept din spate. Pentru HT1080, 5,0 x 108 celulele sunt
implantate intr-un amestec 1:1 cu Matrigel intr-un volum final de 0,2 ml. Pentru TBOS,
fragmentele tumorale generate din mostrele explantate din tumoare sunt implantate direct in
flancul posterior. Volumele tumorale sunt misurate cu sublerul de doud ori sdptimanal si volumul
tumoral este calculat utilizand 0,536 ? L ? W 2, unde L=lungimea si W=Iitimea. Cand volumele
tumorale ating 150-400 mm?, animalele sunt randomizate, plasate in grupuri (n=3-6 pe grup) si
dozate cu inhibitori IDHI1 sau vehicul cu control. Pentru inhibitorii IDH1, compusii sunt formulati
in vehicul continind fie 1% hidroxietilcelulozid/0,25% Tween™ 80/0,05% Antifoam sau 10%
Acacia cu 1,1 mol echivalent de HCl. Compusii sunt sonicati in baie pentru a obtine o suspensie.
Compusii sunt dozati pe o baza de miligram pe kilogram (mpk) prin gavaj oral intr-un volum final
de 0,2 ml. Pentru a determina inhibarea 2HG, compusii sunt dozati de doud ori zilnic (BID) timp
de 3 zile (numir total de doze = 6). Dupd tratamentul cu compus, soarecii sunt eutanasiati cu
anestezie cu izofluoran si dislocare cervicald. Tumorile sunt excizate, puse in tuburi etichetate, si
imediat congelate in azot lichid. Tumorile sunt depozitate la -80°C pentru procesare.
Prepararea lizatelor tumorale

Tamponul XY Lite este preparat in apd de calitate moleculard si contine urmdtoarele
componente: 25 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% TRITON™ X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA. La XY Lite (40 ml), se adaugd 800 ul de coctail de proteazi Halt si inhibitori de fosfataza
(coctail de proteazi Halt™ si inhibitori de fosfataza, Thermo Scientific fird EDTA, Cat# 78441).
Mostrele sunt vortexate si apoi ricite pe gheatd. Tuburile portocalii astupate de lizare-A sunt
etichetate si plasate Intr-un raft pe gheati. Un mojar ceramic cu pistil este plasat in gheatd uscata
pentru a se rici. O folie de aluminiu de 2 x 2 inci pdtrati este plasatd la partea inferioard a
mojarului. O mostrd din tumoare este transferatd la mojarul prericit pe folia patratd. Se adauga
azotul lichid (aproximativ 5 ml) si se lasi sd se evapore, superinghetind tumoarea. O alti piesd din
folic este plasatd peste tumoare si tumoarea este zdrobitd in piese mici cu pistilul ceramic.
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Tumoarea zdrobitd este transferatd repede la tubul de lizare. Se adaugd XY Lite cu gheata rece
(500 pL) la fiecare tub si s¢ acoperd. Tumorile sunt apoi procesate pe FastPrep-24 MP
Biomedicals prin rotirea de doud ori timp de 35 secunde fiecare la o vitezi setatd la 5. Mostrele
sunt apoi centrifugate in Beckman Microfuge R la 4°C la 14.000 rpm timp de 30 minute.
Supernatantul este transferat la o placa adanci cu 96 de godeuri prericita. Peletul este eliminat.
Test proteic

O placi de dilutie a testului de proteind este generatd mai inti prin adiugarea tamponului
XY (145 ul) 1a o placd Corning nesterild cu fund plat cu 96 de godeuri. La aceasta, se adauga
lizatul tumoral (5 pL) si se amestecd usor. Placa este tinutd pe gheatd. Dilutiile seriale de BSA
standard (Thermo Scientific cat. 23209 2 mg/mL) sunt setate dupa cum urmeaza: Cinci tuburi de
0,5 mL sunt plasate intr-un raft si tamponul XY (60 pL) se adaugi la fiecare. Stocul BSA (60 ul)
se adaugd la primul tub si se vortexeaza. 60 pl din primul tub sunt transferati la urmatorul tub, se
vortexeaza, si tot asa, pand cand seria de dilutie este completd dupd cum urmeaza: Tub 1= stoc
BSA, Tuburile 2-5 sunt dilutii seriale 1:2, Tubul 6= tampon XY singur. Reactivii termo de testare
a proteinei BCA sunt amestecati In conformitate cu instructiunile fabricantului. Se adauga reactiv
BCA amestecat (200 pl) la fiecare mostrd si se incubeaza timp de 15 minute. Rezultatele testelor
de proteind sunt citite pe cititorul de placd SOFTmax Pro. Pe baza rezultatelor testelor de proteind,
cantitatea adecvatd de tampon XY se adaugi la fiecare lizat tumoral pentru a genera o concentratie
finald de proteind de 5 mg/mL. Toate mostrele sunt etichetate si depozitate 1la -80°C.
Analiza metabolitilor in lizatele tumorale

Efectele in vivo ale inhibdrii IDH1 asupra concentratiilor de 2HG si aKG totale sunt
determinate prin analizd de spectrometric de masd cu cromatografie de lichide (LC-MS) a
xenogrefelor tumorale. Metoda utilizeazd derivatizarea cu O-benzilhidroxilamind inainte de
analiza prin LC-MS. Zece microlitri din fiecare lizat tumoral sunt plasafi intr-o placi adanca cu 96
de godeuri si combinati cu 100 pL. de solutie standard internd continind 10 pM ds-3HG si 10 pM
d6-aKG. 50 pL de 1 M O-benzilhidroxilamind in tampon de piridind (8,6% piridind, pH 5) si 50
puL de 1 M clorhidrat de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimidd (EDC) in tampon de
piridina se adaugd la fiecare mostrd. Reactia de derivatizare continud la temperatura camerei timp
de o ord. Utilizdnd un manuitor de lichide Beckman Biomek FX, 600 pL. de EtOAc se adaugi la
fiecare mostra. Plicile sunt etangate si vortexate timp de 5 minute, apoi ele sunt centrifugate timp
de 5 minute la 4000 rpm intr-o centifugd Eppendorf 5810R. 400 pL din stratul superior sunt
transferafi la o placd noud cu 96 de godeuri. Mostrele sunt uscate sub azot incalzit la 50°C si
reconstituite cu 100 pL. de MeOH/apa (1:1). Un microlitru de mostra derivatizati este injectat pe
un sistem LC-MS constand dintr-un sistem Shimadzu Prominence 20A HPLC si un spectrometru
de masi triplu cvadruplu  Thermo Quantum Ultra™. Analitii sunt separafi pe o coloand Water
XBridge™ C18 (2,1 x 50 mm, 3,5 um) cu un debit de 0,6 mL/minut. Faza mobild A este 0,1%
acid formic in apd si faza mobild B este MeOH. Profilul gradientului este: O minute, 5% B; 3
minute, 100% B; 4,00 minute, 100% B; 4,1 minute, 5% B; 5,50 minute, stop. Spectrometrul de
masd utilizeazi o sondd HESI-II operatd in mod de monitorizare a reactiei selectate de ioni
pozitivi. Curbele de calibrare sunt construite prin plotarea concentratiilor de analit vs. raportul
zonelor de analit/maxim intern standard si efectuarea unei ajustiri patratice a datelor utilizand o
ponderare 1/concentratie cu software-ul Xcalibur™. Concentratiile de analit pentru necunoscute
sunt calculate inapoi din curbele de calibrare. Datele despre metaboliti din testul LC-MS sunt
exprimate in nmol/mg proteind. Nivelul 2HG mediu in grupul tratat cu vehicul este utilizat pentru
a determina controlul de inhibare de 0%. Inhibarea procentuald la fiecare animal tratat cu inhibitor
este apoi determinatd fati de controlul cu vehicul. Datele sunt analizate in software-ul JMP pentru
a determina inhibarea procentuald medie in fiecare grup de dozare, deviatia standard, si eroarca
standard.

Datele demonstrand inhibarea in vive a 2-hidroxiglutaratului la soarecii cu xenogrefd
mutanti IDH1 prin compusii exemplificati si testati sunt prezentate in Tabelul 18 de mai jos.
Tabelul 18

Model xenogrefa

Tratament sau nr. ex.

Doza

Soareci (n)

2HG, inhibare % medie

Dev std

Er std medie

TB08 (R132H)

Vehicul

0 mpk

0

30,3

13,55

TB08 (R132H)

1 mpk

21,4

21

9,38

TB08 (R132H)

2 mpk

16,1

30,3

13,6

TB08 (R132H)

4 mpk

41,5

26

11,6

TB08 (R132H)

8 mpk

78,8

1,8

0,8

TB08 (R132H)

16 mpk

92,1

1,8

0,8

TB08 (R132H)

—_—l === =]

32 mpk

5
5
5
5
5
5
5

95,8

0,7

0,3
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Model xenogrefda | Tratament sau nr. ex.|Dozd [Soareci (n)[2HG, inhibare % medie |Dev std |Er std medie
TBO8 (R132H) |Vehicul 0 mpk |5 0 39,2 17,5
TBO8 (R132H) |2 1 mpk |5 37,4 13,3  |5,9
TBO8 (R132H) |2 2 mpk |5 23,9 162 |72
TBO8 (R132H) |2 4 mpk |5 63,7 12,1 |54
TBO8 (R132H) |2 8 mpk |5 80,95 06,27 (2,8
TBO8 (R132H) |2 16 mpk|5 92,97 2,63 1,1
TBO8 (R132H) |2 32 mpk|5 96,88 0,68 10,3
Model Tratament sau nr. - Soareci [2HG, inhibare % |Dev Er std
. Doza . .
xenogrefi ex. (n) medie std medie
. 0,00
TBO8 (R132H) |Vehicul mpk 5 0 244 10,9
10,0
TBO8 (R132H) |8 mpk 5 60,36 10,06 4,5
10,0
TBO8 (R132H) |7 mpk 5 69,56 9,15 4,1
10,0
TBO8 (R132H) |4 mpk 5 61,82 144 |64
10,0
TBO8 (R132H) |3 mpk 5 87,26 3,95 1,77
10,0
TBO8 (R132H) |14 mpk 5 86,71 527 12,36
Model Tratament sau nr. - Soareci [2HG, inhibare % |Dev Er std
. Doza . .
xenogrefi ex. (n) medie std medie
TBO8 (R132H) |Vehicul 0,00 5 0 26,87 12,02
mpk
10,0
TBO8 (R132H) (11 mpk 5 90,63 4,5 2,01
Model Tratament sau nr. - Soareci [2HG, inhibare % |Dev Er std
. Doza . .
xenogrefi ex. (n) medie std medie
. 0,00
TBO8 (R132H) |Vehicul mpk 5 0 39,6 17,7
10,0
TBO8 (R132H) |13 mpk 5 86,3 3,7 1,67
10,0
TBO8 (R132H) |12 mpk 5 94,16 0,66 0,3
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(57) Revendicari;
1. Un compus cu formula:

\ON N)N\\/N|Nlo
\)J\Q N |

in care:

R! este -CHCH(CHs)s, -CHCHj;, -CHCH,OCH;, sau -CH:-ciclopropil;
R? este -CH; sau -CH,CHs; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

R2

N
R

2. Un compus conform revendicirii 1 care este:

7-[[(1S)-1-[4-[(1R)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil[fenil]etil Jamino]-1-
etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni;

7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-2-enoilpiperazin-1-il)etil ]fenil Jetil Jamino]-1-
etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-oni;

1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[1-(4-prop-2-enoilpiperazin- 1-il)propil]fenil]etil]amino]-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 1;

1-etil-7-[[(1S)-1-[4-[1-(4-prop-2-enoilpiperazin- 1-il)propil]fenil]etil]amino]-4H-
pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond, izomer 2;

sau o sare acceptabila farmaceutic a oricarora din acestia.

3. Un compus conform revendicirii 2 care este 7-[[(1S)-1-[4-[(1S)-2-ciclopropil-1-(4-prop-
2-enoilpiperazin-1-il)etil]fenilJetil]amino]- 1 -etil-4H-pirimido[4,5-d][1,3]oxazin-2-ond sau o sarc
acceptabild farmaceutic a acestuia.

4. O compozitic farmaceuticd cuprinzand un compus conform revendicdrii 1, sau o sare
acceptabila farmaceutic a acestuia, si un purtitor acceptabil farmaceutic.

5. Un compus conform revendicarii 1, sau o sare acceptabilad farmaceutic a acestuia, pentru
utilizare in terapie.

6. Un compus conform oricireia dintre revendicirile 1 pand la 3, sau o sare acceptabilad
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul unui cancer care exprima IDH1 mutant sau
IDH2 mutant care este gliom, glioblastom, glioblastom multiform, astrocitom, oligodendrogliom,
paragangliom, fibrosarcom, limfom al celulei T angioimunoblastic (AITL), sindrom
miclodisplazic (MDS), leucemic limfoblasticd acuti a celulei B (B-ALL), cancer la tiroida, cancer
colorectal, leucemie micloidd acutdi (AML), melanom, cancer la prostatd, condrosarcom sau
colangiocarcinom.

7. Un compus pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 6 in care cancerul care
exprimd IDH1 mutant sau IDH2 mutant este fibrosarcom, leucemic miecloidd acutd, gliom, sau
glioblastom.

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