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

Prezenta inventie se referd la metode de tratare a unui pacient uman cu leziuni renale acute.
STADIUL TEHNICII AL INVENTIEI

Leziunea renald acutd (LRA), cunoscutd anterior sub numele de insuficientd renald acuta
(IRA), este un sindrom clinic caracterizat prin deteriorarea rapidd a functiei renale care apare in
cateva zile. Principala caracteristicA a LRA este sciderea brusci a ratei de filtrare glomerulard
(GFR), rezultand in retinerea deseurilor azotate (uree, creatinind). in populatia mondiala generald,
apar anual 170-200 de cazuri de LRA severe pe milion de populatie. PAna in prezent, nu existi un
tratament specific stabilit pentru LRA. S-au gisit mai multe medicamente care amelioreazi
profilactic LRA experimentale toxice si ischemice, care se manifestd prin niveluri mai scizute de
creatinind sericd, deteriordri histologice reduse si recuperare mai rapida a functiei renale in diferite
modele animale. Acestea includ anti-oxidanti, blocanti ai canalelor de calciu, diuretice, substante
vasoactive, factori de crestere, agenti antiinflamatori si multe altele. Cu toate acestea, aceste
medicamente au fost studiate in studii clinice si nu au prezentat niciun beneficiu, iar utilizarea lor
in LRA clinicd nu a fost aprobatd. Tratamentul dupa ce LRA s-a dezvoltat este si mai dificil.

Fedorova si colab. (PLOS ONE 8 (2013), e64436) descrie ca un agonist al PPAR delta,
HPP 593, previne necroza renald sub ischemie cronicd, ceea ce corespunde cu ceea ce se intampla
in timpul leziunii renale acute.

Eun Young Lee si colab. (Nephrol. Dial. Transplant. 27 (2012), 4069-4079) descrie
eficacitatea GW617042, un agonist pentru PPAR-6 pentru tratamentul nefropatiei diabetice.

Compusii dezvaluiti aici sunt modulatori exemplificativi ai receptorului delta activat de
proliferatorul peroxizomului (PPARS). PPARG este un receptor nuclear capabil sd regleze
biosinteza mitocondriilor. Modularea activitdfii PPARS s-a demonstrat a fi utild pentru tratamentul
bolilor.
REZUMATUL INVENTIEI

S-a  constatat acum ¢i un compus, acid (R)-3-metil-6-(2-((5-metil-2-(6-
(trifluormetil)piridin-3-il)- 1 H-imidazol- 1 -il)metil )fenoxi)hexanoic, reprezentat de urmdtoarca
formuli structurala:
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(denumit in continuare ,,Compusul A™)

a redus leziunile renale la un sobolan model de boald renald acuti (a se vedea Exemplul 2). in mod
specific, Compusul A reduce semnificativ nivelurile de creatinind plasmaticd, imbundtateste
functia renald si reduce biomarkerul precoce al leziunilor renale NGAL, atunci cind este
administrat intravenos la patru ore dupd ce leziunea ischemie-reperfuzie a fost indusi rinichilor
sobolanilor de laborator.

De asemenea, s-a constatat ¢ Compusul B, reprezentat de urmitoarea formuld structurala:

e
Fal N\
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(denumit in continuare ,,Compusul B”)

a redus leziunile renale la un sobolan model de boald renald acuti (a se vedea Exemplul 3). in mod
specific, Compusul B a redus semnificativ nivelurile de creatinind plasmaticd si imbundtateste
functia renald atunci cind a fost administrat oral la patru ore dupa leziunea ischemie-reperfuzie a
fost indusa rinichilor sobolanilor de laborator.

Pe baza acestor descoperiri, metodele de tratare a leziunilor renale acute sunt dezviluite
aici.

Este descrisd o metodd de tratare a unui pacient uman cu leziuni renale acute. Metoda
cuprinde administrarea intravenoasd la pacient a unei cantitdti eficiente de Compus A sau a unei
sdri acceptabile farmaceutic a acestuia.

De asemenea, este descrisd o metoda de tratare a unui pacient uman cu leziuni renale acute.
Metoda cuprinde administrarea la pacient a unei cantitifi eficiente de Compus B sau a unei sari
acceptabile farmaceutic a acestuia. Intr-o variantd de realizare, Compusul B este administrat oral;
intr-o alta varianta de realizare, este administrat intravenos.

Mai departe este descrisd o metodi de tratare a unui pacient uman cu leziuni renale acute.
Metoda cuprinde administrarea la pacient a unei cantititi eficiente de Compus C:

NG
NG

w O

(denumlt in continuare ,,Compusul C”);

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o varianti de realizare, Compusul C este
administrat oral; intr-o alti variantd de realizare, este administrat intravenos.

O variantd de realizare conform inventiei este Compusul A sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul intravenos al unui pacient uman cu leziuni
renale acute.

De asemenea, este descris Compusul B, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia,
pentru utilizare in tratarea unui pacient uman cu leziuni renale acute. Intr-o variantd de realizare,
Compusul B este pentru administrare orald; intr-o altd variantd de realizare, Compusul B este
pentru administrare intravenoasa.

Descris in continuare este Compusul C sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru
utilizare in tratarea unui pacient uman cu leziuni renale acute. Intr-o variantd de realizare,
Compusul C este pentru administrare orald; intr-o altd variantd de realizare, Compusul C este
pentru administrare intravenoasa.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 a, b si ¢ sunt grafice cu bare care arati efectul terapeutic al Compusului A administrat
intravenos intr-un model de sobolan cu leziuni renale acute. Graficul cu bare 1a prezintd nivelurile
plasmatice de creatinind in mg/dl la sobolani, la 24 de ore dupa leziunea renald. Barele de la stinga
la dreapta reprezinti nivelurile de creatinind plasmaticd la sobolani fard vehicul administrat
intravenos si la sobolani cu vehicul administrat intravenos; 0,3 mpk de Compus A; 1 mpk de
Compus A; si 3,0 mpk de Compus A. In mod similar, graficul cu bare 1b prezinti nivelurile de
eliminare a creatininei, o estimare a functiei renale sau GFR (rata filtririi glomerulard) la 24 de ore
dupd leziunea renald si graficul cu bare lc prezintd nivelurile urinare ale NGAL (Lipocalind
Asociati Gelatinazei Neutrofilelor) 1a 48 de ore dupa leziunea renald. NGAL este un biomarker de
leziuni renale precoce utilizat adesea 1n clinica.

Figura 2 a si b sunt grafice cu bare care arati efectul terapeutic al Compusului B intr-un model de
sobolan cu leziuni renale acute. Graficul cu bare 2a prezinta nivelurile plasmatice de creatinind in
mg/dl la sobolani, 1a 24 de ore dupa leziunea renald. Barele de la stinga la dreapta reprezintd
nivelurile de creatinind plasmaticd la sobolani cu interventie chirurgicald simulatd dozatid cu
vehicul de 30 mpk; sobolani cu leziuni renale acute dozate cu vehicul de 30 mpk; si sobolanii cu
leziuni renale acute dozate cu 30 mpk de Compus B. In mod similar, graficul cu bare 2b prezinti
nivelurile de clearance al creatininei, o estimare a functiei renale sau GFR (rata filtrdrii
glomerulard).
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DESCRIERE DETALIATA

Sunt descrise aici metode pentru tratarea leziunilor renale acute la un pacient uman. Astfel
de metode cuprind administrarea unei cantititi eficiente de Compus A, Compus B sau Compus C
sau o sare acceptabild farmaceutic de Compus A, Compus B sau Compus C, la pacientul uman.
Intr-o variantd de realizare, Compusul A, Compusul B sau Compusul C sau o sare acceptabild
farmaceutic a Compusului A, Compusului B sau Compusului C, este administrat dupa ce pacientul
uman dezvoltd leziuni renale acute. Compusul A este de preferat administrat intravenos.

Asa cum este utilizat aici, termenul "leziuni renale acute" sau "LRA", denumit anterior ca
"insuficientd renald acutd" sau "IRA", se referd la un sindrom clinic acut caracterizat printr-un
declin rapid al functiilor renale, care este cauzat de un numdr a unor factori precum reducerea
fluxului sanguin renal, glomerulonefrita, utilizarea antibioticelor nefrotoxice si a agentilor
anticancerosi.

Leziunea renald acutd este definitd ca o scddere bruscd a functiei renale si poate fi
diagnosticatd pe baza unui pacient care prezintd modificiri ale unuia sau mai multor niveluri de
creatinind sericd, rata filtririi glomerulard sau de urind. De exemplu, leziunile renale acute pot fi
caracterizate printr-un nivel de creatinind serici de cel putin 1,5 ori valoarea initiald, in care
valoarea ini{iald se referd la nivelul de creatinind sericd a pacientului cu cel mult 7 zile inainte. De
exemplu, un pacient cu leziuni renale acute poate avea un nivel de creatinind sericd de 1,5 pand la
1,9 ori fatd de initial, de 2,0 pana la 2,9 ori fata de initial sau de 3,0 sau de mai multe ori fatd de
initial. Alternativ, leziunea renald acutd poate fi caracterizatd printr-o crestere a creatininei serice
de cel putin 0,3 mg/dl sau cel putin 0,4 mg/dl.

Alternativ, leziunea renald acutd poate fi caracterizatd printr-o rati a filtririi glomerulard
mai mici de 90 ml/min/1,73 m?. De exemplu, un pacient cu leziuni renale acute poate avea o rati a
filtririi glomerulard de 60-89 ml/min/1,73 m?, 30-59 ml/min/1,73 m?, 15-29 ml/min/1,73 m? sau
mai pufin mai mult de 15 ml/min/1,73 m?.

Alternativ, leziunea renald acutd poate fi caracterizatd prin faptul ci pacientul are un debit
de urind mai mic de 0,5 ml/Kg timp de 6 ore, mai mic de 0,5 ml/Kg timp de 12 ore, mai putin de
0,3 mlI/Kg timp de 12 ore sau anurie timp de 12 ore sau mai multe ore.

Leziunea renald acutd poate apdrea cu afectiuni renale specifice (de exemplu, nefritd
interstitiald acutd, boli renale glomerulare si vasculitice acute); afectiuni nespecifice (de exemplu,
ischemie, leziuni toxice); precum si patologia extrarenald (de exemplu, azotemia prerenald si
nefropatia obstructivd postrenald acutd). Mai multe dintre aceste afectiuni pot coexista la acelasi
pacient si, mai important, dovezile epidemiologice sustin ideea ca chiar si LRA usoard si
reversibild are consecinte clinice importante, inclusiv un risc crescut de deces. Mai mult, deoarece
manifestdrile si consecintele clinice ale LRA pot fi destul de similare (chiar indistincte), indiferent
daci etiologia este predominant in rinichi sau predominant din stresurile externe asupra rinichiului,
sindromul LRA cuprinde atat leziuni directe la rinichi, cat si ca afectare acuta a functiei.

In unele variante de realizare, pacientul care este tratat pentru LRA are diabet, insuficienti
renald subiacentd, sindrom nefritic, boald ateroscleroticd, sepsis, hipotensiune arteriald, hipoxie,
mioglobinurie-hematurie sau boald hepatici. In alte variante de realizare, pacientul este in vArst,
gravidd, este pacient chirurgical sau a fost expus unui agent nefrotoxic.

Intr-o variantd de realizare specificd, pacientul care este tratat pentru LRA este un pacient
chirurgical. In consecintd, in anumite variante de realizare, compusul este administrat unui pacient
chirurgical dupa operatie.

Intr-o altd variantd de realizare, pacientul care este tratat pentru LRA a fost expus la un
agent nefrotoxic. Un agent nefrotoxic este un medicament sau substantd chimici capabild s
provoace LRA. Medicamentele sau substantele chimice capabile si provoace leziuni renale acute
includ, dar nu se limiteaza la, cisplatind; gentamicind; cefaloridind; ciclosporind; amfotericini;
tetraclorura de carbon; tricloretilend; si dicloroacetilena.

Ca atare, un pacient cu LRA cauzate de oricare dintre afecfiunile mentionate in cele trei
paragrafe precedente poate fi tratat cu Compusul A, Compusul B sau Compusul C sau o sare
acceptabild farmaceutic a Compusului A, Compusului B sau Compusului C, in conformitate cu
metodele dezviluite.

Sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului A, Compusului B si Compusului C pot fi
utilizate in metodele descrise. Termenul "sare acceptabild farmaceutic" se referd la sdrurile
farmaceutice care sunt, in sfera judecitii medicale sindtoase, potrivite pentru utilizare in contact cu
tesuturile oamenilor si animalele inferioare, fara toxicitate, iritatie si rispuns alergic nejustificate si
sunt proportionale cu un raport beneficiu/risc rezonabil. Sarurile acceptabile farmaceutic sunt bine
cunoscute in domeniu. De exemplu, SM Berge si colab. descrie sarurile acceptabile farmacologic
in J. Pharm. Sci., 1977, 66, 1-19. Saruri formate prin addugare cu acizi, de exemplu, acid
clorhidric, acid brombhidric, acid fosforic, acid azotic, acid sulfuric, acid acetic, acid
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benzensulfonic, acid benzoic, acid metansulfonic, acid p-toluenesulfonic si acid meglumind; si
prin ad3ugare cu baze, de exemplu, sruri de amoniu, sdruri de metale alcaline (cum ar fi sdruri de
sodiu si potasiu), sdruri de metale alcalino-pdméantoase (cum ar fi sdruri de magneziu si calciu) si
saruri de bazd organice (cum ar fi siruri de meglumind si L-lizind).

Compozitii Farmaceutice si Administrarea Acestora

Compusul A, Compusul B sau Compusul C sau o sare acceptabild farmaceutic a
Compusului A, Compusul B sau Compusul C, pot fi utilizate in combinatie cu alti agenti despre
care se stie cd au beneficii asupra LRA.

Cantitatea exactd de compus administrat pentru a oferi o ,,cantitate eficientd” subiectului va
depinde de modul de administrare, de tipul si severitatea bolii si/sau afectiune si de caracteristicile
subiectului, cum ar fi starea generald de sndtate, varsta, sexul, greutatea corporald si toleranta la
medicamente. Specialistii in domeniu vor putea determina dozele adecvate in functie de acesti si
de alti factori. Termenul "cantitate eficientd" inseamnd o cantitate atunci cind este administratd
subiectului care are ca rezultat rezultate benefice sau dorite, inclusiv rezultate clinice, de exemplu,
inhibd, suprimd sau reduce simptomele afectiunii tratate la subiect in comparatie cu un martor. De
exemplu, o cantitate eficientd poate fi de 1a 0,1 mg la aproximativ 50 g pe zi.

Termenii ,,a administra”, ,,administrand”, ,,administrare” si altele asemenea, asa cum sunt
folositi aici, se referd la metode care pot fi utilizate pentru a permite livrarea compozitiilor la locul
dorit de actiune biologicd. Aceste metode includ, dar nu se limiteaza la, intraarticular (in
articulatii), intravenos, intramuscular, intratumoral, intradermic, intraperitoneal, subcutanat, oral,
local, intratecal, inhalator, transdermic, rectal si altele asemenea. Administrarea orald si
intravenoasd sunt frecvent utilizate, de exemplu, cand afectiunea care se trateazi este o leziune
renald acutd. Tehnicile de administrare care pot fi utilizate cu agentii si metodele descrise aici sunt
gésite in, de exemplu, Goodman si Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics, editia
actuald; Pergamon; si Remington's, Pharmaceutical Sciences (editia actuald), Mack Publishing
Co., Easton, Pa.

Compozitiile farmaceutice utilizate in metodele descrise includ Compusul A, Compusul B
sau Compusul C sau o sare acceptabild farmaceutic a Compusului A, Compusului B sau
Compusului C si, de obicei, cel putin o substantd suplimentard, cum ar fi un excipient, un
tratament terapeutic cunoscut altele decét cele din prezenta dezviluire si combinatii ale acestora.

Comporzitiile farmaceutice utilizate in metodele descrise sunt formulate pentru a fi
compatibile cu calea sa de administrare intentionatd. Intr-o varianti de realizare, compozitia este
formulatd in conformitate cu procedurile de rutind ca o compozitie farmaceutica adaptatd pentru
administrare intravenoasd, subcutanatd, intramusculard, orald, intranazald sau topicd la fiinte
umane.

Administrarea agentilor terapeutici prin formulare intravenoasd este bine cunoscutd in
industria farmaceuticd. Formuldrile intravenoase cuprind agentul farmaceutic activ (de exemplu,
Compusul A, Compusul B sau Compusul C sau o sare acceptabila farmaceutic a Compusului A,
Compusului B sau Compusului C) dizolvat intr-un solvent sau solutie acceptabild farmaceutic,
cum ar fi apa sterild, solutii saline normale, Ringer lactat sau alte solutii de sare, cum ar fi solutia
Ringer. Formularea ar trebui s promoveze stabilitatea generald a ingredientului(elor) activ(e), de
asemenea, fabricarea formuldrii ar trebui sa fie rentabild. Toti acesti factori determind in cele din
urma succesul general si utilitatea unei formuldri intravenoase.

O formulare orald este de obicei preparati ca un preparat comprimat, de exemplu, sub
forma unei tablete sau pastile. O tabletd poate confine, de exemplu, aproximativ 5-10% din
ingredientul activ (de exemplu, Compusul A, Compusul B sau Compusul C, sau o sare acceptabild
farmaceutic a Compusului A, Compusul B sau Compusul C) aproximativ 80% din umpluturi,
dezintegranti, lubrifianti, alunecatori si lianti; si 10% din compusi care asigurd dezintegrarea
usoard, dezagregarea si dizolvarea tabletei in stomac sau intestin. Pastilele pot fi acoperite cu
zahdr, lac sau ceard pentru a masca gustul.

EXEMPLIFICARE

Exemplul 1

Sinteza acidului (R)-3-metil-6-(2-((5-metil-2-(6-(trifluorometil)piridin-3-il)-1H -imidazol-1-
il)metil)fenoxi)hexanoic (Compusul A)
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Sinteza (R)-6-brom-3-metilhexanoatului de etil:

Me O

Intr-un balon cu fund rotund de 1 1, o solutie de (R)-6-hidroxi-3-metilhexanoat de etil (65,0
g, 373,56 mmol) in dicrolometan (650 ml) a fost tratatd cu PBr; (101,0 g, 373,56 mmol) la
temperatura camerei (TC). Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 3 ore.
10 La finalizarea reactiei (monitorizat prin TLC), amestecul de reactie a fost diluat cu apd (500 ml) si
extras cu dietil eter (3 x 500 ml). Extractul organic se separd si se usucd pe Na,SO4 anhidru.
Solventul a fost indepartat sub presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu (57,12 g).
Etapa 1: Sinteza N-(prop-2-in-1-il)-6-(triflucrometilnicotinamidei:

O

=
DR
e
FG N
Intr-un balon cu fund rotund de 100 ml, o solutie agitati de acid 6-(trifluorometil)nicotinic
(3 g, 15,70 mmol) si prop-2-in-1-amind (1,05 g, 18,84 mmol) in dimetilformamidd (DMF: 50 ml) a
fost tratat cu 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridiniu 3-oxid
hexafluorofosfat (7,2 g, 18,84 mmol) si trietilamind (3,1 ml, 23,55 mmol) la TC sub atmosferd de
20 azot. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 3 ore. La
finalizarea reactiei (monitorizat prin TLC), amestecul de reactie a fost diluat cu apd rece si solidul

15
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precipitat a fost filtrat, spalat cu apa si uscat sub presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu
(2,6 g, 72,6%).

'H RMN (300 MHz, CDCL;): 9,08 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,32 (dd, J = 8,4, 2,4 Hz, 1H), 7,78 (d, J =
7,8 Hz, 1H), 6,62 (brs, 1H), 4,30-4,28 (m, 2H), 2,33 (t, J = 2,4 Hz, 1H).

LCMS (ESI+, m/z): 229,2 (M+H)*.

Etapa 2: Sinteza 5-(1-(2-metoxibenzil)-5-metil-1 H-imidazol-2-il)-2-(trifluorometil)piridind:

FaC
"
Ne
=N
e
MeO Me

Intr-un  tub resigilabil de 50 ml, o solutie de N-(prop-2-in-1-il)-6-
(trifluorometil)nicotinamida (1,0 g, 4,38 mmol) si 2-metoxifenbenzil amind (1,2 g, 8,77 mmol) in
tolue (10 ml) a fost tratatd cu trifluormetansulfonat de zinc (0,16 g, 0,43 mmol) la TC sub
atmosferd de azot. Amestecul de reactie a fost incdlzit 1a 120°C timp de 12 ore. La finalizarea
reactiei (monitorizatd prin TLC), amestecul de reactie a fost diluat cu apa si extras cu EtOAc (3 x
20 ml). Extractul organic a fost spilat cu solutie saturatd de NaHCOs, solutie salind si se usuca pe
Na>SO4 anhidru. Solutia a fost concentrati sub presiune redusi si reziduul obfinut a fost purificat
prin cromatografie pe coloand cu silicagel (eluare, 25% EtOAc in hexani) pentru a se obtine
compusul din titlu (0,8 g, 52,6%).

'"H RMN (400 MHz, CDCl3): & 8,79 (s, 1H), 8,07 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,31 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,09 (s, 1H), 6,94-6,87 (m, 2H), 6,56 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,16 (s, 2H),
3,87 (s, 3H). LCMS (ESI+, m/z): 348,3 (M+H)".

Etapa 3: Sinteza 2-((5-metil-2-(6-(trifluorometil )piridin-3-il)- 1 H-imidazol- 1 -il jmetil )fenol:

FaC

e

Ne, )
=N
N._

HO Me

Intr-un balon cu fund rotund de 100 ml, o solutie de 5-(1-(2-metoxibenzil)-5-metil-1H -
imidazol-2-il)-2-(trifluorometil)piridind (0,8 g, 2,31 mmol) in diclormetan (300 ml) a fost tratatd
cu BBr;3 (0,8 ml, 2,31 mmoli) in picaturi la 0°C. Amestecul de reactie a fost agitat 1a TC timp de 2
ore. La incheierea reactiei (monitorizati prin TLC), amestecul de reactie a fost alcalinizat (pH ~ 9)
cu solutie apoasd de NaHCO:; si extras cu acetat de etil (EtOAc). Extractul organic a fost uscat pe
Na>SO; anhidru si concentrat sub presiune redusd pentru a produce compusul din titlu (0,5 g,
65,1%)

'H RMN (400 MHz, DMSO-dq): 6 9,92 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,12 (d, /= 8,1 Hz, 1H), 7,94 d, J =
8,1 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,87 (d, J = 7,8 Hz 1H), 6,73 (t, J = 7,2 Hz,
1H), 6,37 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H), 2,15 (s, 3H). LCMS (ESI+, m/z): 334,3 (M+H)".

Etapa 4: Sinteza (R)-3-metil-6-(2-((5-metil-2-(6-(trifluorometil)piridin-3-il)- 1 H-imidazol-1-
il)metil)fenoxi)hexanoat de etil:



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3522880 T2 2021.03.31

9

Intr-un balon cu fund rotund de 50 ml, o solutie agitatd de 2-((5-metil-2-(6-
(trifluorometil)piridin-3-il)-1H -imidazol-1-il)metil)fenol (0,5 g, 1,50 mmol) in DMF (10 ml) a
fost tratatd cu K.COs (0,41 g, 3,00 mmol) si (R)-6-brom-3-metilhexanoat de etil (0,710 g, 3,00
mmol) la TC sub atmosferd de azot. Amestecul de reactie rezultat a fost incdlzit la 60°C timp de
12 ore. La finalizarea reactiei (monitorizat prin TLC), amestecul de reactie a fost stins cu apa rece
ca gheata si extras cu acetat de etil (75 ml X 3). Extractul organic combinat se spald cu solufie
salind, se usucd pe Na>SO, anhidru si este concentrat sub presiune redusa. Reziduul obtinut a fost
purificat prin cromatografie pe coloani cu silicagel (gradient de eluare, 15-30% EtOAc in hexani)
pentru a da compusul din titlu (0,45 g, 61,3%).

Randament: 0,45 g (61,3%).

LCMS (ESI+, m/z): 491,0 M+H)*.

Etapa 5: Sinteza acidului (R)-3-metil-6-(2-((5-metil-2-(6-(trifluorometil )piridin-3-il)-1 H-imidazol-
1-il)metil)fenoxi)hexanoic (Compusul A):

HO

Intr-un balon cu fund rotund de 250 ml, o solutie agitata de etil (R)-3-metil-6-(2-((5-metil-
2-(6-(trifluorometil)piridin-3-il)- 1 H-imidazol-1-il)metil )fenoxi)hexanoat (0,45 g, 0,92 mmol) in
tetrahidrofuran (THF: 5 ml), etanol (2,5 ml) si apd (2,5 ml) a fost tratatd cu hidroxid de litiu
monohidrat (16,0 g, 74,33 mmol) la TC. Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei
timp de 12 ore. La finalizarea reactiei (monitorizatd prin TLC), amestecul de reactic a fost
concentrat sub presiune redusi. Reziduul obtinut a fost spilat cu EtOAc, diluat cu api rece si
acidulat (pH ~ 5) cu HCl IN. Solidul a fost filtrat si uscat sub presiune redusi pentru a da
compusul din titlu (0,166 g, 39,2%).

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 11,96 (brs, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,90 (d,
J=8,0Hz, 1H), 7,24 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,00 (s, 1H), 6,84 (t, J = 7,6 Hz,
1H), 6,43 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 3,98 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,19-2,14 (m, 1H), 2,13 (s,
3H), 2,03-1,94 (m, 1H), 1,85-1,80 (m, 1H), 1,68-1,66 (m, 2H), 1,38-1,36 (m, 1H), 1,28-1,18 (m,
1H), 0,85 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

F RMN (400 MHz, DMSO-d¢): 5 -66,46

LCMS (ESI+, m/z): 462,3 (M+H)*.

HPLC: 95,11% (210 nm).

Prepararea sirii de meglumina a Compusului A

Au fost utilizate doud metode separate pentru a genera o sare de megluminid a Compusului
A.

Metoda 1

Compusul A (102,7 mg) a fost combinat cu meglumind (43,7 mg) si 2 ml de 2-propanol
intr-o fiold de sticld de 4 ml. Flaconul a fost sigilat cu un capac si continutul a fost supus la
sonicare la 25°C timp de 20 de minute urmat de agitare la 50°C timp de 60 de minute. Flaconul a
fost apoi mutat pe o noud placi de agitare si suspensia din flacon a fost agitatd la 25°C.

Metoda 2
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Compusul A (102,2 mg) a fost combinat cu meglumina (43,2 mg) si 2 ml acetonitril intr-o
fiola de sticld de 4 ml. Flaconul a fost sigilat cu un capac si confinutul a fost supus la sonicare la
25°C timp de 20 de minute urmat de agitare la 50°C timp de 60 de minute. Flaconul a fost apoi
mutat pe o noud placa de agitare si suspensia din flacon a fost agitata la 25°C.

Atat pentru metoda 1 cat si pentru metoda 2, dupd 2 zile de agitare la 25°C, ambele probe
au fost centrifugate, supernatantii aruncati si solidele au fost uscate 1a aer.

Prepararea Hidratului de Sare de Meglumina a Compusului A

Intr-un balon cu fund rotund de 500 ml, o solutie agitatd de Compus A (20 g, 43,33 mmoli)
in THF (100 ml) si apd (100 ml) a fost tratatd cu meglumind (8,45 g, 43,33 mmoli) la 0°C.
Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 6 ore. Amestecul de
reactie a fost concentrat sub presiune redusa si solidul obfinut a fost uscat sub presiune redusi (3
ore) pentru a da compusul din titlu ca un solid alb (28,5 g, 98,95%).

'"H RMN (400 MHz, CD30D): & 8,75 (s, 1H), 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,82 (d, J = 8,0 Hz 1H),
7,26 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,03 (s, 1H), 6,99 (d, J = 8 Hz, 1H), 6,85 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,50 (d, J =
7,6 Hz, 1H), 5,25 (s, 2H), 4,09-3,99 (m, 3H), 3,97-3,77 (m, 2H), 3,74-3,61 (m, 3H), 3,29-3,06 (m,
2H), 2,64 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,18-2,14 (m, 1H), 1,99 - 1,94 (m, 2H), 1,83 - 1,75 (m, 2H), 1,51 -
1,38 (m, 1H), 1,32-1,22 (m, 1H), 0,86 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

F RMN (400 MHz, CD30D): §-69,39

Analizd Elementard: Calculat pentru CsHasFzNuOs H>O: C, 55,18; H, 6,72; N, 8,30. Gasit: C,
54,95; H, 6,89; N, 8,07

Continut de Umiditate (Karl Fischer): 2,33%

Exemplul 2

Compusul A Reduce Leziunea Ischemie-Reperfuzie Atunci Cand Este Administrat
Intravenos intr-un Model Animal de Leziuni Renale Acute

Animale, interventie chirurgicald si dozare: Sobolani masculi Sprague-Dawley de
aproximativ 280-300g, cu acces ad libitum la mancare standard si apa, au fost folositi in aceste
experimente. Sobolanii (n=8/grup) au fost anesteziati cu izofluran si asezati ventral pe o platforma
chirurgicald incilzitd cu temperaturd controlati. S-a facut o incizie cutanati pe suprafata dorsald,
expunand ambii rinichi prin incizii de flanc. Clemele vasculare au fost aplicate atat pe pediculii
renali, si ocluzia a durat 45 de minute. Dupd 45 de minute, clemele au fost indepdrtate, rinichii au
fost monitorizati pentru reperfuzie cu succes si situsurile chirurgicale au fost apoi suturate. Grupul
placebo (n=4 sobolani) a fost supus unor proceduri chirurgicale similare, cu exceptia faptului ca
clemele de ocluzie nu au fost aplicate. Compusul A a fost formulat ca o solutie curatd zilnici
proaspitd de hidrat al sirii de meglumind a Compusului A (1,5 echivalent Molar de Compus A) in
5% dextrozd. Compusul A a fost dozat IV prin vena cozii la 3 mg/kg, 1 mg/kg sau 0,3 mg/kg la 4
ore dupd ce animalele s-au trezit in urma interventiei chirurgicale si a interventiei chirurgicale
placebo, iar animalele martor IRI au fost dozate in mod similar cu vehiculul. Recoltarea sangelui:
Doudzeci si patru (24) de ore dupd reperfuzie, singele a fost colectat in tuburi K2 EDTA prin
sangerare retro-orbitald din toate grupurile sub anestezie usoard cu izofluran. Plasma a fost
separatd prin centrifugare 1a 3000 rpm timp de 10 minute la 4°C.

Colectarea urinei: toate grupurile de animale din studiu au fost plasate in custi metabolice
imediat dupd recuperarea operatiei si urina a fost colectata timp de 24 sau 48 de ore. Volumul de
urind a fost mdsurat cu atentie si apoi a fost centrifugat la 3000 rpm timp de 10 minute la 4°C
pentru a indeparta sedimentele. Creatinina din plasmi si urind a fost analizata folosind un analizor
de biochimie clinicd complet automatizat (Siemens Dimension ® Xpand ® Plus Integrated
Chemistry System). NGAL urinar a fost analizat folosind un kit BioPorto ELISA. Clearance-ul
creatininei a fost calculat dupa cum urmeaza:

Clearance Creatinind

- \; cJ) / (100g Greutate Corporald)

Analiza Datelor si Analiza Statistica:

Software-ul GraphPad Prism, versiunea 6.05 a fost utilizat pentru realizarea graficelor si
testare statistica. Creatinina a fost testatd pentru distributia normald in toate grupurile printr-un test
de normalitate D'Agostino-Pearson omnibus si un test de normalitate Shapiro-Wilk. Semnificatia
statisticd (p <0,05) este determinati de o ANOVA One-way obisnuitd, urmatd de comparatia
multipld a lui Dunnett utilizAnd grupul tratat de IRI ca grup martor. **p <0,01, ***p <0,001 si
*HE%p <0,0001 fatid de Vehicul IR.
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Rezultate: Datele sunt prezentate in Figura 1. Compusul A, dozat IV la 4 ore dupa
ischemie, reduce leziunile renale. Compusul A reduce semnificativ creatinina plasmatica,
imbundtifeste functia rinichilor si reduce biomarkerul NGAL pentru leziuni renale precoce atunci
cand este administrat la 0,3 mg/kg, 1 mg/kg sau

3 mg/kg.

Exemplul 3
Compusul B Reduce Leziunea Ischemie-Reperfuzie Atunci Cand Este Administrat Pe Cale
Orali intr-un Model Animal de Leziuni Renale Acute

Animale, interventie chirurgicald si dozare: Sobolani masculi Sprague-Dawley de
aproximativ 280-300g, cu acces ad libitum la mancare standard si apa, au fost folositi in aceste
experimente. Sobolanii (n=8/grup) au fost anesteziati cu izofluran si asezati ventral pe o platforma
chirurgicald incilzitd cu temperaturd controlati. S-a facut o incizie cutanati pe suprafata dorsald,
expunand ambii rinichi prin incizii de flanc. Clemele vasculare au fost aplicate atat pe pediculii
renali, si ocluzia a durat 45 de minute. Dupi 45 de minute, clemele au fost indepartate, rinichii au
fost monitorizafi pentru reperfuzie cu succes si situsurile chirurgicale au fost suturate. Grupul
placebo (n=4 sobolani) a fost supus unor proceduri chirurgicale similare, cu exceptia faptului ca
clemele de ocluzie nu au fost aplicate. Compusul B a fost formulat ca o suspensie zilnicd proaspati
in 0,25% carboximetilcelulozd de sodiu, 0,25% Tween-80 1n apd purificatid. Compusul B a fost
administrat pe cale orald la 30 mg/kg la 4 ore dupd ce animalele s-au trezit in urma interventiei
chirurgicale si a interventiei chirurgicale placebo, iar animalele martor IRI au fost dozate in mod
similar cu vehiculul.

Recoltarea sangelui: Doudzeci si patru (24) de ore dupad reperfuzie, singele a fost colectat
in tuburi K2 EDTA prin sangerare retro-orbitald din toate grupurile sub anestezie usoard cu
izofluran. Plasma a fost separatd prin centrifugare la 3000 rpm timp de 10 minute la 4°C.

Colectarea urinei: toate grupurile de animale din studiu au fost plasate in custi metabolice
imediat dupd recuperarea operatiei si urina a fost colectatd timp de 24 de ore. Volumul de urind a
fost misurat cu atentie si apoi a fost centrifugat la 3000 rpm timp de 10 minute la 4°C pentru a
indepdrta sedimentele.

Creatinina din plasma si urind a fost analizatd folosind un analizor de biochimie clinica
complet automatizat (Siemens Dimension ® Xpand ® Plus Integrated Chemistry System).
Clearance-ul creatininei a fost calculat dupd cum urmeaza:

Clearance Creatinind

)/ (100g Greutate Corporald)

Analiza Datelor si Analiza Statistica:

Software-ul GraphPad Prism, versiunea 6.05 a fost utilizat pentru realizarea graficelor si

testare statisticd. Datele au fost testate pentru distributia normald in toate grupurile printr-un test de
normalitate D'Agostino-Pearson omnibus si un test de normalitate Shapiro-Wilk. Datele distribuite
in mod normal au fost supuse unui test t cu doud cozi, nepereche. Datele distribuite in mod normal
au fost supuse unui test Mann-Whitney (non-parametric). Semnificafia statistici este determinata
de p <0,05 a vehiculului IRI comparativ cu grupurile tratate cu compusi. **p <0,01 si ***p <0,001
fatd de Vehicul IR.
Rezultate: Compusul B, dozat 1a 4 ore dupd ischemie, reduce leziunile renale. Compusul B (Figura
2) reduce creatinina plasmatica si imbunatiteste functia renald atunci cind este administrat pe cale
orala. Graficul cu bare a prezintd nivelurile de creatinind plasmaticd in mg/dl 1a sobolani la 24 de
ore dupd leziunea renald, reduc creatinina plasmatica atunci cind este administratd pe cale orali.
Barele de la stanga la dreapta reprezintd nivelurile de creatinind plasmaticd la sobolani cu
interventie chirurgicald placebo dozatd cu vehicul; sobolani cu leziuni renale acute dozate cu
vehicul; si sobolani cu leziuni renale acute, dozate cu 30 mpk de Compus B (Figura 2a). in mod
similar, graficul cu bare b prezintd nivelurile de clearence a creatininei, o estimare a functiei
rinichilor sau a GFR (rata filtrarii glomerulard) (Figura 2 b).
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(57) Revendicari;

1. Un compus reprezentat de urmitoarea formul structurala:

?‘ \f:,
Rl N

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul intravenos al
unui pacient uman cu leziuni renale acute.

2. Compusul pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 1, in care sarea acceptabild
farmaceutic a compusului este o sare de meglumina.

3. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu revendicarea 1 sau revendicarea 2, in care pacientul este un pacient chirurgical si compusul sau
sarea acceptabild farmaceutic a acestuia este administratd pacientului dupd interventie chirurgicala.

4, Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu revendicirile de 1a 1 pani la 3, in care compusul sau sarca acceptabild farmaceutic a acestuia
este administrat intr-o cantitate eficientd de 1a 0,1 mg la aproximativ 50 g pe zi.

5. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru leziuni renale
acute cauzate de nefrit interstifiald acuta.

6. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru leziuni renale
acute cauzate de boala renald glomerulara.

7. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru leziuni renale
acute cauzate de boli renale vasculitice acute.

8. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru leziuni renale
cauzate de ischemie.



MD/EP 3522880 T2 2021.03.31

13

9. Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in conformitate
cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru leziuni renale
acute cauzate de leziuni toxice.

10. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizare in
conformitate cu oricare dintre revendicirile de 1a 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru
leziuni renale acute cauzate de azotemie prerenald.

11. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizare in
conformitate cu oricare dintre revendicdrile de 1a 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru
leziuni renale acute cauzate de nefropatie distructivd postrenald acutd.

12. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizare in
conformitate cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul este tratat pentru
leziuni renale acute cauzate de diabet, insuficientd renald subiacentd, sindrom nefritic, boald
ateroscleroticd, sepsis, hipotensiune arteriald, hipoxie, mioglobinurie-hematurie sau boald hepatica.

13. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizare in
conformitate cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pand la 4, in care pacientul care este tratat
pentru leziuni renale acute este in varsta, gravida, pacient chirurgical sau a fost expus unui agent
nefrotoxic.

14. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizare in
conformitate cu oricare dintre revendicdrile de la 1 pani la 4, in care pacientul a fost expus la un
agent nefrotoxic si agentul nefrotoxic este un medicament sau substantd chimici capabild s
provoace leziuni renale acute.

15. Compusul sau sarea acceptabili farmaceutic a acestuia pentru utilizarea in
conformitate cu revendicarea 14, in care medicamentul sau substanta chimicd este unul sau mai
mulfi dintre compusii selectati din grupul constind din cisplatind; gentamicind; cefaloridina;
ciclosporind; amfotericind; tetraclorurd de carbon; tricloretilend; si dicloroacetilena.

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