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

DOMENIUL TEHNIC AL INVENTEI

Inventia se referd la compusi, compozitii, si la compusi pentru utilizare in metode pentru
tratamentul infectiei cu virusul imunodeficientei umane (HIV). Mai concret, inventia furnizeazd noi
inhibitori ai HIV, compozitii farmaceutice continand astfel de compusi, si compusi pentru utilizare in
metode pentru utilizarea acestor compusi in tratamentul infectiei cu HIV. Inventia se referd, de asemenea,
la procedee pentru producerea compusilor descrisi aici in continuare.

STADIUL TEHNICII IN DOMENIUL CARE FORMEAZA OBIECTUL INVENTIEI

Sindromul imunodeficientei dobandite (SIDA) este rezultatul infectiei cu HIV. HIV continud si
fie o problemi majord de sanatate publicd. In 2015, se estimeazd ¢ 36,7 milioane de oameni trdiau cu
HIV (inclusiv 1,8 milioane de copii) - o prevalentd HIV la nivel global de 0,8%. Marea majoritate din
acest numdr triiesc in tari cu venituri scizute si medii. In acelasi an, 1,1 milioane de oameni au murit din
cauza bolilor legate de SIDA.

Terapia curentd pentru indivizi infectati cu HIV constd dintr-o combinatie de agenti anti-
retrovirali aprobati. Aproape patruzeci de medicamente sunt in prezent aprobate pentru infectia cu HIV,
fie ca agenti individuali, combinatii cu doze fixe sau regimuri cu o singurd tabletd; ultimele doua
continand 2-4 agenti aprobati. Acesti agenti apartin unui numér de clase diferite, tintind fie enzima virald
sau functia unei proteine virale 1n cursul ciclului de replicare a virusului. Astfel, agentii sunt clasificati fie
ca inhibitori nucleotidici ai revers transcriptazei (NRTI), inhibitori non-nucleotidici ai revers
transcriptazei (NNRTI), inhibitori ai proteazei (PI), inhibitori ai transferului lantului integrazei (INSTI),
sau inhibitori de intrare (unul, maraviroc, {inteste proteina CCRS gazda, In timp ce celdlalt, enfuvirtid,
este o peptidd care tinteste regiunea gp4l a proteinei gpl60 virale). In plus, un amplificator
farmacocinetic (cobicistat sau ritonavir) se poate utiliza in combinatii cu agenti antiretrovirali (ARVSs)
care necesita stimulare.

fn ciuda arsenalului de agenti si combinatii de medicamente, rdmane 1n continuare a nevoie de
medicamente pentru noi agenti antiretrovirali. FEterogenitatea virald ridicatd, toxicitatea asociatd
medicamentelor, problemele de tolerabilitate si aderenta slabd pot sd conducé toate la esecul tratamentului
si pot avea ca rezultat selectia virusurilor cu mutatii care conferd rezistenta la unul sau mai multi agenti
antiretrovirali sau chiar mai multe medicamente dintr-o clasd intreagd (Beyrer, C., Pozniak A. HIV drug
resistance - an emerging threat to epidemic control. N. Engl. J. Med. 2017, 377, 1605-1607; Gupta, R. K.,
Gregson J., si colab. HIV-1 drug resistance before initiation or re-initiation of first-line antiretroviral
therapy in low-income and middle-income countries: a systematic review and meta-regression analysis.
Lancet Infect. Dis. 2017, 18, 346-355; Zazzi, M., Hu, H., Prosperi, M. The global burden of HIV-1 drug
resistance in the past 20 years. Peer]. 2018, DOI 10.7717/peerj.4848). Ca urmare, sunt necesare noi
medicamente care sd fie usor de luat, sda ibd barierd genticd ridicatd la dezvoltarea rezistentei, si sd aibd
sigurantd mbunatatitd fatd de agentii actuali. In aceastd panoplie de optiuni, noi mecanisme de actiune
(MOA) care se pot utiliza ca parte a terapiei antiretrovirale preferate (ART) pot avea incd un rol major de
jucat, intrucat ar trebui si fie eficienti impotriva virusurilor rezistente la agentii actuali. Tmbunatatirile
care ar face medicamentele mai usor de administrat pentru perioade lungi de timp sau chiar pentru
intreaga viatd ar putea include toate sau unele dintre urmitoarele: reactii adverse reduse, interactiuni
medicament-medicament reduse, duratd crescutd intre doze sau cii alternative de administrare care se
potrivesc cu preferintele individuale ale pacientului. Obiectivele Imbundtatirii sigurantei ar include cu
sigurantd indici terapeutici Inalti fatd de orice toxicitate care ar determina Intreruperea administrarii si ar
putea include, de asemenea, efecte secundare reduse sau interactiuni medicament-medicament reduse.
Potentialul de a utiliza mai putine medicamente 1n general Intr-un regim combinat ar conduce, de
asemenea, probabil la imbunatitirea conformitdtii si a sigurantei. Potenta crescutd Impotriva fintei
antivirale, In special dacd este mentinutd in prezenta plasmei umane si a albuminei serice, ar conduce, de
asemenea, la o dozd redusi si ar putea afecta direct si pozitiv durata dozérii si indicele terapeutic asupra
efectelor secundare si toxicitdtilor. Pentru a rezuma, s-ar obtine beneficii maxime pentru pacientii
infectati cu HIV daci ar fi descoperite medicamente anti-HIV cu mecanisme noi de actiune care s aiba si
celelalte beneficii descrise mai sus ce faciliteazd conformitatea si siguranta pe termen lung,

Anumiti compusi potential terapeutici au fost acum descrisi in domeniu si expusi de Blair, Wade
S. si colab. In Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2009), 53(12), 5080-5087, Blair, Wade S. si
colab. PLoS Pathogens (2010), 6(12), €1001220, Thenin-Houssier, Suzie; Valente, Susana T. Current
HIV Research, 2016, 14, 270-282, si cereri de brevet PCT cu urmétoarele numere: WO 2012065062, WO
2013006738, WO 2013006792, WO 20141102901, WO 20141102901, WO 2901, WO 2013006738 8,
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WO 2014134566, WO 2015130964, W02015130966, WO 2016033243, WO02018035359 si
W02018203235.

Ceea ce este nevoie acum In domeniu sunt compusi suplimentari care si fie noi si utili in
tratamentul HIV. In plus, acesti compusi ar trebui s ofere avantaje pentru utilizari farmaceutice, de
exemplu, In ceea ce priveste unul sau mai multe dintre mecanismele lor de actiune, legarea, eficacitatea
inhibarii, selectivitatea tintei, solubilitatea, profilurile de sigurantd, biodisponibilitatea si/sau frecventa
redusd de dozare. De asemenea, sunt necesare noi formuldri si compusi pentru utilizare n metode de
tratament care utilizeazd acesti compusi.

REZUMATUL INVENTIEI
Pe scurt, intr-un aspect, prezenta inventie dezvaluie compusii descrisi mai jos
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si sarurile lor acceptabile farmaceutic (denumiti in continuare ,,compusi si sdruri ale inventiei”).

Intr-un alt aspect, prezenta inventie dezviluie o compozitic farmaceutici care cuprinde un
compus sau sare a inventiei.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie dezviluie un compus sau sare a inventiei pentru utilizare in
terapie.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie dezvaluie un compus sau sare a inventiei pentru utilizare in
tratarea infectiei cu HIV la om.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie dezviluie utilizarea unui compus sau a unei siri a inventiei
la fabricarea unui medicament pentru tratamentul infectiei cu HIV la om.
DESCRIEREA PE SCURT A FIGURILOR

Figura 1 este un rezumat al profilurilor concentratiei plasmatice medii-timp la sobolani in studiul
descris mai jos.
DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

De preferintd, compusii si sdrurile inventiei au stereochimia descrisd mai jos
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Intr-un aspect, compusii si sdrurile inventiei au stereochimia descrisd mai jos
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Sarurile inventiei sunt acceptabile farmaceutic. Astfel de sdruri pot fi séruri de aditie a acizilor
sau sdruri de aditie a bazelor. Pentru o revizuire a sarurilor adecvate acceptabile farmaceutic vezi, de
exemplu, Berge si colab., J. Pharm, Sci., 66, 1-19, 1977.

Sarurile de aditie a acizilor acceptabile farmaceutic reprezentative includ, insa nu se limiteza la,
4-acetamido-benzoat, acetat, adipat, alginat, ascorbat, aspartat, benzensulfonat (besilat), benzoat, bisulfat,
bitartrat, butirat, edetat de calciu, camforat, camforsulfonat (camsilat), caprat (decanoat), caproat
(hexanoat), caprilat (octanoat), cinamat, citrat, ciclamat, digluconat, 2,5-dihidroxibenzoat, disuccinat,
dodecilsulfat (estolat), edetat (etilendiaminotetraacetat), estolat (lauril sulfat), etan-1,2-disulfonat
(edisilat), etansulfonat (esilat), formiat, fumarat, galactarat (mucat), gentisat (2,5-dihidroxibenzoat),
glucoheptonat  (gluceptat), gluconat, glucuronat, glutamat, glutarat, glicerofosforat, glicolat,
hexilrezorcinat, hipurat, hidrab-amind (N,N-di(dehidroabietil)-etilendiamind), bromhidrat, clorhidrat,
iodhidrat, hidroxinaftoat, izobutirat, lactat, lactobionat, laurat, malat, maleat, malonat, mandelat,
metansulfonat (mesilat), metilsulfat, mucat, naftalen-1,5-disulfonat (napadisilat), naftalen-2-sulfonat
(napsilat), nicotinat, nitrat, oleat, palmitat, p-aminobenzensulfonat, p-aminosalicilat, pamoat (embonat),
pantotenat, pectinat, persulfat, fenilacetat, feniletilbarbiturat, fosfat, poligalacturonat, propionat, p-
toluensulfonat (tosilat), piroglutamat, piruvat, salicilat, sebacat, stearat, subacetat, succinat, sulfamat,
sulfat, tanat, tartrat, teoclat (8-cloroteofilinat), tiocianat, trietiliodurd, undecanoat, undecilenat, si valerat.

Sarurile de aditie a bazelor acceptabile farmaceutic reprezentative includ, Insa nu se limiteza la,
aluminiu, 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propandiol (TRIS, trometamind), arginind, benetamind (N-
benzilfenetilamind), benzatind (N,N’-dibenziletilendiamind), bis-(2-hidroxietil)amind, bismut, calciu,
cloroprocaind, colind, clemizol (1-p clorobenzil-2-pirolidin-1’-ilmetilbenzimidazol), ciclohexilamini,
dibenziletilendiaming, dietilamind, dietiltriamind, dimetilamind, dimetiletanolamind, dopamina,
etanolamind, etilendiamind, L-histidind, fier, izochinolind, lepidind, litiu, lizind, magneziu, meglumina
(N-metilglucamind), piperazind, piperidind, potasiu, procaind, chinind, chinolind, sodiu, strontiu, #-
butilamind, si zinc.

Tntr-o varianti de realizare, sirurile de aditie a acizilor sunt selectate dintre saruri clorhidrat,
bromhidrat, iodhidrat, sulfat, bisulfat, nitrat, fosfat, fosfat acid, acetat, benzoat, succinat, zaharat, fumarat,
maleat, lactat, citrat, tartrat, gluconat, camsilat, metansulfonat, etansulfonat, benzensulfonat, p-
toluensulfonat si pamoat. Intr-o varianti de realizare, sarurile de aditie a bazelor includ saruri cu metale
(cum ar fi sodiu, potasiu, aluminiu, calciu, magneziu si zinc) si amoniu (cum ar f1 sdrurile izopropilamina,
dietilamind, dietanolamind). Alte sdruri (cum ar fi trifluoroacetatii si oxalatii) se pot utiliza la fabricarea
compusilor si sdrurilor inventiei, si sunt incluse in limitele inventiei.

Toate formele stoechiometrice si nestoechiometrice posibile ale sdrurilor compusului inventiei
sunt incluse In limtele inventiei. Sarurile de aditie a acizilor si bazelor se pot prepara de cétre chimistul de
specialitate, prin tratarea unui compus al inventiei cu un acid adecvat sau cu o bazd adecvatd intr-un
solvent adecvat, urmatd de cristalizare si filtrare.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei cuprind in plus un purtdtor, excipient si/sau diluant
acceptabil farmaceutic. Intr-o variantd de realizare, compovitiile farmaceutice ale inventiei cuprind in plus
un excipient acceptabil farmaceutic.

In metoda acestei descrieri, caile preferate de administrare sunt orald si prin injectare pentru a
elibera subcutanat sau intramuscular. De aceea, compozitiile farmaceutice preferate includ compozitiile
adecvate pentru administrare orald (de exemplu tablete) si compozitiile adecvate pentru injectare, de
exemplu injectarea subcutanatd sau intramusculara.

Intr-un aspect, prezenta inventie dezviluie un compus pentru utilizare in metode de prevenire a
infectiei cu HIV la un om sau de reducere a riscului de infectie, cuprinzand administrarea unui compus
sau a unei sdrl ale inventiei. Profilaxia de pre-expunere (sau PrEP) este atunci cénd persoanele care
prezintd de infectie cu HIV iau de doud ori pe zi medicamentul pentru a-si reduce sansele de a face
infectie cu HIV. PrEP s-a dovedit a fi eficientd in reducerea riscului de infectare. Asa cum se utilizeaza
aici, "HIV" sau "Virusul imunodeficientei umane" se referd la HIV-1 si/sau la HIV-2.

Compusii si sdrurile inventiei se considerd cd au ca tintd biologicd capsida HIV si astfel
mecanismul lor de actiune este de a modifica in unul sau mai multe moduri functia capsidei HIV. De
exemplu, compusii si sdrurile inventiei pot si functioneze ca inhibitori ai capsidei.

Compusii si sdrurile inventiei se pot utiliza singuri sau in combinatie cu alti agenti terapeutici.
Terapiile combinate conform prezentei inventii cuprind astfel administrarea a cel putin unui compus sau
sare a inventiei, si administrarea a cel putin unui alt agent care poate fi util in tratamentul infectiei cu
HIV. Compusii si sdrurile inventiei si orice alt agent activ farmaceutic se pot administra impreund sau
separat si, atunci cind se administreazd separat, administrarea poate s apard simultan sau separat, in
orice ordine. De exemplu, un compus sau sare a inventiei, si celdlalt agent se pot formula si administra
impreund Intr-o singurd compozitie farmaceuticd sau se pot formula si administra separat.
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Cantitétile de compus si sdruri din prezenta inventie si celdlalt(i) agent(i) activ(i) farmaceutic si
momentele relative de administrare vor fi selectate pentru a obtine efectul terapeutic combinat dorit.
Administrarea In combinatie a compusului prezentei inventie si a sirurilor, solvatilor sau a altor derivati
acceptabili farmaceutic ai acestuia cu alti agenti de tratament poate fi In combinatie prin administrare
concomitentd In: (1) o compozitie farmaceutica unitard inclusiv compusi multipli; sau (2) compozitii
farmaceutice separate fiecare incluzand unul dintre compusi. Alternativ, combinatia poate fi administrata
separat intr-o manierd secventiald In care un agent de tratament este administrat primul si celalalt al doilea
sau invers, iar diferitii agenti ar putea fi administrati In scheme diferite, daci este cazul. O astfel de
administrare secventiald poate fi apropiatd In timp sau indepdrtatd in timp. Cantititile de compus al
inventiel, sau sdruri ale acestuia si alti agent(i) activ(i) farmaceutic si momentele relative de administrare
vor fi selectate pentru a obtine efectul terapeutic combinat dorit.

Ca atare, compusii si sarurile prezentei inventie pot fi utilizate in combinatie cu unul sau mai
multi agenti utili in prevenirea sau tratamentul HIV. Astfel de agenti includ, de exemplu, inhibitori
nucleozidici ai transcriptazei inverse HIV, inhibitori non-nucleozidici ai revers transcriptazei HIV,
inhibitori HIV ai proteazei, inhibitori ai fuziunii HIV, inhibitori ai atasdrii HIV, inhibitori CCRS,
inhibitori CXCR4, inhibitori ai dezvoltarii sau maturdrii HIV si inhibitori ai integrazei HIV. Alti agenti
adecvati includ, de exemplu, abacavir, atazanavir, bictegravir, cabotegravir, darunavir, delavirding,
didanozina, dideoxiinozind, dolutegravir, doravirind, efavirenz, elvitegravir, emtricitabind, etavirini,
fosamprenavir, fostemsavir, GSK354, lavulavir, lovirind, lovirind, lovirind, lovirinavir Maraviroc,
Nelfinavir, Nevirapind, Raltegravir, Rilpiverind, Ritonavir, Saquinavir, Slatravir, Stavudind, Tipranavir,
Tenofovir, Tenofovir Alafenamida, Tenofovir Dizoproxil Fumarat, Zalcitabina, Zidovuding, Antibodul
N6L 739937 si S-648414. Alti agenti adecvati suplimentari includ Dolutegravir, lamivudind, Fostemsavir,
Cabotegravir, maraviroc, rilpiverind, Reyataz, Tenofovir, Afenamidd, EfDA, Doravirind si Preziata. Alti
agenti adecvati includ Dolutegravir, lamivudind, Fostemsavir si Cabotegravir. Agentii preferati includ, de
exemplu, bictegravir, cabotegravir, dolutegravir, fostemsavir, islatravir si lamivudind. Agentii preferati in
mod special includ, de exemplu, bictegravir, cabotegravir, dolutegravir, fostemsavir i lamivudini.
EXEMPLU
Prepararea biciclo[3.1.0Thexan-3-olului

HO.

@)

La o solutie agitatd de ciclopent-3-enol (130 g, 1545 mmol) in DCM (1200 mL) sub atmosfera
de N> la 0-5 °C s-a addugat prin picurare o solutie de dietil zinc in hexan (1,0 M, 3091 ml, 3091 mmoli)
pe o perioadd de 3 ore. La solutia la 0°C s-a addugat prin picurare o solutie de diiodometan (249 ml, 3091
mmoli) in DCM (300 ml) pe o perioadd de 1 ord. Amestecul de reactie a fost lasat sd se incédlzeasca la 27
°C, dupd care s-a observat formarea unui precipitat alb. Amestecul a fost agitat timp de 16 ore. Progresul
reactiei a fost monitorizat prin TLC (8102, 20% EtOAc/pet, Rf = 0,3, UV-inactiv, PMA-activ). Amestecul
de reactie a fost stins prin addugarea atentd de solutie ap. saturatd de NH4Cl (1,5 1). Amestecul a fost
filtrat printr-un tampon de Celite. Stratul apos a fost extras cu DCM (2 x 1 I). Straturile organice
combinate au fost uscate pe Na>SO4 anhidru, filtrate si apoi concentrate sub presiune redusd pentru a se
obtine biciclo[3.1.0]hexan-3-ol brut sub formi de lichid rosu, 180 g. 'H RMN (400 MHz, CDCI3) 5 =
4,41 - 4,35 (m, 1 H), 2,18 - 2,05 (m, 2H), 1,73 (d, J = 13,9 Hz, 2H), 1,35 - 1,25 (m, 2H), 1. - 1,14 (m, 1
H), 0,57 - 0,43 (m, 2H). GCMS: m/z = 9§,1).
Prepararea biciclo[3.1.0Thexan-3-onei

0

@)

La o solutie agitatd de biciclo[3.1.0]hexan-3-0l (210 g, 2054 mmoli) in DCM (5000 ml) sub
atmosferd de Nj la 0 °C s-a addugat In portiuni Dess-Martin periodinan (954 g, 225 mmoli). Amestecul a
fost ldsat sd se Incédlzeascd la 27 °C si apoi a fost agitat timp de 16 ore. Progresul reactiei a fost
monitorizat prin TLC (Si0», 20% acetond/Hex, Rf = 0,3, UV inactiv, PMA -activ). Amestecul de reactie a
fost filtrat printr-un strat de Celita si filtratul a fost spilat cu ap. NaOH (1IN, 8x 1 ). Fazele apoase
combinate au fost extrase cu DCM (5§ x 1 I). Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SOy
anhidru, filtrate $i apoi concentrate sub presiune redusd (temperatura biii: 20 °C) pentru a se obtine
biciclo[3.1.0]hexan-3-ond brutd sub forma de lichid maro. Lichidul a fost purificat in continuare prin
distilare descendentd la 70 °C pentru a se obtine biciclo[3.1.0lhexan-3-ond sub formd de lichid véscos
galben pal, 125 g (62%). 'H RMN (400 MHz, CDCI3) 5 = 2,61 - 2,54 (m, 2H), 2,17 - 2,12 (m, 2H), 1,54 -
1,46 (m, 2H), 0,92 - 0,86 (m, 1H), -0,01 - - 0,08 (m, 1 H); GCMS: M/Z = 96,1.

Prepararea 2-(2,2-difluoracetil)biciclo[3.1.0]hexan-3-onei
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La o solutie agitatd de biciclo[3.1.0]hexan-3-ond (125 g, 1274 mmoli) iIn THF (1500 ml) sub
atmosfera de N la -78 °C s-a addugat LDA (2,0 M in THF, 0,701 1, 1402 mmoli). Solutia a fost agitata
timp de 1 ord la -78 °C. La solutie s-a addugat incet, timp de 30 de minute, o solutie de etildifluoracetat
(174 g, 1402 mmoli) in THF (300 ml) mentindnd o temperaturd de -78 °C. Amestecul de reactie a fost
lasat sd se incélzeascd la 27 °C si apoi a fost agitat timp de 1 ord. Progresul reactiei a fost monitorizat prin
TLC (Si0», 20% acetond/hexan, Rf = 0,3, UV-activ). Amestecul de reactie a fost stins prin addugarea de
ap. HCI (1 N, 2000 ml). Amestecul a fost agitat timp de 30 min. si apoi a fost extras cu EtOAc (3 x 1000
ml). Straturile organice combinate au fost spilate cu saramurd (1000 ml), uscate pe Na,SO4 anhidru si
filtrate.  Filtratul a fost concentrat sub presiune redusd pentru a obtine 2-(2,2-
difluoracetil)biciclo[3.1.0Thexan-3-ond sub formi de lichid véscos galben pal, 180 g (71%). 'H RMN
(400 MHz, CDCI3) 5 = 6,18 (t, ] = 54,8 Hz, 1 H), 2,70 - 2,62 (m, 1 H), 2,35 (d, J = 19,4 Hz, 1 H), 2,14
(singlet larg, 1 H), 1,26 - 1,21 (m, 1 H), 1,04 - 1,03 (m, 1 H), 0,22 - 0,21 (m, 1 H), LCMS: M/Z =
173,17).

Prepararea 2-(3-(ditluorometil)-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropal 3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-
il)acetatului de etil.

La o solutie agitatd de 2-(2,2-difluoroacetil)biciclo[3.1.0Thexan-3-ond (180 g, 910 mmoli) in
etanol (2 L) sub atmosferd de Nj la 27 °C s-a addugat clorhidrat de 2-hidrazinilacetat de etil (422 g, 2729
mmoli) urmat de acid sulfuric (20 ml, 375 mmoli). Amestecul s-a agitat timp de 30 min. si apoi s-a
incdlzit la 100 °C s-a agitat timp de 16 h. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO2, 20%
acetond/hexan, Rf = 0,3, activ-UV). Amestecul de reactie s-a concentrat la presiune redusi. Reziduul s-a
dizolvat in EtOAc (2000 ml) si s-a spélat cu apd (2 x 1 1), saramurd (1,0 1), s-a uscat pe Na;SO4 anhidru,
s-a filtrat, si apoi s-a concentrat la presiune redusi. Reziduul rezultat s-a supus cromatografiei pe coloana
cu silicagel (pet..acetond 100:0—98:2) pentru a permite obtinerea 2-(3-(difluorometil)-3b,4,4a,5-
tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pyrazol-1-il)acetatului de etil as sub forma unui solid alb-
murdar, 110 g (46%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 3 = 6.86 (t, J= 54.8 Hz, 1H), 4.93 (s, 2H), 4.14 (q,
J=7.2 Hz, 2H), 2.88 - 2.79 (m, 1H), 2.76 - 2.68 (m, 1H), 2.14 - 2.04 (m, 2H), 1,19 (t, /= 7.2 Hz, 3H),
1,10 - 1,03 (m, 1H), 0,14 (q, J=4.3 Hz, 1H).
Prepararea 2-(3-(difiuorometil)-5-oxo0-3b,4,4a,5-tetrahidro-1 H-ciclopropa[ 3,4]ciclo-penta[ 1,2-
c]pyrazol-1- il)acetatului etil.

La o solutie agitata de 2-(3-(difluorometil)-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-
ciclopropal3,4]ciclopenta[1,2- c]pirazol-1-il)acetat de etil (110 g, 422 mmoli) si celitd (395 g) in
ciclohexan (3.5 1) 1a 0 °C s-a adaugat 1n portii dicromat de piridiniu (794 g, 2110 mmoli). Peste amestecul
sub atmosferd de azot s-a addugat in picaturd hidroperoxid de tert-butil (355 ml, 2130 mmoli) intr-o
perioadd de 10 min. Amestecul de reactie s-a incdlzit 1a 27 °C si apoi s-a agitat la acea temperaturd timp
de 48 h. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO,, 30% acetond/pet, Rf = 0,4, activ-UV).
Amestecul de reactie s-a filtrat, si turta de filtrare s-a extras cu EtOAc (1000 ml). Filtratul s-a spalat cu
NazSzOs saturat apos (2x500 ml); FeSOj4 saturat apos (300 ml); si apoi saramurd (500 ml). Stratul organic
s-a uscat pe NaxSO4 anhidru, s-a filtrat si s-a concentrat la presiune redusd pentru a obtine compusul brut
din titlu (150 g).

Prepararea 2-(3-(difluorometil)-4,4a-dihidrospiro ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]
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pirazol-5,2’-[1,3]ditiolan]-1(3bH)-il)acetatului de etil.

F
F

[ N
S N o
LS~
M\

La 0 solutie agitata de 2-(3-(difluorometil)-5-0x0-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-
ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetat de etil (75 g, 269 mmoli) iIn DCM (1500 ml) la 27 °C
sub atmosferd de azot s-a addugat etan-1,2-ditiol (43,0 ml, 511 mmoli) urmat de addugarea de bor acid
trifluoroacetic (72,6 ml, 511 mmoli). Solutia s-a agitat timp de 16 h. Progresul reactiei s-a monitorizat
prin TLC (SiO,, 20% acetond/Pet, Rf = 0,35, activ-UV). Dupa terminare, amestecul de reactie s-a ricit la
0 °C si s-a stins prin addugare de NaHCOs apos saturat (500 ml). Amestecul s-a extras cu DCM (2 3 1000
ml). Straturile organice combinate s-au spélat cu saramurd (1000 ml), s-au uscat pe Na,SO4 anhidru, s-au
filtrat si s-au concentrat la presiune redusd pentru a obtine un lichid brun. Acest material s-a supus
cromatografiel pe coloand cu silicagel (Pet.:EtOAc 95:5—90:10) pentru a permite obtinerea 2-(3-
(difluorometil)-4,4a- dihidrospiro[ciclopropa[3.4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-5,2°-[1,3]ditiolane]-1(3bH)-
ilacetatului de etil sub forma unui solid alb-murdar, 80 g (74%). '"H-RMN (400 MHz, CDCls) & = 6,61 (t,
J=55,2 Hz, 1H), 5,00 - 4,85 (m, 2H), 4,29 - 4,19 (m, 2H), 3,55 - 3,46 (m, 4H), 2,63 - 2,53 (m, 1H), 2,49 -
2,38 (m, 1H), 1,30 - 1,24 (m, 4H), 0,65 - 0,60 (m, 1H). LCMS M+H = 346,9.

Prepararea 2-(3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa[3,4]
ciclopenta[l,2-c]pirazol- 1-il)acetatului de etil

Peste o solutie agitatd de 1,3-dibromo-5,5-dimetilimidazolidin-2,4-diond (26,3 g, 92 mmoli) In
DCM (20 ml) la -70 °C sub atmosferd de N; s-a addugat HF-piridina (2,460 g, 24,83 mmoli). Solutia s-a
timp de 30 min. Peste solutie s-a adiugat o solutie de 2-(3-(difluorometil)-4,4a-
dihidrospiro[ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-5,2°-1,3]ditiolan]-1(3bH)-il)acetat de etil (10 g, 25
mmoli) in DCM (20 ml). Amestecul de reactie s-a ldsat si se Incdlzeascd la -40 °C si apoi s-a agitat la
acea temperaturd timp de 1 h. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO2, 30% EtOAc/Pet, Rf =
0,3, activ UV-in). Amestecul de reactie s-a stins prin addugare de apoasi saturatdi NaHCOs (200 ml).
Amestecul s-a incélzit la temperatura camerei si s-a extras apoi cu EtOAc (2 x 100 ml). Straturile
organice combinate s-au spélat cu saramurd (50 ml); s-a uscat pe NaSO, anhidru; s-au filtrat; si s-au
concentrat la presiune redusd pentru a permite obtinerea unui solid brun. Acest material s-a supus
cromatografiel pe coloani cu silicagel (Pet..EtOAc 100:0—75-25) pentru a permite obtinerea 2-(3-
(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1H-ciclopropal[3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-
iDacetatului de etil sub forma unui solid galben deschis, 8,5 g (91%). 'H RMN (400 MHz, CDCl;) § =
6,62 (t, I = 55,2 Hz, 1H), 4,82 (s, 2H), 4,30 - 4,18 (m, 2H), 2,51 - 2,37 (m, 2H), 1,42 - 1,35 (m, 1H), 1,31
- 1,23 (m, 3H), 1,14 - 1,08 (m, 1H). LCMS M+H = 293,07.

Prepararea acidului 2-(3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro-1 H-
ciclopropa(3,4]ciclopental 1,2-c]pirazol- lil)acetic
N—F
[N
FE 0
QH

Peste o solutie agitatd de 2-(3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-
ciclopropal3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetat de etil (15 g, 50 mmoli) in THF (17 ml) si MeOH (66
ml) la 0 °C sub atmosferd de N, s-a addugat o solutie de LiOH (1,788 g, 74,7 mmoli) in apid (66 ml).
Amestecul de reactie s-a lasat s se incélzeascd la 27 °C si s-a agitat apoi timp de 3 h la acea temperatura.
Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO,, 5% MeOH/DCM, Rf = 0,2, UV Active). Dupa
terminare, amestecul de reactie s-a concentrat la presiune redusd; s-a diluat cu apa (50 ml); si s-a spélat cu
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EtOAc (2 x 250 ml) pentru a Indepdrta impuritétile. Stratul apos s-a ajustat la pH 2-3 utilizand HCI apos
(1M), apoi s-a extras cu EtOAc (3 x 1000 ml). Straturile organice combinate s-au uscat pe NaSOu
anhidru; s-au filtrat; si s-au concentrat la presiune redusd pentru a permite obtinerea acidului 2-(3-
(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-il )acetic
sub forma unui solid alb murdar, 14 g (98%). LCMS M+H = 265,15.

Separarea care permite obtinerea acidului  2-((3b5,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-
tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopen-  ta[l,2-c[pirazol-1-il)acetic ~ acid  and  2-((3bR,4aS)3-
(difluorometil)-5,5-olifluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa( 3,4 ciclopenta[ 1,2-cJpirazol-1-il)acetic

£ F. .
R e
- 3 oy Mf
2} x 3 K
b s g
g s - \‘i;:o
Tk o

Acidul 2-(3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[ 3,4]
ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetic (5,5 g) s-a dizolvat in izopropanol (20 ml). Solutia s-a supus In portii
separdrii chirale SFC dupa cum urmeaza: Instrument = Thar 80; coloand = Chiralpak IC 30x250mm, 5
microni; solvent A = CO; super critic; solvent B = izopropanol cu 0,5% izopropilamina (v/v), compozitie
eluent = 70%A:30%B; debit = 65 g/min; contrapresiune = 100 bari; temperaturd = 30 °C; volum injectie
= 2,5 ml; detectare = 220 nm. Acidul 2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-
tetrahidro-1H-ciclopropal[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetic s-a colectat ca un varf de eluare de la 7,5
min. pand la 14 min; acidul 2-((3bR,4aS)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-
ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetic s-a colectat ca varf de eluare de la 2,7 min. pand la 5,8
min. Pentru fiecare enantiomer, solutia rezultatd s-a concentrat la presiune redusa si solidele rezultate s-au
dizolvat in EtOAc, apoi s-a spilat de doud ori cu citric acid apos (1M) urmat de apa urmati de saramura.
Solutia organicd s-a uscat pe NaxSOy; s-a filtrat; apoi s-a concentrat in vid pentru a permite obtinerea
enantiomerului separat cu recuperare 80-90%.

Br
F

CN
cl

Peste o solutie agitatd de 3-bromo-6-cloro-2-fluorobenzaldehida (210,0 g, 0,89 mol, 1,0 equiv.)
in apd (2,1 1) at temperatura camerei s-a adaugat hidroxilamina-O-sulfonic acid (175,15 g, 1,55 mol, 1,75
echiv.). Amestecul de reactie s-a Incdlzit la 50 °C, s-a agitat timp de 18 h). Amestecul s-a ricit la
temperatura camerei, s-a agitat timp de 1-1,5 h. Solidele s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spélat cu apa.
Solidul umed s-a uscat in vid la 50 °C timp de 12-15 h pentru a permite obtinerea 3-bromo-6-cloro-2-
fluorobenzaldehidei, 190,0 g (91%).
Prepararea 7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-aminei

Br Me
hin
N

Cl NHZ

Peste o solutie de 3-bromo-6-cloro-2-fluorobenzonitril (360,0 g, 1,55 mol, 1,0 echiv.) in etanol
(1,08 1) s-a addugat sulfat de metilhidrazind (1,11 kg, 7,73 mol, 5,0 echiv.) urmat de adiugarea de
trietilamind (1,3 L, 9.3 mol, 6,0 echiv.) la 25-35 °C. Amestecul de reactie s-a Incélzit la 110 °C si s-a
mentinut timp de 15 h (reactia s-a monitorizat prin TLC). Dupd terminarea reactiei, amestecul s-a ricit la
temperatura camerei. Apd (3,0 1) s-a addugat si amestecul s-a agitat timp de 1 h la temperatura camerei.
Solidele s-au izolat prin filtrare si s-au spélat cu apa. Solidul umed s-a uscat in vid la 50 °C timp de 12-15
ore. Solidul brut s-a purificat prin cromatografie pe coloani (10% EA/hexani pand la 40% EA/hexani)
pentru a permite obtinerea produsului sub forma unui solid galben deschis. Randament: 185,0 g (46,0 %).
Prepararea N-(7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il jmetansulfonamidei

Prepararea 3-bromo-6-cloro-2-fluorobenzonitrilului
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Peste o solutie de 7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-amind (1,40 g, 5,37 mmoli) In DCM
(30 ml) s-a addugat bazd Hunig (3,75 ml, 21,5 mmoli) si apoi reactia s-a ricit pe o baie de gheatd si s-a
addugat clorurd de metansulfonil (1,26 ml, 16,1 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat la aceasta
temperaturd timp de 1h (s-a format un precipitat). Amestecul s-a diluat apoi cu diclorometan (100 ml) si
s-a spalat cu apd, 1 M HCl si saramurd, s-a uscat (Na2SOy), s-a filtrat si s-a concentrat in vid. Reziduul s-a
preluat in EtOH (30 ml) si 10 ml de NaOH apos 20%. Amestecul rezultat s-a Incilzit pand cand a
devenit o solutie omogena si si s-a agitat la rt timp de 30 min. Amestecul s-a diluat cu apa (80 ml) si s-a
acidulat cu HC1 1 N (60 ml). Precipitatul s-a filtrat, s-a spélat cu ap4, si s-a uscat in vid pentru a permite
obfinerea produsului din titlu (1,5 g) sub forma unui solid alb-murdar. '"H RMN (500 MHz, CDCl5) & 7,48
(d, J=7,9 Hz, 1H), 7,24 (singlet larg, 1H), 6,95 (d, J=7,9 Hz, 1H), 4,38 (s, 3H), 3,42 (s, 3H). LC/MS
(M+H)* = 337,80.
Prepararea N-(7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil jmetan-sulfonamidei

Br
f
N\
/NO
0
W
¢ M-
kY
O‘-.

Peste un amestec de N-(7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)metansulfonamida (1,3 g, 3,84
mmoli) si 1-(clorometil)-4-metoxibenzen (0,625 ml, 4,61 mmoli) in DMF (30 ml) s-a addugat carbonat de
cesiu (1,626 g, 4,99 mmoli) si amestecul s-a Incélzit la 80 °C timp de 2 h. Amestecul s-a turnat in apa
(100 ml) si s-a extras cu EtOAc (50 ml, 2x). Stratul organic combinat s-a spélat cu saramurd, s-a uscat pe
MgSOy, s-a filtrat si s-a concentrat In vid. Reziduul s-a purificat cu Bioateg (0~35% EtOAc-hexani)
pentru a permite obtinerea produsului din titlu (1,5 g) sub forma unei spume albe. 'H RMN (500 MHz,
CDCls) & 7,44 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,31 (d, J=8,5 Hz, 2H), 6,99 (d, J=7,9 Hz, 1H), 6,84 (d, J=8,5 Hz, 2H),
4,99 (singlet larg, 1H), 4,76 (singlet larg, 1H), 4,40 (s, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,01 (s, 3H).

Prepararea N-(7-amino-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metan-sulfonamiddi
NHz
Nn
N
QP

¢l MN-g
§

O~

Urmaéand referinta: Andersen, Jacob etal, Synlett 2005 (14), 2209-2213. Peste un amestec de N-
(7-bromo-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metan sulfonamidd (600,0 mg, 1,308
mmoli), iodurd de cupru (I) (49,8 mg, 0,262 mmoli), ascorbat de sodiu (518 mg, 2,62 mmoli) si (1R,2R)-
N1,N2-dimetilciclohexan-1,2-diamind (46,5 mg, 0,327 mmoli) in NMP (10 ml) s-a addugat o solutie de
azidd de sodiu (255 mg, 3,92 mmoli) in apd (2,0 ml). Amestecul s-a etansat apoi si s-a Incélzit intr-un
sistem de microunde la 120 °C timp de 2,5 h. Amestecul s-a filtrat apoi printr-un strat de celitd si stratul s-
a spdlat cu EtOAc. Filtratul s-a turnat In apd (100 ml) si s-a extras cu EtOAc (50 ml, 2x). Stratul organic
combinat s-a spélat cu saramurd, s-a uscat pe MgSOs, s-a filtrat si s-a evaporat in vid. Reziduul s-a
purificat prin Bioatge (5-100% EtOAc/hexani) pentru a permite obtinerea produsului din titlu (400 mg)
sub forma unui solid alb-murdar. 'H RMN (400 MHz, CDCl) & 7,33 - 7,29 (m, 2H), 6,89 (d, J/=7,8 Hz,
1H), 6,85 - 6,79 (m, 2H), 6,48 (d, J=7.8 Hz, 1H), 5,11 (br.s, 1H), 4,81 (br.s, 1H), 4,30 (s, 3H), 3,80
(singlet larg, 2H), 3,79 (s, 3H), 2,99 (s, 3H). LC/MS (M+H)* = 395,00.

Prepararea acidului 2-amino-6-(benziloxy)nicotinic
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O solutie de acid 2-amino-6-cloronicotinic (5 g, 29 mmoli) si tertbutoxid de potasiu (9,75 g, 87
mmoli) in alcool benzilic (97 ml) s-a incédlzit 1a 120 °C timp de 3 h. Dupa racire la temperatura ambianta,
amestecul de reactie de culoare foarte inchisd s-a adaugat in api si s-a spélat cu eter (x3). Stratul apos s-a
acidulat apoi cu acid citric 0,5 M. Precipitatul cafeniu s-a filtrat pentru a furniza produsul (4,4 g, 62%)
care s-a utilizat in reactia urmitoare fard altd purificare. 'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) § 12,40 (singlet
larg, 1H), 7,94 (d, J=8,55 Hz, 1H), 7,06-7,52 (m, 5H), 6,04 (d, J=8,24 Hz, 1H), 5,33 (s, 2H). LC/MS: m/z
= 245,15 [M+1]*.
Prepararea N-[(6P)-7-{2-[(15)-1-amino-2-(3,5-difiuorofenil)etil]-7-hidroxi-4-oxo-3H,4H-piridof 2, 3-
d]pirimidin-3-il}-4-cloro-1-metil- 1 H-indazol-3-il]-N-[ (4-metoxifenil )metil Jmetansulfonamidei

i
S W«i&%ﬁ
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Etapa 1:

Peste o suspensie de acid (S)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3,5-difluorofenil )propanoic (5,49
g, 18,23 mmoli) si acid 2-amino-6-(benziloxi)nicotinic (4,45 g, 18,23 mmoli) In acetonitril (92 ml)
(solutie galbenad) la -25 °C s-a addugat piridind (9,83 ml, 122 mmoli) urmat de 2,4,6-tripropil-1,3,5,2,4,6-
trioxatrifosfinan 2,4,6-trioxid ("T3P", 45,2 ml, 76 mmoli). Amestecul de reactie (a devenit o solutie
limpede dupd adaugare de T3sP) s-a agitat la -25 °C pénd la 10 °C in decurs de 4,5 h, apoi s-a addugat N-
(7-amino-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metansulfon-amida (6 g, 15,19 mmoli) si
amestecul s-a agitat timp de 18 h cu incélzire la rt. Amestecul de reactie s-a d,,iluat cu acetat de etil, s-a
spdlat cu NaOHIN, apoi apd, apoi acid citric 0,5 M, apoi apd, apoi s-a uscat pe Na»SOs si s-a concentrat
in vid. Reziduul rezultat s-a purificat pe silice (330 g coloand RediSep Gold) utilizand 0-60 % acetat de
etil in hexani peste 15 CV, apoi mentinand la 60% EtOAc timp de 10 CV. Fractiile dorite s-au colectat si
s-au concentrat pentru a permite obtinerea unui solid galben deschis (8,1 g, 9,14 mmoli, randament 60,1
%), un amestec de N-[(18)-1-[(3P,3P)-7-(benziloxi)-3-(4-cloro-3-{N-[(4-
metoxifenil)metil]metansulfonamido } -1 -metil-1H-indazol-7-il)-4-oxo0-3H,4H-pirido[ 2,3 -d]pirimidin-2-
il]-2-(3,5-difluorofenil)
etilJcarbamat de tert-butil (majoritar) si  N-[(1S)-1-[(3M,3M)-7-(benziloxi)-3-(4-cloro-3-{N-[(4-
metoxifenil)metil]metansulfonamido } -1 -metil-1H-indazol-7-il)-4-oxo0-3H,4H-pirido[ 2,3 -d]pirimidin-2-
il]-2-(3,5-difluorofenil )etil Jcarbamat de tert-butil (minoritar). LC/MS: m/z = 886,25 [M+1]*.

Etapa 2:

TFA (21,1 ml, 274 mmoli) s-a addugat peste o solutie de (S)-(1-(7-(benziloxi)-3-(4-cloro-3-(N-
(4-metoxibenzil)metilsulfonamido)-1-metil-1H-indazol-7-il)-4-0x0-3,4-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-
i)-2-(3,5-difluorofenil)etil )carbamat de tert-butil (produs din etapa 1, 8,1 g, 9,14 mmoli) in diclorometan
(45,7 ml). Amestecul s-a agitat la rt timp de 2 h. Solutia galben deschis rezultatd s-a concentrat. Reziduul
s-a preluat In acetat de etil, apoi s-a spélat de trei ori cu NaOH 1 N, apoi s-a uscat pe NaxSOy4 si apoi s-a
concentrat in vid pentru a permite obtinerea unui reziduu uleios. Reziduul s-a purificat pe silicagel (330 g
coloand RediSep Gold) printr-o metoda cu gradient de Solvent A: Solvent B 65:35—0:100 (2 CV), apoi
0:100 (9 CV); Solvent A = hexani; Solvent B = 9:9:2 hexani:acetat de etil:MeOH. Primul izomer de
eluare (majoritar) s-a colectat si s-a concentrat In vid pentru a permite obtinerea N-[(6P)-7-{2-[(1S)-1-
amino-2-(3,5-difluorofenil)etil]-7-hidroxi-4-oxo-3H,4H-pirido[2,3-d]pirimidin-3-il } -4-cloro-1-metil-1H-
indazol-3-il]-N-[(4-metoxifenil)metil|metansulfonamidei (4,1 g, 5,89 mmoli, randament 64,5 %). 'H
RMN (500 MHz, DMSO-d6) ¢ 7,86 - 7,98 (m, 1 H) 7,15 - 7,37 (m, 4 H) 6,97 - 7,06 (m, 1 H) 6,70 - 6,89
(m, 4 H) 6,40 - 6,48 (m, 1 H) 4,70 - 4,88 (m, 2 H) 3,41 - 3,81 (m, 7 H) 3,20 - 3,28 (m, 1 H) 3,08 - 3,12
(m,3 H)2,71 - 2,79 (m, 1 H) 1,69 - 2,00 (m, 2 H). LC/MS: m/z = 696,20 [M+1]*.

Prepararea N-((S)-1-((3P)-3-(4-cloro-3-(N-(4-metoxibenzil )metilsulfonamido)- I -metil- 1 H-indazol-7-il)-
7-hidroxi-4-oxo-3,4-dihidropirido[ 2,3-d],pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil Jeti/ )-2-((3singlet larg,4aR)-
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3-(difluorometi/ )-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa[ 3,4 ] ciclopentaf 1,2-cpirazol-1-
il Jacetamidei

OH
F F o7 |
l\i o
y F
« |-F N0
NH /
N N
H =N O /N
o)
HFaC o N-g_
[
PmE §

Peste o solutie agitatd de N-[(6P)-7-{2-[(1S)-1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil]-7-hidroxi-4-oxo-
3H,4H-pirido[2,3-d]pirimidin-3-il}-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il]-N-[ (4-
metoxifenil)metil|metansulfonamida (0,926 g, 1,330 mmoli) in DMF (13 ml) s-a addugat acid 2-((3singlet
larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclo- propa[3.4]ciclopenta[1,2-
c]pirazol-1-il)acetic (0,351 g, 1,330 mmoli), hexafluorofosfat(V) de 2-(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-
3-il)-1,1,3,3-tetrametil-izouroniu ("HATU", 0,531 g, 1,397 mmoli), si DIPEA (0,581 ml, 3,33 mmoli).
Amestecul de reactie s-a agitat timp de 2 h dupd care amestecul de reactie s-a diluat cu apa si s-a extras cu
acetat de etil. Extractele de EtOAc combinate s-au spilat cu saramurd, s-au uscat pe NaxSOy, si s-au
concentrat In vid. Produsul brut s-a purificat prin cromatografie flash cu silicagel utilizand 10-100%
acetat de etil in hexani pentru a furniza N-((S)-1-((3P)-3-(4-cloro-3-(N-(4-
metoxibenzil)metilsulfonamido)-1-metil-1H-indazol-7-il)-7-hidroxi-4-ox0-3,4-dihidropirido[2,3-
d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)
etil)-2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa
[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetamida (1,1 g, 88%) sub forma unui solid spumos alb-murdar.
LC/MS: m/z = 942,25 [M+1]*.

Prepararea Example 1: N-((S)-1-((3P)-3-(4-Cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)- 1 H-indazol-7-il)-4-oxo-
7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-dihidropirido[ 2,3-d] pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil Jetil/)-2-(( 3singlet
larg,4aR)-3-(difluorometil/)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-ciclopropa( 3,4] cydopenta[ 1,2 -
c]pirazol-1-il)acetamidd

O solutie de (E)-diazen-1,2-dicarboxilat de diizopropil ("DIAD", 0,125 ml, 0,637 mmoli) in THF
(0,2 ml) s-a adiugat in picdturd peste un amestec de N-(1-((3P)-3-(4-cloro-3-(N-(4-
metoxibenzil)metilsulfonamido)-1-metil-1H-indazol-7-il)-7-hidroxi-4-ox0-3,4-dihidropirido[2,3-
d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorome-thil)-5,5-difluoro-
3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetamida (0,2 g, 0,212 mmoli)),
3,3,3-trifluoropropan-1-ol (0,073 g, 0,637 mmoli) si trifenilfosfind (0,178 g, 0,679 mmoli) in
tetrahidrofuran (2,1 ml) la rt. Amestecul de reactie s-a agitat timp de 18 h la rt si apoi s-a concentrat in
vid. Reziduul s-a purificat pe silicagel (24 g coloand RediSep Gold) utilizand un gradient de 0-60 %
acetat de etil In hexani peste 15 CV, si apoi mentinand la 60 % acetat de etil in hexani timp de 5 CV.
Fractiile contindnd produsul pur s-au colectat si apoi s-au concentrat pentru a obtine un solid galben.
Acest solid s-a preluat in DCM (1 ml):TFA (0,5 ml); solutia s-a ricit la O °C; si peste solutie s-a addugat
acid triflic (0,057 ml, 0,637 mmoli). Amestecul s-a agitat timp de 1 h si apoi s-a concentrat in vid.
Reziduul s-a preluat in acetat de etil; s-a spélat cu NaOH 1 N; s-a spélat cu 0,5M acid citric; s-a uscat pe
NaySOy; s-a filtrat; si apoi s-a concentrat in vid. Reziduul s-a supus cromatografiei cu silicagel (24 g
coloand RediSep Gold) utilizand 0-60 % acetat de etil in hexani peste 20 CV, apoi la 60 % acetat de etil
timp de 10 CV. Fractiile continand produsul pur s-au colectat si apoi s-au concentrat in vid pentru a obtine
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N-(1-((6P)-3-(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)- | H-indazol-7-il)-4-oxo-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-
3,4-dihidropirido

[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-
3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetamida (0,078 g, 0,081 mmoli,
randament 38,0 %) sub forma unui solid brun. 'H RMN (500 MHz, METANOL-d) 8 ppm 8,46 - 8,53 (m,
1H) 7,28 -7,34 (m, 1 H) 7,19 - 7,24 (m, 1 H) 7,03 - 7,09 (m, 1 H) 6,53 - 6,81 (m, 4 H) 4,80 (dd, J=5,96,
2,98 Hz, 3 H) 4,49 - 4,62 (m, 2 H) 3,58 - 3,62 (m, 3 H) 3,40 - 3,49 (m, 1 H) 3,22 - 3,24 (m, 3 H) 3,06 -
3,14 (m, 1 H) 2,80 - 2,89 (m, 2 H) 2,37 - 2,44 (m, 2 H) 1,32 - 1,37 (m, 1 H) 0,96 - 1,01 (m, 1 H). Metoda
de analizd LCMS: Coloand = Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, particule 1,7 um; Volum de
injectare = 5,00 ml; Debit = 0,80 ml/min; Solvent A = 95:5 Apa:MeCN w/ acid formic 0,1% v/v; Solvent
B = 5:95 Apa:MeCN w/ acid formic 0,1% v/v; Profil de eluare = Start %B: 0, Sfarsit %B: 100, Timp
gradient: 3,5 min. apoi mentinere la 100% B timp de 1 min.; Lungime de undd detectie 1 = 220 nm,
lungime de undd 2 = 254 nm. Timp de retentie LCMS = 3,097 min; m/z = 918,05 [M+1]*.

Prepararea alternativd a N-(7-amino-4-cloro-1-metil-1 H-indazol-3-il)-N-(4-
metoxibenzil)metansulfonamidei
NH: e
N\
/N
I
a  MN-s=0
CH;,
OCH,

Schema de sintezd:

1R
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Etapa 1: Prepararea 2,6-dicloro-3-nitrobenzaldehidei
NO,

S HNOYH,S0, cl
—l
CHO  p-10°C,3h CHO
2 90-95% cl

Peste o solutie de acid sulfuric (H2SO4) (5,63 L, 4,5 V) intr-un balon cu fund rotund la 0-5 °C s-a
addugat 2,6-diclorobenzaldehidd (1,25 kg, 7,10 mol, 1,0 echiv.) In portii la temp. sub 15 °C. Masa de
reactie s-a agitat la 0-5 °C timp de 30 min. O solutie de amestec de nitrare propaspit preparat [Preparat
din H>SO4 conc. (0,425 1, 0,34 V) si HNOs 70% (0,85 kg, 13,49 mol, 1,30 echiv.) la 0 °C] s-a addugat
peste amestecul de reactie de mai sus la temp. sub 10 °C [Nota: Reactia este usor exotermd (3-6 °C);
astfel incat se preferd addugarea la temperaturd mai joasd]|. Amestecul de reactie s-a agitat la 5-10 °C timp
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de 2-3 h. Dupd terminarea reactiei (monitorizata prin TLC), acesta s-a stins cu apa ricitd cu gheatd (18,75
1, 15 V) la temp. sub 25 °C. Apoi masa de reactie s-a ldsat sd se incdlzeascd la temperatura camerei s-a
agitat timp de 2 h. Solidele s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spélat cu apa (2,51, 2,0 V). Apa reziduald
in vrac s-a indepértat de solide prin mentinerea filtrarii in vid timp de 60-90 min. Solidul umed brut s-a
uscat initial sub atmosferd de aer; apoi Intr-un cuptor cu aer fierbinte la 50-55 °C timp de 10-12 h (péna
cand continutul de umiditate nu este mai mare de 5,0 %) pentru a obtine produsul din titlu uscat, 2,6-
dicloro-3-nitrobenzaldehidi (1,44 kg, randament 92%) sub forma unui solid galben. 'H RMN (400 MHz,
CDCls): 6 10, 44 (s, 1H), 7,88 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,56 (d, J= 8,8 Hz, 1H).

Etapa 2: Prepararea 2,6-dicloro-3-nitrobenzonitrilului

Eape-ih MG

BRI

(Etapa-2a) Peste o solutie de DMSO (5,9 1, 5,0 V)) Intr-un balon cu fund rotund s-a adaugat 2,6-
dicloro-3-nitrobenzaldehida (1,17 kg, 5,31 mol, 1,0 echiv.) la temperatura camerei. Dupa agitare timp de
30 min la temperatura camerei, s-a addugat clorhidrat de hidroxilamin (0,63 kg, 9,04 mol, 1,70 echiv.) si
masa de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 3 h. Dupa terminarea reactiei (monitorizata prin
TLC), masa de reactie s-a stins prin addugarea de apd racitd cu gheatd (18,0 1, 15,0 V) adaugatd cu o
vitezd suficientd pentru a mentine temperatura sub 30 °C (Observatie: Solidele s-au format la addugarea
apei). Masa de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 60-90 min. Solidele s-au izolat prin
filtrare; s-au spélat cu apd (2,5 1, 2,0 V), urmat de spalare cu un amestec de acetond si hexani (6,0 1, 1:1
ratio). Apa reziduald in vrac s-a Indepértat de solide prin mentinerea filtrarii in vid timp de 60-90 min.
Solidul umed s-a uscat initial In aer si apoi in final s-a uscat intr-un cuptor cu aer fierbinte la 50-55 °C
timp de 10-12 h (pana cand continutul de umiditate nu a fost mai mare de 1,0 %) pentru a obtine produsul
tintd uscat, oxima 2,6-dicloro-3-nitrobenzaldehidei (1,22 kg, randament 92%), sub forma unui solid alb-
murdar. Produsul brut (care contine 10-20% 2,6-dicloro-3-nitrobenzonitril) s-a utilizat direct in etapa
urmatoare fard altd purificare.

(Etapa-2b) Peste o solutie agitatd de oxima brutd (prepararea descrisd mai sus, 1,13 kg, 4,80
moli, 1,0 echiv.) in DCM (9,04 1, 8,0 V) la 0-5 °C s-a adaugat trietilamind ("TEA", 1,02 kg, 10,09 moli,
2,1 echiv.). Dupa agitare timp de 5 min, s-a addugat clorurd de metansulfonil (0,60 kg, 5,29 moli, 1,1
echiv.) (Observatie: Se observd o reactie exotermi in timpul addugirii) lent la 15 °C. Apoi, masa de
reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 30-45 min. Dupd terminarea reactiei (progresul reactiei
s-a monitorizat prin TLC; fazd mobild: 20% acetat de etil in hexani), masa de reactie s-a diluat cu apa
(6,78 1, 6,0 V); stratul organic s-a separat; si stratul apos s-a extras cu DCM (34 1, 3,0 V). Straturile
organice combinate s-au spalat cu saramurd (5,65 I, 5,0 V), s-au uscat pe NaSOq; si s-au concentrat sub
vid. Solidele brute rezultate s-au triturat cu hexani (4,50 1, 4,0 V) la temperatura camerei. Materialul umed
s-a uscat Intr-un cuptor cu aer fierbinte la 50-55 °C timp de 5- 6 h pentru a obtine produsul uscat, 2,6-
dicloro-3-nitrobenzonitril (0,95 kg, randament 91%) sub forma unui solid galben. 'H RMN (400 MHz,
CDCls): ¢ 8,07 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 1H).

Etapa 3: Prepararea 4-cloro-7-nitro-1H-indazol-3-aminei

No2 MOz |
NH?NH; H,0 N,
N
/o
EtOH, 25 °c ih
70-75% ol NH;

Peste o solutie agitatd de 2,6-d1c10r0-3-mtrobenzonitril (750,0 g, 3.45 moli, 1,0 echiv.) in etanol
(7,51, 10,0 V) at 15-20 °C. s-a addugat lent hidrat de hidrazind (519,0 g, 10,36 moli, 3,0 echiv.) cu
mentinerea masei de reactie sub 25 °C (Observatie: addugarea este usor exoterma si formarea solidului va
incepe la addugare). Temperatura amestecului de reactie s-a ridicat lent la temperatura camerei si apoi
amestecul s-a agitat timp de 3 h (Observatie: cantitatea de solide va creste in acest timp). Dupé terminarea
reactiei (monitorizatd prin TLC), amestecul s-a diluat cu apd (7,51, 10,0 V) si s-a agitat In continuare timp
de 1 h la temperatura camerei. Solidele s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spélat cu apd (2,25 1, 3,0 V).
Solidul umed s-a spalat cu un amestec 1:1 de acetond (1,875 1, 2,5 V) si hexani (1,875 1, 2,5 V). Apa
reziduald in vrac s-a indepértat de solide prin mentinerea filtrérii in vid timp de 60-90 min. Solidul umed
s-a uscat In final Intr-un cuptor cu aer fierbinte timp de 7-8 h la 50 °C (pand cand continutul de umiditate
ajunge sub 1,5%) pentru a obtine produsul uscat, 4-cloro-7-nitro-1H-indazol-3-amina (549,0 g, randament
75%) sub forma unui solid de culoare rosu-cirimiziu. 'H RMN (400 MHz, CDCl,): § 10,36 (singlet larg,
1H), 8,20 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,07 (d, J= 8,40 Hz, 1H), 4,73 (singlet larg, 2H).
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Etapa 4: Prepararea 4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-aminei

NG,
@:E DMS, 3,005
N
4 DMF RT.3h
¢l NH: 56-61%
Peste o solutie agitatd de 4-c10r0-7-n1tr0-1H—1ndazol-3-am1na (500 g, 0,42 moli, 1,0 echiv.) in
DMF (5,0 1, 10,0 V) la 5-10 °C s-a addugat lent carbonat de cesiu (Cs,COs) (1,91 kg, 5,88 moli, 2,5
echiv.) cu mentinerea masei de reactie sub 10 °C. Dupi agitare timp de 5-10 min, s-a addugat dimetil
sulfat (326,3 g, 2,59 moli, 1,1 echiv.) cu mentinerea masei de reactie sub 10 °C (Notd: Se prefera
addugarea lentd pentru obtinerea mai favorabild a regio-selectivititii). Apoi, reactia temperaturd s-a
ridicat lent la temperatura camerei si agitarea s-a continuat Incd 2 h la aceeasi temperaturd. Dupa
terminarea reactiei (monitorizatd prin TLC), masa de reactie s-a stins prin addugare de apd ricitd cu
gheatd (15,0 1, 30,0 V) si amestecul rezultat s-a agitat apoi timp de 6-8 h la temperatura camerei. Solidele
s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spélat cu apd (1,5 1, 3,0 V). Solidul umed s-a spalat cu IPA (1,51, 3,0
V) urmat de hexani (1,0 1, 2,0 V). Apa reziduald in vrac s-a indepértat de solide prin mentinerea filtrarii in
vid timp de 60-90 min. Solidul umed s-a uscat Intr-un cuptor cu aer fierbinte timp de 7-8 h at 50 °C (pana
cand continutul de umiditate este sub 1,0%). Materialul izolat, 4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-
amina (319,0 g, randament 60%), s-a utilizat in etapa urmitoare firi alti purificare. 'H RMN (400 MHz,
CDCls): 6 7,97 (d, J= 8,32 Hz, 1H), 6,97 (d, J= 8,24 Hz, 1H), 4,63 (singlet larg, 2H), 3,96 (s, 3H).
Etapa 5: Prepararea N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1/-indazol-3-il)metansulfonamidei

NEMe

M3y e Eraps & Erags &
e RBOUTES i % MaIM
i y ',?N AR NN A PPN NNNNNPPHIINNNN R -
" COM, GPCRT. 20 BoH, R 2h

G iy

(Etapa 5a) Peste o solutie de 4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-amind (625,0 g, 2,76 moli, 1,0
echiv.) in DCM (6,25 1, 10,0 V) 1a 0-5 °C. s-a adaugat trietilamind (TEA) (837,0 g, 8,27 moli, 3,0 echiv.);
urmat de addugarea de 4-dimetilaminopiridind (DMAP) (20,60 g, 0,165 moli, 0,06 echiv.). Masa de
reactie s-a agitat timp de 5-10 min., apoi s-a addugat lent clorurd de metansulfonil MsCI) (790,0 g, 6,89
moli, 2,5 echiv.) cu mentinerea masei de reactiec sub 10 °C. Amestecul de reactie s-a ldsat si se
incdlzeascd la temperatura camerei si s-a agitat apoi timp de 1,5-2,0 h. Dupd terminarea reactiei
(monitorizatd prin TLC), amestecul s-a diluat cu apd (6,25 1, 10,0 V) si apoi s-a agitat la temperatura
camerei timp de 15 min. Stratul organic s-a separat, si stratul apos s-a extras cu DCM (6,25 1, 10,0 V).
Straturile organice combinate s-au spéilat cu saramurd (1,25 1, 2,0 V), s-au uscat pe Na,SO4 si s-au
concentrat pentru a obtine solidele brute. Solidele s-au triturat cu hexani (1,25 1, 2,0 V) la temperatura
camerei pentru a  obtine intermediarul, N-(4-  cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)-N-
(metilsulfonil)metansulfonamida, care s-a utilizat direct 1n etapa urmétoare.

(i) Peste o  solutie agitatd de  N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)-N-
(metilsulfonil)metansulfonamida (preparatd mai sus) In etanol (10,5 1, 20,0 V) la temperatura camerei s-a
addugat lent pe solutic apoasi 5% de NaOH. Dupid terminarea reactiei (monitorizatd prin TLC)
[Prepararea probei pentru analiza TLC: ~1,0 ml de proba s-a acidulat cu HCI apos 2,0 N pentru a ajunge
la pH: 2-3, s-a extras cu acetat de etil si s-a analizat stratul organic prin TLC], masa de reactie s-a racit la
0-5 °C si pH-ul s-a ajustat la 2-3 prin addugare de HCI apos 2,0 N (3,13 1, 5,0 V) mentinand temperatura
de reactie sub 10 °C [Noti: precipitarea a apdrut la addugare de HCI si s-a intensificat la agitare].
Amestecul de reactie s-a Incalzit la temperatura camerei si apoi s-a agitat timp de 1,5-2,0 h. Solidele
obtinute s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spélat cu apd (1,25 1, 2,0 V); urmat de spélare cu hexani (1,25
1, 2,0 V). Apa reziduald in vrac s-a indepartat de solide prin mentinerea filtrarii in vid timp de 60-90 min.
Materialul umed s-a uscat intr-un cuptor cu aer fierbinte la 50 °C timp de 6-7 h (Pana cind continutul de
umiditate este sub 1,0%) pentru a obtine produsul uscat, N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-
iDmetansulfonamidad (640,0 g, 76%) sub forma unui solid galben. 'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 8,05 (d,
J=28,32 Hz, 1H), 7,32 (singlet larg, 1H), 7,17 (d, J= 8,28 Hz, 1H), 4,15 (s, 3H), 3,45 (s, 3H).

Etapa 6: Prepararea N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil)
metansulfonamidei
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Peste un amestec de N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)metansulfonamida (635,0 g, 2,08
moli, 1,0 echiv.) si 1-(clorometil)-4-metoxibenzen (359,0 g, 2,30 moli, 1,1 echiv.) In DMF (6,35 1, 10,0
V) la temperatura camerei s-a adaugat carbonat de potasiu (374,7 g, 2,70 moli, 1,3 echiv.). Amestecul de
reactie s-a Incdlzit la 80-90 °C si s-a mentinut la acea temperaturd timp de 3 h. Dupa terminarea reactiei
(monitorizatd prin TLC), amestecul s-a turnat in apa racitd cu gheatd (19,05 1, 30,0 V) [Nota: Se prefera
stingerea lentd cu agitare viguroasa pentru a evita aglomerarea pe méasurd ce precipitd produsul]. Solidele
rezultate s-au izolat prin filtrare si s-au spélat cu apd (1,90 1, 3,0 V); apoi solidele s-au spélat cu hexani
(1,271, 2,0 V). Apa reziduald in vrac s-a indepértat de solide prin mentinerea filtrarii in vid timp de 60-90
min. Solidul izolat s-a dizolvat In acetat de etil (12,7 1, 20,0 V) si s-a addugat carbune (63,5 g). Amestecul
s-a Incalzit la 60-70 °C si apoi s-a agitat timp de 30-45 min. la acea temperaturd. Amestecul s-a filtrat inca
fierbinte (40-50 °C) printr-un pat de celitd si patul de celitd s-a extras apoi cu acetat de etil (3,17 1, 5,0 V).
Filtratele combinate s-au concentrat la sec la presiune redusa la temp. sub 50 °C. S-a addugat acetat de etil
(0,635 1, 1,0 V) peste solide la temperatura camerei. Suspensia solidd rezultatd s-a agitat timp de 30 min.
Solidele s-au izolat prin filtrare si apoi s-au spilat cu hexani (1,27 1, 2,0 V). Apa reziduald s-a Indepartat
de solide prin mentinerea filtrérii In vid timp de 45-60 min. pentru a permite obtinerea produsului N-(4-
cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil) metan sulfonamida (705,0 g, randament 80%)
sub forma unui solid galben. 'H RMN (400 MHz, CDCls): 67,99 (d, J = 8,24 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,68
Hz, 2H), 7,19 (d, J = 8,24 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 8,44 Hz, 2H), 4,95-4,76 (m, 2H), 4,17 (s, 3H), 3,76 (s,
3H), 3,01 (s, 3H).
Etapa 7: Prepararea N-(7-Amino-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil)
metansulfonamidei

NO:  Me NHz e
N Zn, NH,4CI N
M 7
THF:H,0, RT 4 h
N
ClyVPMB  83-88% Cl g PMB

Peste o suspensie agitatd de pulbere de zinc (540,0 g, 8,23 moli, 10,0 echiv.) Intr-un amestec de
THF (3,501, 10,0 V) si apd (7,0 1, 20,0 V) la temperatura camerei s-a addugat clorurd de amoniu (NH4C1)
(449,0 g, 8,23 moli, 10,0 echiv.). Peste amestec s-a addugat N-(4-cloro-1-metil-7-nitro-1H-indazol-3-il)-
N-(4-metoxibenzil)metansulfonamida (350 g, 0,823 moli, 1,0 echiv.) in THF (7,0 1, 20,0 V). Amestecul
de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 3-4 h. Dupd terminarea reactiei (monitorizatd prin
TLC/HPLC in procedeu), amestecul s-a diluat cu acetat de etil (3,5 1, 10,0 V) si apd (1,12 1, 2,5 V).
Amestecul s-a agitat timp de 15 min. Masa de reactie s-a filtrat printr-un pat de celitd, s-a spalat patul cu
acetat de etil (1,75 1, 5,0 V). Filtratul difazic s-a colectat, si fazele s-au separat. Stratul apos s-a extras cu
acetat de etil (3,50 1, 10,0 V). Straturile organice combinate s-au spélat cu saramurd (3,50 1, 10 V), s-au
uscat pe NaxSOy, si apoi s-au concentrat in vid pentru a permite obtinerea unui solid brut. Peste produsul
brut s-a addugat MTBE (3,25 1, 10 V) si suspensia s-a agitat timp de 30 min la temperatura camerei.
Solidele s-au izolat prin filtrare. Apa reziduald in vrac s-a indepértat de solide prin mentinerea filtrérii in
vid timp de 30-45 min. Produsul umed s-a uscat Intr-un cuptor cu aer fierbinte (50 °C) timp de 2 h pentru
a permite obtinerea produsului din titln, N-(7-amino-4-cloro-1-metil-1H-indazol-  3-il)-N-(4-
metoxibenzil)metansulfonamidd (276,0 g, randament 85%) sub forma unui solid alb-murdar. 'H RMN
(400 MHz, CDCls): 6 7,29-7,26 (m, 2H), 6,86-6,79 (m, 2H), 6,42 (d, J = 7,80 Hz, 1H), 4,99-4,70 (m, 2H),
4,25 (s, 3H), 3,77 (s, SH), 2,98 (s, 3H).
Prepararea acidului 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinic
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F
O/\)(F

N ™=
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Schema de sintezi:
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Etapa 1: Prepararea acidului 2-amino-6-(benziloxi) nicotinic

[j\OH
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Peste o solutie agitatd de acid 2-amino-6-cloronicotinic (200 g, 1159 mmoli) in alcool benzilic
(1400 ml, 13464 mmoli) at 26 °C sub atmosfera de N, s-a addugat tertbutoxid de potasiu (390 g, 3477
mmoli). Amestecul de reactie s-a Incélzit la 120 °C s-a agitat timp de 16 hr la acea temperatura. Progresul
reactiei s-a monitorizat prin TLC (Si0,, 10% MeOH in DCM, Rf = 0,5). La terminare, amestecul de
reactie s-a diluat cu apd (3 1) si s-a extras cu eter dietilic (2 x 1000 ml). Stratul organic s-a separat si
stratul apos s-a acidulat pana la pH 4 utilizand solutie apoasd de acid citric (0,5 M). Precipitatul solid s-a
colectat prin filtrare si apoi s-a uscat la presiune redusd pentru a permite obtinerea acidului 2-amino-6-
(benziloxi) nicotinic sub forma unui solid alb-murdar (220 g, randament = 72%). 'H RMN (400 MHz,
DMSO-dg) 8 = 12,56 - 12,32 (m, 1H), 7,97 - 7,91 (m, 1H), 7,52 - 7,41 (m, 2H), 7,38 - 7,11 (m, SH), 6,03
(d, J=8,5Hz, 1H), 5,39 - 5,31 (m, 2H). LCMS Purity = 93%; m/z = 245,29 (M+H).
Etapa 2: Prepararea 2-amino-6-(benziloxi)nicotinatului de metil

0 (o]
K2CO5. Mel
N| = DMF. 27 °C. 16 h NI Ry
———
HzN / HaN &
COsH
2 ‘\.O O

Peste o solutie agitatd de acid 2-amino-6-(benziloxi)nicotinic (220 g, 901 mmoli) in DMF (2,5 1)
la 26 °C sub atmosferd de N, s-au addugat lent carbonat de potasiu (373 g, 2702 mmoli) si iodometan
(0,282 1, 4504 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat la 27 °C timp de 16 ore. Progresul reactiei s-a
monitorizat prin TLC (SiO», 40% EtOAc/Pet., Rf = 0,6). La terminare, amestecul de reactie s-a diluat cu
apd (5 1). Precipitatul solid s-a izolat prin filtrare si apoi s-a uscat sub vid pentru a permite obtinerea 2-
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amino-6-(benziloxi)nicotinatului de metil sub forma unui solid alb-murdar (220 g, randament= 92 %). 'H
RMN (400 MHz, CDCls) ¢ = 8,00 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,42-7,40 (m, 2H), 7,39-7,35 (m, 2H), 7,34-7,31
(m, 1H), 6,01 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,33 (s, 2H), 3,84 (s, 3H). LCMS Purity = 97%, m/z = 259,30 (M+H).
Etapa 3: Prepararea 2-amino-6-hidroxinicotinatului de metil

OH
0 TFA, TfOH N
|, DeM.27°C.24h |
] —  HN
HN" g
070

Peste o solutie agitatd de 2-amino-6-(benziloxi)nicotinat de metil (50 g, 190 mmoli) In DCM
(500 ml) la 26 °C sub atmosferd de N; s-au addugat lent TFA (800 ml) si acid triflic (25 ml, 282 mmoli).
Amestecul de reactie s-a agitat la 26 °C timp de 16 ore. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiOs,
EtOAc, Rf = 0,2). La terminare, substantele volatile s-au Indepartat sub vid pentru a permite obtinerea
produsului brut. Acest material s-a triturat cu eter dietilic (3 x 1000 ml) si precipitatul solid s-a izolat apoi
prin filtrare. Peste solid s-a addugat apd (2 1) si amestecul s-a apoi 5 h. Solidul s-a colectat prin filtrare si
s-a spélat cu apd. Solidul s-a uscat sub vid pentru a permite obtinerea 2-amino-6-hidroxinicotinatului de
metil sub forma unui solid alb-murdar (25 g, randament = 78%). 'H RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 =
10,92-10,76 (m, 1H), 7,65 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 7,43-6,87 (m, 2H), 5,51 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,69 (s, 3H).
Puritate LCMS = 99,32%; m/z = 169,32 (M+H). Absenta TFA si a acidului triflic In produs s-a confirmat
prin PF-NMR. Produsul s-a utilizat direct in etapa urmétoare fara purificare suplimentara.
Etapa 4: Prepararea 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinatului de metil

F. OH F
1 KE

CH
N TPP, DIAD N
L THF, 27 °C. 16 h P

HoN E—— H,N

oo o0

Peste o solutie agitatd de 2-amino-6-hidroxinicotinat de metil (50 g, 297 mmoli) in THF (1000
ml) la 27 °C sub atmosferd de azot s-a addugat trifenilfosfind (156 g, 595 mmoli). Masa de reactie s-a
rdcit la 0 °C si pest
e masa de reactie s-a addugat In picdturd azodicarboxilat de diizopropil ("DIAD" 116 ml, 595 mmoli).
Solutia s-a agitat timp de 30 min. Peste solutie la 0 °C s-a adaugat o solutie de 3,3,3-trifluoropropan-1-ol
(52,4 ml, 595 mmoli) In THF (200 ml). Masa de reactic s-a ldsat apoi sd se Incalzeascd lent la 27 °C si
apoi s-a agitat la acea temperaturd timp de 16 ore. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO-, 10%
EtOAc/Pet. Rf = 0,5). La terminare, amestecul de reactie s-a diluat cu apd (500 ml) si s-a extras cu EtOAc
(2 x 500 ml). Straturile organice combinate s-au spalat cu apa (500 ml) si apoi saramurd solutie (500 ml).
Stratul organic s-a uscat pe Na,SOsanhidru, s-a filtrat, si apoi s-a concentrat la presiune redusd pentru a
permite obtinerea produsul brut sub forma unui semi-solid galben (100 g). Acest material s-a purificat
prin cromatografie cu silicagel eludnd cu 5-10% EtOAc in pet. Fractiile contindnd produsul dorit s-au
colectat si s-au concentrat la presiune redusd pentru a permite obtinerea 2-amino-6-(3,3,3-
trifluoropropoxi)nicotinatului de metil sub forma unui lichid galben (50 g, randament 60%). 'H-RMN
(400 MHz, CDCl3) ¢: 8,01 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,21-6,85 (brs, 1H), 6,04 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,50 (t, J =
6,6 Hz, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,63-2,55 (m, 2H). Metoda de analizd LCMS: Coloand = Acquity BEH C18 (50
mm 3 2,1 mm, 1,7 pm); Fazd mobild A = acid formic 0,05% in apa; Fazd mobila B = acid formic 0,05%
in CAN; Gradient = Timp (min.) / %B: 0/3, 0.4/3, 2,5/98, 3,4/98, 3,5/3, 4/3; Temp. coloand = 35 °C;
Debit = 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie = 2,03 minute; ion observat = 265,15 (M+H);
Puritate LCMS = 93%.
Etapa 5: Prepararea acidului 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinic
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Peste o solutie agitatd de 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinat de metil (50 g, 189 mmoli)
in tetrahidrofuran (THF) (500 ml), metanol (150 ml) si apd (80 ml) la O °C sub atmosferd de azot s-a
addugat monohidrat de hidroxid de litiu (22,66 g, 946 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat la 50°C
timp de 16 ore. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO2, 50% EtOAc/Pet. Rf = 0,3). La
terminare, amestecul de reactie s-a concentrat la presiune redusd pentru a permite obtinerea unui reziduu
apos. Reziduul s-a acidulat apoi la pH 4 prin addugare de HC1 1N. Precipitatul rezultat s-a colectat prin
filtrare si s-a spdlat cu apd (500 ml), apoi n-hexan (400 ml), si apoi s-a uscat pentru a permite obtinerea
acidului 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinic sub forma unui solid alb-murdar (45 g, randament
90%). '"H-RMN (400 MHz, DMSO- de) 8: 12,47 (brs, 1H), 7,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,35 (brs, 2H), 5,98
(d, J = 8,8 Hz, 1H), 4,44 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 2,84-2,73 (m, 2H). Produsul s-a utilizat direct in etapa
urmatoare fard altd purificare.
Prepararea alternativd a acidului 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinic
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Etapa 1: Prepararea acidului 2-amino-6-fluoronicotinic
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Un amestec de NH3 in apd ("25% NH; in H,O", 1 1, 4V) si izopropanol (6,51, 26V) la 0 °C s-a
purjat amoniac gazos timp de 1 hr. Peste amestecul dintr-o autoclavd (25 1) s-a addugat acid 2,6-
difluoronicotinic (250 g, 1571 mmoli). Apoi, amestecul de reactie s-a agitat la 105 °C timp de 20 h.
Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (Si0», 80% EtOAc/Pet. Rf = 0,3). La terminare, amestecul de
reactie s-a ldsat sd se rdceascd la 20 °C si apoi s-a concentrat la presiune redusd la temp. sub 20 °C pand la
un volum de 4-6V (1,5 1). Reziduul s-a dizolvat in apd (5 1) si s-a acidulat la pH 2-3 prin adaugare de HCl
2N (700 ml) si apoi s-a agitat timp de 2 ore. Precipitatul rezultat s-a colectat prin filtrare si s-a spalat cu
apd (4000 ml), apoi cu n-hexan (5000 ml), si apoi s-a uscat intr-un cuptor cu vid la 50 °C pentru a permite
obtinerea acidului 2-amino-6-fluoronicotinic sub forma unui solid alb-murdar (250 g, randament 92%).
Acest produs s-a amestecat cu produsul din alte sarje preparat prin acelasi procedeu pentru a permite
obtinerea 2000 g produsul combinat. Solventul rezultat s-a Indepartat de solide prin suspendarea solidelor
in toluen (10 1) si apoi Indepartarea toluenului prin distilare. Solidele rezultate s-au uscat Intr-un cuptor cu
vid la 60 °C timp de 7 zile pentru a permite obtinerea acidului 2-amino-6-fluoronicotinic sub forma unui
solid alb-murdar (1,6 kg, randament 77%). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-de) &: 12,94 (brs, 1H), 8,17 (t, J =
8,8 Hz, 1H), 7,56 (brs, 2H), 6,25 (dd, J = 8,2, 2,8 Hz, 1H). LCMS Method: Coloand = Acquity BEH C18
(50 mm 3 2,1 mm, 1,7 um);, Fazd mobild A = acid formic 0,05% in apd; Faza mobild B = acid formic
0,05% 1n acetonitril, Gradient = Timp (min) /%B: 0/3, 0,4/3, 2,5/98, 3,4/98, 3,5/3, 4/3; Temperatura
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coloand = 35 °C; Debit= 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentiec = 1,24 minute; ion observat =

157,04 (M+H); Puritate LCMS = 96%.
Etapa 2: Prepararea 2-amino-6-fluoronicotinatului de metil

F
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HO 0 o g

Peste o solutie agitatd de acid 2-amino-6-fluoronicotinic (150 g, 961 mmoli) si carbonat de
potasiu (398 g, 2882 mmoli) in DMF (1500 ml) s-a addugat iodometan (300 ml, 4804 mmoli). Amestecul
de reactie s-a agitat la 27 °C timp de 16 ore sub atmosferd de azot. Progresul reactiei s-a monitorizat prin
TLC (SiO,, 30% EtOAc/Pet. Rf = 0,7). La terminare, amestecul de reactie s-a stins prin addugare de apa
rdcitd cu gheatd (5000 ml). Precipitatul rezultat s-a colectat prin filtrare si s-a spélat cu apad (2000 ml),
apoi n-hexan (1000 ml), si apoi s-a uscat pentru a permite obtinerea 2-amino-6-fluoronicotinatului de
metil sub forma unui solid brun (120 g, randament 70%). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6: 8,20 (t, J =
8,8 Hz, 1H), 7,54 (brs, 2H), 6,29 (dd, J = 8,4, 2,8 Hz, 1H), 3,82 (m, 3H). Metoda LCMS: Coloani =
Acquity BEH C18 (50 mm 3 2,1 mm, 1,7 pm); Fazd mobild A = acid formic 0,05% in api; Fazd mobild B
= acid formic 0,05% in acetonitril, Gradient = Timp (min) /%B: 0/3, 0,4/3, 2,5/98, 3,4/98, 3,5/3, 4/3,
Temp. coloand = 35 °C; Debit = 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie = 1,55 minute; ion observat
= 171,07 (M+H); Puritate LCMS = 96%. Produsul s-a utilizat direct in etapa urmditoare fard altd
purificare.

Etapa 3: Prepararea 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinat si 3,3,3-trifluoropropil 2-amino-6-(3,3,3-
trifluoropropoxi)nicotinatului de metil
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Peste o solutie agitatd de 2-amino-6-fluoronicotinat de metil (25 g, 147 mmoli) si 3,3,3-
trifluoropropan-1-ol (15,54 ml, 176 mmoli) in THF (500 ml) la O °C sub atmosferd de azot s-a addugat in
portit hidrurd de sodiu (60% disp. in ulei, 8,82 g, 220 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat la 0 °C timp
de 30 min si apoi s-a ldsat sd se incdlzeascd lent la 27 °C si s-a agitat la acea temperaturd timp de 16 ore.
Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO,, 10% EtOAc/Pet. Rf = (,5). La terminare, amestecul de
reactie s-a racit 0 °C si s-a stins cu solutie apoasd saturatd de NH4Cl (300 ml). Amestecul s-a extras cu
EtOAc (2 x 500 ml). Straturile organice combinate s-au spilat cu solutie de saramura (200 ml), s-au uscat
pe anhidru Na»SOys, s-au filtrat, si apoi s-au concentrat la presiune redusa pentru a permite obtinerea 2-
amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinatului de metil sub forma unui lichid galben (40 g). Formarea
produsului secundar de trans-esterificare 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinatul de 3,3,3-
trifluoropropil s-a observat, de asemenea, in reactie. Metoda LCMS: Coloand = Acquity BEH C18 (50
mm 3 2.1 mm, 1,7 um); Fazd mobild A = acid formic 0,05% in apd; Fazd mobild B = acid formic 0,05%
in acetonitril; Gradient = Timp (min)/%B: 0/97, 0,4/97, 2,5/2, 3,4/2, 3,5/97, 4,0/97; Temp. coloand = 35
°C; Debit = 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie = 2,04 & 2,22 minute; ion observat = 265,18 si
347,29 (M+H); Puritate LCMS = 57% de 2-amino-6-(3,3,3-trifluocropropoxi)nicotinat de metil si 15% de
2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinat de3,3,3-trifluoropropil. Acest amestec de produs brut s-a
amestecat cu alte doud sarje de produse brute preparate prin acelasi procedeu (40 g si 50 g). Materialul
combinat (130 g) s-a purificat prin cromatografie cu silicagel eluand cu 10-20% EtOAc 1n pet. Fractiile
continand produsul dorit s-au colectat si s-au concentrat la presiune redusi pentru a permite obtinerea
unui amestec 6:1 de 2-amino-6-(3,3,3-triflucropropoxijnicotinat de metil si 2-amino-6-(3,3,3-
trifluoropropoxi)nicotinat de 3,3,3-trifluoropropil sub forma unui lichid galben pal (100 g, randament
90%). '"H-RMN (400 MHz, CDCls) é: 8,02-7,97 (m, 1H), 7,04-6,48 (m, 1H), 6,08-6,03 (m, 1H), 4,52-
4,47 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 2,64-2,54 (m, 2H). Metoda LCMS: Coloana = Acquity BEH C18 (50 mm x
2,1 mm, 1,7 um), Fazd mobild A = acid formic 0,05% 1n apd; Fazd mobild B = acid formic 0,05% in
acetonitril; Gradient = Timp (min)/%B: 0/97, 0,4/97, 2,5/2, 3,4/2, 3,5/97, 4,0/97; Temp. coloani = 35 °C;
Debit = 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie = 2,02 si 2,21 minute; ion observat = 264,97 si
346,97 (M+H); Puritate LCMS = 66% de 2-amino-6-(3,3,3-trifluocropropoxi)nicotinat de metil si 11% de
2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinat de 3,3,3-trifluoropropil.

N\ /"
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Etapa 4: Prepararea acidului 2-amino-6-(3,3,3-triﬂuoropropoxi)nicotinic

F F F
F F F’\I\
(o}
s LiOH, THFMeOH N =
P F HQN - HoN"
HO™ S0

Peste o solutie agitaté de 2-amino-6-(3,3,3-triﬂuoropropoxi)nicotinat de metil si 2-amino-6-
(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinat de 3,3,3-trifluoropropil (6:1, 100 g, 310 mmoli) in tetrahidrofuran (THF)
(800 ml), metanol (300 ml) si apd (200 ml) s-a addugat la 27 °C sub atmosferd de azot monohidrat de
hidroxid de litiu (37,2 g, 1552 mmoli). Amestecul de reactie s-a agitat la 50 °C timp de 8 ore. Progresul
reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO2, 50% EtOAc/Pet. Rf = 0,3). La terminare, amestecul de reactie s-a
concentrat la presiune redusa si reziduul apos rezultat s-a acidulat apoi la pH 4 prin addugare de HCI 1N.
Precipitatul rezultat s-a colectat prin filtrare si s-a spalat cu apa (2000 ml), apoi n-hexan (1000 ml), si apoi
s-a uscat pentru a permite obtinerea acidului 2-amino-6-(3,3,3-trifluoro-propoxi)nicotinic sub forma unui
solid alb-murdar (80 g, randament 97%). "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6: 12,47 (brs, 1H), 7,93 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 7,33 (brs, 2H), 5,99 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,45 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,83-2,74 (m, 2H). Metoda
LCMS: Coloand = Acquity BEH C18 (50 mm 3 2,1 mm, 1,7 um); Fazd mobild A = acid formic 0,05% in
apd; Fazd mobild B = acid formic 0,05% in acetonitril; Gradient = Timp (min.)/%B: 0/3, 0,4/3, 2,5/98,
3.4/98, 3,5/3, 4/3, Temp. coloand= 35 °C; Debit = 0,6 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie = 1,73
minute; ion observat = 251,17 (M+H); Puritate LCMS = 94%. Produsul s-a utilizat direct in etapa
urmatoare fard altd purificare.

Prepararea alternativdi a exemplului 1: N-((S)-1-((3P)-3-(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamldo)-1H-
indazol-7-il)-4-o0xo0-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-dihidropirido
[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3bS,4aR )-3-(difluorometil)-5, 5-difluoro-3b,4,4a,5-
tetrahidro-1H-cydopropa[ 3,4]ciclopenta[ 1,2-c [pirazol-1-il)acetamidd

Schema de sintezi:
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Etapa 1: Prepararea (S)-(1-(3-(4-cloro-3-(N-(4-metoxibenzil)metil-sulfonamido)-1-metil-1H-indazol-7-
il)-4-0x0-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-dihidropirido[ 2,3 -d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-
difluorofenil)etil)carbamatului de fert-butil

Peste o solutie agitatd de acid (S)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-(3,5-difluorofenil)propanoic
(62,3 g, 207 mmoli) si acid 2-amino-6-(3,3,3-trifluoropropoxi)nicotinic (55 g, 207 mmoli) In acetonitril
(600 ml) sub atmosfera de azot de la -25 °C s-a addugat piridind (41,8 ml, 517 mmoli). Peste amestecul
rezultat s-a addugat in picaturd timp de 15 min. 2.4,6-tripropil-1,3,5,2,4,6-trioxatrifosfinan 2.4,6-trioxid
("T3P", 50% in greutate in EtOAc, 609 ml, 1033 mmoli). Solutia s-a agitat la -25 °C timp de 1 ord, apoi
s-a lasat sd se incélzeascd lent la 13 °C si s-a agitat timp de 5 ore. Peste solutie la 13 °C s-a addugat N-(7-
amino-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)-N-(4-metoxibenzil )metansulfonamidd (82 g, 207 mmoli). Masa
de reactie s-a ldsat apoi si se Incélzeascd lent la 27 °C si apoi s-a agitat la acea temperaturd timp de 16
ore. Progresul reactiei s-a monitorizat prin TLC (SiO2, 40% EtOAc/Pet. Rf = 0,4). La terminare,
amestecul de reactie s-a concentrat la presiune redusa. Reziduul s-a dizolvat in EtOAc (500 ml) si apoi s-a
spélat cu acid citric apos (0,5M, 2 x 500 ml) urmat de NaOH apos (1N, 3 x 500 ml). Stratul organic s-a
uscat pe Na>SOq, s-a filtrat si apoi s-a concentrat la presiune redusi pentru a permite obtinerea produsului
brut (180 g) care s-a purificat prin cromatografie cu silicagel eluand cu 40-50% EtOAc 1n pet. Fractiile
continand produsul dorit s-au colectat si s-au concentrat la presiune redusa pentru a permite obtinerea (S)-
(1-(3-(4-cloro-3-(N-(4-metoxibenzil)metilsulfonamido)- 1 -metil- 1 H-indazol-7-il)-4-ox0-7-(3,3,3-trifluoro-
propoxi)-3,4-dihidropirido[2,3-d]pirimi-din-2-il)-2-(3,5-difluorofenil etil )carbamat de tert-butil sub forma
unui solid alb-murdar (85 g, randament 39%). Produsul este un amestec de atropizomeri homochirali
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(diastereoizomeri). Metoda LCMS: Coloand = Acquity BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um), Faza
mobild A = acid formic 0,05 in api; Fazd mobild B = acid formic 0,05% in acetonitril, Gradient = Timp
(min)/%B: 0/3, 0,4/3, 2,5/98, 3,4/98, 3,5/3, 4/3; Temp. coloand = 35 °C; Debit = 0,6 ml/min. Rezultat
LCMS: timp de retentie = 2,46 minute; ion observat = 892,53 (M+H); Puritate LCMS = 85%.

Etapa 2: Prepararea (5)-N-((6P)-7-((3P)-2-(1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil)-4-oxo0-7-(3,3,3-
trifluoropropoxi)pirido[2,3-d]pirimidin-3(4H)-il)-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)metansulfonamidei

F F
F>H\ FXL
0 0
F F 7 | F F? |
N o= 1) TFAITFOH N =
N o 2) Prep SFC N0
LHy ——— CH
NH N NH; EHs
Boco . M
/N N
{ o
I
Cl N-g h:
PME 4 OFe ¢ HN-S-cp,
0

Peste o solutie agitatd de (S)-(1-(3-(4-cloro-3-(N-(4-metoxibenzil)metilsulfonamido)-1-metil-
1H-indazol-7-il)-4-ox0-7-(3,3,3-trifluoroprop-oxi)-3,4-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-
difluorofenil)etil)carbamatului de tert-butil (85 g, 95 mmoli) in DCM (300 ml) la 0 °C s-a addugat acid
trifluoroacetic (TFA, 294 ml, 3810 mmoli) urmat de acid triflic (25,4 ml, 286 mmoli). Solutia s-a lasat si
se Incalzeascd la 27 °C s-a agitat timp de 1 h sub atmosferd de azot. Progresul reactiei s-a monitorizat prin
TLC (Si02, 80% EtOAc/Pet. Rf = 0,3). La terminare, substantele volatile s-au indepartat sub un curent
bland de azot gazos. Reziduul s-a dizolvat In EtOAc (1000 ml) si s-a spilat cu NaOH 2N (2 x 500 ml) si
apoi saramurd (500 ml). Stratul organic s-a uscat pe NaxSOy, s-a filtrat, si apoi s-a concentrat la presiune
redusd pentru a permite obtinerea produsului brut care s-a purificat prin cromatografie cu silicagel eluand
cu 50-99% EtOAc in pet. Fractiile continand produsul dorit s-au colectat si s-au concentrat la presiune
redusd pentru a permite obtinerea (S)-N-(7-(2-(1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil)-4-ox0-7-(3,3,3-
trifluoropropoxi)pirido[2,3-d]pirimidin-3(4H)-il)-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)metansulfonamidei sub
forma unui solid galben deschis (63 g). Materialul este un amestec de atropizomeri homochirali
(diastereoizomeri) intr-un raport 64:26 determinat prin LCMS. Acest produs s-a amestecat cu incd trei
sarje de produsi preparati urmand acelasi procedeu. Produsul combinat (195 g) s-a dizolvat in
metanol:acetonitril (80:20, 1300 ml) si aceastd solutie s-a purificat prin prep-SFC utilizand urmaétoarea
metodd: Coloand = (R,R) Whelk-01 (250 x 30 x 5p); eluent = CO»:MeOH (65:35); Debit = 90 g/min;
Contrapresiune = 120 bar; Detectie = 214 nm (UV); Timp de stivuire = 14 min; Incarcaturd per injectie =
430 mg. Varful major pur s-a colectat si s-a concentrat la presiune redusd pentru a permite obtinerea
stereoizomerului unic (5)-N-((6P)-7-((3P)-2-(1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil)-4-oxo-7-(3,3,3-
trifluoropropoxi)pirido[2,3-d]pirimidin-3(4H)-il)-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-il)metansulfonamida sub
forma unui solid alb-murdar (113 g, randament 63%). 'HNMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 8,42 (d, J = 8,8
Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 7,03-6,97 (m, 1H),
6,75-6,70 (m, 2H), 4,73-4,69 (m, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,58-3,52 (m, 1H), 3,28-3,24 (m, 1H), 3,22 (s, 3H),
2,97-2,83 (m, 3H). Metoda LCMS: Coloana =XBridge C18 (75 mm x 4,6 mm, 3,5 um); Fazd mobila A =
bicarbonat de amoniu 5 mM in apd; Fazd mobild B= acetonitril; Gradient = Timp (min)/%B: 0/5, 0,5/5,
1,0/15, 4,0/98, 7,0/98, 7,5/5, 8,0/5; Coloand Temp =35 °C; Debit = 1,3 ml/min. Rezultat LCMS: timp de
retentie = 4,03 minute; ion observat = 672,07 (M+H); Puritate LCMS = 98%; Puritate HPLC = 98%;
Puritate HPL.C Chirald = 98%.

Etapa 3: Prepararea N-((S)-1-((3P)-3-(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)-1H-indazol-7-il)-4-ox0-7-
(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3bS,4aR )-3-
(difluorometil)-5,5- difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropal 3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-
il)acetamidei
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Peste o solutie agitatd de (S)-N-((6P)-7-((3P)-2-(1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil)-4-oxo0-7-
(3,3,3-trifluoropropoxi)pirido[2,3-d]pirimidin-3(4H)-il)-4-cloro-1-metil-1H-indazol-3-
i)metansulfonamidd (55 g, 82 mmoli) si acid 2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-
3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1- il)acetic (22,70 g, 8 mmoli) In acetat
de etil (818 ml) s-a addugat 2,6-lutidind (23,83 ml, 205 mmoli). Peste amestec s-a addugat In picdtura
2,4,6-trioxid de 2.4,6-tripropil-1,3,5,2.4,6-trioxatrifosfinan ("T3P", 50% iIn greutate in acetat de etil) (97
ml, 164 mmoli) moment in care temperatura internd a crescut de la 17 °C la 24 °C. Amestecul s-a agitat
timp de 2 ore la temperatura camerei. Reactia s-a stins prin addugare de apa (500 ml). Fazele s-au separat
si faza organica s-a spilat cu apa (500 ml), apoi s-a uscat pe Na>SOs. Amestecul s-a filtrat si filtratul s-a
concentrat la 1/4 din volumul original pentru a permite obtinerea produsului brut sub forma de solutie in
acetat de etil.

O a doua sarjd de produs s-a preparat conform aceluiasi procedeu modificat dupd cum urmeaza:
reactia s-a efectuat utilizdnd (S)-N-((6P)-7-((3P)-2-(1-amino-2-(3,5-difluorofenil)etil)-4-oxo-7-(3,3,3-
trifluoropropoxi)pirido[2,3-d]pirimidin-3(4H)-il)-4-cloro-1-metil-1 H-indazol-3-il)metansulfonamida
(53,4 g, 79 mmoli) si cantitdtile tuturor celorlal{i reactanti s-au ajustat corespunzitor. Prelucrarea s-a
incheiat cu o spélare cu saramura (300 ml) Tnainte de uscare pe MgSOy.

Produsele brute s-au combinat si apoi s-au adsorbit pe Celitd. Pudra rezultatd s-a supus
cromatografiei cu silicagel (3 kg coloand RediSep Gold) eludnd cu 30-85% acetat de etil in hexani.
Fractiile contindnd produsul dorit s-au colectat si s-au concentrat la presiune redusd pentru a permite
obtinerea unei spume galbene. Materialul s-a plasat sub vid inaintat timp de 18h. Materialul s-a
transformat Intr-o pulbere fina utilizind un mojar si un pistil si solidele s-au plasat in cuptor cu vid la 50
°C timp de 48 h pentru a permite obtinerea N-((S)-1-((3P)-3-(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)-1H-
indazol-7-il)-4-ox0-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-
difluorofenil)etil)-2-((3singlet larg,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-3b,4,4a,5-tetrahidro- 1 H-
ciclopropa[3,4]ciclopenta[1,2-c]pirazol-1-il)acetamidei sub forma unei pulberi galbene (134,1 g,
randament 90%). 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 9,84 - 9,91 (1 H, m) 9,49 (1 H, d, J=8,34 Hz)
8,47 (1 H, d, J=8,35 Hz) 7,79 (1 H, d, J=7,75 Hz) 7,49 (1 H, d, J=8,05 Hz) 7,11 (1 H, d, J=8,64 Hz) 6,80
- 7,09 (2 H, m) 6,66 (2 H, dd, J=8,20, 2,24 Hz) 4,69 - 4,75 (3 H, m) 4,57 (1 H, d, J=16,39 Hz) 4,48 (1 H,
ddd, J=11,03, 8,35, 2,68 Hz) 3,51 (3 H, s) 3,42 (1 H, dd, J=14,01, 2,38 Hz) 3,20 (3 H, s) 3,05 (1 H, dd,
J=14,01, 11,03 Hz) 2,89 - 2,99 (2 H, m) 2,42 - 2,48 (2 H, m) 1,32 - 1,40 (1 H, m) 0,81 - 0,86 (1 H, m).
Metoda LCMS: Coloand = Acquity UPLC BEH CI18 (2,1 x 100 mm, particule 1,7 pm);, Solvent A =
Apd:MeCN (95:5) cu Acid formic 0,1% v/v; Solvent B = MeCN:Apa (95:5) cu Acid formic 0,1% v/v;
Gradient = Timp (min)/%B: 0/0, 3,5/100, 4,5/100; Debit = 0,8 ml/min. Rezultat LCMS: timp de retentie =
3,173 min; masa observatd = 917,95 (M+H). Puritate UPLC = 99,8%.

Denumirea exemplului 1:

Compusul din Exemplul 1 preparat ca mai sus este un material care contine chiralitate axiala.
Chiralitatea axiald poate fi descrisd utilizand nomenclatura P/M detaliatd In [UPAC Gold Book
(doi:10,1351/goldbook.A00547). Totusi, in acest moment sunt disponibile numai un numar limitat de
unelte software care sunt capabile sd genereze denumiri chimice contindnd nomenclatura P/M, si incd si
mai putine optiuni sunt disponibile pentru a transforma denumirile chimice utilizdnd aceastad
nomenclaturd 1n reprezentdri structurale ale moleculelor. De aceea, pentru claritate si comoditate mai
multe nume pentru Exemplul 1 sunt furnizate mai jos:

Denumirea Exemplului 1 generatd de ChemDraw Ultra 12 (nomenclatura P/M absentd) este: N-((S)-1-(3-
(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)-1H-indazol-7-il)-4-oxo-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-
dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3bS,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-
3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-il)acetamida
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Denumirea chimici a Exemplului | generatd de JChem pentru Excel (inclusiv nomenclatura P/M) este:
N-[(1S5)-1-[(3P,3P)-3-(4-cloro-3-metansulfonamido- 1-metil-1H-indazol-7-il)-4-ox0-7-(3,3,3-
trifluoropropoxi)-3H,4H-pirido[2,3-d]pirimidin-2-il]-2-(3,5-difluorofenil)etil]-2-[(2S,4R)-9-
(difluorometil)-5,5-difluoro-7,8-diazatriciclo[4,3,0,0?,*Inona-1(6),8-dien-7-il Jacetamida

Denumirea chimica generatd de ChemDraw Ultra 12 cu nomenclatura P/M adaugatd manual este: N-((S)-
1-((3P)-3-(4-cloro-1-metil-3-(metilsulfonamido)-1H-indazol-7-il)-4-ox0-7-(3,3,3-trifluoropropoxi)-3,4-
dihidropirido[2,3-d]pirimidin-2-il)-2-(3,5-difluorofenil)etil)-2-((3bS,4aR)-3-(difluorometil)-5,5-difluoro-
3b,4,4a,5-tetrahidro-1H-ciclopropa[3,4]ciclopenta[ 1,2-c]pirazol-1-il)acetamida

Teste comparative:

Compusul din Exemplul 1 a fost comparat cu compusul din Exemplul 60.2 descris in
WO02018203235 (Schema 1) intr-un numar de teste. In scopul acestor comparatii, am ales si folosim
material homochiral al fiecarui compus, deoarece acest nivel de puritate este cel mai reprezentativ pentru
ceea ce ar fi utilizat in studiile clinice umane. In mod specific, rotatia restrinsa in jurul legaturii C-N
indicate a indazolului di nastere la atropizomeri (diastereomeri) atdt In Exemplul 1, cét i in Exemplul
60.2 care pot fi separati prin cromatografie si nu se interconverseaza la temperatura camerei. Astfel, prin
cromatografie am izolat in forma purd stereoizomerii reprezentati in Schema 2.

Schema t

Exempial 6.2 descris ca
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Exempial 8.2 care descrie sterecchimia Exempiul 1 8 precentulut breved care descrie
mater homochical witizat In testels sterecchimia mater wi homoohiral atitizat in
comparative desorise eatele comparative descrise

Procedura generald pentru cuantificarea compusului prin LC-MS/MS:

Toate probele in vitro au fost injectate pe un sistem Exion LC 4500 Triple Quad™ L C-MS/MS.
Coloana analitica utilizatd a fost un Phenomenex C18 (C18, 4,6 mm x 50 mm, 5 pm) mentinutd la
temperatura camerei. Faza mobild A a constat din acid formic 0,1% (v/v) 1n apa MilliQ. Faza mobild B a
constat din metanol 100%. Debitul a fost de 1 ml/min. Gradientul a fost dupd cum urmeaza: faza mobila
B afost crescuti liniar de la 5% la 90% in 0,7 minute, mentinutd la 90% timp de 1,4 minute i mentinuta
la 5% timp de 0,7 minute.

Toate probele in vivo au fost injectate pe un sistem Triple Quad™ 6500 LC-MS/MS cu coloane
mentinute la 60°C. Faza mobild A a constat din H,O, 1 mM NH4OAc, 0,025% acid formic. Faza mobila
B a constat din MeOH, NH4OAc 5SmM. Debitul a fost de 0,6 ml/min. Coloana si gradientul de elutie au
fost selectate dintr-una dintre metodele generale de analizd descrise mai jos.

Metoda generald de analizd A:
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Coloand = Waters X-Bridge BEH C18 (2,1 3 50 mm, particule de 1,7 mm); Gradient: Timp
(min.)/%B = 0,0/10, 0,2/10, 0,8/90, 1,3/90, 1,31/10, 2,0/10.

Metoda generald de analizd B:

Coloand = Waters BEH C18 (particule de 2,1 x 50 mm, 2,5 um); Gradient: Timp (min.)/%B =
0,0/10, 0,2/10, 0,8/90, 1,3/90, 1,31/10, 2,0/10.

Metoda generald de analizd C:

Coloand = Waters BEH C18 (particule de 2,1 x 50 mm, 1,7 um); Gradient: Timp (min.)/%B =
0,072, 0,40/2, 0,7/65, 1,3/90, 1,9/90, 1,91/2, 2,5/2.

Procedura de mésurare a potentei si citotoxicitatii:

Celulele MT-2, celulele 293T si clona de ADN proviral a virusului NL43 au fost obtinute din
programul de cercetare si reactiv de referintd NIH SIDA. Celulele MT-2 au fost propagate in mediu
RPMI 1640 suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS) inactivat la cdldurd, 100 mg/ml penicilind G si pana
la 100 unitati/ml streptomicina. Celulele 293T au fost propagate iIn mediu DMEM suplimentat cu 10%
FBS inactivat la caldurd, 100 mg/ml penicilind G si 100 mg/ml streptomicind. O clond provirald
recombinantd NLg4s, In care o sectiune a genei nef a fost Inlocuitd cu gena luciferazei Renilla, a fost
utilizatd pentru a face virusul de referintd utilizabil 1n aceste studii. Virusul recombinant a fost preparat
prin transfectia clonei provirale recombinate NLs3 In celule 293T utilizdnd reactivul de transfectie
Transit-293 de la Mirus Bio LLC (Madizon, WI). Supernatantul a fost recoltat dupd 2-3 zile si cantitatea
de virus prezentd a fost titratd In celule MT-2 utilizadnd activitatea enzimei luciferazd ca marker prin
mésurarea activitifii enzimei luciferazd. Luciferaza a fost cuantificatd utilizdnd substratul celular
EnduRen Live de la Promega (Madizon, WI). Activitdtile antivirale ale compusilor fatd de virusul
recombinant au fost cuantificate prin mésurarea activitatii luciferazei in celulele MT-2 infectate timp de
4-5 zile cu virusul recombinant in prezenta dilutiilor in serie ale compusului.

Concentratia eficientd de 50% (ECso) a fost calculatd utilizdnd forma exponentiald a ecuatiei
efectului median unde (Fa) = 1/[1+ (EDs¢/conc. medicament)m] (Johnson VA, Byington RT. Infectivity
Assay. In Techniques in HIV Research, ed. Aldovini A, Walker BD.71-76, New York: Stockton
Press.1990). Concentratia inhibitorie de 50% (ECso) a fost calculatd utilizind forma exponentiald a
ecuatiei efectului median 1n care procentul de inhibare = 1/[1 + (ECs¢/concentratie de medicament)m],
unde m este un parametru care reflectd panta concentratie-curba de raspuns.

Citotoxicitatea compusului si valorile CCsy corespunzatoare au fost determinate folosind acelasi
protocol ca cel descris In testul antiviral, cu exceptia faptului cd au fost utilizate celule neinfectate.
Citotoxicitatea a fost evaluatéd in ziua 4 1n celulele MT2 neinfectate utilizdnd un test colorimetric pe baza
de XTT (2,3-bis[2-Metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolium-5-carboxianilide sare internd) (Sigma). -
Aldrich, St Louis
Rezultate:

Potenta Exemplului 1 si a Exemplului 60,2 se afld in eroarea testului initial de virusologie anti-
HIV (EC50 Exemplul 1 = 25 + 8 pM, ECsg Exemplul 60.2 = 18 &+ 13 pM). De retinut faptul cd ECs din
Exemplul 1 a fost de 0,034 nM cand a fost testat initial, totusi, testarea ulterioard a dus la o medie
revizuitd de 25 + 8 pM. Citotoxicitatea CCso méasuratd este > 0,5 uM si, respectiv, > 10 pM 1n exemplul 1
si respectiv in Exemplul 60.2. Procedura de méasurare a metabolismului in microzomii hepatici:

Microzomii hepatici de la om, céine, sobolan si maimutd au fost dezghetati si diluati la o
concentratie finald de 1 mg/ml in tampon fosfat de potasiu 100 mM (pH 7,4). Compusii de testare si
martorii s-au preparat la concentratia finald de 100x de 1 uM in acetonitril:apa 1:1 (v/v) si alicotate in
amestec microzomal. Amestecul a fost preincubat la 37°C intr-o baie de apa agitatd timp de 10 minute.
Probele pentru incubare au fost efectuate in dublu exemplar. Trei martori au fost inclusi In probele pentru
incubare: warfarind, fenacetind si verapamil. Dupd preincubare, reactia a fost initiatd cu NADPH la o
concentratie finald de 1 mM. La 0, 5, 15, 30, 45 si1 60 de minute, 25 pl de proba s-au prelevat si s-au stins
cu 300 pl de acetonitril contindnd standard intern (Telmisartan). Probele au fost agitate In vortex timp de
5 minute la 1200 rpm si apoi centrifugate la 4000 rpm timp de 10 minute. O parte alicotd de 100 pl de
supernatant a fost diluatd de trei ori cu api si injectatd pe un sistem Exion LC 4500 Triple Quad LC-
MS/MS. Rezultatele au fost raportate ca procent din partea pdrinte rdmasid si au fost calculate din
rapoartele suprafetei de varf ale compusului de testat rdmas dupa fiecare moment de timp si comparate cu
incubarea de la momentul zero.

Rezultate:

Exemplul 1 este de sase ori mai stabil in microzomii ficatului de ciine decit Exemplul 60.2, iar
Exemplul 1 este de cel putin doud ori mai stabil in microzomii ficatului de maimutd decat Exemplul 60.2.
Aceste date sugereazd cd Exemplul 1 ar trebui sd fie semnificativ mai stabil decat Exemplul 60.2 la
metabolismul in vive la cdine $i maimuta.
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Tabelul 1.
Stabilitate microzom hepatic Exemplul 1 [Exemplul 60,2
T, microzom hepatic uman > 120 min. > 120 min.
T2 microzom hepatic de sobolan > 120 min. > 120 min.
Microzom hepatic de céine Tip 105 min. 17 min.
T\, microzom hepatic de maimuta > 120 min. 55 min.

Procedura de masurare a metabolismului in hepatocitele umane:

Hepatocitele crioconservate In suspensie de la om, maimutd, cdine, sobolan si soarece au fost
dezghetate si diluate In mediu William’s E preincalzit (pH 7,4). Pérti alicote din suspensia de hepatocite
au fost addugate la solutiile de lucru ale compusului de testat preparate in mediu William’s E preincilzit
(pH 7,4) pentru a obtine concentratii finale de 0,5 uM in 0,5 x 10° celule per mililitru si <0,25% DMSO.
Aceste probe au fost incubate la 37°C cu 5% dioxid de carbon si agitarea la 200 rpm. Probele pentru
incubare au fost efectuate in singlet. La momentele 0, 10, 30, 60, 120 si 240 minute, o parte alicota de 50
pl din amestecurile de incubare a fost Indepértatd si adaugatd la o solutie de 100 pl de acetonitril
continand standardul intern si amestecul a fost agitat si apoi centrifugat la 4°C si 3500 rpm timp de 15
minute. Dupd finalizarea experimentului, probele au fost analizate prin LC-MS/MS. Rezultatele
stabilitatii metabolice au fost raportate ca procent din compusul de testat parinte rimas. Acest procent este
calculat prin Impdartirea raportului de suprafatd de varf al compusului de testat dupd incubare (ty) la
raportul de suprafatd de varf al compusului de testat la momentul zero (to) chiar Tnainte de incubare.

Constanta vitezei de eliminare (k, min™) este calculati utilizind potrivirea regresiei neliniare cu
urmitoarea ecuatie:

G=Coxekxu

unde:
Cy este concentratia initiald reprezentatd ca raportul zonei picului (aria varfului compusului de testat/aria
varfului standard intern);
C; este concentratia la t reprezentatd ca raportul ariei (aria varfului compusului de testat/aria varfului
standard intern); e este baza logaritmului natural
t este timpul (min);
k este constanta vitezei de eliminare (min-1).
Timpul de injumatatire (ti2, min) se calculeaza folosind urméitoarea ecuatie:
0.693
by = —4—

k

unde:
k este constanta vitezei de eliminare (min-1).

Clearance-ul intrinsec in vitro (CLiy, ml/min/milion de celule) este calculat folosind urméitoarea
ecuatie:

Cline= Q.693 [ f1z/ n
unde:
tip este timpul de injumatatire;
n este numadrul de celule pe ml.
Rezultate:

Timpul de Injumétatire din Exemplul 1 in hepatocitele umane a fost calculat a fi >480 minute in
timp ce timpul de Injumatitire din Exemplul 60,2 in hepatocitele umane a fost calculat a fi de 350 de
minute. Clearance-ul intrinsec al Exemplului 60.2 In hepatocitele umane este de 0,465 ml/min/g de ficat,
care este de 1,5 ori mai rapid decét clearance-ul hepatic de 0,312 ml/min/g gésit in Exemplul 1,

Procedura de masurare a parametrilor farmacocinetici (PK) in vivo:

PK a fost investigatd la soareci CD1 masculi, sobolani Wistar Han, maimute Cynomolgus si
clini Beagle. Doud grupuri de animale (N = 3 per grup) au primit compusul de testat fie ca doza
intravenoasd (IV) (1 mg/kg) fie prin gavaj oral (5 mg/kg solutie si suspensie). Medicamentul a fost
formulat in 90% PEG 400, 10% etanol pentru administrare IV si in 90% PEG400, 5% etanol pentru
administrare PO. Au fost recoltate probe de sange la 0,167, 0,25,0,5,0,75, 1,2, 3, 5,7, 24, 48, 72 51 96 de
ore dupd doza IV; 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 5, 7, 24, 48, 72 si 96 de ore dupd doza orald. Probele de sange
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au fost colectate in tuburi KsEDTA si centrifugate la 1500 pani la 2000 x g pentru a obtine plasma.
Probele de plasma au fost péastrate la -20°C péani la analiza prin LC-MS/MS. Toate probele in vivo au fost
injectate pe un sistem Exion LC 4500 Triple Quad™ LC-MS/MS unde coloana a fost mentinutd la 60 °C
si debitul a fost de 0,6 ml/min. Toti parametrii de analizd LC-MS/MS sunt capturati electronic in fisierele
de date brute. Probele de PK de sobolan IV, cdine IV, maimutd IV si maimutd PO PK au fost analizate
prin metoda generald de analizd A. Probele de sobolan 1V, soarece PO si PK de caine PO au fost analizate
prin metoda generald de analizd B. Probele de PO de sobolan au fost analizate prin metoda generald de
analiza C.

Parametrii PK au fost obtinuti prin analiza necompartimpntald a concentratiei plasmatice in
functie de timp (Phoenix WinNonlin v8,1). Concentratia maximéa (Cpax) si timpul pentrt Crnax (Tmax) au
fost Inregistrate direct din observatiile experimentale. Aria de sub curba de la momentul zero pani la
ultimul timp de esantionare [AUC.1] si aria de sub curba de la momentul zero la infinit [AUCwr] au fost
calculate utilizdnd regula trapezoidald liniar-log. Clearance-ul plasmatic total (CLrtp), volumul de
distributie la starea de echilibru (V), timpul de injumadtétire prin eliminare aparent (T-HALF) si timpul
mediu de rezidentd (MRT) au fost estimate dupd administrarea IV. Estimérile AUC si T-HALF au fost
facute folosind un minim de trei momente de timp cu concentratii cuantificabile. Biodisponibilitatea orala
absolutd (F) a fost estimati ca raport dintre valorile ASC normalizate in functie de doza dupd dozele orale
silV,

Rezultate:

Parametrii farmacocinetici [V (PK) din Exemplul 1 si din Exemplul 60.2 au fost masurati la
patru specii preclinice: goarece, sobolan, cline $i maimutd. Exemplul 1 a prezentat clearance-ul
imbunatatit la toate cele patru specii in comparatie cu Exemplul 60.2. In concordantd cu rezultatele
testului microzomului hepatic mentionat mai sus, diferentele de clearance au fost cele mai semnificative
pentru céaine si maimutd, unde clearance-ul a fost imbundtitit de 4,9 ori, respectiv de 2,6 ori. De
asemenea, timpul de Injumadtatire al Exemplului 1 In circulatie la céine $i maimutd a fost de 3,4 ori si,
respectiv, de doud ori mai mare decét in Exemplul 60.2.

Tabelul 2.

\Parametri PK Exemplul I Unitate Soarece [Sobolan (Maimutid |Caine
CL ml/min/kg 0,50 2,64 8,50 1,68
Vss L/kg 0,24 3,34 1,18 0,83
T h 7,6 17,4 3,0 8,0
Parametri PK Exemplul 60.2 Unitate Soarece [Jobolan [Maimutd [Caine
CL ml/min/kg (5,20 5,89 22,2 8,21
Vss L/kg 2,14 2,86 1,34 0,96
T h 5.2 11,0 14 2,5

fnainte ca un potential medicament sa poata intra in studiile clinice umane, siguranta compusului
ar trebui, de obicei, evaluata la doud specii preclinice: o rozitoare si una non-rozatoare. Aceste specii sunt
de obicei sobolani si fie clini, fie maimute. Un obiectiv al unui studiu de sigurantd in vivo este de a obtine
concentratii de medicament in circulatie care sunt de multe ori mai mari decét cele asteptate dacd unui om
i s-ar administra o dozi eficientd de medicament. Diferenta intre concentratiile de medicament atinse in
studiul de sigurantd fatd de concentratiile de medicament care ar fi de asteptat la o persoand care ia o doza
eficientd de medicament este numitd , marja”. Obtinerea unor marje mari intr-un studiu de sigurantd este
importantd deoarece, pe masurd ce marjele cresc, creste si increderea cd, dacd ar fi posibil un eveniment
advers legat de medicament, acesta ar fi observat in timpul evaludrii preclinice de siguranta.

Parametrii PK Imbundtétiti la sobolan, caine sau maimutd inseamni cd ar fi necesard o doza mai
micd de compus pentru a obtine o concentratie mare de medicament in circulatie pentru aceste specii
preclinice. De aceea, unei maimute sau cédine cdrora li s-a administrat o doza din Exemplul 1 ar atinge
marje mai mari decat dacd i1 s-ar administra o dozd de aceeasi mirime din Exemplul 60.2. Datorita
limitéarilor practice ale marimii dozei, marja (si de aceea increderea) care ar putea fi atinsd cu Exemplul 1
intr-un studiu de evaluare a sigurantei fard rozitoare este mai mare dect marja care ar putea fi atinsd cu
Exemplul 60.2.

Procedura de scalare alometrica a parametrilor preclinici PK pentru a oferi o predictie a dozei la om:

Predictiile de dozad umand au fost efectuate folosind software-ul Phoenix WinNonlin (v 8,0) si
Microsoft Excel utilizdnd add-in-ul ModelRisk pentru modelarea populatiei. Estimirile umane pentru
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CL1, ale fiecdrui compus au fost obtinute pe baza scalei alometrice medii a datelor IV de soarece,
sobolan, maimutd si cine (factor de scalare a greutétii corporale de 0,75) si o medie (factor de scalare a
greutdtii corporale de 1,0) de la toate speciile pentru Vss. Parametrii IV umani (Ve, Ka, K12, K21, Kel)
au fost determinati utilizand scalarea timpului mediu de rezidentd (MRT) de la specii preclinice (soarece,
sobolan, cdine si cyno) folosind estimdrile umane Vss si CL1p. Absorbtia (Ka) a fost determinatd prin
deconvolutie (PO) sau din timpul de injumitatire (SC) la speciile preclinice (Ka = LN(2)/ti2). Doza
umand estimatd pentru PO si SC este calculatd tindnd cont de variabilitatea umani si este calculatd pentru
a acoperi 95% din populatia umana.

Rezultate:

Parametrii PK preclinici ai speciilor sunt utilizati in mod obisnuit pentru a prezice parametrii PK
umani inainte de studiile clinice pe om. Metodele folosite pentru aceastd predictie se numesc ,.scalare
alometricd” si sunt, in general, discutate si practicate In literaturd. Folosind scalarea alometrica, doza
orald previzutd o datd pe zi necesard pentru a mentine o concentratie plasmaticd eficientd a
medicamentului la om este de 7 ori mai micd de Exemplu 1 decat de Exemplu 60.2. In mod specific, doza
estimatd QD PO umana din Exemplul 1 este mai mica de 10 mg in timp ce doza estimatd QD PO umana
din Exemplul 60.2 este mai mare de 30 mg.

In timp ce reactiile medicamentoase idiosincratice (adicd, reactiile de hipersensibilitate) sunt
imprevizibile si grave In naturd, si astfel reprezintd o problemi clinicd semnificativd, s-a afirmat ca
medicamentele administrate la o doza zilnicd de 10 mg sau mai putin sunt rareori sau vreodatd asociate cu
o incidentd ridicatd. of idiosincratic drug Reactias (Uetrecht, J. P. New Concepts in Immunology Relevant
to Idiosyncratic Drug Reactions: The "Danger Hypothesis" si Innate Immune System. Chem. Res.
Toxicol. 1999, 12(5), 387-395, DOI:10.1021/tx980249i).

Procedura de mésurare a parametrilor farmacocinetici intr-un experiment subcutanat in vivo:

Medicamentul a fost formulat In Kolliphor P188 1%/1% PEG3350/3,5% manitol/94,5% apa si
apoi a fost administrat la sobolani Wistar Han sub forma de injectie subcutanatd la o dozd de 20 mg/kg.
Au fost recoltate probe de sange la 0,167, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 5, 7, 24, 48, 72, 96 de ore si apoi la
fiecare 3 zile timp de pand la 122 de zile. Probele de sange au fost colectate In tuburi K3EDTA si
centrifugate la 1500 péna la 2000 x g pentru a obtine plasma. Probele de plasma au fost pastrate la -20°C
pana la analiza prin LC-MS/MS.

Rezultate:

Adecvarea fiecdrui compus pentru administrarea subcutanatd (SC) a fost evaluatd intr-un
experiment SC PK la sobolan. Dupd cum s-a determinat prin acest experiment, timpul de Injumatitire
aparent al compusului In plasmd a fost de 13 zile pentru Exemplu 1 si 11,5 zile pentru Exemplu 60.2.
ASCounfinit exemplului 1 a fost de 4,941 zile*ng/ml (2,89% din ASC extrapolatd). AUC p.infinic €xemplu
60.2 a fost de 609 zile*ng/ml (12,8% din AUC extrapolatd). Biodisponibilitatea a fost 93% pentru
Exemplul 1 si 25% pentru Exemplul 60.2. Concentratiile de medicament au fost mentinute peste 7 ng/ml
pentru toate animalele timp de 73 de zile cu Exemplul 1 si 24 de zile cu Exemplul 60.2 (Figura 1). Dozele
preconizate o datd pe lund subcutanate (QIM SC) pentru om au fost calculate utilizand timpii de
injumaétatire aparent si biodisponibilitatea derivate din PK de sobolan SC in combinatie cu valorile de
clearance-ul uman prezise derivate din scalarea alometricd. Doza previzutd Q1M SC necesard pentru a
mentine o concentratie plasmatica eficientd a medicamentului la om este de 15 ori mai mica pentru
Exemplul 1 decat de exemplul 60.2.

Procedura de masurare a inductiei citocromului P450 in hepatocite umane crioconservate:

Urméand indrumarile FDA (.In vitro Metabolism- si Transporter- Mediated Drug-Drug
Interaction Studies Guidance for Industry™), potentialul Exemplului 1 si al Exemplului 60.2 de a induce
expresia CYP2B6 a fost testat folosind hepatocite de la aceiasi trei donatori individuali (mai degrabd
decét de la donatori reuniti), iar modificirile nivelurilor de ARNm al enzimei au fost evaluate folosind
~metoda de schimbare a pliului”. Tn acest test, o modificare de ori mai micd de 2 ori a nivelurilor de
ARNm este consideratd o constatare negativd, in timp ce o modificare > de doud ori este consideratd o
constatare pozitiva.

Compusii au fost testafi intr-un test de inductiec CYP folosind hepatocite primare umane
crioconservate inductibile de la trei donatori pentru a determina potentialul de a provoca inducerea
(mdsuratd printr-o crestere a transcriptiei ARNm) a CYP2B6, Compusii de testare (concentratie finald de
0,12 pand la 30 mM) au fost incubate timp de 48 de ore cu hepatocite umane primare care exprimi in mod
natural toti receptorii nucleari implicati in reglarea nivelurilor de expresie ale diferitelor enzime CYP.
Solutiile proaspete de compusi de testare si controale au fost diluate In medii de testare si addugate la
fiecare 24 de ore timp de doud zile consecutive, cu o concentratie finald de DMSO de 0,1%. La sfarsitul
incubdrii, integritatea monostraturilor celulare, densitatea si viabilitatea celulelor au fost evaluate pentru a
evalua efectele citotoxicitdtii. Celulele au fost apoi solubilizate in tampon de lizd celulard si ARN total a
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fost purificat din fiecare probd de analiza. Probele au fost apoi utilizate in reactiile in lant de polimeraza
de transcriptie inversd (RT-PCR) pentru a cuantifica cantitatea de specii specifice de ARNm care codifica
gena CYP2B6 umana.

Potentialul de inductie al compusilor de testare si al controalelor a fost comparat cu inductorul
cunoscut CYP2B6 Fenobarbital (1000 uM). Rezultatele acestui test sunt exprimate ca inductie a pliului.
Inducerea pliului a fost calculatd ca raport dintre nivelul ARNm din celulele tratate cu compusul de testat
fatd de cel din celulele tratate cu DMSO (controlul solventului) singur, nivelul bazal de ARNm, si astfel
reprezintd potentialul de inductie al compusului de testat. Valorile de inductie de ori au fost utilizate
pentru a calcula procentul valorilor activitétii de control, care au fost apoi ajustate la un model de regresie
logisticd cu 4 parametri pentru a determina valorile ECso s$i Emax (dacd s-a observat inductie).
Citotoxicitatea a fost, de asemenea, evaluata in paralel pentru a evita rezultatele fals pozitive ale inductiei
CYP din cauza citotoxicitatii. Evaluarea si interpretarea potentialului de inductie a CYP la concentratii
citotoxice trebuie evitate.

Rezultate:

Nu a fost observatd nicio citotoxicitate cu niciunul dintre compusi la oricare dintre concentratiile
testate (pana la 30 uM). Pentru Exemplu 1, o constatare negativa (fara inductie) a fost gésita la toti cei trei
donatori. Pentru Exemplul 60.2, a fost gésitd o constatare pozitiva (inductie) la 2 din 3 donatori (valori
ECsode 1,5 uM si 1,8 uM).

Inducerea exprimdrii enzimei CYP este recunoscutd ca o cauzd principald a interactiunilor
medicament-medicament, ceea ce duce la clearance-ul crescut al medicamentului victimd al cérui
metabolism este guvernat de izoforma indusd de CYP. Dintre izoformele CYP, CYP2B6 are o importanta
deosebitd in contextul tratamentului HIV, deocarece efavirenz (EFV), un medicament utilizat pe scard
largd pentru tratarea HIV (inclus pe lista de medicamente esentiale a Organizatiei Mondiale a Sanétatii
din 2019), este metabolizat in principal de CYP2B6 (Ward). , B. A., Gorski, J. C., Jones, D. R, Hall, S.
D., Flockhard, D. A., Desta, Z. Citocromul P450 2B6 (CYP2B6) este principalul catalizator al
metabolismului primar si secundar al Efavirenz: implicatii pentru terapie HIV/SIDA si utilitatea terapiei
Efavirenz ca marker de substrat al activitatii catalitice CYP2B6, J. Pharmacol. Exp. Ther., 2003, 306,
287-300, DOI: 10,1124/jpet.103,049601
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
3. Compus conform revendicarii 2 avind stereochimia descrisd mai jos
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K
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
4. Compus conform revendicdrii 1, asa cum este descris mai jos:

“u ‘CHB
&

5. Compus sau sare acceptabild farmaceutic conform oricéreia dintre revendicérile 1-3, care este
o sare de sodiu.

6. Compozitie farmaceuticd cuprinzdnd un compus sau sare acceptabild farmaceutic conform
oricareia dintre revendicérile 1-5.

7. Comporzitie farmaceuticd conform revendicdrii 6 cuprinzdnd suplimentar un excipient
acceptabil farmaceutic.

8. Compozitie conform revendicérii 6 sau revendicdrii 7 adecvatd pentru administrare orald,
pentru injectare intramusculard sau pentru injectare subcutanata.

9. Compus sau sare acceptabila farmaceutic conform oricéreia dintre revendicarile 1-5 pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea sau reducerea riscului de infectie cu HIV la om.

10. Compus sau sare acceptabild farmaceutic pentru utilizare conform revendicarii 9, in care
compusul este administrat oral.

11. Compus sau sare acceptabild farmaceutic pentru utilizare conform revendicérii 9, in care
compusul este administrat prin injectie intramusculard sau injectie subcutanata.

12. Compus sau sare acceptabild farmaceutic pentru utilizare conform revendicérii 9, in care
utilizarea cuprinde in plus administrarea a cel putin unui alt agent utilizat pentru tratamentul infectiei cu
HIV la om.

13. Compus sau sare acceptabild farmaceutic pentru utilizare conform revendicarii 12, In care cel
putin un alt agent este selectat din grupul constdnd din abacavir, atazanavir, bictegravir, cabotegravir,
dolutegravir, darunavir, doravirind, fostemsavir, lamivudind, maraviroc, rilpiverind, tenofovir dizoproxil,
tenofovir, tenofovir afenamida, 5-648414, GSK3640254, anticorp N6L S si GSK3739937/VH3739937.
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14. Compus sau sare acceptabild farmaceutic pentru utilizare conform revendicérii 13, 1n care cel
putin un alt agent este selectat din grupul constdnd din dolutegravir, lamivudini, fostemsavir,
cabotegravir, anticorp NOLS si GSK3739937/VH3739937.

15. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare conform revendicérii 13,
in care cel putin un alt agent este cabotegravir.

16. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare conform revendicérii 13,
in care cel putin un alt agent este dolutegravir.

17. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricéreia dintre revendicérile 1-
5 pentru utilizare in terapie.

18. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricéreia dintre revendicérile 1-
5 pentru utilizare in tratarea infectiei cu HIV.

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



Figura 1.

1000

die {rng/mil

L TRES

Conceniratie plasmat

10 4

MD/EP 3986561 T2 2024.06.30

33

Peofiie conveniratie plasmatica medie - g dupd o singura injectare 5Cla 28
gy fa sebolani Wistar Har {(N=3 7 punct s timp)

weelieee Exerhat 1
=== Exgamyphul 3.2

ccccccs]

Geeceneeensecncecaceeet

o 14 28 4 58 79 84 95

Tirng {28}



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - CLAIMS
	Page 31 - CLAIMS
	Page 32 - CLAIMS
	Page 33 - DRAWINGS

