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1 2
Prezenta inventie se referd la compusi compusii, si la metode de utilizare a

care  inhibd  activitatea  histon  lizin compusilor pentru tratarea cancerului, cum ar
metiltransferazei, amplificator al omologului fi tumori hematologice si solide.
Zeste (Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2)), Revendicari: 24
la compozitii farmaceutice care cuprind



(54) Inhibitors of EZH2
(57) Abstract:

1
The present invention relates to
compounds that inhibit activity of the histone
lysine methyltransferase, Enhancer of Zeste
Homolog 2 (EZH2),  pharmaceutical

2
compositions comprising the compounds, and
methods of using the compounds to treat
cancer, such as hematologic and solid tumors.
Claims: 24
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Prezenta inventic se¢ referd la compusi care inhibd activitatea histon lizin
metiltransferazei, amplificator al omologului zeste (Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2)), la
compozitii farmaceutice care cuprind compusii, si la metode de utilizare a compusilor pentru
tratarea cancerului, cum ar fi tumori hematologice si solide.

EZH2 este codificatd de citre gena EZH2, si este componenta cataliticd a complexului
represiv poliacom 2 (PRC2) care este responsabil pentru metilarea lizinei 27 din histona 3
(H3K27) pe cromatini. Supracxprimarca EZH2 s¢ crede cd promoveazad cancerul ca urmare a
cresterilor metilarii histonice, care silenfiaza exprimarea genelor supresoare tumorale. Activitatea
cataliticd a EZH?2 este mediatd de un aminoacid 130 Su(var)3-9, potentiator al Zeste si domeniului
trithorax (SET), care furnizeazd buzunarele de legare pentru cofactorul S-adenozilmetionini
(SAM) si restul de lizind al substratului. Miezul complexului PRC2 este compus din EZH2 si
proteina EED (Embrionic Ectoderm Development), SUZ12 (Suppressor of Zeste 12 homolog) si
RbAp46/48 (cunoscutd de asemenca ca RBBP7/4), si poate include de asemenea alte proteine cum
ar fi JARID2, AEBP2, si Policomblike (PCL) 1/2/3.

in plus fati de supraexprimarea EZH2, metilarea crescuti a H3K27 poate apare de
asemenea din cauza mutatiilor care cresc eficienta cataliticd a EZH2, cum ar fi Y64 1N, A677G, si
A678V. In plus, s-a raportat de asemenea ci nivelurile de metilare ale H3K27 pot fi modulate in
tumori solide prin diferite cdi de semnalizare, cum ar fi cele care implicd VEGFR2 si PI3K/AKT.

Complecsii SWI/SNF si PRC2 joacd roluri antagoniste in activarea §i respectiv
reprimarea transcriptiei. Tumorile in care lipseste, sau au defecte in SWI/SNF proteina SNF5
(cunoscutd si sub denumirea de SMARCBI1/INI1) pot demonstra metilare si reprimare aberanta de
catre PRC2 si sunt inhibate in crestere in urma tratamentului cu inhibitori cu molecule mici ai
EZH2. In plus, tumorile in care lipseste, sau au defecte in SWI/SNF proteina ARID1A (cunoscuti
de asemenea ca BAF250), combinate cu mutatii activatoare constitutive in componentele cdii
PI3K, cum ar fi PIK3CA, sunt, de asemenea, inhibate in crestere in urma tratamentului cu
inhibitori cu molecule mici ai EZH2. In plus, tumorile in care lipsesc, sau sunt defecte atat
SMARCA?2 (cunoscutd si sub denumirea de BRM), cét si SMARCA4 (cunoscutd si ca BRG1) sunt
inhibate in crestere in urma tratamentului cu inhibitori cu molecule mici ai EZH2.

Complecsii metiltransferazei H3K4 (cunoscuti si sub numele de MLL sau COMPASS)
coopereazd cu complexul SWI/SNF in antagonizarea efectelor represive ale PRC2 (analizate in
Van der Meulen, J. et al. (2014) Epigenetics 9:658-68, Xu, B. et al. (2015) Exp. Hematol. 43:698-
712). Tumorile in care lipsesc, sau au defecte in componentele complexului metiltransferazei
H3K4, incluzand dar nu limitat la MLL2 (datele prezentate aici pentru tratamentul de combinatie
cu un inhibitor al EZH?2 plus chimioterapia de Ingrijire Standard la modelele de xenogrefd
derivate de la pacienti cu cancer gastric), MLL3 (datele prezentate aici pentru tratamentul de
combinatie cu un inhibitor al EZH?2 plus chimioterapia de Ingrijire Standard la modele de
xenogrefd derivate de la pacienti cu cancer pulmonar), Demetilazd 6 A specifica lizinei, cunoscuta
de asemenea ca Repetare tetratricopeptidd transcrisd ubicuitar, Cromozom X (UTX, cunoscut si
sub numele de KDM6A [Ezponda, T. et al. (2014) Blood 124:611]), singure sau in combinatie cu
componente lipsd sau defecte ale complexului SWI/SNF descris mai sus, incluzand dar nu limitat
la ARID1A ((datele prezentate aici pentru tratamentul de combinatie cu un inhibitor al EZH2 plus
chimioterapia de Ingrijire Standard la modele de xenogrefii derivate de la pacienti cu cancer
gastric), sunt inhibate in crestere In urma tratamentului cu inhibitori cu molecule mici ai EZH2 ca
singur agent sau in combinatie cu agenti chimioterapici de Ingrijire Standard (SOC). Limfoamele
cu origini in centrii germinali din celule B sunt inhibate in crestere cu perturbdri in EZH2
(Beguelin et al. (2013) Cancer Cell 23:677-92; Velichutina, I. et al. (2010) Blood 116:5247-5255)
si de asemenea au o frecventd ridicatd a mutatiilor in MLL2, CREBBP, EP300, ARID1A si
SMARCA4 (Lunning, M. A. si Green, M.R. (2015) Blood Cancer Journal 5, ¢361; Carbone, A. et
al. (2014) Ann. Hematol. 93:1263-1277).

Unii inhibitori ai EZH2 sunt deja cunoscufi in literaturd. Vezi de
exemplu, W02012/142504, W0O2012/142513, W02013/120104, W0O2013/173441, W02013/0750
83, W02014/177982, W02014/097041, si WO2016/066697.

Rédmane o necevoie de a furniza inhibitori alternativi ai EZH2 pentru tratarea cancerului.
Corespunzitor, prezenta inventie furnizeazd anumiti inhibitori ai EZH2 care pot fi utili pentru
tratarea cancerului.
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4
Prezenta inventie furnizeazi un compus cu formula:
0 O
NH
v ¥ |
S X RS =

in care:

X este -CH;- sau -CH,-CH,-;

Y' este -NR*'R’, CH(CH;)-ciclohex-4-il-dimetilamino, CH(CHjs)-ciclohex-4-il-N-metil-N-
metoxietilamino, sau -CH(CHa)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit
optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, N-
triazolil, N-pirolidinil, morfolinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu
metil;

R* este piperidin-4-il sau ciclohex-4-il substituit cu dimetilamino, N-metil-N-metoxietilamino, N-
metil-N-ciclopropilamino, sau azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;

R este metil sau etil; si

RS este metil sau cloro; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0

Yy —¢ ]
S

in care:
X este -CH;- sau -CH,-CH,-;
Y' este -NR*R’, -CH(CHjs)-ciclohexil-4-il-N-metil-N-metoxietil, sau - CH(CH;)-ciclohex-4-il-
azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, pirazolil, metilpirazolil, triazolil, pirolidinil,
tetrahidrofuraniloxi, sau morfolinil;
R* este ciclohex-4-il substituit cu N-metil-N-metoxietilamino, N-metil-N-ciclopropilamino, sau
azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, sau
pirazolil;
R este metil sau etil; si
RS este metil sau cloro; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus cu formula:

0 O
NH
v N |
S X g
in care:
X este -CHy-;

Y' este -NR*'R’, CH(CH;)-ciclohex-4-il-dimetilamino, CH(CHjs)-ciclohex-4-il-N-metil-N-
metoxietilamino, sau -CH(CHa)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit
optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, N-
triazolil, N-pirolidinil, morfolinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu
metil;
R*este ciclohex-4-il substituit cu dimetilamino, N-metil-N-metoxietilamino, N-metil-N-
ciclopropilamino, sau azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;
R este metil sau etil; si
RS este metil sau cloro; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:

0O O
NH
v/ ¥ |
S X
in care:
X este -CHy-;
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5

Y' este -NR*R®, CH(CH3)-ciclohex-4-il-N-metil-N-metoxietilamino, sau - CH(CH3)-ciclohex-4-il-
azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi,  N-triazolil, = N-pirolidinil, = morfolinil,
tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;
R* este ciclohex-4-il substituit cu N-metil-N-metoxietilamino, N-metil-N-ciclopropilamino, sau
azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, sau
N-pirazolil substituit optional cu metil;
R este metil sau etil; si
RS este metil sau cloro; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0 0
v | T;'i 6 | /N H
S R
in care:
X este -CH;- sau -CH,-CH,-;
Y’ este -CH(CHz)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-
pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si
RS este metil; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:

0O O
NH
v/ ¥ |
S X g
in care:
X este -CHy-;

Y’ este -CH(CHz)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-
pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si

RS este metil; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0 0

N/ | N | NH

S X B NF
in care:
X este -CH,-CH»-;
Y’ este -CH(CHz)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-
pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si
RS este metil; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0O 0

v | N | NH

S X RS o
in care:
X este -CHs- sau -CH»-CHs-;
Y’ este -NR*R?;
R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi,
ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si
R este metil sau etil; si
RS este metil sau cloro; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
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6
Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus cu formula:
0 0
NH
vy N |
s R
in care:
X este -CHy-;

Y este -NR*R>;

R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi,
ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;

R este metil sau etil; si

RS este metil sau cloro; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0 0
v | T;'i 6 | /N H
S R
in care:
X este -CH,-CH»-;
Y este -NR*R>;
R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi,
ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;
R este metil sau etil; si
RS este metil; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus cu formula:
0 0
v_o | I\I] | NH
S X @ NF
in care:
X este -CH;- sau -CH,-CH,-;
Y’ este-CH(CHas)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-
pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si
RS este metil sau cloro; sau
0 sarc acceptabild farmaceutic a acestuia; in care carbonul atasat la pozitia 2 din 6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-oni este in configuratia (R).
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0 0
v_d | N | NH
g X R6 =
in care:
X este -CH;- sau -CH,-CH,-;
Y’ este-CH[CHz]-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-
pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil; si
RS este metil sau cloro; sau
0 sarc acceptabild farmaceutic a acestuia; in care carbonul atasat la pozitia 2 din 6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ond este in configuratia (R) si inelul de ciclohexan este in

configuratia trans.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
0O 0
Y‘«)/ﬁl\-[ B
S X R’ =
in care:

X este -CH;- sau -CH,-CH,-;
Y este -NR*R>;
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R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi,

ciclopropiloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil;

R este metil sau etil; si

RS este metil sau cloro; sau

0 sare acceptabild farmaceutic a acestuia; in care inelul de ciclohexan este in configuratia trans.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:

N
O\ s
v N NH
SNCX AF

in care:
X este -CH,- sau -CH,-CHa-; i
Y este CHCH3s, N(CH3), sau N(CH>CHz); sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:

-0

R7

b
R ko

in care:
X este -CH,- sau -CH,-CHa-; i
Y este CHCH3, N(CHa), sau N(CH>CH3); si
R’ este hidrogen, metoxi, etoxi, propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi,
ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil
substituit optional cu metil; sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:

N
X

in care:

X este -CH;- sau -CH,-CH,-;

Y este CHCH3, N(CHa), sau N(CH>CH3); si

R’ este hidrogen, metoxi, etoxi, propoxi, metilmetoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi,
ciclopropilmetoxi, morfolinil, N-triazolil, N-pirolidinil, tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil
substituit optional cu metil; sau

0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea un compus cu formula:
—0

I

Ry

in care:
X este -CH,- sau -CH,-CHa-; i
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Y este CHCH3s, N(CH3), sau N(CH>CHz); sau
0 sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

N
@) (0]
N NH
S =

5 sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

-0

-0

I~

O

zT

0

X

N\
7]

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este
>—o0

N
0 (0]
/ | N | NH
S T

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

10

\

O-—\40

@)
T

%

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
15 Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

-0
O
N
Qs
N
N

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza un compus care este
-0

20 sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este
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9

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

5 sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazi un compus care este
-0

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

10 E
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeaza un compus care este

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
15 Prezenta inventie furnizeazi un compus care este

N

H O

)ﬁ ~

3 78 \
H/ S

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia. ‘

Prezenta inventie furnizeazi un compus care este
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10

-0

IR Q

N 0O NH
H N° O\
O 7\ 7

H N
N

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Prezenta inventie furnizeazd o compozitie farmaceutica cuprinzand un compus sau sare a
acestuia din prezenta inventie si unul sau mai multi excipienti, purtitori, sau diluanti acceptabili
farmaceutic.

Aceasta inventie furnizeazd de asemenea un compus sau o sare a acestuia din prezenta
inventie pentru utilizare in terapie. Suplimentar, aceastd inventie furnizeaza un compus sau o sare
a acestuia din prezenta inventic pentru utilizare in tratamentul cancerului, in care cancerul este
selectat din grupul constand din limfoame, tumori rabdoide, tumori in care lipsesc, sau au defecte
in una sau mai multe componentle complexului SWI/SNF (de exemplu, SNF5), complecsilor
MLL, si caii PI3K active constitutiv, sarcoame, miclom multiplu, melanom, cancer
gastrointestinal, cancer colorectal, cancer pulmonar, cancer la rinichi, cancer la san, cancer
ovarian, si cancer la prostatd. Preferabil cancerul este limfom difuz cu celule B mari sau limfom
folicular. Preferabil cancerul este limfom difuz cu celule B mari. Preferabil cancerul este cancer
gastric. Preferabil cancerul este cancer ovarian. Preferabil cancerul este mielom multiplu.
Preferabil cancerul este cancer pulmonar. Preferabil cancerul este cancer colorectal. Preferabil
cancerul este o tumoare solida sau hematologica care poartd EZH2 de tip sdlbatic (WT) precum si
o tumoare solidd sau hematologicd care poartdi EZH2 mutant. Preferabil cancerul este o tumoare
solidd sau hematologicd care poarti EZH2 WT. Preferabil cancerul este o tumoare solidd sau
hematologica care poartd EZH2 mutant.

In conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este prezentat un compus sau o
sare a acestuia din prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul de combinatic simultan, separat
sau secvential, cu carboplatin si paclitaxel in cancer ovarian.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este prezentat un compus sau 0
sare a acestuia din prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul de combinatic simultan, separat
sau secvential, cu oxaliplatin si paclitaxel in cancer gastric.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este prezentat un compus sau 0
sare a acestuia din prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul de combinatic simultan, separat
sau secvential, cu gemcitabind i cisplatin in cancer pulmonar.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este prezentat un compus sau o
sare a acestuia din prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul de combinatic simultan, separat
sau secvential, cu irinotecan si oxaliplatin in cancer colorectal.

Urmitoarele paragrafe descriu clasele preferate din prezenta inventie:

a) X este -CHs-

b) X este -CH»-CHa-;

¢) Y' este -CH(CHa)-ciclohex-4-il-azetidin-1 -il in care azetidin-1-il este substituit optional cu
metoxi, ciclopropiloxi, sau tetrahidrofuran-3-iloxi;

d) Y' este NR*R’;

e) R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi sau metoxietoxi;
f) R este etil;

g) R este metil;

h) X este -CH,-, Y' este -CH(CHj3)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu
metoxi, si R® este metil;

i) X este -CHa-, Y' este -CH(CHa)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu
ciclopropiloxi, si RS este metil;

j) X este -CHs-, Y’ este -CH(CHz)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu
tetrahidrofuran-3-iloxi, si R® este metil;

k) X este -CHs-, Y' este NR*R?, R*este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este
substituit cu metoxi, R este etil, si R® este metil;

D) X este -CH>-CHa-, Y' este NR*R®, R* este ciclohex-4-il-azetidin-1-il, in care azetidin-1-il este
substituit cu metoxietoxi, R> este etil, si R® este metil; si

m) X este -CHy-CH;-, Y' este -CH(CHa)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este
substituit cu metoxi, si R® este metil.
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Cineva avand calificare obisnuitd in domeniu va intelege cd termenul ,,trans-" este asa
cum s-a reprezentat mai jos in care substituentii la pozitiile 1,4 in jurul radicalului ciclohexil sunt
tmns unul fata de altul:

R ok

in care R este selectat dintre dintre dimetilamino, N-metil-N-metoxietilamino, N-ciclopropil-N-
metilamino, sau azetidin-1-il, substituit optional cu metoxi, ectoxi, propoxi, metilmetoxi,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, morfolinil,  N-triazolil,  pirolidin-4-il,
tetrahidrofuran-3-iloxi, sau N-pirazolil substituit optional cu metil si X si Y sunt asa cum s-au
definit anterior.

Cititorul specializat va intelege cd un compus din prezenta inventie este capabil si
formeze saruri. Compusul prezentei inventii este o bazi, si reactioneazid corespunzitor cu oricare
dintre un numir de acizi anorganici si organici pentru a forma siruri acceptabile farmaceutic.
Astfel de sdruri de aditie cu acid acceptabile farmaceutic si metodologia comund pentru prepararea
lor sunt bine cunoscute in domeniu. Vezi, de ex., P. Stahl, et al., HANDBOOK OF
PHARMACEUTICAL SALTS: PROPERTIES, SELECTION AND USE, (VCHA/Wiley-VCH,
2008); S.M. Berge, et al., "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol 66, NR.
1, ianuarie 1977.

Un compus sau o sare a acestuia din prezenta inventie se poate prepara printr-o
varietate de procedee cunoscute in domeniu, din care unele sunt ilustrate in Prepardrile si
Exemplele de mai jos. Etapele de sintezi specifice descrise pot fi combinate in diferite moduri
pentru a prepara compusi sau sdruri din prezenta inventie. Produsii din etapele de sinteza pot fi
recuperati prin metode conventionale bine cunoscute in domeniu, incluzind extractie, evaporare,
precipitare, cromatografie, filtrare, triturare, si cristalizare. Reactivii i materiile prime sunt
disponibile cu usurintd cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu.

Unii intermediari sau compusi ai prezentei inventii pot avea unul sau mai multi centri
chirali. Prezenta inventie are in vedere tofi enantiomerii sau diastereomerii individuali, precum si
amestecurile de enantiomeri si diastereomeri ale compusilor mentionati, inclusiv racematii. Este
preferat ca, compusii prezentei inventii continind cel putin un centru chiral si existe ca
enantiomeri sau diastereomeri unici. Enantiomerii sau diastereomerii unici pot fi preparati pornind
de la reactivi chirali sau tchnici de sintezad stercoselectivd sau sterecospecificd. Alternativ,
enantiomerii sau diastereomerii unici pot fi izolati din amestecuri prin tehnici standard de
cromatografie chirald sau prin cristalizare. Specialistul calificat va aprecia ci in unele circumstante
ordinea de cluare a enantiomerilor sau diastercomerilor poate fi diferitd din cauza coloanclor
cromatografice si fazelor mobile diferite.

Anumiti centri stereochimici au fost 1dsati nespecificati si anumiti substituenti au fost
eliminati in urmitoarele scheme pentru claritate si nu se intentioneaza si limiteze in nici un fel
schemele. Mai mult, izomerii, enantiomerii, sau diastereomerii individuali pot fi separati sau
resolvafi de cineva avand calificare obisnuitd in domeniu la orice punct convenabil in sinteza
compusilor din prezenta inventie, prin metode cum ar fi tehnici de cristalizare selectivd sau
cromatografic chirald (Vezi de exemplu, J. Jacques, et al., "Enantiomers, Racemates, and
Resolutions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981, and E.L. Eliel and S.H. Wilen," Stereochemistry of
Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Suplimentar, intermediarii descrisi in
urmitoarele scheme contin un numir de grupdri de protectic la azot. Gruparea de protectie
variabild poate fi identicd sau diferitd la fiecare aparifie, In functie de condifiile de reactie
particulare si de transformadrile particulare care trebuie efectuate. Conditiile de protejare si de
deprotejare sunt cunoscute de citre specialistii in domeniu si sunt descrise in literatura de
specialitate (Vezi de exemplu ”Greene's Protective Groups in Organic Synthesis”, editia a patra,
de Peter G.M. Wauts si Theodora W. Greene, John Wiley & Sons, Inc. 2007).

Anumite abrevieri sunt definite dupd cum urmeaza: ., ACOH” se referd la acid acetic sau
acid acetic glacial; ,,ACN” se referd la acetonitril; ,,AdoMet” se referd 1la S-adenozil-L-metionind;
LAEBP” se referd la proteina de legare a intensificatorului de adipocite; ,,AUC” se referd la Aria
de Sub Curba; ,,.BOC” se referd la rerf-butoxicarbonil; ,,bid” se referd la dozare de doud ori pe zi;
,bm” se¢ referd la multiplet larg; ,.Bn” se referd 1a benzil; ,,BSA” se referd la Albumind din ser
bovin; ,,¢” se referd la concentratie in grame pe mililitru; ,,CAT. #” Se referd la numir de catalog;
L, CDI” se refera la carbonildiimidazol; ,,CO,” se refera la dioxid de carbon; ,,CV” se referd la
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volumul coloanei; ,,Ci” se referd la Curie; ,,CPM” se referd la numere pe milion; ,,cPr” se referd la
ciclopropil; ,,DCE” s¢ referd la 1,2-dicloroetan; ,DCM” se referd la clorurd de metilen sau
diclorometan; ,DIBAL-H” s¢ refera la hidrurd de diizobutil aluminiu; ,,DIPEA” se referda la
diizopropiletil amind; ,dm” se¢ referd la decimetri sau 10 centimetri; ,DMA” se referd la
dimetilacetamida;, ,DMEA” se refera la N,N-dimetiletilaminid; ,DMF” s¢ referd la
dimetilformamida sau N,N-dimetilformamidi; ,,DMSO” se referd la dimetil sulfoxid; ,,DN-azi” se
referd la deoxiribonucleaza; ,DTT” se referd la ditiotreitol; ,,EED” se referd la dezvoltare de
ectoderm embrionic; ,,Et;O” se refera la dietil eter; ,,EtOAC” se referd la acetat de etil; ,,ES/MS” se
referd la spectrometrie de masa electrospray; ,,EtOH” se referd la etanol sau alcool etilic; ,,Ex” se
referd la exemplu; ,,GAPDH” se referd la gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza; ,.h” se referd la ord
sau ore;, ,HEC” se referd la hidroxietil celulozi; ,,HOAt” se refera la hidroxiazabenzotriazol;
,HOBt” se referd la hidroxibenzotriazol, ,HSQC” se referd la Coerentd Cuanticd Unica
Heteronucleard; ,,IPAm” se referd la izopropilamind, propan-2-amind, sau 2-aminopropan; ,,iPr” se
referd la izopropil sau 1l-metiletil; ,IrMeO(COD),” se referd la  dimer (1,5-
ciclooctadien)(metoxi)iridiu(l) sau bis(1,5-ciclooctadiene)di-u-metoxidiiridiu(l); ,.kPa” se referd la
kilopascal sau kilopascali; ,,KHMDS” se referd la potasiu bis(trimetilsilil)amidd; ,,KOtBu” se
referd la terf-butoxid de potasiu sau f-butoxid de potasiu; ,,LAH” se referd la hidrurd de litiu
aluminiu; ,,LiBHs” se referd la borohidrurd de litiu; ,,LC” se referd la cromatografie de lichide;
LLIHMDS” se referd la litiu bis(trimetilsilil)amidi; ,LOF” se refera la Pierdere de Functie; “*H-
SAM” se referd la adenozill-L-metionind, S[metil-*H]; ,ICso” se referd la concentratia unui agent
care produce 50% din rispunsul inhibitor maxim posibil pentru acel agent; ,Me” se referd la metil;
»-MgSO,” se referd la sulfat de magneziu; ,, mpk™ se referd la miligrame pe kilogram; ,,min” se
referd la minut sau minute; ,NaH” se referd la hidrurd de sodiu; ,NBS” se referd la N-
bromosuccinimida; ,,NHz” se referd la amoniac; ,nm” s¢ referd la nanometru sau nanometri;
.MeOH” se referd la metanol sau alcool metilic; ,MsOH” se refera la acid metansulfonic;
LMTBE” se referd la metil ferf-butil eter; ,,mut” se referd la mutant; ,,OAc” se referd la acetat;
,,PBS” se referd la solutie salind tamponati cu fosfat; ,PCR” se referd la reactie in lant mediata de
polimerazi; ,,PDX” se referd la xenogrefd derivatd de la pacient; ,,PRC2” se referd la Complex
Represiv Policomb 27; ,Prep” se referd la preparare; ,,psi” se referd la livre pe inci la pitrat;
LPTSA” se referd la acid para-toluen sulfonic; “randament cantitativ”’ se referd la randament in
esentd mai mare de 99%; ,,RBBP4” se referd la proteind de legare la retinoblastom 4; ,,RN-azd™ se
referd la ribonucleaza; ,,rpm” se referd la rotatii pe minut; ,RT” se referd la temperatura camerei,
R se referd la timp de retentie in minute; ,,RuPhos-G3-Palladacycle” se referd 1la metansulfonat
(2-diciclohexilfosfino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-bifenil )[2-(2'-amino- 1,1'-bifenil)]paladiu(Il); ,.SCX”
se referd la schimbatori de cationi selectivi; ,,SFC” se referd 1a cromatografie in fluid supercritic;
»SPA” se referd la test de proximitate prin scintilatie; ,,NaHCOs” se referd 1a bicarbonat de sodiu;
,.NaxS0,” se referd la sulfat de sodiu; ,,SoC” se refera la fngn'jire Standard; ,,THF” se refera la
tetrahidrofuran, , TEA” se referd la trietilamind; ,, Tris” se referd la trithidroximetil)-aminometan;
“WT” se referd la tip silbatic; ,, XPhos Pd Gen 2” se referd la cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-
triizopropil-1,1"-bifenil)-[2-(2'-amino-1,1'-bifen-il)]-paladiu(Il); “A” se referi la angstrom sau
angstromi; “}” se referd la lungime de unda; si “[a]p?®” se referd la rotatia opticd a unui compus
care roteste planul luminii polarizate utilizand linia D a unei 1ampi cu sodiu (lungime de unda
589,3 nm) intr-un polarimetru, cu o misurare o a polarimetriei observate, intr-un solvent adecvat
cum ar fi MeOH, maisurata 1a 20 °C, la o concentratie ¢ definitd, un volum de 2 mL, si o lungime a
cdii de 1 dm.

In schemele de mai jos, tofi substituentii, dacd nu s-a indicat altfel, sunt asa cum s-au
definit anterior. Reactivii si materiile prime sunt disponibile cu usurintd pentru cineva care are
calificare obisnuitd in domeniu. Urmatoarele scheme, prepardri, exemple, si teste ilustreaza mai
departe inventia, dar nu trebuie si fie interpretate ca limitAnd in nici un fel domeniul de aplicare a
inventiei.

Prepariri si Exemple

Urmitoarele Prepariri si Exemple ilustreazd mai departe inventia si reprezintd sinteze
tipice ale compusilor inventiei. Reactivii §i materiile prime sunt disponibile cu usurinti sau se pot
sintetiza cu usuringd de cineva avand calificare obisnuitd in domeniu. Trebuie si sc inteleagd ci
Prepardrile si Exemplele sunt stabilite cu scop de ilustrare si nu de limitare, si cd diferite
modificiri pot fi ficute de cineva avand calificare obisnuitd in domeniu.

Configuratia R sau S a compusilor inventici poate fi determinatd prin tehnici standard
cum ar fi analizi cu raze X. 'H RMN, HPLC chiral, si corelarea cu timpul de retentie al HPLC
chirale poate fi utilizatd pentru a elucida in continuare stereoizomerismul daci se cunoaste un
centru.
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LC-ES/MS este efectuatd pe un sistem Agilent HP1100 de cromatografie de lichide.
Misuritorile de Spectrometrie de masa Electrospray (dobandite in mod pozitiv si/sau negativ) sunt
efectuate pe un spectrometru de masa quadrupol cu Detector Selectiv de masa interfatat la HPLC
HP1100. Conditii LC-MS (pH scizut): coloani: Fenomenex GEMINI® NX C-18 2,1 ? 50 mm 3,0
pm; gradient: 5-100% B in 3 min, apoi 100% B timp de 0,75 min, temperatura coloanei: 50 °C +/-
10 °C; debit: 1,2 mL/min; Solvent A: apd deionizatd cu HCOOH 0,1%; Solvent B: ACN cu 0,1%
acid formic; lungime de undd 214 nm. Conditii LC-MS alternative (pH ridicat): coloani: coloand
WATERS™ XTERRA® MS C-18 2,1 x 50 mm, 3,5 pum; gradient: 5% solvent A timp de 0,25
min, gradient de 1a 5% pana la 100% de solvent B in 3 min si 100% solvent B timp de 0,5 min sau
10% pand la 100% of solvent B in 3 min si la 100% solvent B timp de 0,75 min; temperatura
coloanei: 50 °C +/-10 °C; debit: 1,2 mL/min; Solvent A: NHsHCO3 10 mM pH 9; Solvent B: ACN
; lungime de undi: 214 nm.

Cromatografia cu fazi inversd preparativa este efectuatd pe un Agilent 1200 LC-ES/MS
echipat cu un spectrometru de masa cu Detector Selectiv de masa si autosampler Leap/colector de
fractic. Metodele cu pH ridicat sunt efectuate pe o coloand 75 X 30 mm Fenomenex GEMINI®-
NX, dimensiunea particulei 5 um cu un conductor 10 X 20 mm. Debitul este 85 mL/min. Eluentul
este bicarbonat de amoniu 10 mM (pH 10) in ACN.

Spectrele RMN sunt efectuate pe un Spectrometru RMN Bruker AVIII HD 400 MHz,
obtinute ca solutii CDCls sau (CDz):SO raportate in ppm, utilizand solvent rezidual [CDCls, 7,26
ppm; (CDs3):S0, 2,50 ppm] ca standard de referintd. Cand sunt raportate multiplicititile peak-ului,
pot fi utilizate urmitoarele abrevieri: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet), br-
s (singlet larg), dd (dubleti de dublet), dt (dublet de tripleti). Cand sunt raportate constantele de
cuplare (J), sunt raportate in hertz (Hz).

Scherna 1
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Schema 1 ilustreazd formarea unui 1,4-dioxaspiro[4.5]decan substituit (compu-sul 5)
pornind de la un 4-oxociclohexancarboxilat protejat (compusul 1). 4-Oxociclo-hexancarboxilatul
protejat poate fi tratat cu acid p-toluensulfonic, triortoformiat de etil si etilen glicol intr-un solvent
cum ar fi EtOH pentru a da ester 1,4-dioxa-spiro[4,5]decan-8-carboxilic protejat care poate fi apoi
deprotejat prin procedee bine cunoscute in domeniu, cum ar fi prin utilizarea unei baze apoase,
pentru a da acid 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxilic in 2 etape (compusul 2, Schema 1, Etapa
A). Amida Weinreb (compusul 3) se poate prepara din acidul produs din Etapa A cu adiugarea
unui reactiv de cuplare cum ar fi CDI sau HOBt in portii mici, urmat de adiugarea clorhidratului
de N-metoximetanamind, in portii mici (Schema 1, Etapa B). Amida Weinreb (compusul 3) poate
fi convertitd la cetond (compusul 4) utilizind un reactiv organometalic cum ar fi un reactiv
Grignard sau un reactiv organolitiu (Schema 1, Etapa C). Mai specific, bromura de metil magneziu
poate fi addugatd intr-un solvent adecvat cum ar fi Et,O si/sau THF pentru a da metil cetond
(compusul 4). Metil cetona (compusul 4) se poate converti la vinil fosfonat (compusul 5) prin
addugarea 1n piciturd a unei baze nenucleofile cum ar fi LIHMDS intr-un solvent cum ar fi THF,
cu adiugare de clorurd de difenil fosforil (Schema 1, Etapa D).
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O(CH,),0CH,, N-pirazolil, N-(pirazolil substituit), N-triazolil,
tetrahidrofuran-3-il, morfolinil, N-pirolidinii

Schemele 2 si 3 ilustreazd sintezele azetidinelor substituite. N- viniloxiazetidind protejatad
(compusul 7a, R! = alil) se poate prepara prin alchilarea 3-hidroxiazetidinei substituitd adecvat
(compusul 6) cu o halogenurd de alchil si o bazd nenucleofild cum ar fi DIPEA, sau, alternativ,
printr-o eterificare mediatd de metal cu o sursd de paladiu (IT) in prezenta unui ligand dibazic cum
ar fi 1,10-fenantrolind in prezenta unei baze nenucleofile cum ar fi DIPEA sau TEA utilizind un
eter vinilic asimetric ca solvent. O persoani calificatd in domeniu va recunoaste ci azetidina poate
fi protejatd cu o gama largd de grupdri de protectic cum ar fi o grupare alchil, un alchil substituit,
un aralchil, o amid3, sau un alchil carbamat. Mai specific, o solutiec de N-BOC-3-hidroxiazetidinad
poate fi tratatd cu acetat de paladiu(I) in prezentd de TEA si 4,7-difenil-1,10-fenantrolind in n-
butil vinil eter pentru a da viniloxiazetidind N-protejati (compusul 7a, R! = alil, Schema 2, Etapa
A). Gruparea vinil poate fi convertitd la 3-ciclopropoxiazetidina protejatd (compusul 8) printr-o
reactic Simmons-Smith sau in conditii de generare de carbene similare, de exemplu, utilizind
cloroiodometan si un reactiv alchilzinc in DCE, asa cum se aratd in Schema 2, Etapa B.
Deprotejarea 3-ciclopropoxiazetidinei protejate (compusul 8) sub conditii standard ca cele bine
descrise in domeniu, urmata de tratarea bazei libere cu o solutie de acid mineral in solvent organic,
cum ar fi HCI in dietil eter sau 1,4-dioxan, poate furniza sarea stabila a azetidinei (compusul 9a).
Mai specific, cand gruparea de protectie este BOC, o persoand calificatd in domeniu va recunoaste
cd tratarea 3-ciclopropoxiazetidinei protejate (compusul 8) cu un acid cum ar fi HCI in 1,4-dioxan,
urmata de evaporarea solventului, poate da clorhidratul de 3-ciclopropoxiazetidind brut (compusul
9a, Schema 2, Etapa C). Suplimentar, ciclopropilmetoxiazetidina (compusul 7b, R!=
ciclopropilmetil, Schema 2, Etapa A) poate fi preparati prin alchilarea 3-hidroxiazetidinei
substituitd adecvat (compusul 6) cu bromometilciclopropan sub conditii de deprotonare puternic
bazice, de exemplu, cu NaH intr-un solvent polar cum ar fi DMF sau DMSO, cu deprotejarea
ulterioard a ciclopropilmetoxiazetidinei protejate (compusul 7b, R! = ciclopropilmetil) pentru a
obtine clorhidratul de ciclopropilmetoxi-azetidind brut (compusul 9b, Schema 2, Etapa D).

Alte azetidine substituite pot fi preparate din mesilatul de benzhidrilazetidind disponibil
comercial (compusul 10) prin tratare cu o larga varictate de nucleofile continind N, O, C si S sub
conditii de substitutic nucleofild utilizind o bazi adecvatd precum NaHCO;, KoCOs, DIPEA sau



10

15

20

25

30

MD/EP 3341379 T2 2020.01.31
15

TEA si incdlzire cu microunde, sau prin tratare cu o bazi puternicd cum ar fi NaH, KOtBu sau
LHMDS si incilzire intr-un solvent polar organic cum ar fi DMF sau DMSO, pentru a da o

benzhidrilazetidind substituitd (compusul 11, Schema 3, Etapa A). Deprotejarca ulterioard sub
hidrogenare catalitici (Schema 3, Etapa B) poate da azetidina substituiti doritd (compusul 12).
Schema 4
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Schema 4 ilustreazi prepararea 2-alcoxi-3-clorometil-4,6-dimetilpiridinei (compusul 17,
unde R*este CH;,CH>CHs, sau Bn), care se poate prepara pornind de la 3-ciano-4,6-
dimetilpiridond disponibild comercial (compusul 13). Alchilarea 3-ciano-4,6-dimetilpiridonei
(compusul 13) cu halogenura de alchil adecvatd sub conditii standard din literaturd cunoscute unei
persoane calificate in domeniu, poate furniza 2-alcoxi-3-ciano-4,6-dimetilpiridina doritd
(compusul 14). Specific, tratarea 3-ciano-4,6-dimetilpiridonei (compusul 13) cu iodurd de metil
sau clorurd de benzil cu AgCO; sau Ag>O intr-un solvent aprotic cum ar fi 1,4-dioxan, DMF,
toluen, sau CHClz cu incilzire ulterioard, poate da 2-metoxi- sau 2-benziloxi-3-ciano-4,6-
dimetilpiridinele necesare (compusul 14, Schema 4, Etapa A). Reducerea ulterioard a gruparii
ciano in 2-alcoxi-3-ciano-4,6-dimetilpiridind (compusul 14) sub conditii standard din literatura
cunoscute unei persoane calificate in domeniu, cum ar fi tratare lentd cu un agent reducitor cum ar
fi DIBAL-H intr-un solvent aprotic cum ar fi DCM la 0 °C sau RT poate da piridin aldehida
corespunzitoare (compusul 15, Schema 4, Etapa B). Reducerea in continuare la carbinol
(compusul 16, Schema 4, Etapa C) poate fi realizatd in condifii standard bine cunoscute unei
persoane calificate in domeniu; specific, tratarea piridin aldehidei (compusul 15) in portii cu un
agent reducitor comun cum ar fi NaBH, la 0 °C sau la temperaturd mai scizutd, pentru a obtine
carbinolul (compusul 16). Clorurarca ulterioard a carbinolului (compusul 16) cu un agent de
clorurare tipic cum ar fi SOCI; sau POC]I; intr-un solvent aprotic cum ar fi DCM la temperaturi
scizute cum ar fi -40 °C pand la -60 °C poate da clorometilpiridina necesard (compusul 17,
Schema 4, Etapa D).

Schema 5

00
Br COOMe | . COOMe
7 Etapa A Etapa B o # N
B e / h\ —_— . B 4
Lo : S
5 $ jun. &)
18 19 2

Schema 5 ilustreazi sinteza 4-metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)tiofen-
3-carboxilatului de metil (compusul 20). Asa cum este bine cunoscut in domeniu, bromura de aril
(compusul 18) poate fi carbonilatd utilizind o serie de catalizatori de paladiu(Il) si o varietate de
liganzi de fosfind adecvati, specific acetat de paladiu(ll) si 1,1'-bis(difenilfosfino)ferocen, in
prezenta unui alcool cum ar fi MeOH intr-un solvent polar cum ar fi DMF sau DMA cu sau fard o
baza nenucleofila organicid cum ar fi DIPEA sau TEA, sub o atmosferd presurizatd de monoxid de
carbon, pentru a obtine esterul (compusul 19, Schema 5, Etapa A). Esterificarea ulterioard a
borolanului poate fi efectuatd fie prin deprotonare cu un reactiv alchil metal cum ar fi n-butil-, s-
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butil-, sau ¢-butillitiu cu stingerea anionului aril cu un borat ester, fie prin complecsi de coordinare
cu metal de tranzitie utilizand paladiu(Il), iridiu(I), sau fier(IlT), pentru a obtine esterul boronic
dorit. Specific, esterul (compusul 19) poate fi tratat in portii cu bis(1,5-ciclooctadien)di-p-
metoxidiiridin(l) si 4.4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan intr-un solvent nepolar cum ar fi
ciclohexan cu incdlzire concomitentd pentru a obtine 4-metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)tiofen-3-carboxilat de metil (compu-sul 20, Schema 5, Etapa B).

Schema 6
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2-Etoxipiridind (compusul 27) se poate prepara in conformitate cu calea reprezentatd in
Schema 6, incepand cu condensarea malononitrilului cu acetil cetend sub conditii bazice intr-un
solvent polar organic adecvat, cum ar fi hidrurd de sodiu si THF, pentru a obtine 2-amino-3-
cianopiranond (compusul 21, Schema 6, Etapa A). Rearanjarea termici ulterioard cu un acid
anorganic, cum ar fi HCI, poate da 3-ciano-4-hidroxi-6-metilpiridond (compusul 22, Schema 6,
Etapa B). Clorurarea la 4-cloro-piridona (compusul 23) poate fi efectuata utilizind mulfi de agenti
de clorurare bine cunoscuti in domeniu, mai specific un amestec de POCl; si PCls (Schema 6,
Etapa C); alchilarea piridonelor rezultate (compusul 23) pot fi obtinute prin eterificare mediatd de
metal cu o halogenura de alchil intr-un solvent organic nepolar adecvat, mai specific utilizand oxid
de argint(I) si iodoctan in toluen, pentru a da 2-etoxi-3-ciano-4-cloropiridina (compusul 24,
Schema 6, Etapa D). Reducerea in doud etape utilizind agenti de reducere cum ar fi DIBAL-H
urmatd de NaBH,; sau NaCNBH; poate da alcoolul (compusul 26, Schema 6, Etape E-F), si
clorurarea ulterioard cu un agent de clorurare cum ar fi POCl; sau PCls intr-un solvent organic
adecvat poate da etoxipiridina (compusul 27). Mai specific, clorurarea alcoolului (compusul 26)
poate fi obtinutd prin prepararea in situ a mesilatului prin tratare cu clorurd de metansulfonil in
DCM de la 0 °C pani la RT pentru a da etoxipiridina (compusul 27, Schema 6, Etapa G).
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Schema 7 ilustreazi sinteza compusilor cu Formula 1. Cuplarea vinil fosfatului preparat
(compusul 5, Schema 1, Etapa D) cu esterul aril boronat (compusul 20, Schema 5, Etapa B) sub
conditii de cuplare standard de tip Suzuki ce utilizeaza un catalizator de paladiu(Il) si un ligand
fosfind cu o baza anorganica slaba cum ar fi K3PO, intr-un solvent polar organic cum ar fi 1,4-
dioxan poate da vinil tiofen esterul (compusul 28, Schema 7, Etapa A). Reducerea radicalului
vinilic poate fi realizata prin procedee bine documentate in domeniu pentru a obtine o-metil tiofen
esterul (compusul 29, Schema 7, Etapa B). Reducerea stereoselectivd a grupdrii vinil poate fi
obtinutd utilizind o serie de catalizatori si liganzi bine documentafi in domeniu, in special cu un
complex catalizator/ligand de iridiu(I) cum ar fi [(4R,5R)-(+)-O-[1-benzil-1-(5-metil-2-fenil-4,5-
dihidrooxazol-4-il)-2-feniletil | (diciclohexilfosfinit) (1,5-COD) tetrakis 3,5-
bis(trifluorometil)fenilborat de iridiu(I) pentru a da esterul stereospecific dorit (compusul 29).
Bromurarea ulterioard in Schema 7, Etapa C, pentru a da 5-bromotiofen esterul (compusul 30),
poate fi efectuatd utilizind un agent de bromurare cum ar fi elementul brom sau NBS intr-un
solvent organic adecvat cum ar fi CHCls, DCM, EtOAc, 1,4-dioxan sau CCls. Alchilarea la 2-[2-
(benziloxicarbonilamino)etil]-5-[1-(1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-il )etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat
de metil (compusul 31) sub conditii de cuplare standard mediate de paladiu, in special utilizind
RuPhos-G3-Palladacycle (Schema 7, Etapa D) urmatd de deprotejarea carbobenziloxi aminei
(compusul 31) sub conditii tipice de hidrogenolizi bine cunoscute in domeniu, specific, ciclizare in
situ intr-un solvent polar organic alcoolic cum ar fi MeOH (Schema 7, Etapa E) si deprotejarea la
cetond sub conditii acide standard, de exemplu, utilizind HCI intr-un solvent polar adecvat cum ar
fi THF sau EtOH, poate fi realizatd pentru a da 3-metil-2-[1-(4-oxociclohexil)etil]-6,7-dihidro-5SH-
tieno[3,2-c]piridin-4-ond (compusul 33, Schema 7, Etapa F). Aminarea reductiva poate fi efectuata
in prezenta unui acid Lewis cum ar fi izopropoxid de titan si un agent reducitor cum ar fi NaBH4,
Na(OAc3)BH, sau NaCNBHj3 intr-un solvent adecvat cum ar fi DCM sau MeOH, pentru a obtine
un amestec de frans si cis ciclohexan (compusul 34, Schema 7, Etapa G), care poate fi separabil
prin metode de cristalizare sau cromatografie bine cunoscute in domeniu. in plus, o persoani
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calificatd in domeniu poate recunoaste ca utilizareca de LiBH. ca agent reducitor poate conduce in
primul rand la stereoizomer trans. Alchilarea sub conditii bine cunoscute cu o halogenurd de
aralchil substituitd adecvat, cum ar fi halogenurd de benzil, urmati fic de demetilare fie de
debenzilare sub conditii acide, de exemplu utilizind LiCl in prezentd de PTSA cu incilzire, poate
da compusul cu Formula I (Schema 7, Etape H si M).

Alternativ, carbobenziloxi amina (compusul 31, Schema 7, Etapa D) poate fi supusi la
hidrogenolizd utilizind conditii bine cunoscute in domeniu, de exemplu cu Pd(OH), pe carbon
intr-un solvent organic adecvat cum ar fi MeOH, si hidrogenolizd poate fi efectuatd in prezenta
unei piridin aldehidd (de exemplu, compusul 15, Schema 4, Etapa B), pentru a da 5-[1-(1,4-
dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-4-metil-2-[2-[(6-metil-3-piridil)metilamino]etil Jtiofen-3-carboxilat
de metil (compusul 35, Schema 7, Etapa I). Deprotejarea ulterioara la cetond, aminarea reductiva,
ciclizarea sub conditii termice acide, si deprotejarea la O ca mai sus, poate da compusii cu
Formula I (Schema 7, Etape J-M).

Alternativ, 0 amind cum ar fi compusul 38, in care R*=H, R*= benzil, poate fi supusi la
hidrogenolizd utilizind conditii bine cunoscute in domeniu pentru a furniza o amind in care
R3=R*=H. Supunerea acestei amine la conditii de aminare reductivi si deprotejarea la O ca mai sus
poate da compusi cu Formula 1. Specific, utilizarea de acid, formaldehida si triacetoxiborohidrura
poate conduce la un produs de aminare reductivi in care R>=R*=Me.

Schema 8
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Schema 8 ilustreazi sinteza compusilor cu Formula II. Nitrarea esterului (compusul 19,
Schema 5, Etapa A) cu reducerea ulterioard a grupdrii nitro sub conditii standard poate da 5-
amino-4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil (compusul 40, Schema 8, Etape A-B). Protejarea la
amino cu o grupare de protectiec adecvatd a aminei, cum ar fi BOC, si alchilarea ulterioard sub
conditii obisnuite, de exemplu alchilare cu iodurd de metil in prezenta unei baze slabe cum ar fi
K2COs sau Cs:CO; intr-un solvent polar cum ar fi DMF, poate da un amino tiofen N-alchilat
protejat adecvat, care poate fi urmatd de clivarea in situ a carbamatului si aminare reductiva
ulterioard, de exemplu cu o ciclohexanond, cum ar fi 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ond, si
Na(OAc3)BH sau NaCHBHs, intr-un solvent organic adecvat cum ar fi DCE, pentru a obtine
amina tertiard necesard (compusul 41, Schema 8, Etapa C, unde R’ = CH;). Alternativ, 5-amino-4-
metil-tiofen-3-carboxilatul (compusul 40) poate fi supus la inceput la conditii de aminare reductiva
cu o ciclohexanond , cum ar fi 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ond, in prezentd de Na(OAc):BH sau
NaCNBH:; intr-un solvent organic adecvat cum ar fi DCE, urmati de o a doua aminare reductiva in
situ cu acetaldehida, pentru a obtine amina tertiard necesard (compusul 41, Schema 8, Etapa C,
unde R’ = CH>CH;). Bromurarea ulterioard, alchilarea mediatd de metal, ciclizarea la lactama
biciclicd (compusul 44), N-alchilarea lactamei, deprotejarea la cetond, aminarea reductivd si
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demetilarea sau debenzilarea finald, toate pot fi efectuate in mod similar cu metodele din Schema 7
pentru a obtine compusii finali cu Formula II (Schema 8, ctape D-J).

Alternativ, cetalul (compusul 45, Schema 8, Etapa G) poate fi la inceput dezalchilat
pentru a obtine piridon cetona (compusul 48, Schema 8, Etapa K) sub conditii similare cu cele
descrise in Schema 7. Alchilarea ulterioard urmati de aminare reductivd sau aminarea reductiva
dubld (in conditii similare cu Schema 8, Etapa C) poate fi efectuatd pentru a obtine compusii cu
Formula IT (Schema 8, Etapa L)
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Formula ITT

Schema 9 ilustreazi sinteza compusilor cu Formula III. Un 2-bromo-5-[R*-(1,4-
dioxaspiro[4.5]decan-8-il)amino]-4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil N-alchilat (compusul 42,
Schema 8, Etapa D) poate fi alchinilat prin procedee de cuplare mediate de metal de tranzitie, bine
cunoscute in domeniu. Mai specific, bromotiofenul (compusul 42) poate fi tratat cu benzil prop-2-
in-1-il carbamat in prezentd de Cul, un complex paladiu(Il)-ligand adecvat, cum ar fi diclorurd de
bis(trifenilfosfin)paladiu(Il), si o bazd nenucleofild organici cum ar fi TEA, pentru a obtine
alchina (compusul 49, Schema 9, Etapa A). Reducerca ulterioard a alchinei si deprotejarca
radicalului aminei este bine cunoscuta in domeniu. Specific, tratarea alchinei (compusul 49) sub
conditii standard de hidrogenare cataliticd si hidrogenolizi in situ cu H, in prezentd de Pd pe
carbon sau Pd(OH); pe carbon intr-un solvent organic adecvat cum ar fi MeOH, EtOH, sau EtOAc
sub presiune, poate da amina (compusul 50, Schema 9, etapa B), care poate fi ulterior ciclizati sub
conditii bazice cum ar fi KOtBu si incélzire pentru a obtine lactama (compusul 51, Schema 9,
Etapa C). Alchilarea azotului lactamei, deprotejarea la cetond, aminarea reductiva si dezalchilarea
finald, toate pot fi efectuate intr-un mod similar cu cel descris in Schema 8 pentru a obtine
compusii cu Formula IIT (Schema 9, Etape D-F).
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Schema 10 ilustreazd sinteza compusilor cu Formula IV pornind de la ester 5-
bromotiofen substituit adecvat (compusul 30), utilizand metode similare cu cele descrise in
Schema 9 (Schema 10, Etape A-F).
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Prepararea compusilor cu Formula V este reprezentatd in Schema 11. Tratarea
aminotiofenului (compusul 40, Schema 8, Etapa B) cu o aminoalchil cetond protejatd adecvat sub
conditii de aminare reductiva bine cunoscute in domeniu cu alchilare ulterioard, utilizand un agent
de alchilare cum ar fi CHzl sau CH3CH;3I sub conditii bazice cu o bazi adecvatd cum ar fi NaH sau

10 K>COQ;3, sau alchilare printr-o a doua aminare reductiva, de exemplu, cu acetaldehidi, (Schema 11,
Etapa A), poate da esterul N-piperidinil tiofen N-alchilat (compusul 59). Mai specific, 3,4-
dimetiltiofen-2-amina (compusul 40) poate fi tratatd cu 4-oxopiperidin-1-carboxilat de ferf-butil
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intr-un solvent organic adecvat cum ar fi DCE adiugind in portii un agent reducitor adecvat cum
ar fi Na(OAc):BH cu adiugare ulterioard de formaldehidad sau acetaldehidd pentru a obtine N-
piperidinil tiofen N-alchilat (compusul 59). Bromurarea ulterioard, alchilarea bromurii de aril
(compusul 60) sub conditii de cuplare catalizatd de Pd pentru a obtine alchiltiofen (compusul 61),
ciclizarea la lactami, N-alchilarca lactamei, si in final deprotejarea Intr-o manierd similard cu
aceea descrisd in Schema 8, poate da compusi cu Formula V (Schema 11, Etape B-F).
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Formula VI

Schema 12 prezintd sinteza compusilor cu formula VI. Dubla alchilare a aminotiofenului
(compusul 40) sub conditii de aminare reductivd, specific utilizind la inceput o 4-
aminociclohexanond protejatd adecvat si apoi acetaldehidi in prezentd de Na(OAc):BH, poate da
tienilciclohexilamina N-alchilatd (compusul 64, Schema 12, Etapa A). Suplimentar, N-metilarea la
aceastd tienilciclohexil amind N-alchilati (compusul 64) poate fi efectuatd prin protejarea la
inceput a amino tiofenului cu o grupare adecvati de protectie a aminei, cum ar fi BOC, urmati de
tratare ulterioard a carbamatului cu o bazi puternicd, cum ar fi NaH sau KOtBu, tratarea anionului
rezultat cu o halogenura de alchil cum ar fi CHsl, indepartarea grupirii de protectic a aminei, si in
final aminare reductivd cu o 4-aminociclohexanond protejatd adecvat. Deprotejarea grupdrii
ciclohexilamino din care rezultd 4-aminociclohexan (compusul 65) poate fi realizatd cu usurinta
printr-o serie de conditii bine cunoscute de o persoani calificatd in domeniu (Schema 12, Etapa B).
Alchilarea (Schema 12, Etapa C) acestui 4-aminociclohexan (compusul 65, Schema 12, Etapa C)
poate fi efectuatd utilizand triflatul de 2-metoxipropan-1,3-diol generat in situ (compusul 66), iar
bromurarea ulterioard, utilizind fie brom clementar fie NBS, di bromotiofenul (compusul 69,
Schema 12, Etapa E). Alchilarea bromurii de aril (compusul 69) sub conditii catalizate de paladiu,
de exemplu utilizdnd o sare trifluoroborat de potasiu substituiti cu RuPhos-G3-Palladacycle
catalitic intr-un amestec de toluen si apd in prezenta unei baze anorganice cum ar fi K>xCOs si
incilzire, poate conduce la 2-[2-(benziloxicarbonil-amino)etil]-5-[[4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]amino]-4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil N-alchilat (compusul 70, Schema 12,
Etapa F). Deprotejarea in conditii bine descrise in domeniu, cu aminare reductivd concomitentd in
situ utilizand o heteroaril aldehida substituitd adecvat, de exemplu, in prezentd de Pd(OH). pe
carbon intr-un solvent alcoolic, cum ar fi EtOH, sub presiune si incilzire, poate da aminometil
piridind substituitd (compusul 71, R* = CHz sau Bn, Schema 12, Etapa G). Ciclizarea ulterioard si
deprotejarea in conditii similare cu cele descrise in Schema 8, poate da compusi cu Formula VI
(Schema 12, Etape H-I).
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Schema 13 ilustreazi o sintezd alternativd a compusilor cu Formula II. Deprotejarea

cetalului (compusul 42, Schema 8, Etapa D) sub conditii acide similare cu cele descrise in Schema

7, Etapa J sau Schema 8, Etapa K, poate da cetona corespunzitoare (compusul 73, Schema 13,

5 Etapa A). Dubla aminare reductivd in conditii similare cu Schema 8, Etapa L, poate conduce la
ciclohexilamini (compusul 74, Schema 13, Etapa B), si cuplare ulterioard mediatd de metal de
tranzitie in conditii descrise in Schema 7, Etapa D, urmata de deprotejarca aminei bine descrisd in
literaturd, poate da aminociclohexan (compusul 75, Schema 13, Etapa C). Ciclizarea la 6,7-
dihidro-5H-tieno[3,2-c]piridin-4-ond (compusul 76) sub conditii similare cu cele descrise in

10 Schema 11, Etapa D, urmati de conditii de alchilare similare cu cele descrise in Schema 7, Etapa
H, poate da piridina substituitd (compusul 77, Schema 13, Etapa E), si dezalchilare finald sub
conditii similare cu cele descrise in Schema 7, Etapa M, poate conduce 1la compusul cu Formula 11

(Schema 13, Etapa F).

Schema 14
RE-0
R R0
OzMe HN = N\ J/
E O EtapaA (\o R EiapaB o O N
OMe R R?

0§ -0 20

=N R—Y N
0 Kg//?/ f\g//?/
N Ftapa D O

ElapdE 1|{ y
R _N RG 0 N R
B B
S S

Formula IV 81 80

15 Schema 14 ilustreazd o cale alternativd de sintezd pentru compusi cu Formula IV.
Alchina compusului 54 (Schema 10, ctapa A) poate fi redusd simultan si deprotejatd utilizand o
seric de tehnici bine cunoscute in domeniu, cum ar fi hidrogenare cataliticd cu hidroxid de
paladiu(Il), si aminare reductiva in situ cu o 2-alcoxipiridind substituitd adecvat, cum ar fi 4,6-
dimetil-2-alcoxipiridind, poate fi realizatd in conditii similare cu cele reprezentate in Schema 9,

20 ctapa B pentru a da cetalul compus 78. Deprotejarea ulterioard la cetona compus 79, ciclizare la
lactama compus 80, aminarea reductivd cu o amind substituitd adecvat pentru a obtine compusul
81, si dezalchilarea finald, toate sub conditii similare cu cele descrise in Schema 7 (etape J-M), pot

da compusi cu Formula V.
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O persoand calificatd In domeniu va recunoaste ci separarea tuturor izomerilor trans i
cis relevanti descrisi in Schemele 7-12 poate fi realizatd utilizind tehnici standard bine cunoscute
in domeniu, de exemplu, fie prin utilizarea flash cromatografiei standard pe silice si unui amestec
adecvat de solventi organici (de exemplu, EtOAc/hexani) fie prin cromatografie cu faza inversa pe
C-18 cu silice utilizdnd un amestec apid/solvent organic adecvat (de ex., H-O tamponatd cu
NH4OAc sau NH;HCOs3 si ACN).

Preparare 1
3-Viniloxiazetidin-1-carboxilat de ferg-butil

X0
N
0
g

X

Se adaugd 3-hidroxiazetidin-1-carboxilat de ferf-butil (12,0 g, 69,3 mmol), n-butil vinil
eter (125,0 mL, 961 mmol), si TEA (4,1 mL, 29 mmol) intr-un balon etansat. Se barboteaza
energic amestecul cu N» timp de 10 min. Se adaugi 4,7-difenil-1,10-fenantrolind (1,0 g, 2,92
mmol) si PA(OAc), (0,66 g, 2,91 mmol). Se etanseazd balonul si se agitd amestecul sub N la 80
°C timp de 7 zile. Se filtreazd amestecul prin pAmant de diatomee si se cliteste turta de filtru cu
EtOAc. Se concentreaza filtratul si se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eludnd cu
un gradient de EtOAc in hexani 0-20%, pentru a da compusul din titlu (9,95 g, randament 72%) ca
ulei galben, dupa evaporarea solventului. 'H RMN (400,1 MHz, CDCl;) & 1,44 (s, 9H), 3,90
(dd, J = 4,2, 10,1 Hz, 2H), 3,97 (dd, J = 2,5, 14,5 Hz, 1H), 4,08 (dd, /= 2,5, 6,8 Hz, 1H), 4,17
(dd, J = 6,5, 10,1 Hz, 2H), 4,55-4,61 (m, 1H), 6,37 (dd, J = 6,8, 14,5 Hz, 1H).

Preparare 2
3-(Ciclopropoxi)azetidin-1-carboxilat de zerg-butil

V’O\D
\fO

(6] ><

Se raceste o solutie de 3-viniloxiazetidin-1-carboxilat de ferf-butil (9,9 g, 50 mmol) si
cloroiodometan (12 mL, 159,8 mmol) in DCE (50 mL) to -5 °C, si apoi se adaugi in piciturd o
solutie de dietilzinc 1M in heptan (80 mL, 80 mmol) in timp de 60 min mentinind temperatura
internd intre 0 si -5 °C. Se incdlzeste 1la RT si se agitd amestecul timp de 30 min. Se re-riceste
amestecul intr-o baie cu gheati si se stinge masa de reactie cu solutic apoasa saturati de NH1Cl. Se
adauga solutie concentratd de NH4OH, si apoi se extrage amestecul rezultat de trei ori cu MTBE.
Se spald extractele combinate cu solutic apoasd saturatd de NH4Cl, se usucd pe KoCOs anhidru, se
filtreaz4, si se concentreazi in vid. Reziduul rezultat se supune la cromatografie pe silice, eluand
cu un gradient de EtOAc in hexani 0-20%, pentru a da compusul din titlu (4,90 g, randament 46%)
ca ulei incolor dupid evaporarea solventului. 'H RMN (400,1 MHz, CDCl;) § 0,45-0,50 (m, 2H),
0,57-0,62 (m, 2H), 1,43 (s, 9H), 3,21-3,26 (m, 1H), 3,85 (dd, J = 4,2, 9,8 Hz, 2H), 4,08 (dd, J =
6,6, 9,8 Hz, 2H), 4,32 (m, 1H).
Preparare 3
Clorhidrat de 3-(ciclopropoxi)azetidina

V’Ob

ClH

Se riceste o solutie de 3-(ciclopropoxi)azetidin-1-carboxilat de ferf-butil (4,45 g, 20,9
mmol) in THF (10 mL, 123 mmol) intr-o baie cu gheata si se adaugd in picdtura o solutiec de HC1
4N in 1,4-dioxan (20 mL, 80 mmol). Se agitd solutia la RT timp de 3 ore si se concentreazi in
vid. Se dizolva reziduul in 2-propanol, se concentreazd, si se usucd in vid pentru a da compusul din
titlu (3,0 g, randament 96%) care poate fi utilizat fird purificare suplimentard. 'H RMN (400,1
MHz, CD;0D) 6 0,48-0,54 (m, 2H), 0,56-0,61 (m, 2H), 3,35-3,40 (m, 1H), 3,98 (dd, J = 4,8, 11,8
Hz, 2H), 4,29 (dd, J = 6,8, 11,8 Hz, 2H), 4,51-4,58 (m, 1H).
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Preparare 4
1-Benzhidril-3-[(3S)-tetrahidrofuran-3-il]oxi-azetidina

Q.‘\OH O
Q)

Se 1incilzeste un amestec de (3S)-tetrahidrofuran-3-ol (10 mL, 122,0 mmol) si
metansulfonat de 1-benzhidrilazetidin-3-il (3,0 g, 9,3 mmol) la 100 °C intr-un cuptor cu microunde
timp de 20 min. Se raceste amestecul la RT si se dilueazi cu EtOAc si solutic apoasd saturatd de
Na,COs. Se separd straturile, se spald stratul organic secvential cu apd si solutic apoasa saturatd de
NaCl, si se usuca pe Mg>SO.. Se filtreaza si se concentreazi in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc in hexani 10-30% pentru a da compusul
din titlu (0,9 g, randament 30%) ca ulei incolor dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 310
(M+H).

Prepararca 5 s¢ prepard in esentd prin metoda de la Preparareca 4 utilizind (3R)-
tetrahidrofuran-3-ol.

Nr. Prep. |Denumire chimica Structura

ES/MS
M+H)

(m/z)

A

1-Benzhidril-3-[(3R)-tetrahidrofuran-3-ilJoxi- N O

azetidind

310

15

20

25

Preparare 6
3-[(3S)-Tetrahidrofuran-3-il]oxiazetidina

O..\O
o T
H

Se sufli N, printr-un amestec de 1-benzhidril-3-[(3S)-tetrahidrofuran-3-il]oxi-azetidind
(0,85 g, 2,7 mmol), MeOH (20 mL), EtOAc (5 mL) si AcOH (1 mL) timp de 10 min. Se¢ adaugi
Pd 10% pe carbon (0,50 g) si se¢ agitd suspensia rezultatd sub H» la 60 psi timp de 18 ore. Se
indepdrteazd catalizatorul prin filtrare si se clateste turta de filtru cu MeOH. Reziduul se
concentreazd si usucd in vid pentru a da compusul din titlu (0,39 g, randament 95%), adecvat
pentru utilizare f3ird purificare suplimentard. 'H RMN (400,1 MHz, CDCL): § 1,85-2,05 (m, 2H),
2,05 (bs, 1H), 3,58-3,72 (m, 5H), 3,74 (d, 1H), 3,80 (m, 1H), 3,89 (m 1H), 4,07 (m, 1H), 4,34 (m,
1H).

Prepararea 7 se prepard in esentd prin metoda de la Prepararea 6 utilizind 1-benzhidril-3-
[(3R)-tetrahidrofuran-3-il]oxi-azetidini.

Nr. Prep. [Denumire chimici Structura '"H RMN (400,1 MHz, CDCl3) &

7

il]oxiazetidind

1H), 4,08 (m, 1H), 4,36 (m, 1H)

. 0 1,85-2,02 (m, 2H), 2,48 (bs, 1H), 3,56-3,78
3-[(3R)-Tetrahidrofuran-3- OO‘ m (bm. SH), 3,74 (d. 1D, 3.80 (m, 11D, 3.89 (m
H

30

35

Preparare 8
1-[1-(Difenilmetil)azetidin-3-il]-3-metil-1H-pirazol si 1-(1-benzhidrilazetidin-3-il)-5-metil-
pirazol (amestec de regioizomeri)

@m H@
(J @
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Intr-un tub ctangat, se adaugi la o solutie de metansulfonat de (1-benzhidril-azetidin-3-il)
(7 g, 22,05 mmol) in DMF (15 mL), 3-metil-1H-pirazol (2,17 g, 26,47 mmol) si Cs,COs (8,6 g,
26,47 mmol) si amestecul se agitd la 120 °C timp de 24 ore. Se riceste la RT, se toarnd amestecul
in gheatd apa, si se extrage cu o solutie de MeOH 5% in DCM. Se separd straturile, se usucd faza
organici pe Na>SOa, se filtreazd, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silicagel, eluand cu un gradient de EtOH 7-30% in hexani, pentru a da compusul
din titlu ca un amestec de regioizomeri, ca ulei galben (3.5 g, randament 49%), dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 304 (M+H).

Urmidtorii compusi se¢ prepard In esentd prin metoda de la Prepararea 8.

Nr. Prep. |Denumire chimici Structurd ES/MS (m/z)
=N
a0
9 1-[1-(Difenilmetil)azetidin-3-il]-4-metil-1H-pirazol 2 304 (M+H)
10 1-[1-(Difenilmetil)azetidin-3-il]-1H-1,2,3-triazol L/N 291 (M+H)
AT
N:N
10

Preparare 11
1-(Azetidin-3-il)-3-metil-1H-pirazol si  1-(Azetidin-3-il)-5-metil-pirazol  (amestec de
regioizomeri)

%N 4
hia T

15
Intr-o autoclavd Parr de 300 mL, se adaugd un amestec de 1-[1-(difenil-metil)azetidin-3-

il]-3-metil-1H-pirazol (3,5 g, 11,5 mmol) si 1-(1-benzhidrilazetidin-3-il)-5-metil-pirazol (amestec

de regioizomeri) cu Pd 10% pe carbon (3,5 g, 1 g/g) la o solutic de MeOH (75 mL) si EtOAc (25

mL). Vasul se purjeazi de trei ori cu Ha, se incarcd H» pana la 50 psi, si se agitd energic la RT timp
20 de 24 ore. Se filtreazd printr-un strat de pamant de diatomee si filtratul se concentreazi in vid

pentru a da compusul din titlu ca un amestec de regioizomeri, ca ulei incolor (1,58 g, randament

93%). ES/MS (m/z): 138 (M+H).

Urmidtorii compusi se prepard in esentd prin metoda de la Prepararea 11 utilizind 1-

(difenilmetil)azetidina corespunzitoare.

Nr. Prep. Denumire chimica Structurd ES/MS (m/z)
=N
NN
12 1-(Azetidin-3-il)-4-metil-1H-pirazol t‘ 138 (M+H)
N
H
N ~
N-N
13 1-(Azetidin-3-il)-1H-1,2,3-triazol N l—| 125 (M+H)
N
H

25

Preparare 14
3-(Ciclopropilmetoxi)azetidin-1-carboxilat de ferg-butil
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Se adaugd NaH (60% in ulei, 900 mg, 22,5 mmol) la o solutic de 3-hidroxiazetidin-1-
carboxilat de ferf-butil (3 g, 17,32 mmol) in DMF (10 mL) la 0 °C. Amestecul s¢ agitd la RT timp
de 1,5 ore, apoi se adaugd incet bromometilciclopropan (2,80 g, 20,7 mmol) si se agitd peste 72
ore. Amestecul se dilueazi cu EtOAc si Et;O, se spald de doud ori cu apa, o data cu solutic apoasa
saturatd de NaCl, straturile se separd, se usucd extractul organic pec MgSQO., se filtreaza, si filtratul
se concentreazd in vid. Reziduul rezultat se supune la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc in hexani 0-20% pentru a da compusul din titlu (1,91 g, randament 48%) ca ulei
incolor, dupd evaporarea solventului. 'H RMN (400,1 MHz, CDCl;) & 0,18-0,22 (m, 2H), 0,54-
0,58 (m, 2H), 1,00-1,04 (m, 1H), 1,43 (s, 9H), 3,23 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 3,85 (dd, J = 4,3, 10,1 Hz,
2H), 4,06 (dd, J = 6,5, 10,1 Hz, 2H), 4,20-4,26 (m, 1H).

Preparare 15
Clorhidrat de 3-(ciclopropilmetoxi)azetidini

Se adauga o solutic de HC1 4N in 1,4-dioxan (15 mL, 60 mmol) la 3-(ciclopropilmetoxi)-
azetidin-1-carboxilat de ferf-butil (1,91 g, 8,40 mmol) intr-un balon cu fund rotund si se agita la
RT peste noapte. Amestecul de reactie se concentreazi in vid si reziduul rezultat se usucd in
vid pentru a da compusul din titlu (1,68 g, randament cantitativ), adecvat pentru utilizare fard
purificare suplimentard. 'H RMN (400,1 MHz, DMSO-de) 6 0,14-0,18 (m, 2H), 0,44-0,48 (m, 2H),
0,91-0,99 (m, 1H), 3,21 (d, /= 7,0 Hz, 2H), 3,72-3,82 (m, 2H), 4,02-4,12 (m, 2H), 4,30-4,37 (m,
1H), 9,17 (bs, 2H).

Preparare 16
2-Metoxi-4,6-dimetil-piridin-3-carbonitril

0

NC ~ Tl\l

Se adaugd in picaturd o solutic de NaOCHs in MeOH (30 % in greutate, 175 mL, 940
mmol) 1a o solutie de 2-cloro-4,6-dimetil-piridin-3-carbonitril (75 g, 441,1 mmol) in MeOH (450
mL) intr-o baic de apd urmati de o altd adiugare in piciturd de NaOCHs in MeOH (25 % in
greutate, 250 mL, 1090 mmol). Amestecul rezultat se agitd timp de 1 ord, se toarnd in apa rece cu
gheatd, se agita timp de 30 min, si solidul rezultat se filtreaza. Turta de filtru se spald cu hexan si
se usucd peste noapte intr-un cuptor cu vid. Extractul apos se filtreazi cu DCM, faza organici se
usucd pe MgSQO., se filtreaza si se concentreazd in vid. Se combind solidul filtrat si reziduul
evaporat pentru a da compusul din titlu ca solid (71,8 g, randament cantitativ). ES/MS (m/z): 163
(M+H).
Preparare 17
2-Metoxi-4,6-dimetil-piridin-3-carbaldehida

s

0 ™0
H = "N
)

Se adaugd o solutic de DIBAL-H IM in toluen (240 mL, 240 mmol) la o solutic de 2-
metoxi-4,6-dimetil-piridin-3-carbonitril (48 g, 295,95 mmol) in DCM (480 mL) 1a 0 °C in 2 ore.
Se indepdrteaza baia cu gheati dupi 1 ora si se agitd 1a RT peste noapte. Se riceste intr-o baie de
apa la RT si se stinge addugand incet un amestec de HC1 apos 1M (192 mL) si AcOH (192 mL).
Se adaugd DCM, se separd straturile, se spald faza organica cu solutic apoasa saturatd de NaCl, se
usucd pe NaSO,, se filtreazd si se concentreazd in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc/hexan 0-20% pentru a da compusul din
titlu ca solid (22,6 g, randament 46%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 166 (M+H). 'H
RMN (400,1 MHz, CDCl3) 6 2,43 (s, 3H), 2,54 (s, 3H), 4,01 (s, 3H), 6,61 (s, 1H), 10,48 (s, 1H).
Preparare 18
(2-Metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metanol
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0

HO Z "N

S |

NaBH; (6,4 g, 170 mmol) se adaugd in portii la o solutic de 2-metoxi-4,6-dimetil-
piridin-3-carbaldehida (22,6 g, 137 mmol) in MeOH (500 mL) la 0 °C. Solutia se incilzeste la RT
si sc agitd peste noapte. Se adauga suplimentar NaBH. (1,0 g) si amestecul se agita timp de 1 ora.
Se raceste flaconul la 0° C, se adaugd apd ricitd cu gheatd (50 mL), si amestecul rezultat se
concentreaza in vid pand la [J ? din volum . Se adaugd NaHCO3 apos saturat la reziduul rezultat,
se extrage cu DCM, se separd straturile, se spald faza organica cu solutie apoasd saturati de NaCl,
si faza organica se usucd pe Na»SOs. Filtratul se filtreaza si se concentreazi in vid pentru a da
compusul din titlu ca ulei (23 g, randament cantitativ). ES/MS (m/z): 168 (M+H).
Preparare 19
3-(Clorometil)-2-metoxi-4,6-dimetil-piridina
~0
Cl "N
o

Se adaugi o solutie de clorurd de metansulfonil (22 mL, 281 mmol) dizolvat in DCM
(100 mL) 1a o solutic de (2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metanol (39 g, 233,25 mmol) in DCM
(500 mL) continAind DIPEA (54 mL) la 0 °C. Se incilzeste incet la RT si se agitd timp de
aproximativ 48 ore. Amestecul de reactie se concentreazd in vid si reziduul rezultat se supune la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc/hexan 2-5%, pentru a da compusul din
titlu ca solid (30,85 g, randament 71%), dupa evaporarea solventului. H' RMN (399,8 MHz,
DMSO-ds): 2,28 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 3,84 (s, 3H), 4,69 (s, 2H), 6,70 (s, 1H).
Preparare 20
2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-carbonitril

S N
\I

Se adaugd in picdturd clorurd de benzil (100 mL, 859,5 mmol) la un amestec de 2-
hidroxi-4,6-dimetil-piridin-3-carbonitril (100 g, 675 mmol) si oxid de argint (174 g, 747 mmol) in
toluen (1 L) intr-un balon cu trei gituri de 2 L echipat cu un agitator mecanic. Se agitd amestecul
la 110 °C timp de 6 ore. Se riceste amestecul la (160 °C, se filtreazd pamantul de diatomee, se
clateste cu DCM si filtratul se concentreaza in vid. Produsul brut se dizolva in DCM si se adauga
in picdturd MeOH pand cand apare un solid. Solidul rezultat se filtreazi si se colecteaza pentru a
da produsul din titlu ca solid maro (144,9 g, randament 90%). ES/MS (m/z): 239 (M+H).
Preparare 21
2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-carbaldehida

H Z "N
~ |

Se adaugd in picaturd o solutic de DIBAL-H 1M in toluen (200 mL, 200 mmol) la o
solutie de 2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-carbonitril (40,3 g, 169 mmol) in DCM (400 mL) la O
°C in timp de 3 ore. Amestecul de reactie se incdlzeste la RT, si se agitd timp de 3 ore. Amestecul
de reactie se stinge foarte Incet cu un amestec 1:1 de HC1 1IN (160 mL) si acid acetic (160 mL) la
RT. Se adaugi solutic apoasa saturatd de NaCl (100 mL) si se extrage cu DCM. Straturile se
separd si se¢ usucd extractele organice peste noapte pe Na,SQ.. Se filtreazd, se concentreazi
filtratul in vid, si se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de
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EtOAc in hexani 0-5%, pentru a obtine compusul din titlu (24,47 g, randament 60%) dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 242 (M+H).

Preparare 22

(2-Benziloxi-4,6-dimetil-3-piridil)metanol

Se dizolvd 2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-carbaldehida (46,5 g, 193 mmol) in MeOH
(1 L) intr-un balon cu trei gaturi de 2 L intr-o baie cu gheatd echipat cu un agitator mecanic si se
adaugi NaBH, (8,7 g, 230 mmol) in portii mici in timp de 1 ord. Amestecul se incilzeste 1a RT si
se agitd timp de 3 ore. Se re-riceste amestecul 1a 0 °C si se stinge cu apd ricitd cu gheatd (50 mL).
Amestecul de reactie se concentreazd In vid si se adaugi solutic apoasa saturatd de NaHCOs. Se
extrage de trei ori cu DCM, extractele combinate se spald cu solutie apoasa saturatid de NaCl, si se
usucd pe Na>SOs. Se filtreazi si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (46,8
g, randament 99,8%) ca ulei incolor. ES/MS (m/z): 244 (M+H).
Preparare 23
2-Benziloxi-3-(clorometil)-4,6-dimetil-piridina

Se adauga incet SOCL (4,0 g, 33 mmol) la o solutic de (2-benziloxi-4,6-dimetil-3-
piridil)metanol (6,0 g, 25 mmol) in DCM (100 mL) 1a -60 °C sub N si apoi se incilzeste la -40 °C
timp de 30 min. Se toarni amestecul de reactie ricit in gheatd/apa (100 mL). Se ajusteaza pH-ul
amestecului cu NaHCO; apos saturat pand la slab bazic, apoi amestecul apos se extrage secvential
de doud ori cu DCM, extractele organice se¢ combind, si se usucd pe MgSQO., se filtreazi si se
concentreaza filtratul in vid. Reziduul rezultat se supune la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc 0-30% in hexani pentru a da compusul din titlu (4,90 g, randament 76%) ca
solid alb. 'H RMN (400,1 MHz, CDCls) & 2,35 (s, 3H), 2,40 (s, 3H), 4,71 (s, 2H), 5,43 (s, 2H),
6,61 (s, 1H), 7,28-7,33 (m, 1H), 7,35-7,40 (m, 2H), 7,47-7,51 (m, 2H).

Preparare 24
2-Amino-6-metil-4-oxo-4H-piran-3-carbonitril

O

| |
0" NH,

Se raceste o suspensie de NaH (85,4 g, 2,10 mol) in THF anhidru (0,70 L) pani 1a 0 °C.
La suspensia sub agitare se adaugd in piciturd malononitril pur (238 g, 3,6 mol). Se agitd la 0 °C
timp de 10 min, apoi se raceste 1a -10 °C si se adauga in piciturd o solutie de acetil cetend (163 g,
1,91 mol) in THF (0,6 L). Se agitd la -10 pani la 0 °C timp de 1 ord, apoi se¢ neutralizeaza utilizand
HCI concentrat si se dilueazi cu apd (1,0 L). Se agiti la RT timp de 16 h. Solidul se colecteaza
prin filtrare si se usuci la aer pentru a da un solid galben. Se recristalizeazi din EtOH pentru a
obtine compusul din titlu ca pulbere galbend (120 g, randament 42%). 'H RMN (400,1 MHz,
DMSO-ds) 8 2,15 (3H, s) 5,87 (1H, s), 8,50 (2H, s).

//N

Preparare 25
4-Hidroxi-6-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-carbonitril
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OH N
o0

N7T0

H

Se incilzeste o suspensie de 2-amino-6-metil-4-oxo-4H-piran-3-carbonitril (120 g, 0,80

mol) in HCI apos 10% (1,0 L) 1a 100 °C timp de 12 ore cu agitare. Se riceste la RT si se
concentreazd sub presiune redusd. La reziduul rezultat se adaugd EtOH (0,40 L) si solidul se
colecteazd prin filtrare pentru a da compusul din titlu ca solid alb (103 g, randament 86%). 'H
RMN (400,1 MHz, DMSO-d¢,) 6 2,15 (3H, s), 5,87 (1H, s), 11,68 (1H, s), 12,49 (bs).
Preparare 26
4-Cloro-6-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-carbonitril

Cl

AN
Z

| X

N7F0

H

Se suspendad 4-hidroxi-6-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-carbonitril (103 g, 0,69 mol)

in CHCl3 (1,0 L) si se adaugd clorurd de fosforil (210 g, 1,37 mol) si pentaclorurd de fosfor (286 g,
1,37 mol). Se incilzeste la 70 °C timp de 8 ore cu agitare. Se riceste la RT, se toarnd incet cu
agitare energicd In gheati-apd, amestecul se neutralizeazd utilizind NHz apos concentrat, si
precipitatul rezultat se colecteaza prin filtrare pentru a da compusul din titlu ca solid maro (77 g,
randament 65%) dupd uscare intr-un cuptor la vid. "H RMN (DMSO-ds, 400,1 MHz, ppm) & 2,27
(3H, s), 6,50 (1H, s).
Preparare 27
4-Cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-carbonitril

L

Z N
\I

N

N

Cl
Se adaugd iodoetan (3,3 mL, 41 mmol) la un amestec de 4-cloro-6-metil-2-oxo-1H-

piridin-3-carbonitril (4,6 g, 27 mmol) si AgO (13 g, 55,8 mmol) in toluen (250 mL) si se agitd
amestecul rezultat 1a reflux timp de 4 ore. Se riceste amestecul pand la 60 °C, se filtreazd prin
pamint de diatomee, si filtratul se concentreazd in vid. Reziduul rezultat se supune la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient EtOAc de 0-100% in hexani, pentru a da compusul
din titlu (2,5 g, randament 47%) ca solid alb, dupd evaporarca solventului. ES/MS (m/z):
3C£7C 197/199 (M+H).
Preparare 28
4-Cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-carbaldehida

0 0
H /lel
X

Se adaugi in picdturd DIBAL-H 1M in toluen (18 mL, 18 mmol) la o solutie de 4-cloro-
2-etoxi-6-metilpiridin-3-carbonitril (2,2 g, 11 mmol) in DCM (100 mL) la 0 °C. Amestecul se
incdlzeste treptat la RT, se agitd peste noapte, se plaseazi balonul intr-o baie de apd la RT, si
reactia se stinge prin addugarea in picaturd a unui amestec de HC1 apos 1M (9 mL) si AcOH (9
mL). Se dilucazd amestecul rezultat cu DCM, se separd straturile rezultate, se spald extractul
organic cu solutic apoasd saturatid de NaCl, si se usucd extractul organic pe Na>SQs anhidru. Se
filtreaz3 si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (1,7 g, randament 76%) ca
un solid oranj. ES/MS (m/z): (**CI~A7Cl) 200/202 (M+H).

Preparare 29
(4-Cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-il)metanol
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Se adaugd NaBH, (0,230 g, 6,08 mmol) la o solutie de 4-cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-
carbaldehida (1 g, 5 mmol) in MeOH (50 mL) la 0 °C. Amestecul se incilzeste treptat la RT, se
agitd timp de aproximativ 2 ore, amestecul se stinge cu solutic apoasi saturati de NaHCOs, se
concentreazd in vid, reziduul rezultat se dilucazd cu solutic apoasd saturati de NaHCOs, si se
extrage cu DCM. Se separd straturile, stratul organic se usucd pe Na>SO4 anhidru, se filtreaza, si se
concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (1,03 g, randament 82%) ca ulei galben.
ES/MS (m/z): ¢°C1A7Cl) 202/204 (M+H).

Preparare 30
4-Cloro-3-(clorometil)-2-etoxi-6-metilpiridina

Se adaugd DIPEA (0,762 mL, 4,33 mmol) la RT la o solutic de (4-cloro-2-etoxi-6-
metilpiridin-3-il)metanol (1,03 g, 4,09 mmol, puritate 80%) in DCM (40 mL). Solutia se riceste la
0 °C, apoi s¢ adaugd In picdturd clorurd de metansulfonil (0,335 mL, 4,28 mmol). Solutia se
incdlzeste la RT, amestecul rezultat se agitd la RT timp de aproximativ 3 ore, si se concentreazi in
vid. Se adaugi solutic apoasi saturati de NaHCO:s si se extrage cu EtOAc. Se separd straturile, se
usucd extractul organic pe NaSOs anhidru, se filtreazad, si se concentreaza filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient EtOAc in hexani de 5-
30%, pentru a da compusul din titlu (0,788 g, randament 88%) ca ulei galben, dupd evaporarca
solventului. 'H RMN § (400,1 MHz, DMSO): 1,31 (t, J= 7,0 Hz, 3H), 2,37 (s, 3H), 4,37 (¢, J= 7.0
Hz, 2H), 4,71 (s, 2H), 7,05 (s, 1H).

Preparare 31
Acid 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxilic

O

on
o)
Co
Se adaugi triortoformiat de etil (2,35 kg, 2,65 L, 15,9 mol), PTSA (2,8 g, 16 mmol) si
etilen glicol (1,64 kg, 26,4 mol) la o solutie de 4-oxociclohexancarboxilat de etil (900 g, 5,29 mol)
in EtOH (4 L) si se agitd amestecul la 50 °C timp de 1 ord. Se rdceste la RT si se adaugi incet o
solutie apoasd 5M de NaOH (4,24 L, 21,18 mol) in timp de 20 min; se¢ agitd amestecul rezultat
timp de 2 ore. Se evapord majoritatea din EtOH sub presiune redusd, se adauga apa (5 L) si MTBE
(4 L), se agita, se separa fazele, si se inlaturd faza organica. Se riceste faza apoasi pani la 15 °C si
se aciduleaza prin addugare lentd de HCI apos 5M pani la pHO3,3 (03,7 L). Se adaugd DCM (8
L), se separd straturile, se usucd faza organicd pe Na>SOy, se filtreazd, si se concentreaza filtratul
in vid pentru a da compusul din titlu ca ulei vascos care se solidifica incet 1a sedere ca alb solid cu
punct de topire scizut (887 g, randament 90%), adecvat pentru utilizare in etapa urmitoare fara
purificare suplimentard. (GC-MS) MS (m/z): 99 (M-87).
Preparare 32
N-Metoxi-N-metil-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxamida

Se adaugd incet CDI (915 g, 5,64 mol) in portii mici in timp de 20 min la o solutie de
acid 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxilic (988,6 g, 5,31 mol) in DCM (10 L) si se agita timp de 1
ord. Se adauga in portii mici clorhidrat de N-metoximetanamind (577 g, 5,92 mol) in timp de 15
min si se agiti timp de 12 ore. Se mai adaugd clorhidrat de N-metoximetanamina (53 g, 0,55 mol)
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si se agitd timp de incd 12 ore. Se adaugd apd (10 L), se separd fazele, se spald faza organicd
secvential cu apd (5 L) si solutie apoasa saturatd de NaCl (5 L), se usuca pe Na2SOy, se filtreaza, si
se concentreazd filtratul in vid pentru a obtine compusul din titlu ca ulei incolor (1,24 kg,
randament cantitativ) adecvat pentru utilizare in etapa urmatoare fird purificare suplimentara.
ES/MS (m/z): 230 (M+H).

Preparare 33

1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etanoni

0

Jon
o
Se riceste o solutie de N-metoxi-N-metil-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxamida (400
g. 1,74 mol) in THF (3,5 L) pani la 0 °C sub N, si se adauga solutic de MeMgBr 3M in Et,O
(697,87 mL, 2,1 mol) in 30 min. Se agita timp de 30 min in timp ce se incdlzeste pana la RT. Se
stinge reactia prin addugare lentd de NH4Cl apoasa saturata (1 L) si se extrage cu MTBE (500 mL
x 3). Se separa straturile si se spald stratul organic cu solutic apoasa saturatd de NaCl. Se usuci pe
Na,SQO., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a obtine compusul brut din titlu ca
ulei galben deschis (275 g, randament 86%), adecvat pentru utilizare fird purificare suplimentara.
(GC-MS) MS (m/z): 184 (M™).
Preparare 34
Fosfat de 1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etenildifenil

Se riceste o solutie de 1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etanond (150 g, 0,81 mol) in THF
(1 L) pana la -70 °C si se adauga in picdtura o solutie de LiHMDS 1M in THF (896 mL, 0,89 mol)
in 30 min. Se agitd amestecul timp de 15 min la -60 °C si apoi se adaugi in piciturd clorurd de
difenil fosforil (240,6 g, 896 mmol) in THF (450 mL) la -70 °C. Se agitd amestecul de reactie timp
de 14 ore in timp ce se incilzeste pana la RT. Se stinge reactia cu solutie apoasi saturatd de
NaHCO:; (1 L) si se agitd timp de 1 ord. Se extrage cu MTBE (8 L x 3), s¢ separd straturile, se
usucd extractele organice combinate pe Na:SQs, se filtreazi, si se concentreaza filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 2-33% in
hexani, pentru a da compusul din titlu ca ulei galben (190 g, randament 56%), dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 417 (M+H).
Preparare 35
4-Metiltiofen-3-carboxilat de metil

0
I\

S

Se amestecd 3-bromo-4-metiltiofen (200 g, 1,13 mol), MeOH (800 mL), DMA (1200
mL), TEA (390 mL, 2,8 mol) si se purjazi cu azot timp de 10 min. Se adaugad 1,1'-
bis(difenilfosfino)ferocen (50 g, 0,09 mol) si acetat de paladiu (II) (20 g, 0,09 mol) si sc agitd sub
atmosferd de CO la 60 psi timp de 30 ore 1a 80 °C. Se riceste amestecul pani la RT, se dilueazi cu
EtOAC, se spala secvential cu apd si solutie apoasa saturatd de NaCl, si se usuca faza organica pe
Na,SO.. Se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (360 g) ca
ulei galben, suficient pentru utilizare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 157 (M+H).
Preparare alternativa a 4-metiltiofen-3-carboxilatului de metil

Se dizolva 3-bromo-4-metiltiofen (1,00 kg, 5,65 mol) si TEA (1,43 kg, 14,12 mol) in
DMA (2,5 L) si MeOH (1,32 L) si se adaugd 1,1-bis-difenilfosfinoferocen (187,9 g, 0,34 mol)
urmat de Pd(OAc), (63,4 g, 0,28 mol). Se agitd amestecul rezultat sub o atmosferd de CO la 50 psi
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la 80 °C timp de 16 ore. Dupi ricire 1la RT, se adaugd EtOAc (5 L), se spald secvential cu solutie
apoasa 10% de acid citric (1,6 L x 2), solutic apoasa saturati de NaHCOs; (1,6 Lx2), apa (1,2 L x
2) si solutic apoasd saturatd de NaCl (1 L x 2). Se separd straturile, se usuca faza organica pe
MgSOq, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie
pe silice, eluand cu EtOAc 5% in hexani, pentru a da compusul din titlu ca ulei galben (653 g,
randament 74%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 157 (M+H).

Preparare 36

4-Metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)tiofen-3-carboxilat de metil

A5
S/ O
/

Se amestecd 4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (250 g, 1,60 mol), 4-ter-butil-2-(4-tert-
butil-2-piridil)piridina (8,59 g, 32,01 mmol) si [ItMeO(COD)]. (5,37 g, 8,00 mmol) in ciclohexan
(2,5 L). Se degazeazid amestecul sub vid, se purjeazd bine cu N», si apoi se adaugi 4.4.5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan (409,67 g, 3,20 mol) in portii mici, In timp de 1 ord. Se agitd
amestecul rezultat la 70 °C timp de 3 ore. Se riceste amestecul la RT, se concentreaza in vid, si se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 0-1% in
hexani, pentru a obtine compusul din titlu ca solid (300 g, randament 66%), dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 283 (M+H).

Preparare 37
5-[1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etenil ]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

O
=

0 W/ O—
o

Se agitd un amestec de fosfat de 1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etenil difenil (240 g,
576,37 mmol), 4-metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)tiofen-3-carboxilat de metil
(211,4 g, 749,28 mmol) si o solutic apoasi de Kz:POs2M (367 g, 1,73 mol) in dioxan (2,4 L) la
RT. Se adaugd cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-triizopropil-1,1'-bifenil)[2-(2"-amino-1,1'-
bifenil)[paladiu(Il) (9,07 g, 11,53 mmol) si se agitd la 80 °C timp de 3 ore. Se evapora solventul
sub presiune redusd, se extrage cu EtOAc (750 mL x 2), se separd straturile, se spald secvential
fazele organice combinate cu apd (150 mL) si solutic apoasd saturatd de NaCl, se usucd pe
Na>SO, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie
pe silice, eluand cu EtOAc 5% in hexani, pentru a da compusul din titlu ca solid (375 g, randament
67%), dupi indepartarea solventului. ES/MS (m/z): 323 (M+H).
Preparare 38
5-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

O(o

Se adaugi [(4R,5R)-(+)-O-[1-benzil-1-(5-metil-2-fenil-4,5-dihidrooxazol-4-il)-2-
feniletil](diciclohexilfosfinit) (1,5-COD) tetrakis (3,5-bis(trifluorometil)fenilborat de iridiu(I)
(1,61 g, 0,93 mmol) la o solutic de 5-[1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etenil]-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil (60 g, 186 mmol) in DCM (1,9 L) si se elucazi solutia printr-un reactor de otel
inoxidabil de 48 mL la o atmosferd de hidrogen de 80 parr la 12 mL/min timp de 2 ore la RT. Se
filtreazad solutia i se concentreaza filtratul in vid pentru a obtine compusul din titlu brut ca ulei
maro (60 g, randament cantitativ), adecvat pentru utilizare in ctapa urmitoare fard purificare
suplimentard. ES/MS (m/z): 325 (M+H).

Preparare 39
4-Metil-5-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]tiofen-3-carboxilat de metil
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Se adaugd la o solutic de 5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil (64,7 g, 178 mmol) in THF (450 mL) o solutic de HC1 1N (450 mL, 5,53 mol)
si sc agitd timp de 16 ore 1la RT urmata de 2 ore la 45 °C. Se concentreazd amestecul de reactie in
vid, se adaugd MTBE (500 mL) si se separa fazele. Se spald faza organici secvential cu apd (200
mL), solutic apoasi saturatd de NaHCO: (100 mL) si solutic apoasa saturati de NaCl (100 mL). Se
usucd faza organici pe MgSQ., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul
din titlu brut ca ulei maro (53,3 g, randament 96%) care poate fi utilizat fard purificare
suplimentard. ES/MS (m/z): 281 (M+H).

Preparare 40a
5-[(1R)-1-[trans-4-(3-Metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

O

g

Se agitd o solutic de clorhidrat de 3-metoxiazetidind (43,4 g, 351 mmol) si DIPEA (65
mL, 373 mmol) in MeOH (500 mL) timp de 45 min la RT. Acest amestec se adauga la o solutic de
4-metil-5-[(1R)-1-(4-oxociclohexil )etilJtiofen-3-carboxilat de metil (50,0 g, 160 mmol) in THF
(250 mL) si se agitd 40 min la RT. Amestecul se riceste la -70 °C si se adaugd LiBH. (4,9 g, 220
mmol) in cinci portii in timp de 25 min. Se lasa s se agite timp de 4 ore in timp ce se incilzeste la
-20 °C. Amestecul se toarnd incet intr-o solutie apoasd de HC1 1M (500 mL) si se agita timp de 10
min. Se evapord in vid cea mai mare parte din solventul organic, se adaugd DCM (500 mL) si o
solutie apoasd de K>COsz 5M (O pH 9), se separd straturile, si se spald faza apoasd din nou cu
DCM (250 mL). Se combini extractele organice, se spali cu solutic apoasd saturatd de NaCl, se
usucd faza organici pe MgSQ,, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se adaugd FtOAc
(50 mL) si se concentreazd din nou in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice,
eluand cu EtOAc 20% in trictilamind/hexani 2% pentru a da un ulei, dupa evaporarea solventului.
Se dizolva uleiul rezultat in MTBE (200 mL), se spald cu HCI apos 1M (200 mL) si la faza apoasa
se adauga K3PO, apos 2M ([OpH 7,5). Solutia apoasa se extrage cu EtOAc (2 x 300 mL), se usucd
pe MgSQ., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a obtine compusul din titlu ca ulei
galben pal (15,5 g, randament 57%). ES/MS (m/z): 352 (M+H).

Preparare 40b
Clorhidrat de 5-[(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil]-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil

,O\C\ ClH
N 0
A
Hy S

Clorhidratul de 5-[(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil]-4-metiltiofen-
3-carboxilat de metil poate fi preparat in esentd asa cum s-a descris in Prepararea 40a, cu
evaporarea solventului din amestecul de reactie brut dupd stingere cu HCL, si cromatografic pe
silice, eluand cu un gradient de NH; 2M/MeOH 0-100% in DCM, pentru a da un ulei, dupd
evaporarea solventului, care a cristalizat partial dupd uscare in vid. Recristalizarea ulterioard din
EtOAc si urme de MeOH da material suficient de cristalin pentru cristalografie cu raze X. ES/MS
(m/z): 352 (M+H).

Se prepard un cristal unic de clorhidrat de 5-[(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil prin recristalizare din EtOAc si MeOH. Se
monteaza pe o fibrd subtire la -173 °C. Se colecteaza datele utilizind o sursa de radiatie CuK, Iu
(. = 1,54178 A) si un difractometru cu goniometru cu 3 cercuri pe bazi de Bruker D8 echipat cu
un detector de arie SMART® 6000CCD (dimensiuni cristal = 0,150 x 0,080 x 0,020 mm). Se
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efectueazd rafinarea celulelor si reducerea datelor utilizind programul SAINT V8.32b. Se
indexeaza celula unitard, avand parametri monoclinici de 12,2214(3) A, b = 7,0314(2) A, ¢ =
12,8284(3) A, si f= 108,8099(15)° (volumul celulei din structura cristalului = 1043,52(5) A?, se
calculeazii densitatea structurii = 1,235 g/cm?1a -173 °C). Se determini structura prin metode
directe utilizand programul SHELXS. In mod independent se definesc tofi parametrii atomici
anizotropici cu exceptia atomilor de hidrogen. Se localizeaz la pozitiile calculate idealizate. Se
confirma alegerea grupului spatial, si anume P21, prin convergenta reusitd a rafindrii prin metoda
celor mai mici pétrate full-matrice pe F2 folosind programul SHELXL, avand o potrivire de 1,110.
Indicii R Final (I>2sigma(I)) sunt R1 = 0,0603, R2 = 0,1242. Se rafineazi parametrul structurii
absolute 1a 0,081(12). Se determind structura. Structura este determinati ca fiind sarea clorhidrat si
structura absolutd este determinati ca avand configuratic R la stereocentru si configuratie trans in
jurul inelului de ciclohexan.

Preparare 41
2-Bromo-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil

Br

Se adauga N-bromosuccinimidi (6,18 g, 34,7 mmol) la o solutic de 5-[(1R)-1-(1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (15,56 g, 47,97 mmol) in EtOAc
(60 mL) si se agitd amestecul la 55 °C timp de 30 min, apoi la 40 °C, peste noapte. Se spald
amestecul de reactic de doud ori cu solutic apoasa saturatd de NaHSOs, se separd straturile, si se
usucd straturile organice combinate pe MgSQOs. Se filtreaza si se concentreaza filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 0-20% in
hexani, pentru a da compusul din titlu (15,67 g, randament 81%) dupd evaporarea solventului.
ES/MS (m/z) (“Br/2'Br): 403/405 (M+H).
Preparare 42
2-(2-{[(Benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil

o
o)

Se adaugd  2-bromo-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil (15,44 g, 38,28 mmol), toluen (350 mL) si apa (40 mL) intr-un balon cu trei
gaturi de 1 L, echipat cu un agitator mecanic. Se degazeazi amestecul sub vid timp de 15 min. Se
adaugd benzil N-[2-(trifluoroboranuidil)etilJcarbamat de potasiu (17,3 g, 57,6 mmol),
Cs:CO3 (37,4 g, 115 mmol), si RuPhos-G3-Palladacycle (2,30 g, 2,69 mmol). Se degazeazi
amestecul timp de inci 15 min si apoi se agitd sub N la 80-85 °C peste noapte. Se adauga solutie
apoasa saturati de NaHCOs si se extrage de trei ori cu EtOAc; se spald extractele combinate
secvential cu apd si solutic apoasd saturatd de NaCl, se usucd pe MgSOQ., se filtreazd, si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc 0-50% in hexani pentru a da compusul din titlu (14,72 g, randament 76%) ca
ulei. ES/MS (m/z): 502 (M+H).

Preparare 43
2-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni
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Se agitd peste noapte un amestec de 2-(2-{[(benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[(1R)-1-
(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-iljetil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (14,72 g, 29,35 mmol) si Pd
10% pe carbon uscat (3,0 g) in MeOH (80 mL) sub H, la 60 psi. Se filtreazi amestecul de reactie
pe pdmant de diatomee, se agitd filtratul 1a RT timp de 24 ore si se concentreaza in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc la hexani 20-100% si
apoi cu un gradient de MeOH in EtOAc 10%, pentru a da compusul din titlu (8,20 g, randament
83%) dupa evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 336 (M+H).

Preparare 44
3-Metil-2-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-oni

Se agiti o solutic de 2-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-oni (6,18 g, 18,4 mmol) intr-un amestec de THF (30 mL) si HC1
IN (30 mL) la RT peste noapte, apoi la 55 °C timp de 2 ore. Se stinge reactia cu Na,COs solid si
se extrage cu EtOAc. Se spald extractele combinate cu solutie apoasa saturatd de NaCl si se usuca
pe MgS0O,. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc
in hexani 0-100 %, pentru a da compusul din titlu (4,69 g, randament 87%) ca spumd, dupa
indepartarea solventului. ES/MS (m/z): 292 (M+H).

Preparare 45
4-Metil-5-nitrotiofen-3-carboxilat de metil

/
(0]

Ho
O, / \

S

Se adaugd anhidrida aceticd (2,5 L) la o solutic de 4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
(150 g, 0,96 mol) in AcOH (4,5 L) mai jos 25 °C. Se riceste amestecul pana la 10 °C, se adaugi
incet HNO;z fumans (220 mL), mentinind temperatura mai jos de 15 °C, se incélzeste 1a RT, si se
agitd timp de 1 ord. Masa de reactie se toarnd incet in gheatd apa si se extrage cu EtOAc (2 x 3 L).
Straturile rezultate se separd, faza organicd se spald secvential cu apd (4 x 3 L) si solutic apoasa
saturatd de NaHCOs, se usucd pe Na.SQ., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu EtOAc/hexan 5%, pentru a da compusul din
titlu (91 g, randament 47%) ca un solid oranj, dupa evaporarea solventului. 'H RMN (400,1 MHz,
DMSO-de) 62,77 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 8,61 (s, 1H).
Preparare 46
5-Amino-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

/
O

ball
H2N/\

S
Se adauga incet fier (166 g, 2,98 mol) la o solutic de 4-metil-5-nitrotiofen-3-carboxilat

de metil (120 g, 0,55 mol) in AcOH (1200 mL) si EtOH (1200 mL). Se agitd amestecul la 80 °C
timp de 15 min. Se riceste masa de reactie, se toarnd incet in gheati-apa, si se adaugi o solutie
apoasa saturatd de NaHCO; pand la pH 7-7.5. Se extrage cu EtOAc (2 x 3 L), se separd straturile,
se spald straturile organice combinate cu solutie apoasd saturatd de NaCl, se usuci pe Na>SOs, se
filtreaza, si se evapord filtratul in vid pentru a obtine compusul din titlu (98 g, randament 98%) ca
ulei galben, suficient pentru utilizare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 172 (M+H).
Preparare 47

5-[(tert-Butoxicarbonil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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La o solutic de 5-amino-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (7,79 g, 37,3 mmol) in 1,4-
dioxan (40 mL), se adaugd ferf-butoxicarbonil tert-butil carbonat (16,3 g, 74,6 mmol), se
incdlzeste la reflux timp de 2 ore, apoi se riceste la RT si se concentreazd amestecul de reactie in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc in
hexani 0-10%, pentru a da compusul din titlu (8,88 g, randament 88%) ca ulei galben gros, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 272 (M+H).

Preparare 48
5-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)Jamino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

(0 o
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|\
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La o solutie de 5-[(terf-butoxicarbonil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (2,01
g, 7,41 mmol) in DMF (20 mL) se adaugd Cs,CO; (6,03 g, 18,5 mmol) si CHsl (1,05 g, 7,41
mmol). Se incilzeste amestecul 1la 80 °C timp de 10 min si se raceste amestecul de reactie 1a RT.
Se dilueazd cu DCM (50 mL) si apd (10 mL), se separd stratul organic, se usucd pe Na:SOa, se
filtreaza, si se concentreazi filtratul in vid. Se adaugd MeOH (40 mL) si HCI apos 5M (20 mL) la
reziduu rezultat, si se incdlzeste la 50 °C timp de aproximativ 1 ord. Se concentreazd amestecul in
vid, se dilucazd cu DCM si se adaugd NaHCO: solid pand cand amestecul este neutralizat pana la
pH aproximativ 7. Se separd stratul organic, se usucd pe Na>SOs, se filtreazd, si se concentreaza
filtratul in vid pentru a da 4-metil-5-(metilamino)-tiofen-3-carboxilat de metil brut. ES/MS (m/z):
186 (M+H).

Se dizolvd 4-metil-5-(metilamino)-tiofen-3-carboxilatul de metil brut in DCM (20 mL),
se adaugd 1.4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ond (1,16 g, 7,40 mmol) in timp ce agitare timp de 30 min,
apoi se adauga triacetoxiborohidrurd de sodiu (3,13 g, 14,8 mmol) si se agitd la RT timp de inca 30
min. Se adauga suplimentar 1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ona (0,289 g, 1,85 mmol), se agita timp de
15 min, se mai adaugi triacetoxiborohidrurd de sodiu (0,784 g, 3,70 mmol), si se agitd amestecul
rezultat peste noapte la RT. Se dilueaza masa de reactie cu solutic apoasa saturatd de NaHCOz (10
mL) si DCM (40 mL), se agitd timp de 1 ord, se separd stratul organic, se¢ usucd pe Na,SQs, se
filtreaz3, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice,
eluand cu un gradient de EtOAc 0-10% in hexani, pentru a da compusul din titla (1,21 g,
randament 50%) ca ulei incolor dupi evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 326 (M+H).
Preparare 49
2-Bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

0 o
LORTH

S (3,

La 5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (1,13
g, 3,47 mmol) in DCM (11 mL) se adaugd N-bromosuccinimidd (0,701 g, 3,82 mmol) la RT. Dupa
5 min, se dilueazi masa de reactic cu DCM (40 mL) si se spald cu NaOH 0,1IM (2 x 10 mL). Se
separa stratul organic, se usucd pe Na.SQs, se filtreaza, si se concentreazi filtratul in vid pentru a
da compusul din titlu brut (1,47 g, randament cantitativ) ca ulei maro. ES/MS (m/z): ("Br/*'Br)
404/406 (M+H).
Preparare 50
2-(2-{[(Benziloxi)carbonillamino}etil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Se adauga toluen (15 mL) si apd (2,5 mL) la 2-bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-
il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil brut (1,36 g, 3,20 mmol), benzil N-[2-
(trifluoroboranuidil)etil]carbamat de potasiu (1,25 g, 4,15 mmol) si Cs.COsz (3,64 g, 11,2 mmol)
intr-un balon. Amestecul se purjeazd cu N, apoi se adaugd RuPhos (0,0761 g, 0,160 mmol) si
precatalizator Ruphos din generatia a 2-a (0,124 g, 0,160 mmol). Se agitd amestecul energic si se
incilzeste 1a 100 °C timp de 18 ore. Se riceste la RT si se dilueazi masa de reactie cu EtOAc (40
mL) si apa (10 mL). Se separd stratul organic, se usucd pe Na.SOs, se filtreaza, si se concentreazi
filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de
EtOAc 0-30% in hexani, pentru a da compusul din titlu (0,93 g, randament 58%) ca ulei
portocaliu, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 503 (M+H).
Preparare 51
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-oni
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La 2-(2-{[(benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)-amino]-
4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (0,93 g, 1,86 mmol) in MeOH (10 mL), se adaugi
Pd(OH)» 20% pe carbon (0,500 g, 3,56 mmol) si TEA (0,78 mL, 5,57 mmol). S¢ incarca vasul de
reactic cu H» (345 kPa) si se agitd la RT. Dupd aproximativ 1,5 ore se indepirteazi catalizatorul
prin filtrare, apoi se incilzeste amestecul la 70 °C timp de 5 ore. Se rdceste amestecul la RT si se
concentreazd 1n vid pentru a da compusul din titlu (0,513 g, randament 82%) ca spumi galbend,
suficient pentru utilizare fira purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 337 (M+H).

Preparare 52
5-[{trans-4-[(terg-Butoxicarbonil)amino]ciclohexil }(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat  de
metil
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Se adaugi triacetoxiborohidrurd de sodiu (441 g, 2,05 mol) la o solutic de 5-amino-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil (98 g, 0,57 mol) in DCE (1000 mL) continind (4-
oxociclohexil)carbamat de ferf-butil (156,7 g, 0,75 mol) si AcOH (118 mL) la RT. Se agitd
amestecul rezultat timp de 30 min la RT, se adaugi acetaldehida (63,7 mL, 1,15 mol), se agitd
timp de inca 45 min, si se¢ adauga apd urmata de solutic apoasd saturati de NaHCO; (pH 0J9-10).
Amestecul apos se extrage cu EtOAc (2 x 3 L), extractele organice combinate se spald cu solutie
apoasa saturatd de NaCl, se usuci pe Na>SO., se filtreaza, si se¢ concentreazd filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu EtOAc 5% in hexani, pentru a da 337
g de amestec cis/trans dupd indepdrtarea solventului. Izomerii cis si trans se separd prin SFC
chirala secventiald multipld (CHIRALPAK® AD, 5 um, 5 x 25 cm; e¢luent: amestec izocratic de 5
MeOH % in CO,; Temp. coloand: 50 °C; Debit: 400 g/min) pentru a da trans compusul din titlu
pur (183 g, randament 76%) ca solid maro dupd indepirtarea solventului. R, = 3,54 min. ES/MS
(m/z): 397 (M+H).

Preparare 53
5-[(trans-4-Aminociclohexil)(etilamino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Se raceste o solutie de 5-[[4-(tert-butoxicarbonilamino)ciclohexil]-etil-amino]-4-metil-
tiofen-3-carboxilat de metil (40 g, 100,9 mmol) in THF (200 mL) pani la 0 °C. Se adaugi in
picaturd o solutiec de HCI 4M in dioxan (250 mL, 1000 mmol), si se agitd amestecul rezultat la RT
timp de 16 ore. Se concentreazd in vid la ¥ din volum, se adaugd EtOAc (400 mL) si solutie
apoasa saturatd de K>COs (200 mL), si amestecul rezultat se agitd la RT timp de 1 ord. Fazele
rezultate se separd, fazd apoasa se spald cu EtOAc (2 x 100 mL), straturile organice se combind, si
se spald secvential cu apa (100 mL) si solutic apoasd saturatd de NaCl (100 mL). Stratul organic se
usucd pe NaxSOs, se filtreazd, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titla
(31,7 g, randament cantitativ) ca ulei maro inchis, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 297
(M+H).

Preparare 54
2-Metoxipropan-1,3-diol

HO/Y\O H
O\

La o solutie rece de 2-metoxipropandioat de dimetil (25 g, 154,19 mmol) in THF (300
mL) la -15 °C, se adaugd in piciturd o solutic de LAH 2,3M 1in 2-metil-tetrahidrofuran (170 mL,
150 g, 385,47 mmol) la -15 °C si se agitd timp de 2 ore la 0 °C, apoi timp de 1 ord la RT. Se re-
raceste la -15 °C si se stinge incet cu apd (15 mL), KOH 2N (15 mL) si apa (30 mL), si se agitd
amestecul rezultat timp de 30 min la RT. Se filtreaza solidul rezultat alb, se spald solidele cu
EtOAc (250 mL) urmat de MeOH/EtOAc 40% (v/v) (500 mL), si se concentreaza filtratul in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silicagel, eluand cu un gradient de MeOH 0-
20% 1in EtOAc, pentru a da compusul din titlu ca ulei incolor (6,66 g, randament 40%), dupd
evaporarea solventului. 'H RMN (400,1 MHz, CDCL) & 2,50 (bs, 2H), 3,47 (s, 3H), 3,36 (cvintet,
J=4,5 Hz, 1H), 3,69 (dd, J= 4,6, 11,7 Hz, 2H), 3,79 (dd, J= 4,2, 11,7 Hz, 2H).
Preparare 55
S-{Etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexilJamino}-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Se adaugd in picdturd anhidridd trifluorometansulfonicd (36,47 mL, 61,16 g, 214,6
mmol) la o solutie de 2-metoxipropan-1,3-diol (14,81 g, 139,6 mmol) in ACN (500 mL) la -20 °C
in timp de 45 min. Apoi se adaugd in piciturd DIPEA (44,4 mL, 32,9 g, 255 mmol) in timp de 35
min si se agitd amestecul rezultat timp de 45 min la -15 °C. Se raceste amestecul la -25 °C si se
adaugi DIPEA (44,4 mL, 32,9 g, 255 mmol) in picaturd in timp de 20 min. Se adaugd in piciturd o
solutie de 5-[(trans-4-aminociclohexil)(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil 31,72 g,
107,0 mmol) in ACN (300 mL) in 30 min. Masa de reactie se incdlzeste la RT si apoi se agita la 70
°C timp de inci 1 ord. Se riceste amestecul la RT, se dilueazd cu EtOAc (500 mL) si apa (500
mL), se separd fazele, si se extrage faza apoasd cu EtOAc (2 x 250 mL). O solutic apoasd 4M de
K>COs (250 mL) se adaugi la extractele organice combinate si se agitd timp de 2 ore la RT. Fazele
se separd, stratul organic se spald cu solutic apoasa saturatd de NaCl (250 mL), stratul organic se
usucd pe Na>SOs, se filtreazi, si se concentreazd filtratul in vid. Reziduul rezultat se supune la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-10% in EtOAc, pentru a da compusul
din titlu (29,2 g, randament 74%) ca solid maro, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 367
(M+H).

Preparare 56
2-Bromo-5-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]amino}-4-metiltiofen-3-carboxilat
de metil
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Se amestecd 5-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]amino }-4-metil-tiofen-3-
carboxilat de metil (29,17 g, 79,59 mmol) si NBS (17,00 g, 95,51 mmol) in DMF (400 mL) si se
agitd amestecul rezultat timp de 2 ore la RT. Se diluecazi cu EtOAc (400 mL) si apd (250 mL), se
separd fazele, si se spali stratul organic secvential cu solutic apoasi de K-COsz 4M (2 x 200 mL),
apa (200 mL), si solutie apoasa saturatd de NaCl (200 mL). Stratul organic se usucad pe Na:SQs, se
filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (32,4 g, randament 89%)
ca ulei maro, adecvat pentru utilizare in etapa urméitoare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z)
(Br/* Br): 445, 447 (M+H).
Preparare 57
2-(2-{[(Benziloxi)carbonil]Jamino}etil)-3-{etil[frans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil Jamino}-
4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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La o solutie de K»CO; (657.8 g, 414,3 mmol) in apa (123 mL, 6828 mmol) se¢ adauga in
picaturd benzil N-[2-(trifluoroboranuidil)etil]carbamat de potasiu (23,62 g, 82,85 mmol) urmati de
o solutie de 2-bromo-5-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]amino }-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil (32,37 g, 69,04 mmol) in toluen (450 mL). Se purjeazd incet amestecul cu N»
sub incalzire pand la 90 °C in 30 min, apoi se adaugi 2-diciclohexilfosfino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-
bifenil (2,46 g, 5,18 mmol) si cloro(2-diciclohexilfosfino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-bifenil )[2-(2'-
amino-1,1"-bifenil)]-paladiu (IT) (4,02 g, 5,18 mmol). Se agitd amestecul rezultat la 105 °C timp de
4 ore, se riceste la RT, se dilueazd cu EtOAc (300 mL) si apd (100 mL), se separd fazele, se
extrage faza apoasi cu EtOAc (3 x 100 mL), si se spali straturile organice combinate secvential cu
K>COs apos 4M (2 x 100 mL), apa (150 mL), si solutic apoasa saturatd de NaCl (150 mL). Stratul
organic se¢ usucd pe Na,SOs, se concentreaza filtratul in vid, si se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-5% in EtOAc, pentru a da compusul din
tithu (23,1 g, 51% randament) ca ulei maro dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 544
(M+H).

Preparare 58
5-{Etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexilJamino}-2-(2-{[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-
il)metil]amino}etil)-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

~
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Se adaugi PA(OH), pe carbon, bazi uscatd 20%, umectatd cu apa (5,75 g) la un amestec
de 2-(2-{[(benziloxi)carbonil]amino }etil)-5-{ etil[ trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]amino}-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (23,00 g, 35,11 mmol) si 2-metoxi-4,6-
dimetil-piridin-3-carbaldehida (7,03 g, 42,13 mmol) in EtOH (280 mL) si s¢ agitd la 50 °C sub
Ha (70 psi) timp de 24 ore. Se filtreazad amestecul prin pAmant de diatomee, se cliteste cu EtOH, si
se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de MeOH 0-25% in DCM, pentru a da compusul din titlu (18,4 g, randament 89%) ca ulei
maro, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 559 (M+H).
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Preparare 59
2-{Etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexilJamino}-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-
i)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Se agitd un amestec de 5-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]amino}-2-(2-
{[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]amino }etil)-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (18,35 g,
30,21 mmol) si AcOH (9,07 g, 151,1 mmol) in toluen (175 mL) 1a 110 °C timp de 3 ore. Se riceste
amestecul, se dilueazd cu EtOAc (250 mL) si apd (150 mL), fazele se separd, se extrage faza
apoasd cu EtOAc (3 x 100 mL), se spald extractele organice combinate secvential cu solutie
apoasa 4M de K»CO; (2 x 100 mL), apa (150 mL), si solutic apoasi saturatd de NaCl (150 mL).
Stratul organic se usucd pe Na>SOs, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid, pentru a da
compusul din titlu (16,42 g, randament 95%) ca ulei maro adecvat pentru utilizare fara purificare
suplimentard. ES/MS (m/z): 527 (M+H).

Preparare 60
5-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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La o solutic de 5-amino-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (43 g, 251 mmol), 1,4-
dioxaspiro[4.5]decan-8-ond (39,23 g, 251 mmol) si AcOH (47 mL) in DCE (430 mL) se adauga
incet triacetoxiborohidrurd de sodiu (159,6 g, 754 mmol) mai jos de 25 °C. Se agitd amestecul la
RT timp de 30 min si apoi se adaugd acetaldehida (28 mL, 503 mmol). Se agitd amestecul la RT
timp de 30 min. Se¢ toarnd continuturile amestecului in gheatd-apid si se alcalinizeazd prin
addugarea unei solutii apoase saturate de NaHCOs; pand la pH 7,0-7,5. Se extrage amestecul
rezultat cu EtOAc (2 x 3 L), se spald cu solutic apoasa saturatid de NaCl, se usuci pe Na>SOs, se
filtreaz3, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice,
eluand cu EtOAc 5% in hexani, pentru a da compusul din titlu (55 g, randament 67%), ca solid
dupi evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 340 (M+H).

Preparare 61
2-Bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Intr-un balon cu fund rotund cu trei gituri echipat cu o palnie de addugare, se adaugi o
solutiec de 5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (91 g,
268,1 mmol) in DCM (1,2 L). Se riceste balonul la 0 °C, apoi se adaugd in portii NBS (58,4 g, 322
mmol) in timp de 1 ord. Se indeparteaza baia cu gheatd si se agitd amestecul de reactie 1a RT timp
de 2 ore. Se adaugd apd, sc scpard stratul organic si se concentreazd faza organicd in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice in patru sarje, eluind de fiecare datd cu EtOAc
10-50% in hexani. Se concentreazi fractiunile combinate din primele doud sarje pentru a da ulei.
Se usucd materialul in vid peste noapte pentru a da un solid alb (40,9 g). Se concentreaza
fractiunile din sarjele trei si patru pentru a da ulei maro. Se trateazd materialul rezultat cu o
cantitate micad de hexani pani cind apare un solid, se filtreazd, si se usuca in vid peste noapte
pentru a da un solid maro deschis (37,9 g). Se combind cele doud sarje colectate care rezultd pentru
a da compusul din titlu (78,8 g, randament 70%) ca solide uleioase maro. ES/MS (m/z): (Br/*'Br)
418/420 (M+H).



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3341379 T2 2020.01.31
41

Preparare 62
2-Bromo-5-[etil(4-oxociclohexil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

O

R
~

/s Npy

La 2-bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat  de
metil (7,81 g, 18,7 mmol) in THF (140 mL) se adaugd HCI apos 1M (100 mL). Se agitd masa de
reactic la RT timp de aproximativ 25 ore. Se dilucazd amestecul de reactiec cu EtOAc (200 mL) si
se separd straturile. Se spald stratul organic cu NaHCOs apos saturat (2 x 25 mL). Stratul organic
se usucd pe Na>SOs, se filtreazd, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu
brut (6,71 g, randament 96%) ca ulei gros maro rosiatic, suficient pentru utilizare in etapa
urmitoare fird purificare suplimentard. ES/MS (m/z): ("PBr/8'Br) 374/376 (M+H).

Preparare 63
2-(2-{[(Benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil

"o
OO o
T
/s N o/\@

in doui sarje separate, se adaugd toluen (428 mL) si apd (100 mL) la un amestec de 2-
bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (20 g, 48
mmol), benzil N-[2-(trifluoroboranuidil)etil]carbamat de potasiu (17,5 g, 58,9 mmol),
metansulfonat de (2-diciclohexilfostino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-bifenil)[2-(2'-amino-1,1'-
bifenil)[paladiu(Il) (4,1 g, 4.8 mmol) si Cs:COsz (47 g, 144 mmol). Amestecul de reactie se sufld cu
Na, apoi se incilzeste 1a 80 °C timp de 4 ore. Amestecul de reactie se toarnd in apd rece-gheatd, se
adaugd EtOAc, sc¢ separd straturile, se filtrcazd faza organicd pe pdmant de diatomee, si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc in hexani 5-40% Se concentreazi fractiunile dorite rezultate si se usucd in
vid timp de 72 ore pentru a da compusul din titlu (41,9 g masd combinati, randament combinat
85% de 1a doud ruliri) ca ulei maro. ES/MS (m/z): 517 (M+H).

Preparare 64
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

("o
EORS
_/ g

Se purjeazd cu N> un balon Parr, se adaugd Pd(OH), 20% pe carbon (40 g, 284,9 mmol),
se purjeaza din nou balonul cu N>, si se adaugd TEA (150 mL, 1080 mmol), MeOH (500 mL) si o
solutic de 2-(2-{[(benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etilJamino]-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil (39,5 g, 76,5 mmol) in MeOH (500 mL). Se etanseazi balonul, se
purjeazi cu N, se purjeaza cu H, gazos, si se umple sistemul cu H, (414 kPa). Se agitd timp de
aproximativ 4 ore la RT si se lasd amestecul de reactie sd stea timp de 72 ore. Se filtreaza
suspensia rezultatd, se concentreazd filtratul in vid, se dizolvd reziduul rezultat in EtOAc, si se
adaugd putin Et;O pand cind se formeaza un solid. Se filtreaza si se colecteazd solidul rezultat
pentru a da compusul din titlu (15,3 g) ca solid alb. Se concentreaza filtratul galben si se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc in hexani 10-60%,
pentru a da suplimentar compusul din titlu (8 g). Se combina filtratul si materialul cromatografiat
pentru utilizare in continuare (23,3 g, randament 8§6%). ES/MS (m/z): 351 (M+H).
Preparare 65
4-{Etil[4-(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-ilJamino}piperidin-1-carboxilat de zerg-butil
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F0f
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Intr-un balon cu fund rotund, se adaugd 5-amino-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
(puritate 50%, 34 g, 99 mmol), ferf-butil-4-oxopiperidin-1-carboxilat (25,7 g, 129 mmol) in DCE
(408 mL) si AcOH (17 mL, 297 mmol), se agiti la RT timp de 10 min, apoi se raceste 1a 0 °C si se
adauga in portii, Incet, triacetoxiborohidrurd de sodiu (54,2 g, 248 mmol). Amestecul de reactie se
incdlzeste treptat la RT si se agita timp de 2 ore. Se adaugd in picidturd acetaldehidd (11,1 mL, 199
mmol), apoi se¢ agitd timp de 72 ore. Se rdceste amestecul de reactie 1a 0 °C, se stinge cu solutie
apoasa saturatd de NaHCOs, si se dilueazd cu DCM. Se separd straturile, se extrage stratul apos cu
DCM, se combind fazele organice, se usucd pe NaxSO., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 0-10%
in hexani, pentru a da compusul din titlu (6,4 g, randament 17%) ca un solid oranj, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 383 (M+H).

Preparare 66
4-{[5-Bromo-4-(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-il](etil)amino}piperidin-1-carboxilat de fer¢-
butil

.0
0

Q4 i

~

N)/f‘\o

— S

Intr-un balon cu fund rotund, se¢ adaugd 4-{etil[4-(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-
ilJamino}piperidin-1-carboxilat de fer¢-butil (6,4 g, 17 mmol) in DCM (84 mL), se riceste la 0 °C,
se adaugd in portii NBS (3.3 g, 18 mmol), si se¢ agitd timp de 1 ord. Sc¢ dilucazd amestecul de
reactie cu apd, se separd straturile, se extrage stratul apos cu DCM suplimentar, se combind fazele
organice, s¢ usuca pe Na>SOs, se filtreaza, si se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc in hexani 0-20%, pentru a da
compusul din titla (6,7 g, randament 87%) ca ulei portocaliu, dupd indepirtareca solventului.
ES/MS (m/z): ("Br/*'Br) 405/407 (M+H - t-butil).

Preparare 67
4-{[5-(2-{[(Benziloxi)carbonil]amino}etil)-4-(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-
il](etil)amino}piperidin-1-carboxilat de zerg-butil

7(0_40
N O
ey .
- N0
H

in doua sarje separate, se adaugd 4-{[5-bromo-4-(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-
il](etil)amino)piperidin-1-carboxilat de tferf-butil (0,900 g, 1,95 mmol), benzil N-[2-
(trifluoroboranuidyl)etilJcarbamat de potasiu (0,695 g, 2,34 mmol), metansulfonat de (2-
diciclohexil-fosfino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-bifenil )[2-(2'-amino-1,1'-bifenil)]paladiu(Il) (0,167 g,
0,195 mmol), Cs,COs (1,91 g, 5,85 mmol), toluen (9,75 mL) si apa (3,55 mL) intr-un balon cu
fund rotund. Se degazeaza fiecare amestec cu N» timp de 15 min, apoi se incdlzeste la 90 °C peste
noapte. Se riceste fiecare amestec de reactie la RT si se combind. Se stinge cu gheati-apa, se
dilueaza cu EtOAc, se separd straturile, se extrage stratul apos cu EtOAc suplimentar, se combind
fazele organice, si se usucd pe Na,SO.. Se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 0-30%in hexani,
pentru a da compusul din titlu (1,29 g, randament 59%) ca ulei galben, dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 460 (M+H- BOC).
Preparare 68
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4-[Etil(3-metil-4-0x0-4,5,6,7-tetrahidrotieno[3,2-c]piridin-2-il)amino]piperidin-1-carboxilat
de ter¢-butil

F0f
N

O

N— | NH

—/ s

Intr-un balon cu fund rotund, se adaugd 4-{ [5-(2-{[(benziloxi)carbonil]-amino}etil)-4-
(metoxicarbonil)-3-metiltiofen-2-il](etil )Jamino } piperidin-1-carboxilat de ferf-butil (1,29 g, 2,30
mmol) in MeOH (23 mL) si THF (15 mL), se degazeazi cu N, timp de J10 min, se adaugi Pd
10% pe carbon (1,29 g) si TEA (0,400 mL, 2,84 mmol), apoi se plascazad sub o atmosferad de Ho si
se agitd la RT timp de aproximativ 72 ore. Se filtreazd amestecul de reactic prin pimant de
diatomee, se spald cu MeOH, si se concentreaz filtratul in vid. Se transferd reziduul intr-un flacon
cu microunde, se adaugd TEA (0,300 mL), si se incilzeste la 90 °C timp de 2 ore. Se riceste peste
noapte la RT cu agitare, apoi se concentreazd amestecul de reactie in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de ACN 0-30% in DCM, pentru a da
compusul din titlu (0,466 g, randament 51%) ca spumd galbend, dupd evaporarea solventului.
ES/MS (m/z): 394 (M+H).
Preparare 69
2-(3-{[(Benziloxi)carbonil]-amino}prop-1-in-1-il)-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-ilJetil]-
4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil

e
O

H
O

La un amestec de 2-bromo-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-4-metil-tiofen-
3-carboxilat de metil brut (10,1 g, 25,0 mmol), Cul (1,91 g, 10,0 mmol), si prop-2-in-1-ilcarbamat
de benzil (11,4 g, 60,3 mmol) in 1,4-dioxan (130 mL) se adaugd TEA (52 mL, 369 mmol). Se
degazeazi si se purjeazd amestecul cu Na, apoi se adauga diclorurd de bis(trifenilfosfin)paladiu(Il)
(3.6 g, 5,1 mmol). Se agitd 1a 40 °C timp de 1 ord. Se filtreazd amestecul pe pAmant de diatomee si
se concentreaz filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc 0-20% in hexani, pentru a da compusul din titlu (10,8 g, randament 80%) ca
ulei maro deschis, dupi evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 512 (M+H).

Preparare 70
2-(3-Aminopropil)-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat  de
metil

S

Se adaugd TEA (0,500 mL, 3,55 mmol) la un amestec de 2-(3-{[(benziloxi)-carbonil]-
amino }prop-1-in-1-il)-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metil-tiofen-3-carboxilat ~ de
metil (10 g, 19,55 mmol) in MeOH (150 mL). Se degazeazd si se purjeazd amestecul cu N», se
adaugad Pd(OH)» 20% pe carbon (4,10 g, 5,84 mmol), se¢ incarci vasul de reactic cu Ha (414 kPa) si
se agitd peste noapte. Se adaugi o portie suplimentard de Pd(OH), 20% pe carbon (500 mg, 0,712
mmol) si TEA (0,500 mL, 3,55 mmol), se degazeazi cu N» din nou si se incarci vasul de reactic cu
H (414 kPa). Se agita timp de inci 6 ore, se filtreazd masa de reactie pe pdmant de diatomee, si se
concentreazd filtratul in vid pana la ulei galben. Uleiul rezultat se supune la cromatografic pe
silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-30% in DCM, pentru a da compusul din titlu (6,6 g,
randament 89%) ca ulei galben, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 382 (M+H).
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Preparare 71

2-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-
4-onia

Intr-un flacon la microunde, se adaugd o solutic de 2-(3-aminopropil)-5-[(1R)-1-(1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (1,5 g, 3,9 mmol) in toluen (8
mL), apoi se adaugd KOtBu (940 mg, 7.87 mmol). Se agitd amestecul la 90 °C peste noapte. Se
toarnil masa de reactie in solutie apoasi saturatd de NaHCO; ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM,
se separd straturile, si se concentreazi stratul organic in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-5% in DCM, pentru a da compusul din
titlu (1,3 g, randament 85%) ca solid maro deschis, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z):
350 (M+H).

Preparare 72
2-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil -
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

o /
e 0

S

La o solutic de 2-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-
4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (1,1 g, 3,1 mmol) in THF (10 mL) se adaugd KOH micinat (700 mg,
12,4 mmol). Se agitd timp de 30 min, apoi se adaugid 3-(clorometil)-2-metoxi-4,6-dimetil-piridina
(700 mg, 3,77 mmol) dizolvatd in THF (1 mL), si s¢ agitd amestecul rezultat timp de 2 ore.
Amestecul de reactie se toarnd in solutie apoasd saturatd de NaHCO:s ricitd cu gheatd, se extrage
cu DCM, se separd straturile, si se concentreazd stratul organic in vid. Se usucd reziduul rezultat
sub vid pentru a da compusul din titlu brut (2,2 g, randament 87%) ca ulei maro, adecvat pentru
utilizare In continuare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 499 (M+H).

Preparare 73
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]-
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

Se adaugd PTSA (1,3 g, 7,2 mmol) la 2-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-ond  bruti
(1,0 g, 1,2 mmol) in DMF (10 mL), si se¢ agitd amestecul rezultat la 70 °C timp de 2 ore.
Amestecul se toarnd in solutic apoasa saturatd de NaHCOs ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se
separd straturile, si se concentreazd stratul organicin vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-5% in DCM, pentru a da compusul din
titlu (680 mg, randament cantitativ) ca ulei maro deschis dupd evaporarca solventului. ES/MS
(m/z): 441 (M+H).

Preparare 74
2-[(1R)-1-{Trans-4-[3-(ciclopropoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(SH)-ona
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Se adaugd izopropoxid de titan(IV) (1,40 g 4.9 mmol) si clorhidrat de 3-
(ciclopropiloxi)azetidind (0,74 g, 4,9 mmol) la o solutic de 3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (0,72 g, 2,5 mmol) in DCM (10 mL)

5 continind DIPEA (0,87 mL, 4,9 mmol), s¢ agiti amestecul de reactie rezultat la RT timp de 18
ore, i se concentreazd amestecul de reactie in vid. Se adaugd THF (4 mL) si MeOH (6 mL) la
reziduul rAmas si se raceste solutia rezultata la -78 °C. Se adaugd in piciturd LiBHs 2M in THF
(1,9 mL, 3,8 mmol) si se incilzeste treptat 1a RT in timp de 3 ore. Se dilueaza amestecul de reactie
cu un amestec 1:1 de DCM/CHCI; (100 mL) si solutie saturatd de NaHCO; 50% (50 mL), se

10 separd straturile rezultate, se usucad extractele organice combinate pe MgSO., se filtreaza, si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de 10-50% dintr-un amestec de MeOH 10% in DCM si DCM pentru a da compusul din
titlu (0,40 g, randament 42%), dupa evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 389 (M+H).

Urmatorii compusi se prepard in esentd prin metoda de la Prepararea 74 utilizind

15 azetidind substituitd corespunzitor.

Nr. . T N ES/MS (m/z)

Prep. Denumire chimici Structura (M+H)

75 2-{(1R)-1-[Trans-4-(azetidin-1-il)ciclohexil]etil }-3- 333
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona.
2-[(1R)-1-{Trans-4-[3-(ciclopropilmetoxi)azetidin-1- b

76 il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2- N 403
c]piridin-4(5H)-ona
3-Metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(propan-2-

77 iloxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7- 391
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona
3-Metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(1H-pirazol-1-

78 il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- 399
c]piridin-4(5H)-ona
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Prep.

Denumire chimica Structura

M+H)

79

oo

3-Metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3-[(3S)-tetrahidrofuran-3- Z?
iloxi]azetidin-1-il }ciclohexil)etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

419

80

3-Metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3-[(3R)-tetrahidrofuran-
3-iloxi]azetidin-1-il }ciclohexil)etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

419
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Preparare 81
2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(Metoximetil)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(SH)-ona

Se agitd un amestec de clorhidrat de 3-(metoximetil)azetiding (368 mg, 2,67 mmol) si
DIPEA (400 mg, 3,06 mmol) in MeOH (5 mL) sub N la RT timp de 10 min, se adaugi 3-metil-2-
[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona (400 mg, 1,37 mmol), si se
agitd amestecul timp de 4 ore. Se riceste 1la -78 °C, se adaugd incet LiBH4 2M in THF (0,90 mL,
1,8 mmol), si se incdlzeste treptat pAnd la RT peste noapte. Se concentreazd amestecul in vid, se
dilueaza reziduul rezultat cu solutie apoasd saturatdi NaHCO;, se extrage cu DCM, si straturile
rezultate se separd. Stratul organic se usuci pe MgSQO., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-80% dintr-
un amestec de (10% solutie NH; 2N in MeOH) in DCM si DCM. Se combind fractiunile continind
produsul dorit si se concentreazd in vid. Reziduul rezultat se supune la cromatografic cu fazi
inversd pe C-18-silice (40 g), eluand cu NH;HCO; 10 mM, pH 10, in MeOH/apa 5% si ACN
utilizand o etapd cu gradient de 100% NH,HCO: 10 mM in MeOH/apd 5% timp de 5 min, apoi
25% ACN/NH:HCO:; 10 mM in MeOH/apd 5% timp de 5 min, apoi un gradient liniar de 25%-
90% ACN/NHsHCOz 10 mM in MeOH/apa 5%. Se combini fractiunile pure si se concentreazi in
vid pentru a da compusul din titlu (114 mg, randament 22%). ES/MS (m/z): 377 (M+H).
Preparare 82
5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil}-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(ciclopropiloxi)azetidin-
1-il]ciclohexil}etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se adaugi incet KHMDS 0,7M 1in toluen (1,2 mL, 0,84 mmol) 1a o solutie de 2-[(1R)-1-
{trans-4-[3-(ciclopropoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c] piridin-
4(5H)-oni (230 mg, 0,59 mmol) in THF (10 mL) la RT in 30 min, si s¢ agiti suplimentar 30 min.
Se adaugd in picaturd o solutic 2-benziloxi-3-(clorometil)-4,6-dimetil-piridind (200 mg, 0,76

ES/MS (m/z)
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mmol) in THF (5 mL) si s¢ agitd la RT timp de 18 ore. Se incilzeste amestecul de reactie 1la 55 °C,
se agitd timp de 1 ord, se riceste la RT, se toarnd intr-o solutic apoasd de NaHCOs ricitd cu
gheatd, si se extrage cu EtOAc. Se separd straturile, se spald extractul organic cu solutic apoasa
saturatd de NaCl, se usuci pe MgSO., se filtreaza, si se concentreazi filtratul in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient EtOAc in hexani 10-50%, pentru
a da compusul din titlu (210 mg, randament 57%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 614
(M+H).

Urmdtorii compusi se prepard in esentd prin metoda de la Prepararea 82 si 6,7-dihidro-
5H-tieno[3,2-c]piridin-4-ond substituitd adecvat.

Prep.

ES/MS
Denumire chimica Structura (m/z)

M+H)

83

2-{(1R)-1-[trans-4-(Azetidin-1-il)ciclohexilJetil }-5-
{[2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil }-3-metil-
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

558

84

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -2-
[(1IR)-1-{trans-4-[3-(metoximetil)azetidin-1-
il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona

602

85

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -2-
[(1R)-1-{trans-4-[3-(ciclopropilmetoxi)azetidin-1-
il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona

628

86

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -3-
metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(propan-2-iloxi)azetidin-
1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-
4(5H)-ona

616

87

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -3-
metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(1H-pirazol-1-il)azetidin-
1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-
4(5H)-ona

624

88

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -3-
metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3-[(3S)-tetrahidrofuran-3-
iloxi]azetidin-1-il }ciclohexil)etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

644

89

5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil } -3-
metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3-[(3R)-tetrahidrofuran-3-
iloxi]azetidin-1-il }ciclohexil)etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

644

10

Preparare 90
5-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-2-(2-{[(2-metoxi-4,6-dimetil piridin-3-
il)metil]amino}etil)-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Se dizolvd 2-(2-{[(benziloxi)carbonil]amino}etil)-5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro-[4.5]dec-8-
il)etil]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (77 g, 153,5 mmol) si 2-metoxi-4,6-dimetil-piridin-3-
carbaldehida (23,3 g, 140 mmol) in EtOH (500 mL) intr-un reactor Parr si se adaugd PA(OH), pe
carbon, bazi uscatd 20%, umezitd cu apa (11,5 g). Se umple vasul cu H» (100 psi) si se agiti timp
de 3.5 ore la 50 °C. Dupd ricire la RT, se filtreazd amestecul prin pdmant de diatomee si se spald
cu EtOH. Se concentreazd filtratul in vid, 1a reziduu se adaugi toluen (800 mL), si se continud
distilarea partiald a volatilelor pand la o greutate finald de aproximativ 400 g, pentru a obtine
compusul din titlu ca solutic in toluen, adecvatd pentru utilizare in etapa urmditoare fara purificare
suplimentard. ES/MS a unui probe evaporate (m/z): 517 (M+H).

Preparare 91
2-(2-{[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metilJamino}etil)-4-metil-5-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]tiofen-3-carboxilat de metil

La solutia in toluen (aproximativ 76 g) de 5-[(1R)-1-(1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il)etil]-2-
(2-{[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]amino }etil)-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil brut de
la Prepararea 90, se adaugd HCI apos 1M (800 mL) si se agitd la RT timp de 1 ord. Se separd
straturile, se spala stratul organic secvential cu HCI apos 2M (2 x 50 mL), si se spald straturile
apoase acide combinate cu toluen (100 mL). Se adauga toluen (0,4 L) la stratul apos si se adauga
K>COs apos 6M pani la pH 9, sc agitd timp de 5 min, se separd fazele, se spald stratul organic cu
NaCl apoasi saturatii, apoi se trece printr-un dop scurt de Na>SO,. In continuare se cliteste dopul
de Na>SOs cu toluen pentru a obtine o solutic in toluen a compusului din titlu brut (volum
aproximativ 1 L), adecvata pentru utilizare in etapa urmditoare fard purificare suplimentard. ES/MS
a unui evaporate mostrd (m/z): 473 (M+H).

Preparare 92
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se adaugid AcOH (9 mL, 157,1 mmol) la solutia de 2-(2-{ [(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-
3-il)metil]Jamino }etil)-4-metil-5-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]tiofen-3-carboxilat de metil brut (1
L, aproximativ 79 g, de la Prepararea 91) si se agiti 1la 90 °C timp de 2 ore. Se spald amestecul de
doud ori cu HCI apos 2M (total 0,15 L), si secvential o dati cu fiecare dintre apd, KsPO4 apos1M,
si solutie apoasd saturatd de NaCl (fiecare 0,1 L). Stratul organic se usucd pe MgSQ., se filtreaza,
si se evapord filtratul in vid pentru a da compusul din titlu ca ulei vascos portocaliu (40,98 g,
randament 48,5%). ES/MS (m/z): 441 (M+H).

Preparare 93
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-2-{ (1R)-1-[frans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]etil}-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni
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Se adaugd DIPEA (29 mL, 21,5 g, 166 mmol) la o solutic de clorhidrat de 3-
metoxiazetidind (18,7 g, 151 mmol) iIn MeOH (280 mL) si se agitd la RT timp de 30 minute. Se
adaugd acest amestec la 5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona (27,55 g, 56,28 mmol), se agiti la RT
timp de 1,5 ore sub N si apoi se adaugd THF (50 mL). Se riceste masa de reactie la -70 °C si se
adaugd LiBH4 2M in THF (40 mL, 80 mmol) in 30 minute. Se agitd masa de reactic la aceeasi
temperaturd timp de 2 ore. Se stinge reactia prin turnarea lentd a masei de reactie 1n solutic apoasa
de HCI 1M (aproximativ 1 L) in timp de 10 minute. Se spald cu MTBE (2 x 0,25 L), apoi trateazi
faza apoasi cu K3PO4 apos 2M la pH 9 si se extrage cu EtOAc (aproximativ 0,5 L). Se spald faza
organicd secvential cu K.COsz apos 3M si solutie apoasa saturatd de NaCl (fiecare cca 100 mL), se
usucd pe Na SOy, se filtreaza si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 10-25% de solutie de NHz; 7N/MeOH 20% in
EtOAc pentru a da compusul din titlu ca solid alb (19,5 g, randament 68%). ES/MS (m/z): 512
(M+H).

Preparare 94
5-[2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(3-metil-1H-pirazol-1-
il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-onai si
5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-[trans-4-[3-(5-metilpirazol-1-
il)azetidin-1-il]ciclohexil]etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ona (amestec de regioizomeri)

Se agitd o solutie dintr-un amestec de 1-(azetidin-3-il)-3-metil-1H-pirazol si 1-(azetidin-
3-il)-5-metil-pirazol (0,53 g, 3,59 mmol, amestec de regioizomeri), DIPEA (1,37 mL, 7,79 mmol)
si HC1 4N in dioxan (1,8 mL, 7,190 mmol) in MeOH (5 mL) timp de 30 min la RT. Aceasta se
adaugd la o solutic de 5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (600 mg, 1,2 mmol) in MeOH (19
mL) si se agitd 2 ore la RT. Se rdceste amestecul la -78 °C si se adauga o solutic de LiBHs 2M in
THF (0,78 mL, 1,56 mmol); se incilzeste treptat la RT si se agitd amestecul de reactic peste
noapte. Se concentreazd amestecul de reactie in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie
pe cartus SCX (25 g), eluand cu MeOH (2 x 100 mL) urmatd de o solutie de NHz 2N in MeOH. Se
concentreaza fractiunea MeOH in NH; in vid pentru a da compusul din titlu ca un amestec de
regioizomeri, ca ulei galben pal (0,51 g, randament 65%). ES/MS (m/z): 562 (M+H).

Urmidtorii compusi se prepard in esentd prin metoda de la Prepararea 94 utilizand 5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[ (1R)-1-(4-oxociclohexil)-etil ]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-oni si azetidina substituitd adecvat.

Prep.

ES/MS
Denumire chimica Structura (m/z)

M+H)

95

5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3-
metil-2-[(1R)-1-{4-[3-(4-metil-1H-pirazol-1-
ilazetidin-1-i1] ciclohexil }etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

562
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Nr . . ES/MS

Prép Denumire chimica Structura (m/z)

i (M+H)
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3-

9 metil-2-[(1R)-1-{4-[3-(pirolidin-1-il)azetidin- 551
1-i1] ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- P
clpiridin-4(5H)-on 0

SN
| =
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3-

97 metil-2-[(1R)-1-{4-[3-(morfolin-4-il)azetidin- 567
1-i1] ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- .
clpiridin-4(5H)-oni 0

N
| =
N7
N-N
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3- b

08 metil-2-[(1R)-1-{4-[3-(1H-1,2,3-triazol-1- N 549
ilazetidin-1-i1] ciclohexil }etil]-6,7- o0~
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

N
| =
Preparare 99
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-2-[(1R)-1-{4-[3-(2-metoxietoxi)azetidin-1-
5 il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni (amestec de diastereomeri)
~0
=N
¢ P
Se adaugd DIPEA (0,45 mL, 2,49 mmol) la o solutic de clorhidrat de 3-(2-
metoxictoxi)azetiding (0,42 g, 2,38 mmol,) in MeOH (5,6 mL) si se agitd la RT timp de 30 min. Se
10 adaugi 5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-oxociclohexil)etil ]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5SH)-oni (0,62 g, 1,12 mmol) si s¢ agitd la RT peste noapte. Se raceste
amestecul la -78 °C, se adaugi o solutie de LiBH4 2M in THF (0,74 mL, 1,47 mmol), se Incilzeste
la RT, si se agitd peste noapte. Se adauga solutic apoasd saturati de NaHCOs, se extrage cu
EtOACc, si se separd straturile. Se usucd faza organici pe Na,SO., se filtreazi, si se concentreaza
15 filtratul in vid pentru a da compusul din titlu ca ulei (0,5 g, randament 98%). ES/MS (m/z): 556

20

(M+H).

Preparare 100
2-{(1R)-1-[Trans-4-(benzilamino)ciclohexil]etil}-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Se agita o solutie de benzil amind (0,257 g, 2,397 mmol), DIPEA (0,95 mL, 5,39 mmol)
si HC1 4N 1in dioxan (600 pL, 2,397 mmol) in MeOH (5 mL) timp de 30 min la RT. Se adaugi
acest amestec la o solutic de 5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (0,6 g, 1,2 mmol) in MeOH (19 mL)
si se agitd amestecul rezultat timp de 18 ore la RT. Se raceste amestecul 1a -70 °C si se adaugi o
solutie de LiBHs 2M in THF (0,78 mL, 1,558 mmol). Se lasd si se incdlzeascd treptat pand la
temperatura camerei. Se adaugd o solutie saturatd de NaHCO; rdcitd cu gheatd, se extrage cu
EtOAc (100 mL), se separd straturile, se spald extractul organic cu solutic apoasd saturati de NaCl,
si se usucd extractul organic pe Na>SO.. Se filtreaza si se concentreazi filtratul in vid pentru a da
compusul din titlu ca ulei galben (0,75 g, randament 99%) adecvat pentru utilizare fard purificare
suplimentard. ES/MS (m/z): 532 (M+H).

Preparare 101
2-[(1R)-1-(trans-4-Aminociclohexil)etil]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]- 3-metil -
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

NH,

Se agitd o solutic de 2-{(1R)-1-[trans-4-(benzilamino)ciclohexil]etil }-5-[(2-metoxi-4,6-
dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (750 mg, 1,19 mmol) in
MeOH (20 mL). Se adaugi Pd-C 10% (500 mg, 0,474 mmol) si se agitd sub H, la 30 psi la RT
peste noapte. Se filtreazi prin pAmant de diatomee si se spald cu MeOH. Se evapora filtratul pentru
a da compusul din titlu ca ulei galben (0,5 g, randament 80%), adecvat pentru utilizare fard
purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 442 (M+H).

Preparare 102
2-{(1R)-1-[trans-4-(Dimetilamino)ciclohexil]etil}-5-[ (2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se agiti o solutic de 2-[(1R)-1-(trans-4-aminociclohexil)etil]-5-[(2-metoxi-4,6-
dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona (0,5 g, 0,95 mmol) in
MeOH (10 mL). Se adaugd AcOH (172 mg, 2,85 mmol), formaldehida apoasid 37% (232 mg,
2,853 mmol). Se riceste solutia cu o baie cu gheatd si se adaugd triacetoxiborohidrurd (605 mg,
2,853 mmol). Se lasd si se¢ incilzeasca treptat la RT si se agitd peste noapte. Se adaugd solutie
saturatd de NaHCO; récitd cu gheatd, si se extrage cu DCM (2 x 100 mL). Se separd straturile, se
combind fazele organice, si se spald extractele organice combinate cu solutie apoasd saturatd de
NaCl. Se usucd pe Na>SOq, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din
titlu ca ulei galben (390 mg, randament 70%), adecvat pentru utilizare fara purificare suplimentara.
ES/MS (m/z): 470 (M+H).

Preparare 103
5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil}-2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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La  2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-
4(5H)-oni (0,51 g, 1,53 mmol) in THF (5 mL) la 0 °C, se adaugi o solutic de KHMDS 1M in THF
(2,14 mL, 2,14 mmol). Se incilzeste 1a RT si dupd 15 min se adaugid 2-benziloxi-3-(clorometil)-
4,6-dimetil-piridind (0,60 g, 2,29 mmol). Se agitd la RT timp de aproximativ 17 ore, apoi se stinge
cu solutic apoasa saturatd de NH4Cl (1 mL). Se dilueaza amestecul cu EtOAc (40 mL) si apd (5
mL), se separd stratul organic, se usuci pe Na>SQ., se filtreaza, si se concentreazi filtratul in vid
pentru a da compusul din titlu (0,94 g, randament 92%) ca ulei galben, adecvat pentru utilizare fara
purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 562 (M+H).

Preparare 104
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-oxociclohexil)Jamino] -
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

O
N
;S
L

a 5-{[2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-il Jmetil }-2-[ 1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-
il(metil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona bruti (0,94 g, 1,4 mmol) in THF
(14 mL), se adaugd HC1 apos 1M (14 mL, 14 mmol), se Incilzeste amestecul la 50 °C timp de 8
ore si se agitd la RT timp de 2 zile. Se adaugd NaHCOs solid (1,8 g, 21 mmol) si EtOAc (125 mL),
se separd stratul organic, si se usuca pe Na>SQs. Se filtreaza si se concentreazi filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-10% NHs metanolic
7N in DCM, pentru a da compusul din titlu (0,408 g, randament 62%) ca spumi galbend, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 428 (M+H).

Preparare 105
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

("o
QAL
/8 X

In doud sarje separate, se adaugd incet o solutie 0,91M de potasiu bis(trimetilsilil)amidi
in THF (22 mL, 20 mmol) la o solutic de 2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-on (6 g, 17,12 mmol) in THF (70 mL) la RT 1n 30 min. Se¢ agita
amestecurile rezultate timp de incd 30 min la RT, apoi se adaugd in piciturd 3-(clorometil)-2-
metoxi-4,6-dimetil-piridind (3,4 g, 18 mmol) in THF (10 mL). Se agitd amestecurile rezultate la
RT peste noapte. Se combind ambele amestecuri, se toarnd intr-o solutie apoasd saturatd de
NaHCOs racitd cu gheatd, si se extrage cu EtOAc. Se separd fazele, se usuca extractul organic pe
MgSO., se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (total 18,55 g,
randament cantitativ) ca rasind galbend, adecvati pentru utilizare fird purificare suplimentara.
ES/MS (m/z): 500 (M+H).

Preparare 106
2-[Etil(4-oxociclohexil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

0
D 0 0~
_J s x
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Se adaugd HCl apos 6M (20 mL, 120 mmol) la solutie de 2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-
il(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-
4(5H)-oni brutd (18,05 g, 36,12 mmol) in THF (20 mL). Se incilzeste amestecul rezultat la 50 °C
timp de 2 ore, si se agitd la RT peste noapte. Amestecul de reactie se toarnd in NaHCOs; apos
saturat ricit cu gheatd, se extrage cu DCM, se separa straturile, si se concentreazd stratul organic in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 10-
50% 1n hexani pentru a da compusul din titlu (4,01 g, randament 24%) ca ulei galben deschis, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 456 (M+H).

Preparare 107
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil)Jamino]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Intr-o eprubetd ctansatd, se adaugd o solutic de 2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(5H)-ond (6,3 g, 14
mmol) in DMF (50 mL), se raceste eprubeta la 0 °C, si se adaugd LiCl (3 g, 70 mmol) urmata de
PTSA (13 g, 72 mmol). Se incilzeste amestecul rezultat 1a 70 °C timp de 2 ore. Se raceste la RT, si
se toarnd incet In NaHCO; apos saturat ricit cu gheatd (400 mL). Se filtreazd solidul precipitat si
se spald cu apa. Se transferd solidul intr-un balon cu fund rotund, se dilucazi cu MeOH, si se
concentreaza in vid. Se azeotropizeazi solidul din nou cu MeOH si THF in vid, apoi se usucd
reziduul intr-un cuptor cu vid peste noapte pentru a da compusul din titlu (6,1 g, randament 100%)
ca solid maro. ES/MS (m/z): 442 (M+H).

Preparare 108
2-{[trans-4-(Benzilamino)ciclohexil](etil)amino}-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-
i)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Intr-un balon cu fund rotund, se adaugd fenilmetanamina (0,445 mL, 4,076 mmol), 5-
[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil )Jamino]-3-metil-6,7-
dihidrotieno(3,2-c]piridin-4(5H)-ona (0,600 g, 1,359 mmol) la THF (25 mL) si MeOH (5 mL), si
se agitd la RT peste noapte. Se riceste amestecul de reactie 1la -78 °C si se adaugd in picaturd
LiBH, 2M in THF (1,698 mL, 3,397 mmol). Se plaseazi masa de reactic intr-o baic cu gheata si se
lasd si se incdlzeascd la RT cu agitare, timp de 3 ore. Se stinge amestecul de reactie cu solutie
apoasa saturatd de NaHCO; si se dilueazd cu DCM. Se separd stratul organic si se¢ extrage
suplimentar stratul apos cu DCM. Se combina fazele organice, se usucd pe Na>SO., se filtreaza, si
se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de MeOH in DCMO0-10%, si se concentreaza in vid amestecul rezultat de izomeri trans si
cis. Se supune amestecul rezultat la cromatografie cu faza inversd, eluand cu un gradient de 10-
75% ACN in NH1COs apos 10 mM/apa, pentru a da compusul din titlu (0,132 g, randament 18%)
ca solid alb, dupa evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 533 (M+H).

Preparare 109
2-[(trans-4-Aminociclohexil)(etil)amino]-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-
3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni
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Intr-un balon cu fund rotund, se¢ adaugd 2-{[trans-4-(benzilamino)ciclohexil]-
(etil)amino-5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(5H)-ona (0,095 g, 0,178 mmol), Pd 10% pe carbon (0,095 g) si NHHCO, (0,057 g,
0,892 mmol) in EtOH 90% umed (0,89 mL). Se degazeaza cu N, timp de 10 min, se etanseazi
vasul de reactie, si se Incilzeste la 90 °C peste noapte. Se riceste amestecul de reactie la RT, se
filtreazi prin pAmant de diatomee, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 7-100% solutie de DCM:MeOH:NH,OH
87,5:11:1,5/DCM pentru a da compusul din titlu (0,045 g, randament 57%) ca pulbere alba, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 443 (M+H).

Preparare 110
4-(Etil{5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-4-ox0-4,5,6,7-tetrahidrotieno[ 3,2-
c]piridin-2-il}amino)piperidin-1-carboxilat de ferf-butil

78
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Intr-un balon cu fund rotund, se adaugd 4-[etil(3-metil-4-ox0-4,5,6,7-tetrahidrotieno[3,2-
c]piridin-2-il)amino]piperidin- 1 -carboxilat de ferf-butil (0,770 g, 1,957 mmol) si 3-(clorometil)-2-
metoxi-4,6-dimetil-piridind (0,436 g, 2,348 mmol) in THF (20 mL) continidnd o solutic de
KHMDS in THF (0,91M, 2,6 mL, 2,348 mmol). Se¢ agitd amestecul de reactic 1la RT timp de 4 ore,
se stinge cu NaHCOs apos saturat ricit cu gheatd, se dilucazd cu EtOAc, se separd straturile, si se
extrage stratul apos cu EtOAc suplimentar. Se combind fazele organice, se usucd pe Na:SQs, se
filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (1,17 g, randament 99%)
ca ulei galben, suficient pentru utilizare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 543 (M+H).
Preparare 111
2-(Etil{4-[(2-metoxietil)(metil)Jamino]ciclohexil }amino)-5-[ (2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-
il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona (amestec de diastereomeri cis si
trans)
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Se adaugd 2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5SH)-ond (0,57 g 1,25 mmol) la o solutic de 2-
metoxictanamind (0,19 g, 2,64 mmol) in MeOH (10 mL) si se agitd amestecul timp de 4 ore. Se
raceste la -78 °C si se adauga o solutie de LiBH4 2M in THF (0,82 mL, 1,63 mmol). Se creste incet
temperatura la RT si se agitd 1 ord. Se concentreazd amestecul in vid, se adaugd NaHCO3 apos
saturat, se extrage cu EtOAc, se separd straturile rezultate, se¢ usucd stratul organic pe Na>SOs, se
filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se dizolvd reziduul rezultat in DCM (6,2 mL) si se
adauga formaldehidd 37% in H,O (0,27 mL, 3,7 mmol), se agitd amestecul rezultat la RT timp de
15 min, apoi se adaugi triacetoxiborohidrurd de sodiu (1,06 g, 5,03 mmol) si se agitd amestecul
rezultat la RT peste noapte. Se incarcd continutul amestecului de reactie pe un cartug SCX, eluand
la inceput cu MeOH apoi cu NH; 2M 1n MeOH, si se concentreaza in vid fractiunile metanolice
cu amoniac, pentru a da compusul din titlu ca ulei (0,57 g, randament 86%), dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 529 (M+H).

Preparare 112
2-[{4-trans-[Ciclopropil(metil)amino]ciclohexil }(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-
3-i)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Se adaugd 2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (0,57 g, 126 mmol) la o solutic de
ciclopropanamind (0,15 g, 2,641 mmol) in MeOH (10 mL) si se agitd amestecul timp de 4 ore. Se
raceste 1a -78 °C, si se adaugd o solutie de LiBH4 2M in THF (0,82 mL, 1,64 mmol). Se incélzeste
incet amestecul de reactic la RT si se agitd 1 ord. Se Indeparteaza solventul in vid, se adaugi
solutie apoasa saturatd de NaHCOs, se extrage cu EtOAc, straturile rezultate se separd, si se usuca
faza organica pe Na>SOy. Se filtreaza si se concentreaza filtratul in vid. Se dizolva reziduul rezultat
in DCM (6,2 mL), se adaugd solutic de formaldehidd 37% in H>O (0,27 mL, 3,77 mmol), si se
agitd 15 min. Apoi, se adauga triacetoxiborohidrurd de sodiu (0,8 g, 5,03 mmol) si se agitd la RT
peste noapte. Se incarca amestecul de reactie direct pe un cartus SCX, eluind la inceput cu MeOH
apoi cu NHz 2M in MeOH. Se concentreazi fractiunea de amoniac metanolic in vid pentru a da
dupd evaporareca solventului, un ulei (0,56 g, randament 87%), adecvat pentru utilizare fard
purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 511 (M+H).

Preparare 113
2-Bromo-5-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino}-4-metiltiofen-3-carboxilat de
metil

o
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La o probd de 2-bromo-5-[etil(4-oxociclohexil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de
metil brut (2,17 g, 5,80 mmol) in DCM (20 mL), s¢ adauga izopropoxid de titan(IV) (6,79 g, 23,2
mmol) si clorhidrat de 3-etoxiazetidind (1,60 g, 11,6 mmol). Masa de reactie se agitd la RT timp de
aproximativ 18 ore. Se adaugd THF (20 mL), apoi amestecul se¢ concentreazd in vid pand la
aproximativ 20 mL. Se rdceste amestecul rezultat la -78 °C, apoi se adaugd MeOH (25 mL) urmat
de adiugarea in picdturd a LiBH4 2M in THF (4,34 mL, 8,70 mmol). Se agitd amestecul rezultat
timp de aproximativ 3 ore, apoi se indepdrteaza baia de ricire si se lasd amestecul si se incilzeasca
incet la RT. Se dilucazd amestecul de reactic cu EtOAc (200 mL) si solutic apoasd saturatd de
NaHCO; (50 mL), se filtreazi solidele, se concentreazi filtratul in vid, se dilueazi reziduul cu
EtOAc (50 mL), si se filtreaza din nou solidele. Se concentreazd stratul organic in vid pentru a da
compusul din titlu (2,25 g, randament 78 %) ca risind galbend, adecvatd pentru utilizare fard
separarea izomerilor sau cromatografie suplimentard. ES/MS (m/z): (""Br/8'Br) 459/461 (M+H).
Preparare 114
2-{2-[(tert-Butoxicarbonil)amino]etil}-5-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino} -
4-metiltiofen-3-carboxilat de metil
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Se adaugd N-[2-(trifluoroboranuidil)etil]carbamat de fer-butil potasiu (0,47 g, 1,8 mmol)
si carbonat de cesiu (0,89 g, 2.7 mmol, 0,89 g) in apd (0,6 mL) la 2-bromo-5-{[trans-4-(3-
etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino }-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil brut (0,68 g, 1,4
mmol) in toluen (6 mL), apoi se adaugd acetat de paladiu(Il) (0,031 g, 0,14 mmol) si 2-
diciclohexilfosfino-2',6'-diizopropoxi-1,1'-bifenil (0,13 g, 0,27 mmol). Se degazeazd amestecul
rezultat prin suflare de N,. Se incilzeste amestecul rezultat 1a 100 °C timp de aproximativ 2 ore, s¢
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diluecaza amestecul cu EtOAc (60 mL), si se separd straturile. Stratul organic se usucd pe NaxSOs,
se filtreazi, si filtratul se concentreazd in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe
silice, eluand cu un gradient de NH3 7N in MeOH/DCM 0-10%, pentru a da compusul din titlu
(0,401 g, randament 44%) ca risind galbend, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 524
(M+H).

Preparare 115
2-(2-Aminoetil)-5-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino}-4-metiltiofen-3-
carboxilat de metil
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Se adaugd HCI 4M in dioxan (5 mL, 20 mmol 1a 2-{2-[(tert-butoxicarbonil)-amino]etil } -
5-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino } -4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (0,401
g, 0,605 mmol) in DCM (5 mL) la RT. Masa de reactie se agita timp de aproximativ 2 ore la RT si
amestecul se concentreazd in vid. Se adaugd MeOH (5 mL), si amestecul se concentreazi in vid
din nou. Se dilucazd reziduul rezultat cu DCM (25 mL), se spald cu solutic apoasd saturatd de
NaHCO; (3 mL), se separd straturile, si stratul organic s¢ usuci pe Na>SOs. Se filtreaza si se
concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu brut (0,380 g, randament 95%) ca rasina
galbend, adecvatd pentru utilizare fird purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 424 (M+H).
Preparare 116
2-{[trans-4-(3-Etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-
4(5H)-ona
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Se incdlzeste 2-(2-aminoetil)-5-{ [trans-4-(3-etoxiazetidin- 1-il)ciclohexil](etil)-amino}-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil (0,380 g, 0,574 mmol) in MeOH (4 mL) la reflux timp de 3 ore,
se concentreazd amestecul de reactie in vid, si se supune reziduul la cromatografie cu faza inversa
pe silice C-18 (WATERS™ XBRIDGE® OBD, 30 x 75 mm, 5 pum), ¢luand cu un gradient de 20-
90% ACN in NH4CO; apos 10 mM continind 5%, MeOH pentru a da compusul din titlu (0,113 g,
randament 50%) ca rdsind albicioasd, dupi evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 392 (M+H).
Preparare 117
5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil}-2-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-
il)ciclohexil](etil)amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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raceste 2-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-il)ciclohexil](etil)amino } -3-metil-6,7-
dihidrotieno(3,2-c]piridin-4(5H)-ona (0,113 g, 0,289 mmol) in THF (2 mL) intr-o baie de gheata,
se adaugd KHMDS 1M in THF (0,404 mL, 0,404 mmol), s¢ indepirtcazd baia de gheata, se
incilzeste la RT, si se agitd amestecul timp de 30 min. Se adaugd in piciturd 2-benziloxi-3-
(clorometil)-4,6-dimetil-piridind (0,113 g, 0,433 mmol) in THF (2 mL). Se agitd amestecul de
reactic la RT timp de 22 ore. Se stinge amestecul de reactic cu NH1Cl apoasa saturatd (2 mL), se
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extrage cu EtOAc (40 mL), se separd stratul organic, se usucd pe Na,SO., se filtreazd, si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silicagel, eluand cu un
gradient de 0-10% NHz 7N/MeOH in DCM, pentru a da compusul din titlu (0,084 g, randament
45%) ca rasina galbend. ES/MS (m/z): 617 (M+H).

Preparare 118
5-[(4-Cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-il)metil]-2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il (etil )]amino]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Se adaugd intr-o portic KOH pulverizat (0,427 g, 7,53 mmol) la o solutic de 2-[1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)Jamino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ond (0,660 g,
1,88 mmol) in THF (10 mL). Se agitd amestecul rezultat timp de 30 min, se adaugd 4-cloro-3-
(clorometil)-2-etoxi-6-metilpiridind (0,500 g, 2,27 mmol) in THF (1 mL), si se¢ agitd amestecul
rezultat la RT peste noapte. Se stinge amestecul cu NaHCO;3 apos saturat, se extrage cu DCM, se
separa straturile, se usuci faza organica pe Na>SO. anhidru, se filtreaz3, si se concentreaza filtratul
in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de EtOAc 0O-
100% in hexani, pentru a da compusul din titlu (0,988 g, randament 98%), ca ulei galben pal, dupd
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): (*C1A7Cl) 534/536 (M+H).

Preparare 119
5-[(4-Cloro-6-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil (4-oxociclohexil)amino]-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Se adaugi LiCl (0,395 g, 9,22 mmol) si PTSA (1,67 g, 9,21 mmol) la o solutic de 5-[(4-
cloro-2-etoxi-6-metilpiridin-3-il)metil]-2-[ 1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)ami-no]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5SH)-ond (0,985 g, 1,84 mmol) in DMF (20 mL) si se incilzeste
amestecul rezultat la 70 °C timp de 1 ord. Se creste temperatura la 90 °C, se agita timp de 5 ore, se
raceste amestecul la RT, se adaugi apd, si se agitd la RT peste noapte. Se stinge amestecul cu
NaHCOs apos saturat, se extrage cu DCM, straturile rezultate se separd, si se spald faza organica
cu LiCl apoasd 5%. Se separa straturile, se usuci faza organicd pe Na>SO, anhidru, se filtreaza, si
se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de EtOAc 0-50% in hexani urmat de un gradient de MeOH 0-20% in DCM, pentru a da
compusul din titlu (0,450 g, randament 26%), ca ulei portocaliu, dupa evaporareca solventului.
ES/MS (m/z): (°C1A7Cl) 462/464 (M+H).

Preparare 120
2-(3-{[(Benziloxi)carbonil]amino}prop-1-in-1-il)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il (etil)Jamino]-4-
metiltiofen-3-carboxilat de metil
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O

Se adaugd TEA (55,6 g, 550,0 mol) 1a un amestec de 2-bromo-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-
8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (7,9 g, 19,0 mmol), Cul (1,5 g, 7,90 mmol),
si N-prop-2-inilcarbamat de benzil (8,9 g, 47 mmol) in THF (200 mL). Se degazeaza amestecul cu
un curent de N si se adaugd diclorurd de bis(trifenilfosfin)paladiu (II) (2,8 g, 3,9 mmol). Se agitd
amestecul 1a RT peste noapte. Se filtreazd amestecul de reactic pe pamant de diatomee, si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
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gradient de EtOAc 0-60% in hexani, pentru a da compusul din titlu (8,2 g, randament 82%), dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 513 (M+H).

Preparare 121
2-(3-Aminopropil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de
metil

Intr-un vas de presiune, se adaugi o solutic de 2-(3-{[(benziloxi)carbonil]-amino} prop-
1-in-1-il)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (7,6 g, 14
mmol) in MeOH (200 mL) continind TEA (1,0 mL, 7,1 mmol) si Pd 10% pe carbon (3 g, 2,82
mmol). Se umple vasul de reactie cu H» (414 kPa) si se agita timp de 4 ore. Se filtreazd amestecul
de reactic pe pdmant de diatomee, se concentreazi filtratul in vid pand la aproximativ 150 mL, se
adaugd Pd(OH), 20 % pe carbon (2,0 g), se¢ degazeazi cu N urmat de H,, si se agitd sub o
atmosferd de H, peste noapte. Se filtreazd amestecul de reactie printr-un strat de padmant de
diatomee, se concentreaza in vid pand la aproximativ 100 mL, se adaugd Pd(OH), 20% pe carbon
(1,2 g) si sc agitd sub H, (414 kPa) peste noapte. Se filtreazd masa de reactic pe pidmant de
diatomee si se concentreazd filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (6,5 g, randament
cantitativ) ca ulei maro, adecvat pentru utilizare fard purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 397
(M+H).

Preparare 122
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-
oni
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Se adaugdi KOtBu (3 g, 25 mmol) la o solutic de 2-(3-aminopropil)-5-[1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (7,6 g, 19 mmol) in THF
(200 mL) si TEA (1,0 mL, 7,1 mmol). Se incilzeste amestecul 1la 80 °C timp de 4 ore, se riceste la
RT, si se adaugd apd (100 mL). Se concentreazi intregul amestec in vid si se trateazd reziduul
rezultat cu o cantitate micad de MeOH pand cind apare un solid. Se filtreaza solidul rezultat si se
concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie cu faz inversi pe silice
C-18 (Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand cu un gradient de 0-50% ACN continind
0,1% acid formic si apd continind 0,1% acid formic, pentru a da compusul din titlu (1,7 g,
randament 24%) ca solid maro deschis, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 365 (M+H).
Preparare 123
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

La o solutic de 2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
tieno[3,2-c]azepin-4-ond (1,7 g, 4,7 mmol) in dimetil sulfoxid (20 mL) si THF (20 mL), si se
adaugd KOH pulverizat (1,1 g, 19 mmol). Se agitd amestecul timp de 30 min, apoi se adaugi 3-
(clorometil)-2-metoxi-4,6-dimetil-piridind (1,0 g, 5.4 mmol). Se agitd amestecul rezultat timp de 1
ord, amestecul se toarni in solutic apoasd de NaHCOs ricitd cu gheatd, si se extrage cu DCM.
Straturile rezultate se separd si se concentreaza faza organicd in vid pentru a da compusul din titlu
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(2.1 g, randament 61%) ca ulei maro, adecvat pentru utilizare fard purificare suplimentard. ES/MS
(m/z): 514 (M+H).

Preparare 124
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-3-metil -
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

H
O N

o) 0 N\
Q10
/\
NK S

Se adaugd LiCl (0,830 g, 19.4 mmol) si PTSA (3,5 g, 19 mmol) la o solutic de 2-[1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ]-3-metil-5,6,7,8-
tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (2,0 g, 2,7 mmol, -puritate 70%) in DMF (20 mL) si s¢
incilzeste amestecul rezultat la 70 °C timp de 1 ord. Se rdceste amestecul de reactic la RT, se
toarnil in solutic apoasi saturatd de NaHCO:; ricit cu gheatd, se extrage cu DCM (2 x 100 mL), si
se separd straturile. Se concentreaza straturile organice combinate in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH in DCM 0-10%, pentru a da
compusul din titla (1,8 g, puritate [185% prin LCMS analiticd) ca ulei maro deschis, dupd
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 456 (M+H).
Preparare 125
2-(3-{[(Benziloxi)carbonil]amino}prop-1-in-1-il)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il (metil)amino]-
4-metiltiofen-3-carboxilat de metil

0 o ,
/\ H o
NN

O

Se adaugdi TEA (35,4 g 350,0 mmol) la o suspensiec de 2-bromo-5-[1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (5,40 g, 13,0 mmol), Cul
(0,987 g, 5,18 mmol) si N-prop-2-inilcarbamat de benzil (3,17 g 14,3 mmol, puritate 85%) in 1,4-
dioxan (54 mL). Se degazeazd amestecul prin suflare N,, se adaugd diclorurd de
bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (1,84 g, 2,59 mmol), s¢ agitd amestecul la 40 °C timp de 1 ord, se
adaugd suplimentar N-prop-2-inilcarbamat de benzil (3,17 g, 14,3 mmol, puritate 85%), si s¢
incilzeste 1la 40 °C timp de 1 ord. Se concentreazd amestecul de reactic in vid, se adaugi
DCM/hexani (aproximativ 1:1), se filtreaza, si se concentreazi filtratul in vid. Se supune reziduul
uleios maro rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MTBE 0-75% in hexani,
se concentreaza fractiunile prin cromatografia in vid, se dizolva reziduul rezultat in MeOH, si se
concentreaza din nou in vid pentru a da compusul din titlu (5,23 g, randament 75%) ca reziduu
maro lipicios. ES/MS (m/z): 513 (M+H).

Preparare 126
2-(3-Aminopropil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de
metil

0 o,
Q-
NH,
1/\1 /S\

La 2-(3-{ [(benziloxi)carbonil] amino}prop-1-in-1-il)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-
il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (5,23 g, 9,18 mmol) in MeOH (45 mL) si
EtOAc (15 mL) se adaugd TEA (6,40 mL, 45,9 mmol) si Pd 10% pe carbon (2,6 g, 2,4 mmol). Se
evacucazd vasul de reactic si se agitd la RT sub H, (345 kPa) timp de 5 ore. Se adaugi
Pd(OH); 20% pe carbon (2,78 g, 3,96 mmol), se evacueaza vasul de reactie, se incarcd cu H, si se
agiti timp de aproximativ 17 ore la RT. Se adauga suplimentar Pd(OH), 20% pe carbon (1,0 g, 1,4
mmol), se incarcd cu Ho, si se agitd 1a RT timp de 4 ore. Se filtreaza amestecul de reactie printr-un
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strat de pAmant de diatomee, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul la cromatografie
pe silice, eluand cu un gradient de 0-12% NH;z metanolic 7N in DCM. Se concentreaza fractiunile
prin cromatografie sub presiune redusd, se dizolva reziduul rezultat in MeOH, si se concentreaza
in vid din nou pentru a da compusul din titlu (2,60 g, randament 73%) ca ulei galben. ES/MS
(m/z): 383 (M+H).

Preparare 127
2-[1,4-Dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4h-tieno[ 3,2-c]azepin-
4-ona

QD
I\

N s

Se adaugd KOtBu (20% in greutate in THF, 5,46 g, 9,72 mmol) la un amestec de 2-(3-
aminopropil)-5-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (2,53
g, 6,48 mmol) in toluen (25 mL). Se agitd la 120 °C timp de 1 ord, se riceste la RT, se adauga
anhidrida propilfosfonica (50% in greutate in acetat de etil, 0,386 mL 0,648 mmol) si se agitd timp
de 30 min. Se stinge amestecul de reactie cu solutie saturatd de NH4Cl, se dilucazi cu EtOAc
(aproximativ 50 mL), si se separa straturile. Stratul organic se usuci pe Na,SOs, se filtreaza, si se
concentreaza filtratul in vid pentru a da compusul din titlu (2,21 g, randament 97%) ca ulei galben,
adecvat pentru utilizare fara purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 351 (M+H).
Preparare 128
5-{[2-(Benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil}-2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-
metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

Q..
(\O 0O N//Q/
Q)
/

La o solutic de 2-[1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-
4h-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (2,21 g, 6,31 mmol) in THF (10 mL) si dimetil sulfoxid (10 mL) se
adauga intr-o portic KOH pulverizat (1,43 g, 25,2 mmol), se agiti timp de 30 min, apoi s¢ adauga
2-benziloxi-3-(clorometil)-4,6-dimetil-piridind (1,98 g, 6,81 mmol, puritate 90%) dizolvat in THF
(2 mL). Se agitd amestecul rezultat la RT timp de 4 ore, apoi se toarnd in solutic apoasd de
NaHCOs racitd cu gheatd, si se extrage cu DCM. Se separd straturile si se concentreazi stratul
organic in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de
EtOAc 0-50% in hexani, pentru a da compusul din titlu (3,2 g, randament 86%), dupi evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 576 (M+H).

Preparare 129
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-oxociclohexil)Jamino] -
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond

H
© N

0 ¢) N

QD)
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Se adaugd LiCl (1.4 g, 33 mmol) si PTSA (5,8 g 32 mmol) la o solutic de 5-{[2-
(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil }-2-[ 1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil Jamino]-3-metil-
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (3,2 g, 5,4 mmol) in DMF (30 mL). Se incilzeste la
70 °C timp de 1 ord, se rdceste la RT, se toarnd in solutie apoasd de NaHCO:s ricitd cu gheatd, si se
extrage cu DCM. Straturile rezultate se separd si se concentreaza faza organicd in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-5% NHz metanolic 7N in
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DCM, pentru a da compusul din titlu (1,7 g, randament 60%) ca solid alb, dupd evaporarca
solventului. ES/MS (m/z): 442 (M+H).

Preparare 130

5-[(2-Metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[2-
metoxietil(metil)amino]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond

Se dizolvad 2-metoxietanamind (100 mg, 1,33 mmol) in MeOH (4 mL) si se adauga 5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[ (1R)-1-(4-oxociclohexil)-etil ]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (160 mg, 0,36 mmol). S¢ agitd amestecul timp de 4 ore. Se
raceste la -78 °C si se adaugd in piciturd LiBHs 2M in THF (235 pL, 0,47 mmol). Se agitd
amestecul rezultat timp de 15 minute si se incdlzeste la RT sub agitare timp de 1 ord. Se
concentreazd amestecul de reactie in vid si se dilueazd cu DCM si NaHCOs apos saturat. Se separd
straturile, se extrage faza apoasd cu DCM suplimentar, se combin extractele organice, si se usucd
faza organicd pe MgSO,. Se filtreaza si se concentreaza filtratul pentru a obtine 5-[(2-metoxi-4,6-
dimetil-3-piridil)metil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[(2-metoxietilamino)ciclohexil]etil }-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond brutd (150 mg, randament 83%) ca ulei, suficient pentru utilizare
in etapa urmatoare fird purificare suplimentard. ES/MS (m/z): 500 (M+H).

Se  dizolvd  5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[(2-metoxi-
etilamino)ciclohexil]etil }-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond brutd (100 mg, 0,20 mmol)
in DCM (2 mL) si se adauga o solutie de formaldehida apoasa 37% (0,4 mL, 5,0 mmol); s¢ agita
amestecul la RT timp de 15 min, se adaugd Na(OAc);:BH (170 mg, 0,80 mmol) si se¢ agitad
amestecul la RT timp de aproximativ 3 ore. La amestecul de reactiec se adaugd o solutic
suplimentard de formaldehidd apoasd 37% (1,5 mL, 18,75 mmol) si sc agitd timp de 2 ore la RT.
Se concentreazd amestecul de reactie in vid si se adaugd DCM (25 mL). Amestecul se suspendi in
continuare in MeOH (8 mL) cu TEA (1,5 mL, 11 mmol). Se adaugi o solutic de formaldehida
apoasa 37% (6 mL, 80,0 mmol). Se agitd amestecul la RT timp de 1 ord. Se adaugi Na(OAc):BH
(300 mg, 1,42 mmol) si se agitd amestecul rezultat la RT timp de aproximativ 4 ore. Se dilucazi
masa de reactie cu DCM (40 mL) si NaHCO; apos saturat (1,0 mL). Se separa straturile, se usuci
faza organicd pe MgSOssi se concentreazi filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-10% in DCM, pentru a da compusul din
titlu (48 mg, randament 47%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 514 (M+H).

Preparare 131
5-[(1R)-1-(1,4-Dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-2-[3-[(2-metoxi-4,6-dimetil -3-
piridil)metilamino]propil]-4-metil-tiofen-3-carboxilat de metil

Se supune o solutic de 2-(3-{[(benziloxi)carbonil]amino}prop-1-in-1-il)-5-[1,4-
dioxaspiro[4.5]dec-8-il(metil)amino]-4-metiltiofen-3-carboxilat de metil (803 g, 1,57 mol), 2-
metoxi-4,6-dimetil-piridin-3-carbaldehidd (314,5 g, 1,90 mol) si paladiu Pd(OH), pe carbon
activat (298 g) in EtOH (7,5 L) la hidrogenare la 100 psi la 60 °C. Dupa incetarea absorbtici de H»
(18 h), masa de reactie se riceste si amestecul rezultat se filtreazd prin pidmant de diatomee, se
clateste cu EtOH (2 L). Se indeparteaza solventul sub presiune redusi pentru a da compusul din
titlu (892 g, randament >99%) ca ulei. ES/MS (m/z): 531 (M+H).

Preparare 132
5-[(2-Metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-3-metil-2-[ (1R)-1-(4-oxociclohexil)etil]-7,8-dihidro-
6H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond
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Se adaugd trimetilsilanolat de potasiu (256,7 g, 2,0 mol) 1a o solutie de 5-[(1R)-1-(1,4-
dioxaspiro[4.5]decan-8-il)etil]-2-[3-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metilamino]-propil]-4-metil-
tiofen-3-carboxilat de metil (531,4 g, 1,0 mol) in THF (6,4 L). Se incdlzeste amestecul la 65 °C
timp de 18 h, se riceste 1a 5 °C, si se adaugi secvential TEA (382 ml, 2,7 mol) si clorhidrat de
trictilamind (471 g, 3.4 mol). Dupa agitare timp de 10 minute, se¢ adaugid 2.4,6-tripropil-
1,3,5,2,4,6-trioxatrifosforinan-2,4,6-trioxid in EtOAc (887 ml, 1,5 mol) intr-o perioadi de 30
minute mentinind temperatura 05 °C. Se agitd amestecul de reactie peste noapte la RT, si se
adaugi HC1 apos 2N (5,0 L, 10,0 mol) 1a 23 °C. Masa de reactie se agiti timp de 16 h, se dilueazi
cu EtOAc (6,5 L), si se neutralizeazi cu KsPOs 2M (6,5 L). Se spala stratul organic cu solutie
apoasa saturatd de NaCl (3,2 L), se separd straturile, se usucd stratul organic pe Na>SO., se
filtreaza, si se concentreaza filtatele rezultate sub presiune redusa. Se purifica reziduul rezultat prin
cromatografie pe silice (4 kg), eludnd cu un gradient de EtOAc 10 pana la 50% in heptani. Se
tritureaza fractiunile purificate cu heptani (2,3 L) si se usucd sub vid la 40 °C pentru a obtine
compusul din titlu (196,2 g, randament 43%). ES/MS (m/z): 455 (M+H).

Preparare 133
2-[(1R)-1-[4-(3-Metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil]-5-[ (2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil ]-3-
metil-7,8-dihidro-6H-tieno[3,2-c]azepin-4-oni

BINPN

_O N
; S

Se adaugi 5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil ]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-7,8-dihidro-6H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (246,3 g, 0,5418 mol) la o solutic de
clorhidrat de 3-metoxiazetidind (186,9 g, 1,51 mol) in MeOH (2,9L) continAnd DIPEA (573 ml,
3,29 mol). Se agitd amestecul de reactie rezultat la RT peste noapte. Se adaugd THF (991 ml) si se
raceste solutia la -72 °C. Se adaugd in picdturd o solutie de LiBH4 2M in THF (379 ml, 0,758 mol)
in timp de 45 min, mentinind temperatura internd mai jos de -70 °C. Dupa4 agitare timp de 2,5 h, se
stinge masa de reactie prin adiugarea amestecului de reactie in HC1 apos 1M (6,6 L) in timp de 20
min. Se agitd amestecul timp de 10 min §i se ajusteaza la pH 0 9 cu KoCOs apos 6M (1,25 L). Se
concentreazd amestecul rezultat pentru a indeparta volatilele si se dilueazi amestecul apos rdmas
cu EtOAc (6 L). Se separd straturile si se spald stratul organic secvential cu K.COz; 3M (1,65 L) si
solutic apoasd saturati de NaCl. Stratul organic se¢ usucd pe Na>SQs, sc¢ filtreazi, si se
concentreaza filtratul sub presiune redusd. Se purifica reziduul rezultat pe silicagel (3,2 kg), eluand
cu un gradient dintr-un amestec de 0 pana la 5% NHz 7N/MeOH in EtOAc, pentru a obtine
compusul din titlu (208,6 g, randament 73%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 526
(M+H).

Exemplul 1
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]etil}-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni
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Se adaugd LiCl (9,83 g, 230 mmol) si PTSA (41,6 g, 230 mmol) la o solutie de 5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-2-{ (1R)- 1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil }-3-
metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ond (23,5 g, 45,9 mmol) in DMF (188 mL). Se agita
amestecul rezultat 1a 50 °C timp de 8 ore si la RT timp de 16 ore. Se adaugd apd (400 mL) si
solutie apoasa de K-COz 2M (300 mL), se extrage cu EtOAc (2 x 250 mL), se separd straturile, se
usucd fazele organice combinate pe MgSQO., se filtreazi, si se concentreaza filtratul in vid. Se
suspendd solidul rezultat in heptan (400 mL) si se incilzeste la 80 °C timp de 3 ore. Se riceste
suspensia, se filtreaza, si se usuca sub vid la 45 °C timp de 16 ore. Se suspenda solidul rezultat in
diizopropil eter (195 mL), se incilzeste la 70 °C timp de 2 ore, se raceste suspensia, se filtreaza, si
se usucd sub vid la 45 °C timp de 16 ore. Se suspendd solidul colectat in apd (180 mL) si se
incdlzeste la 70 °C timp de 5 ore, apoi la RT timp de 5 ore. Se filtreazd solidele rezultate si se
usucd sub vid la 45 °C timp de 16 ore pentru a da compusul din titlu ca solid alburiu (16,6 g,
randament 70%). ES/MS (m/z): 498 M+H). [a]p?® = -68,93° (c=1,0, MeOH).

Exemplul 2 si 3

Exemplul 2: 5-[(4,6-Dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-
[3-(3-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-
ona

"N
=

) S
Exemplul 3: 5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1H-piridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-[4-[3-(5-
metilpirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil]etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4-oni

La o solutic de 5-[2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-
(3-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond i
5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-[trans-4-[3-(5-metilpirazol-1-
il)azetidin-1-il]ciclohexil]etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond (800 mg, 0,925 mmol, amestec
de regioizomeri) in DMF (5 mL) la 0 °C, se adaugd LiCl (198 mg, 4,63 mmol) si PTSA (839 mg,
4,63 mmol). Se incilzeste suspensia rezultatd la 50 °C peste noapte. Se adaugid solufiec apoasi
saturatd de NaHCOs racitd cu gheatd se extrage cu DCM (2 x 100 mL), se separd straturile, se
combind fazele organice, se spald cu solutie apoasid saturatd de NaCl, se usucd pe Na>SOs, se
filtreazad si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie cu fazi
inversd pe silice C-18 (XBRIDGE™, 5 pm, 19 x 100 mm, debit: 25 mL/min), utilizind un
gradient de NHsHCOs apos 20 mM (pH 9) 40-60% in ACN, pentru a da compusul din titlu ca un
amestec de regioizomeri ca solid pulbere galben pal (130 mg, 26%), dupd evaporarea solventului.
Se separd regioizomerii prin cromatografie SFC preparativi (CHIRALPAK® 1A, EtOH 35%
(0,2% IPAm)/CO,, 21 x 250 mm) si se atribuie structurile pe baza spectroscopiei 'H si HSQC.
Regioizomerul 1 (Exemplul 2): 5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-
[(1R)-1-{trans-4-[3-(3-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin- 1 -il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(5H)-ond, ES/MS (m/z): 548 (M+H), tg = 2,93 min (SFC analitici, CHIRALPAK® IA,
35% (0,2% IPAm)/CO3, 5 mL/min, 225 nm, 5 x 25 mm). 'H RMN (400,1 MHz, CDCL;): & 0,87-
1,04 (m, 4H), 1,22 (d, J= 6,8 Hz, 3H), 1,31-1,25 (m, 1H), 1,60-1,69 (m, 1H), 1,69-1,79 (m, 1H),
1,86-1,91 (m, 1H), 1,92-2,01 (m, 1H), 2,08-2,17 (m, 1H), 2,26 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,30 (s, 3H),
2,39 (s, 3H), 2,79-2,89 (m, 3H), 3,33-3,43 (m, 2H), 3,62-3,71 (m, 2H), 3,77 (q, J= 6,8 Hz, 2H),
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4,71 (s, 2H), 4,85 (cvintet, J= 7,2 Hz, 1H), 5,92 (s, 1H), 6,01 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 7,36 (d, J= 2,0
Hz, 1H),12,53-12,55 (bs, 1H). C5 al pirazolului afiseaza o deplasare a carbonului de 128,6 ppm in
spectroscopie HSQC. Regioizomer 2 (Exemplul 3): 5-[(4,6-dimetil-2-ox0-1H-piridin-3-il)metil ]-3-
metil-2-[(1R)-1-[4- [3-(5 -metilpirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil]etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-

5 c]piridin-4-ona, ES/MS (m/z): 548 (M+H), tr = 3,69 min (SFC analitici, CHIRALPAK® IA, 35%
(0,2% 1IPAmM)/CO,, 5 mL/min, 225 nm, 5 x 25 mm). 'H RMN (400,1 MHz, CDCL): 5 0,90-1,04
(m, 4H), 1,21 (d, J= 6,9 Hz, 3H), 1,25-1,31 (m, 1H), 1,62-1,67 (m, 1H),1,79 (s, 1H), 1,84-1,91 (m,
1H), 1,99-2,01 (m, 1H), 2,09-2,19 (m, 1H), 2,23 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 2,39 (s, 3H),
2,81-2,89 (m, 3H), 3,50-3,56 (m, 2H), 3,62-3,71 (m, 2H), 3,79 (q, J= 6,7 Hz, 2H), 4,71 (s, 2H),

10 4,81-4,88 (m, 1H), 5,92 (s, 1H), 5,99 (s, 1H), 7,43 (d, J= 1,5 Hz, 1H), 12,32-12,34 (bs, 1H). C3 al

pirazolului afiseazi o deplasare a carbonului de 138,4 ppm in spectroscopic HSQC.

Urmatorii compusi se prepard in esentd prin metoda din Exemplul 2 utilizand 5-[(4,6-
dimetil-2-oxo-1H-piridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)- 1 -[4-substituit-ciclohexil]etil]-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ona adecvati si purificare prin cromatografie fie cu fazi normali fie

15 inversa.

ES/MS

Nr. Exemplu |Denumire chimici Structurd (m/z)

(M+H)
At
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin- N
3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3- Z?I

4 (4-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin-1- [ 548
il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- 0
c]piridin-4(5H)-ona NH

| =~
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin- Q
3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3- ZT\I’

5 (pirolidin-1-il)azetidin-1- 537
il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- 0
c]piridin-4(5H)-ona NU

I =
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin- N
3-ilmetil]  -3-metil-2-[(IR)-1-{trans-4-| |7

6 [3-(morfolin-4-il)azetidin-1- ~ 553
il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2- 0
c]piridin-4(5H)-ona NH

| =
I\.I. N
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin- | "
3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3- Z?\I

7 (1H-1,2,3-triazol-1-il)azetidin-1- 535
il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona
2-{(1R)-1-[trans-4-

(Dimetilamino)ciclohexil]etil }-5-[(4,6-

8 dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3- 458
ihmetil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona

20

Exemplul 9
2-[(1R)-1-[4-[3-(ciclopropoxi)azetidin-1-il]ciclohexil]etil]-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1H-piridin-3-
il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ona
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Se agitd un amestec de 5-{[2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil }-2-[(1R)-1-{trans-
4-[3-(ciclopropiloxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(5H)-ona
(200 mg, 0,33 mmol) in THF (6 mL) si HCI IN (10 mL) 1a 90 °C timp de 2 ore. Se riceste 1a RT si

5 amestecul se toarnd Intr-o solutie apoasa saturatd de NaHCOs cu gheati, si apoi se extrage de doud
ori cu EtOAc. Se spald extractele combinate cu solutic apoasd saturati de NaCl, se usuci pe
MgSOq, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie
pe silice, eluand cu un gradient de 20-50% dintr-un amestec de (10% NHz; 7N MeOH) in DCM si
DCM pentru a da 66 mg de produs pur, dupd evaporarea solventului. Se supun fractiunile

10 combinate mai putin pure (54 mg dupd evaporarea solventului) prin cromatografie cu faza inversa
pe silice C-18 (Fenomenex LUNA®, 5 pm C-18 AXIA®, 30 x 75 mm, temperatura coloanei 25
°C, 85 mL/min), utilizand un gradient de 10-75% ACN in NH4HCOs 10 mM (pH 10) in api. Se
combind fractiunile similare, se concentreaza in vid, si reziduul rezultat se supune la cromatografic
pe silice, eluand cu un gradient de 20-50% dintr-un amestec de (10% 7N NHs in MeOH) in DCM

15 si DCM, pentru a da suplimentar 22 mg de compus din titlu, dupd evaporarea solventului. Se
amestecd cele doud materiale purificate de compus din titlu (88 mg, randament 51%). ES/MS
(m/z): 524 (M+H). '"H RMN (400,1 MHz, CDCL): 0,40-0,47 (m, 2H), 0,49-0,55 (m, 2H), 0,91-
1,01 (m, 4H), 1,20 (d, J= 6,9 Hz, 3H), 1,24-1,29 (m, 1H), 1,55-1,65 (m, 1H), 1,67-1,76 (m, 1H),
1,76-1,82 (m, 1H), 1,86-1,97 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,77-2,89 (m, SH),

20 3,17-3,22 (m, 1H), 3,57-3,69 (m, 4H), 4,71 (s, 2H), 4,20 (cvintet, J= 6,0 Hz, 1H), 5,92 (s, 1H),
12,81-12,83 (bs, 1H).

Urmidtorii compusi se prepard in esentd prin metoda din Exemplul 9, utilizand 5-[(2-
benziloxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-2-[(1R)-1-[4-azetidin-1-il]ciclohexiletil ]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond substituiti adecvat.

ES/MS

Nr. Exemplu [Denumire chimici Structura (m/z)

(M+H)
3
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3- O%
ihmetil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[3- N
10 (metoximetil)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]- ] 512
3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin- 0
4(5H)-ona | NH
=
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3- }0
iDhmetil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3- bN
11 (propan-2-iloxi)azetidin-1- o 526
il]ciclohexil }etil)-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-oni | /N H
5-[(4,6-Dimetil-2-ox0-1,2-dihidropiridin-3- b

12 iDhmetil]-3-metil-2-[(1R)-{trans-4-[3-(1H- N 534
pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil)- 0
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona

| /N H

5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3- OQO
iDhmetil]-3-metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3- Z\N’

13 [(3S)-tetrahidrofuran-3-iloxi]azetidin-1- o 554
il }ciclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(SH)-on4 "
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ES/MS

Nr. Exemplu [Denumire chimici Structura (m/z)

M+H)

14

5-[(4,6-Dimetil-2-ox0-1,2-dihidropiridin-3-
iDhmetil]-3-metil-2-[(1R)-1-(trans-4-{3-
[(3R)-tetrahidrofuran-3-iloxi]azetidin-1-

il }ciclohexil)etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona

554

10

15

20

25

30

Exemplul 12: 'H RMN (399,8 MHz, CDCl3): 1,05-1,07 (m, 2H), 1,32-1,46 (m, 2H),
1,83-1,85 (m, 2H), 1,93-1,94 (m, 2H), 2,14-2,16 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,32 (s, 3H),
2,62 (s, 3H), 2,58-2,67 (m,1H), 2,76-2,80 (m, 2H), 3,43-3,47 (m, 2H), 3,62-3,66 (m, 2H), 3,77-
3,81 (m, 2H), 4,69 (s, 2H), 4,92-4,95 (m, 1H), 5,90 (s, 1H), 6,24 (t, J= 2,0 Hz, 1H), 7,46 (d, J= 2,1
Hz, 1H), 7,53 (d, J= 1,9 Hz, 1H). (Nu a fost observat proton NH schimbabil.)

Exemplul 15
2-{(1R)-1-[trans-4-(Azetidin-1-il)ciclohexil]etil}-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-
i)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se agitd peste noapte un amestec de 2-{(1R)-1-[trans-4-(azetidin-1-il)ciclohexil]etil }-5-
{[2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil } -3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(5H)-ona
(190 mg, 0,34 mmol) si Pd 10% pe carbon (60 mg) in MeOH (15 mL) sub H» la 60 psi. Se filtreazi
amestecul de reactie printr-un strat de pdmant de diatomee si se concentreaza filtratul. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-60% dintr-un amestec de
10% NH: 7N MeOH/DCM in DCM, pentru a obtine compusul din titlu (117 mg, randament
73%), dupi evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 468 (M+H).

Exemplul 16
2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(Ciclopropilmetoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-5-[(4,6-dimetil-2-ox0-
1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se agitd un amestec de 5-{[2-(benziloxi)-4,6-dimetilpiridin-3-ilJmetil }-2-[(1R)-1-{trans-
4-[3-(ciclopropilmetoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c] piridin-4( 5H)-
ond (96 mg, 0,15 mmol), LiCl (34 mg, 0,79 mmol) si acid p-toluensulfonic monohidrat (135 mg,
0,77 mmol) in DMF (3 mL) la 62 °C timp de 1,5 ore si se concentreazi amestecul de reactie in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-70% dintr-
un amestec de 10% NHz 2N in MeOH/DCM in DCM pentru a da compusul din titlu (40 mg,
randament 48%), dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 538 (M+H).

Exemple 17 si 18
Exemplul 17:  5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[(1R)-{trans-4-[3-(2-
metoxietoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil)]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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Exemplul 18: 5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[(1R)-{ cis-4-[ 3-(2-
metoxietoxi)azetidin-1-il]ciclohexil }etil)]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Se adauga LiCl (0,2 g, 5,57 mmol) si PTSA (1,01 g, 5,578 mmol) la o solutic de 5-[(2-
metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-2-[ (1R)-1-{4-[3-(2-metoxietoxi)azetidin-1-ilciclohexil } etil]-
3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ond (0,62 g, 1,11 mmol, amestec de cis- si trans-
diastereomeri) in DMF (5,6 mL) si se agitd la 90 °C timp de 2 ore. Se adaugd NaHCOs apos
saturat, se extrage cu EtOAc, sc usucd pe Na,SOs, se filtreazd, si se concentreazi filtratul in
vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe SCX (10 g), eluand la inceput cu MeOH apoi
cu NH:; 2M 1n MeOH. Se concentreazi in vid MeOH in fractiunca amoniacald, si se supune
reziduul rezultat la cromatografic cu faza inversd pe silice C-18 (coloani Xterra XBRIDGE®, 5
um, 19 x 100 c¢m), eluidnd cu un gradient de 35-55% NH4CO3z 20 mM (pH 9) in apd/ACN in timp
de 3 min la 25 mL/minut, pentru a da compusul trans care elueazd primul Exemplul 17 ca solid
(0,148 g, randament 25%), dupa evaporarea solventului, ES/MS (m/z): 541 (M+H), si compusul
cis care clueazi al doilea din Exemplul 18, ca solid (0,027 g, randament 4,5%), ES/MS(m/z): 541
(M+H).

Exemplul 19
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil](metil)amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

o)

b 0]
H N\
Q)
H/Ns

Se agitd clorhidratul 3-metoxiazetiding (0,304 g, 2,460 mmol) in MeOH (5 mL) si THF
(5 mL) cu DIPEA (0,308 mL, 1,77 mmol) la RT timp de 30 min. Se adauga 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-
1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-oxociclohexil)amino]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(5H)-ona (0,28 g, 0,49 mmol) si se agitd la RT timp de 1 ord. Se riceste amestecul 1a -
78 °C si se adaugi o solutie de LiBHs 2M in THF (6,4 mL, 13 mmol), se agitd amestecul rezultat
timp de 1 ord 1a -78 °C, si se incilzeste la RT. Amestecul de reactie se toarnd in solutie saturati de
NaHCOs racitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se separd straturile, se usucd extractele organice pe
Na,SQO., se filtreazi, si se concentreazd extractul organic in vid. Se supune reziduul rezultat la
cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-50% al solutiei 10% de NH3 7N metanolic in
DCM la DCM. Se colecteazd prin cromatografie fractiunile continind izomerii trans i cis §i se
concentreazd in vid. Se separd izomerii frans §i cis prin cromatografie cu faza inversa pe silice C-
18 (30 g Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand cu un gradient de 10-100% ACN in
NH4COz apos 10 mM, pentru a da compusul din titlu (0,064 g, randament 26%) ca solid alb, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 499(M+H).
Exemplul 20
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil -2-(metil{ trans-4-[ 3-(1H-pirazol-1-
il)azetidin-1-il]ciclohexil }amino)-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona
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b 0]
N Q NH
Lol vep s
11 /N S

Se adaugi izopropoxid de titan(IV) (0,373 g, 1,27 mmol) la 5-[(4,6-dimetil-2-0xo0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-oxociclohexil Jamino]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c] piridin-
4(5H)-oni (0,148 g, 0,32 mmol) in DCM (2,5 mL) la RT urmat de diclorhidrat de 1-(azetidin-3-
il)pirazol (0,187 g, 0,955 mmol). Dupd 3 ore, se¢ adaugd THF (2,5 mL), apoi se concentreazi
amestecul pana la aproximativ 2,5 mL in vid. Se riceste amestecul rezultat la -78 °C, se adaugd
MeOH (2,5 mL) urmat de o solutie de LiBHs 2M in THF (0,24 mL, 0,48 mmol), se incilzeste
treptat 1a RT, si se agitd peste noapte. Se dilueazi amestecul cu DCM (50 mL) si apd (10 mL), se
filtreaza printr-un strat de pidmant de diatomee, si s¢ spald turta de filtru cu DCM (100 mL). Se
concentreaza filtratul in vid si se supune reziduul rezultat 1a cromatografic cu fazi inversa pe silice
C-18 (WATERS™ XBRIDGE®, 30 x 75 mm, 5 pm), eluand cu un gradient de 20-60% ACN in
NH4COz apos 10 mM continand 5% MeOH, pentru a da compusul din titlu (0,025 g, randament
14%) ca peliculd subtire clard, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 535 (M+H).
Exemplul 21
5-[(4-Cloro-6-metil-2-ox0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{ etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

-0
| o 9
NH
ON){) Cl /
H S
N

Se adaugi clorhidrat de 3-metoxiazetidind (0,300 g, 2,43 mmol) in metanol (5 mL) intr-
un balon cu fund rotund continind THF (5 mL) si DIPEA (0,306 mL, 1,75 mmol), s¢ agitd la RT
timp de 30 min, apoi la solutie se¢ adauga 5-[(4-cloro-6-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-
2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno-{3,2-c]piridin-4(5H)-ona (0,450 g, 0,487
mmol, puritate 50%), si s¢ agitd la RT timp de 1 ord. Se raceste amestecul de reactie 1a -78 °C si se
adaugd o solutic de LiBHs 2M in THF (0,63 mL, 1,3 mmol). Se agitd timp de 1 ord, apoi
amestecul se incilzeste treptat la RT, amestecul se toarnd in NaHCOs apos saturat ricit cu gheata,
se extrage cu DCM, se separd straturile, se usucd faza organicd pe Na,SO. anhidru, se filtreaza, si
se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un
gradient de 0-40% dintr-un amestec 10% de NHz; 7N/MeOH in DCM/DCM. Pentru a separa
izomerii cis §i trans, se evapord fractiunile contindnd produs si se supune reziduul rezultat la
cromatografie cu faz inversa pe silice C-18 (15,5 g Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand
cu un gradient de 10-100% ACN in NH4CO3 10 mM continind 5% MeOH, pentru a da compusul
din titlu (0,120 g, randament 46%), ca solid alb, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z):
(3C1£7CI) 533/535 (M+H).

Exemplul 22
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

-0
t}l} o O
NH
H \
oRTept
HN S
N

Se adaugi LiCl (6,13 g, 143,2 mmol) la un amestec de 2-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-
1-il)ciclohexil]amino}-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(5H)-ona (16,40 g, 28,65 mmol) si PTSA (25,96 g, 143,2 mmol) in DMF (100 mL) si se
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agitd la 50 °C timp de 9 ore si apoi la RT timp de 18 ore. Se dilucazad cu EtOAc (400 mL) si solutie
apoasa de K.COz; 4M (200 mL). Fazele se separd, se extrage faza apoasd cu EtOAc (3 x 100 mL),
si se spald secvential straturile organice combinate cu solutie apoasi de KoCOs; 4M (2 x 100 mL),
apa (100 mL), si solutic apoasd saturati de NaCl (100 mL). Se usuci faza organici pe Na,SOs, se
filtreazd, si se concentreaza filtratul in vid pentru a da solid maro pal. Se suspendd solidul cu
EtOAc (100 mL) si se agitd timp de 1 ord la RT. Se adauga dietil eter (100 mL), se agitd timp de 2
ore la RT, se filtreaza solidul, se spala cu dietil eter rece (50 mL), si se usuca sub vid. Se adauga
TEA (21,54 g, 212,8 mmol) la un amestec al solidului rezultat in ACN (500 mL) si se agitd timp
de 24 ore 1a 85 °C. Se riceste amestecul, se concentreaza in vid, Se suspenda reziduul rezultat in
apa (165 mL), si sc agitd timp de 4 ore la RT. Se filtreazi solidul rezultat, se spala cu apa (50 mL),
si se usucd sub vid la 50 °C timp de 16 ore pentru a da compusul din titlu (10,83 g, randament
76%) ca solid de culoarea fildesului, pal. ES/MS (m/z): 513 (M+H).

Exemplul 23

2-[{trans-4-[3-(Ciclopropiloxi)azetidin-1-il]ciclohexil }(etil)amino]-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

O
-

0]
Q NH
H
Q-
S
N

Intr-un balon cu fund rotund, se adauga clorhidrat de 3-(ciclopropoxi)azetidind (0,6776
g, 4,529 mmol), MeOH (4 mL), DIPEA (0,5853 g, 4,529 mmol), 5-[(4,6-dimetil-2-oxo0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-
4(5H)-oni (0,500 g, 1,13 mmol) si THF (20 mL). Se agita solutia rezultati la RT peste noapte. Se
raceste amestecul de reactie la -78 °C si se adaugi in piciturd LiBH4 2M in THF (1,13 mL, 2,26
mmol). Masa de reactie se plaseaza intr-o baie cu gheatd la 0 °C si se lasi sd se incilzeasci incet la
RT in timp de 1,5 ore. Se stinge amestecul de reactie cu solutic apoasd saturati de NaHCOs, se
diluecaza cu DCM, se separd straturile, si se extrage faza apoasd cu DCM suplimentar. Se combind
fazele organice, se usucd pe NaSOs anhidru, se filtreaza, si se concentreaza filtratul in vid. Se
supune reziduul rezultat la cromatografie cu fazi inversd pe silice C-18. Se concentreazi
fractiunile dorite in vid pentru a da compusul din titlu (0,092 g, 15%) ca pulbere albd. ES/MS
(m/z): 539 (M+H).
Exemplul 24 si 25
Exemplul 24:  5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil{ trans-4-[3-(1H-
pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil Jamino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni

s/

O 0O

IfNa)j[iT | NH
_/ g y

Exemplul 25: 5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil{ cis-4-[3-(1H-pirazol-
1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }amino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-oni

Hz:} 0 0
/s z

Intr-un balon cu fund rotund, se adaugi diclorhidrat de 1-(azetidin-3-il)pirazol (0,266 g,
1,36 mmol), MeOH (6,8 mL), si DIPEA (0,239 mL, 1,36 mmol), si sc agiti la RT timp de 30 min.
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La amestecul de reactic se adaugd 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil (4-
oxociclohexil)amino]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona (0,150 g, 0,340 mmol) si
se agitd timp de 3 ore. Se riceste amestecul de reactie la -78 °C, apoi se adaugd in piciturd LiBHa
2M in THF (0,255 mL, 0,510 mmol) si se agitad timp de 3 ore. Amestecul de reactie se incilzeste la
RT, se toarnd in solufie apoasi saturatd de NaHCOs ricitd cu gheatd, se dilueaza suspensia
rezultatd cu DCM/ap4, si se extrage de trei ori cu DCM. Se separd straturile, se combind fazele
organice, s¢ usuca pe Na>SOs, se filtreaza, si se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografic cu fazd inversd pe silice C-18, eluand cu un gradient de 0-55% ACN in
NH4COz 10 mM/apd, pentru a da trans-compusul din titlu, Exemplul 24 (0,088 g, randament 47%)
ca solid alb, ES/MS (m/z): 549 (M+H), si cis-compusul din titlu, Exemplul 25 (0,048 g, randament
26%), ca solid alb, ES/MS (m/z): 549 (M+H).

Exemplul 26
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2- (etil{ trans-4-[ 3-(2-metoxietoxi)azetidin-
1-il]ciclohexil }amino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-oni

O_\—O

5

keI
— S Z

Intr-un balon cu fund rotund, se adaugi clorhidrat de 3-(2-metoxictoxi)azetidind (1,5 g,
8,9 mmol) si DIPEA (2 mL, 11,5 mmol) in MeOH (20 mL). Se agitd 1a RT timp de 30 min, apoi se
adauga 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil )amino]-3-metil -
6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ona (1,0 g, 2,3 mmol) in THF (5 mL) si se agitd amestecul
rezultat la RT peste noapte. Se riceste amestecul de reactie la -78 °C si se adaugd in picdturd
LiBHs 2M in THF (2,8 mL, 5,6 mmol). Masa de reactie se plaseaza intr-o baie cu gheatd si se
incdlzeste incet la RT timp de 2 ore. Amestecul de reactie se toarnd in solufie apoasa saturatd de
NaHCOs riciti cu gheatd, se extrage cu DCM, se separd straturile, si se concentreazi extractele
organice in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de O-
3% dintr-un amestec de NHz 7N/MeOH in DCM, pentru a da trans-izomerul (0,450 g, randament
36%) ca solid maro deschis impur si cis-izomerul (0,220 g, randament 17%) ca ulei maro deschis,
dupi evaporarea solventului. Se supune frans-izomerul la cromatografie cu faza inversd pe silice
C-18, eluand cu un gradient de 0-60% ACN in NH4COs; 10 mM/apa, pentru a da trans-compusul
din titlu (233 mg, randament 18%) ca solid maro deschis, dupa evaporarea solventului. ES/MS
(m/z): 557 M+H). 'H RMN (400,1 MHz, CDCl;): 0,94 (t, J= 7,0 Hz, 3H), 0,98-1,03 (m, 2H),
1,20-1,28 (m, 2H), 1,78-1,81 (m, 2H), 1,86-1,92 (m, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,35 (s, 6H), 2,67-2,77 (m,
1H), 2,83 (t, J= 6,6 Hz, 2H), 2,85-2,95 (m, 4H), 3,39 (s, 3H), 3,59 (dd, J= 6,1, 7,5 Hz, 2H), 3,52 (s,
4H), 3,69 (t, I= 6,6 Hz, 2H), 4,13 (cvintet, J= 5,9 Hz, 1H), 4,73 (s, 2H), 5,94 (s, 1H), 12,24-12,25
(bs, 1H).
Exemplul 27
2-{[trans-4-(Dimetilamino)ciclohexil](etil)amino}-5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-
i)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Iy

Oy 8
-/ S =

Intr-un flacon cu microunde de 5 mL, se adaugd 2-[(trans-4-aminociclohexil)-
(etil)amino]-5-[(4,6-dimetil-2-ox0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno-[3,2-
c]piridin-4(5H)-ona (0,050 g, 0,113 mmol), acid acetic (0,019 mL, 0,339 mmol), si formaldehida
apoasd 37% (0,025 mL, 0,3389 mmol) in MeOH (4 mL). Se riceste flaconul 1a 0°C si la amestecul
de reactie se adaugd incet NaCNBH. (0,0213 g, 0,3389 mmol). Se incilzeste 1a RT, se agitd timp
de 4,5 ore, apoi se concentreaza amestecul de reactie in vid. Se dilueazd reziduul rezultat ca DCM
si apd, sc separd straturile, si se extrage stratul apos cu DCM suplimentar. Se combind fazele
organice, s¢ usuca pe Na>SOs, se filtreaza, si se concentreazd filtratul in vid. Se supune reziduul
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rezultat la cromatografie cu fazi inversa pe silice C-18 (50 g), eluand cu ACN in NH4CO310
mM/apd, pentru a da compusul din titlu (0,0135 g, randament 25%) ca pulbere alba, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 471 (M+H).

Exemplul 28
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(piperidin-4-il)amino]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

H
(1\ \> O (0]
_/ S =

Se adaugd  4-(etil{5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil]-3-metil-4-ox0-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[3,2-c]piridin-2-il }amino)piperidin-1-carboxilat de ferf-butil (0,700 g, 1,290 mmol)
in DMF (6,45 mL) intr-un flacon cu microunde. Se rdceste la 0 °C, apoi se adauga LiCl (0,276,
6,45 mmol) si PTSA (1,17 g, 6,45 mmol). Amestecul rezultat se incilzeste 1a 90 °C peste noapte,
amestecul de reactie se riceste la RT, se stinge cu NaHCO; apos saturat ricit cu gheatd, si se
dilucazad cu DCM. Se separd straturile, se extrage stratul apos cu DCM suplimentar, se¢ combind
fazele organice, se usucd pe Na>SO., se filtreazi, si se concentreazd in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-10% NH; 7N in MeOH/DCM,
pentru a da compusul din titlu (0,284 g, randament 51%) ca solid bej, dupa evaporarea solventului.
ES/MS (m/z): 429 (M+H).

Exemple 29 si 30
Exemplul 29: 5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil { trans-4-[ (2-
metoxietil)(metil)amino]ciclohexil Jamino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-ona

O
_\—N/

LSS I
-/ s &
30

Exemplul 5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil{ cis-4-[ (2-
metoxietil)(metil)amino]ciclohexil Jamino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(SH)-ona

0
_\_N/

HQ 0 0
_/ S =

Se adauga LiCl (0,22 g, 5,20 mmol) si PTSA (0,94 g, 5,20 mmol) la o solutic de 2-
(etil{4-[(2-metoxietil )(metil)amino]ciclohexil }amino)-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ] -
3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-oni (0,55 g, 1,04 mmol, amestec de diastercomeri cis
si trans) in DMF (5,2 mL) si se incdlzeste 1a 90 °C intr-o eprubetd ctangatd, timp de 1 ord. Masa de
reactie se riceste la RT, se adauga solutie apoasa saturatd de NaHCQs, se extrage cu EtOAc, si se
concentreazd extractul organic in vid. Se incarca reziduul rezultat pe un cartug SCX (25 g), eluand
la inceput cu MeOH si apoi cu NHz 2M in MeOH. Se concentreazi in vid fractiunile metanolice
de amoniac si reziduul rezultat se supune la cromatografic in fluid supercritic (CHIRALCEL®
OD, 5 um, 2 x 25 cm), eludnd izocratic la 30% cu o fazd mobild de CO»/MeOH continind 0,2%
DMA la 65 mL/min, pentru a da compusii din titlu: 5-[(4,6-dimetil-2-ox0-1,2-dihidropiridin-3-
iDmetil]-2-(etil{ trans-4-[(2-metoxietil)(metil)amino]ciclohexil }amino)-3-metil -6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond, Exemplul 29, (0,07 g, randament 13%), ES/MS (m/z): 515
(M+H). 5-[(4,6-Dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil { cis-4-[ (2-
metoxietil)(metil)amino]ciclohexil } -amino)-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-c]piridin-4(5H)-on4,
Exemplul 30, (0,04 g, randament 8%), ES/MS (m/z): 515 (M+H).
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Exemplul 31
2-[{trans-4-[Ciclopropil(metil)amino]ciclohexil }(etil)amino]-5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

/

>N

(e JuI
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Se adauga LiCl (0,23 g, 5,38 mmol) si PTSA (0,97 g, 5,38 mmol) la o solutie de 2-[{4-
trans-[ciclopropil(metil)amino]ciclohexil }(etil)amino]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetilpiridin-3-il)metil ] -
3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ond (0,55 g, 1,07 mmol) in DMF (5.4 mL) si se
incdlzeste la 90 °C timp de 1 ord. Se riceste 1a RT si se adaugd solutiec apoasa saturatd de NaHCOs,
se extrage cu EtOAc, si se separd straturile. Se usucd faza organicd pe Na>SO. anhidru, se
filtreaza, se concentreazi in vid, §i se incarci reziduul rezultat pe un cartus SCX, eluand la inceput
cu MeOH si apoi cu NHz 2M in MeOH. Se concentreazd fractiunca metanolicd de amoniac in
vid si se supune reziduul rezultat la cromatografie prin SFC (CHIRALCEL® OD, 5 pm, 2 x 25
c¢m), eluidnd izocratic la 30% cu o fazd mobild de CO./MeOH continind 0,2% DMA la 65
mL/minut, pentru a da compusul din titlu ca solid (0,15 g, randament 29%). ES/MS (m/z): 497
(M+H).

Exemplul 32
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-
il)ciclohexil](etil)amino}-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

¢

O

s

Oy g3
-/ S =

Se adaugd Pd 10% pe carbon (0,035 g, 0,033 mmol) 1a o solutic de 5-{ [2-(benziloxi)-
4,6-dimetilpiridin-3-il]Jmetil } -2-{ [trans-4-(3-etoxiazetidin- 1 -il)ciclohexil](etil)amino } -3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-oni (0,084 g, 0,13 mmol) in EtOAc (2 mL) si MeOH (2 mL). Se
incarcd vasul de reactie cu H, (345 kPa), se agitd timp de aproximativ 3 ore, s¢ filtreaza, si se
concentreazd amestecul de reactie in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice,
eluand cu un gradient de EtOAc 20% in DCM urmat de 0-10% NH; 7N/MeOH in DCM, pentru a
da compusul din titlu (0,041 g, randament 57%) ca rasind galbend, dupd evaporarea solventului.
ES/MS (m/z): 527 (M+H).

Exemplul 33
5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-(etil{ trans-4-[3-(1H-pirazol-1-
il)azetidin-1-il]ciclohexil}amino)-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4h-tieno[3,2-c] azepin-4-ona

I

N 0 N
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Se adaugd 1-(azetidin-3-il)pirazol (0,600 g, 4,87 mmol) la o solutic de MeOH (10 mL)
continind DIPEA (1,5 mL, 8,6 mmol), se agitd la RT timp de 30 min, apoi se adaugd 5-[(4,6-
dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil )-amino]-3-metil-5,6,7,8-
tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (0,800 g, 1,76 mmol) in THF (10 mL). Se agitd la RT timp
de 1 ord, se riceste amestecul de reactie la -78 °C, si se adauga o solutic de LiBH4 2M in THF (0,9
mL, 1,8 mmol). Se agitd amestecul rezultat timp de 3 ore, se incilzeste treptat la RT, si se agitd
peste noapte. Amestecul de reactie se toarnd in solutie saturati de NaHCOs ricitd cu gheata, se
extrage cu DCM, se separd straturile, si se concentreaza faza organicd in vid. Se supune reziduul la
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cromatografie cu faz inversa pe silice C-18 (100 g, Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand
cu un gradient de 0-50% ACN continand 0,1% acid formic si apa continind 0,1% acid formic, se
evapord solventul, si se supune reziduul rezultat un timp suplimentar la cromatografie cu fazi
inversd pe silice C-18 (100 g, Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand cu un gradient de O-
40% ACN continand 0,1% acid formic si apd continand 0,1% acid formic. Se trateaza fractiunile
cromatografice combinate cu solutic apoasd saturatd de NaHCOs, se extrage cu DCM, se separd
straturile, se¢ usucad faza organicd pe MgSQO., se filtreazi, se concentreazi filtratul in vid, i se
usucd intr-un cuptor cu vid peste noapte pentru a da compusul din titlu ca singur izomer (0,047 g,
randament 4,7%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 563 (M+H).

Exemplul 34
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{etil[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]amino}-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c] azepin-4-oni

HORL S
L4\
H NK S

Se adaugi clorhidrat de 3-metoxiazetiding (0,580 g, 4,69 mmol) 1a o solutie de MeOH (5
mL) si DIPEA(1 mL, 5,7 mmol), se agiti la RT timp de 30 min, apoi se adauga 5-[(4,6-dimetil-2-
oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[etil(4-oxociclohexil )Jamino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
tieno[3,2-c]azepin-4-ond (0,600 g, 1,12 mmol, puritate 85%) in THF (5 mL). Se agitd amestecul
rezultat la RT timp de 1 ord, se riceste la -78 °C, si se adaugd o solutic de LiBH4 2M in THF (1,2
mL, 2,4 mmol). Se agitd amestecul rezultat timp de 1 ord, se incilzeste 1a RT cu agitare timp de 2
ore, apoi amestecul de reactie se toarnd in solutie saturatd de NaHCO:; ricitd cu gheatd. Se extrage
cu DCM (3 x 100 mL), se separa straturile, si se concentreazi faza organicd in vid. Se supune
reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-10% in DCM,
pentru a da un amestec de izomeri frans si cis dupd evaporarea solventului. Se separd izomerii
trans §i cis prin cromatografie cu faza inversd pe silice C-18 (100 g, Thermo Scientific Hypersil
GOLD™), eluand cu un gradient de ACN 0-60% in NH4COs apos 10 mM, pentru a da compusul
din titlu (0,0779 g, randament 13%) ca solid alb, dupd evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 527
(M+H).
Exemplul 35
2-[{trans-4-[3-(ciclopropiloxi)azetidin-1-il]ciclohexil }(metil)amino]-5-[(4,6-
dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-
4-onia
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Se suspenda clorhidrat de 3-(ciclopropoxi)azetidind (0,400 g, 2,67 mmol) in MeOH (10
mL), se adaugd THF (10 mL) si DIPEA (0,600 mL, 3,44 mmol), s¢ agitd 1a RT timp de 30 min, s¢
adaugi 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil ]-3-metil-2-[metil (4-
oxociclohexil)amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (0,300 g, 0,577 mmol,
puritate 85%), si se agitd amestecul rezultat 1a RT peste noapte. Se riceste amestecul la -78 °C si
se adaugd o solutic de LiBH4 2M in THF (0,700 mL, 1,4 mmol). Se¢ agitd amestecul rezultat timp
de 1 ord la -78 °C. Amestecul se incdlzeste la RT, se agitd timp de 1 ord, amestecul de reactie se
toarnd in solutie saturatd de NaHCO:s racitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se separd straturile, si
se concentreaza stratul organic in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice,
eluand cu un gradient de 0-5% NH; metanolic 7N in DCM. Se colecteazd fractiunile
cromatografice continind izomerii frans i cis si se concentreaza in vid. Se separd izomerii trans §i
cis prin cromatografie cu faza inversi pe silice C-18 (40 g, Thermo Scientific Hypersil GOLD™),
eluand cu un gradient de ACN 5-60% in NH4COs apos 10 mM, pentru a da compusul din titlu

H
N
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(0,0662 g, randament 21%) ca solid maro deschis, dupa evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 539
(M+H).

Exemplul 36

5-[(4,6-Dimetil-2-o0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{(trans-4-[ 3-(2-metoxietoxi)azetidin-1-
il]ciclohexil}(metil)amino]-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-ona

!
O

1

O

o
=

g?

Se aglta 3-(2-metoxietoxi)azetidind (0,437 g, 2,460 mmol) in MeOH (5 mL) si THF (5
mL) continind DIPEA (0,418 mL, 2,40 mmol) la RT timp de 30 min. S¢ adaugd 5-[(4,6-dimetil-2-
oxo-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-oxociclohexil Jamino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
tieno[3,2-c]azepin-4-ond (0,35 g, 0,67 mmol) si sc agitd la RT timp de 1 ord. Se riceste amestecul
la -78 °C si se adaugd o solutie de LiBHs 2M in THF (0,87 mL, 1,7 mmol), se agitd amestecul
rezultat timp de 2 ore la -78°C si se incdlzeste la RT peste noapte. Se raceste amestecul la -78 °C,
se adaugd o solutic de LiBH4 2M in THF (0,5 mL, 1,0 mmol), si se incilzeste la RT. Amestecul
de reactie se toarni in solutie saturatd de NaHCOs ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se separd
straturile, se usuci extractele organice pe Na»SO., sc filtreazd, si se concentreazi extractele
organice in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de O-
40% de solutic 10% de NHz 7N metanolic/DCM in DCM. Se colecteaza fractiunile cromatografice
continind izomerii trans $i cis §i se concentreazd in vid. Se separd izomerii trans §i cis prin
cromatografie cu faz inversa pe silice C-18 (15,5 g Thermo Scientific Hypersil GOLD™), eluand
cu un gradient de 10-100% ACN in NH4COs apos 10 mM continind 5% MeOH, pentru a da
compusul din titlu (0,036 g, randament 9%) ca solid alb, dupd evaporarea solventului. ES/MS
(m/z): 557(M+H).
Exemplul 37
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-{[trans-4-(3-etoxiazetidin-1-
il)ciclohexil](metil)amino}-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-ona

o
3 )
H
H o) N
. N
H N— [
/ S
La 5-[(4,6-dimetil-2-oxo0- 1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[metil(4-

oxociclohexil)amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond (0,320 g, 0,616 mmol) in
THF (10 mL), se adaugi clorhidrat de 3-ctoxiazetidind (0,424 g, 3,08 mmol) in MeOH (5 mL) si
DIPEA (0,55 mL, 3,15 mmol). Se agitd la RT timp de 30 min. Se riceste amestecul la -78 °C si se
adauga incet o solutic de LiBHs 2M in THF (0,650 mL, 1,3 mmol), se agitd amestecul rezultat
timp de 1 ord la -78°C, se incilzeste 1a RT, si se agitd timp de 1 ord. Amestecul de reactie se toarnd
in solutic saturatd de NaHCO: ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se separd straturile, se usuca
extractul organic pe NaxSQy, se filtreazd, si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul
rezultat la cromatografie pe silice, eluand cu un gradient de 0-70% de solutie NHz metanolic
7N 10% in DCM la DCM. Se colecteaza fractiunile cromatografice continand izomerii trans §i cis
si se concentreaza in vid. Se separd izomerii trans §i cis prin cromatografie cu fazd inversa pe
silice C-18 (Fenomenex Luna), eluand cu un gradient de 40-75% ACN in NH4CO; apos 10 mM
continind 5% MeOH, pentru a da compusul din titlu (0,099 g, randament 37%) ca solid alb, dupa
evaporarea solventului. ES/MS (m/z): 527(M+H).

Exemplul 38
5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-i)metil]-2-{(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]etil}-3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-oni
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La clorhidrat de 3-metoxiazetidingd (480 mg, 3,88 mmol) in MeOH (10 mL) si THF (10
mL), se adaugd DIPEA (1,0 mL, 5,7 mmol) si se agitd la RT timp de 30 min. La solutic sc adaugi
5-[(4,6-dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)- 1-(4-oxociclohexil)etil ] -
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-oni (0,25 g, 0,57 mmol) si se agitd la RT timp de 1 ora.
Se raceste amestecul de reactie la -78 °C si apoi se adaugi borohidrurd de litiu 2M in THF (1,0
mL, 2,0 mmol). Dupa 3 ore, se indeparteaza baia de ricire si se agitd timp de 1 ord la RT.
Amestecul de reactie se toarnd intr-o solutie apoasa saturatd de NaHCOs ricitd cu gheata si se
concentreaza in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie cu fazd inversd eluind cu un
gradient de 0-50% ACN (continind 0,1% acid formic) in apa (continind 0,1% acid formic). Se
colecteaza fractiunile pure si se concentreaza pentru a da produsul, ca sare a acidului formic. Se
combind produsul cu materialul dintr-o reactie efectuatd anterior la scard de aproximativ 2 ori mai
mare urmand un procedeu similar. La amestecul de produs combinat se¢ adaugd solutic apoasi
saturatd de NaHCOs ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM, se spald cu saramurd, se usuci pe
MgSOs; si se filtreaza. Se concentreaza filtratul in vid si se usuca peste noapte la etuvd pentru a da
compusul din titlu (masd combinatd 0,057 g, randament combinat 6%), ca solid alb. ES/MS (m/z):
512 (M+H). [a]p® = -42,80° (c=1,0, MeOH).
Procedeu alternativ pentru Exemplul 38

Se adaugd clorotrimetilsilan (233 ml, 1,83 mol) intr-o perioadd de 10 minute la o
temperaturd de 25 pand la 34 °C la un amestec de 2-[(1R)-1-[4-(3-metoxiazetidin-1-
il)ciclohexil]etil]-5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-3-metil-7,8-dihidro-6H-tieno[ 3,2-
clazepin-4-ond (240 g, 0,456 mol) si Nal (267 g, 1,78 mol) in acctonitril. Masa de reactic se
incdlzeste la 33 pand la 41 °C timp de 2 ore. Se riceste la RT, si se dilueazi de doud ori cu
acctonitril (4 L), amestecul se concentreazd la volumul original de fiecare datd, sub presiune
redusd. Se dilueazd amestecul cu acetat de etil (2,4 L) si apd (2.4 L), si se¢ ajusteazd la pH
aproximativ 10 cu NH4sOH (380 ml). Straturile rezultate se separd, stratul organic se spali cu
solutic apoasd saturatd de NaCl (1,9 L). Stratul organic se usucad pe Na>SOs, se filtreaza, si se
indeparteazi solventul sub presiune redusd. Se purifica reziduul rezultat prin filtrare pe un strat de
silicagel, eluand la inceput cu EtOH 10% in EtOAc, apoi cu un amestec de 5% NHz 7N in MeOH
si EtOH 10% in EtOAc. Se evapora filtratul de amoniac metanolic i se tritureaza reziduul rezultat
cu acetond (3 volume) la 0 °C. Se usucd sub vid 1la RT pentru a obtine compusul din tithu (186,4 g,
randament 80%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 512 (M+H).
Exemplul 39
5-[(4,6-Dimetil-2-oxo-1H-piridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-[4-(3-pirazol-1-ilazetidin-1-
il)ciclohexil]etil]-7,8-dihidro-6H-tieno[3,2-c]azepin-4-ona

Se adaugd THF (5 mL) si DIPEA (0,500 mL, 2,87 mmol) la o solutie de 1-(azetidin-3-
il)pirazol (0,380 g, 3,09 mmol) in MeOH (5 mL), amestecul rezultat se agitad la RT timp de 30 min,
se adaugi 5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-(4-
oxociclohexil)etil]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[ 3,2-c]azepin-4-ond (0,400 g, 0,763 mmol, puritate
84%), si se agitd amestecul peste noapte la RT. Se riceste amestecul de reactie 1la - 78 °C, se
adauga o solutie de LiBHs 2M in THF (0,720 mL, 1,4 mmol), se agitd amestecul rezultat la -78 °C
timp de 2 ore, se¢ incilzeste la RT, se agitd timp de 2 ore, se toarnd amestecul in solutic apoasa
saturatd de NaHCO:s ricitd cu gheatd, se extrage cu DCM (3x100 mL), se separd straturile, si se
concentreaza fazele organice combinate in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie cu
faza inversd pe silice C-18, eluand cu un gradient de 5-60% ACN in NH4COs apos 10 mM, pentru
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a da compusul din titlu (0,110 g, randament 26%) ca solid alb, dupd evaporarea solventului si
uscare in vid. ES/MS (m/z): 548 (M+H).

Exemplul 40

Metansulfonat de 2-{(1R)-1-[trans-4-(dimetilamino)ciclohexil]etil}-5-[(4,6-dimetil-2-oxo0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(SH)-ona

Q
—S-OH

S

Se adaugd MsOH (9,1 mg, 94,3 mmol) la o suspensie de 2-{(1R)-1-[trans-4-
(dimetilamino)ciclohexil]etil }-5-[(4,6-dimetil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-6,7-
dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (42,9 mg, 90,5 mmol) in MeOH (2 mL) si se sonicheazi
pentru a obtine o solutic incolord. Se concentreazd solutia in vid pentru a obtine compusul din titlu
(47,8 mg, randament 93,8%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 454,3 (M-H).
Exemplul 41
Metansulfonat de  5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-
{trans-4-[3-(5-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(SH)-ona

N |NH
Z

s S
Se adaugi o solutie de MsOH (1,55 pL, 0,0238 mmol) in MeOH (1 mL) la o solutic de
5-[(4,6-dimetil-2-oxo0- 1 H-piridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-[4-[3-(5-metil-pirazol-1-il )azetidin-
1-il]Jciclohexil]etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond (12,7 mg, 0,023 mmol) in MeOH (2 mL).
Se sonicheazd amestecul pentru a obtine o solutie clard. Se concentreaz in vid si se usuca reziduul
rezultat intr-un cuptor la aproximativ 40 °C, apoi la RT timp de cateva zile, pentru a da compusul
din titlu (13,8 mg, randament 84%) ca solid alb. ES/MS (m/z): 548 (M+H).

Exemplul 42

Metansulfonat de  5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-
{trans-4-[3-(3-metil-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-il]ciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[ 3,2-
c]piridin-4(SH)-ona

Se adaugd MsOH (1,73 pL, 0,0265 mmol) 1a o suspensie de 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-3-metil-2-[(1R)-1-{trans-4-[3-(3-metil- 1H-pirazol- 1-il)azetidin-1-
ilJciclohexil }etil]-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4(5H)-ond (14,5 mg, 0,027 mmol) in MeOH (2
mL). Se concentreazd solutia in vid §i se usuca reziduul rezultat intr-un cuptor cu vid la 50 °C timp
de 2 ore pentru a da compusul din titlu (15,1 mg, randament 89%), ca solid alb. ES/MS (m/z): 548
(M+H).

Exemplul 43
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5-[(4,6-Dimetil-2-0x0-1,2-dihidropiridin-3-il)metil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[ (2-
metoxietil)(metil)amino]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[ 3,2-C]piridin-4(SH)-ona

O 11

0 N
/ /
XHN Q \ /

Iz

Se  dizolvd  5-[(2-metoxi-4,6-dimetil-3-piridil)metil]-2-[(1R)-1-{trans-4-[2-metoxi-
etil(metil)amino]ciclohexil }etil]-3-metil-6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-4-ond (48,0 mg, 0,093
mmol) in DMF (3,0 mL). Se adaugi LiCl (30,0 mg, 0,71 mmol) si PTSA (30mg, 0,16 mmol). Se
incilzeste amestecul la 60 °C timp de 4 ore. se rdceste 1a RT si se agitd peste noapte. Se dilucaza
cu EtOAc (30 mL) si apa (3 mL). Se extrage acetatul de etil strat cu apa si se usuci faza EtOAc pe
MgSO,. Se filtreaza si se concentreaza filtratul in vid. Se supune reziduul rezultat la cromatografie
pe silice, eluand cu un gradient de MeOH 0-10% in DCM, pentru a da compusul din titlu (47 mg,
randament cantitativ) ca pulbere albad, dupa indepartarea solventului. ES/MS (m/z): 500 (M+H).
Teste biologice

Expresia EZH?2 a fost legatd in literatura de specialitate de mai multe tipuri de cancer, de
exemplu, limfoame (Velichutina, 1. et al. (2010) Blood 116:5247-55; Sneeringer, C.J. et al. (2010)
Proc Natl Acad Sci SUA. 107:20980-5; McCabe et al. (2012) Nature 492:108-12. Beguelin, W. et
al. (2013) Cancer Cell 23:677-92; Kpiuliteon, S.K. et al. Mol Cancer Ther 13:842-54), tumori
rabdoide (Kpiuliteon, S.K. et al. (2013) Proc Natl Acad Sci U S A. 110: 7922-7), tumori la care
SNF5 lipseste sau are defecte (Wilson, B.G. et al. (2010) Cancer Cell 18:316-28), sarcoame
(Kadoch si Crabtree (2013) Cell 153:71-85; Shen et al. (2016) Sci Rep 6:25239), mielom multiplu
(Kalushkova, A. et al. (2010) PLoS One 5:€11483;Popovic, R. et al. (2014) PLoS
Genet,10:¢1004566; Hernando, H. et al. (2016) Mol Cancer Ther. 15(2):287-98; Agarwal, P et al.
(2016) Oncotarget 7:6809-23), melanom (Zingg et al. (2015) Nat Commun. 6:6051; Barsotti, A.M.
et al. (2015) Oncotarget 6(5):2928-38; Souroullas, G.P. et al. (2016) Nat. Med. 22:632-40), cancer
colorectal (Nagarsheth, N. et al. (2016) Cancer Res. 76:275-82), cancer pulmonar (Byers, L.A. et
al. (2012) Cancer Discov. 2:798-811; Behrens, C. et al. (2013) Clin Cancer Res,19:6556-
65; Riquelme, E. et al. (2014) Clin Cancer Res. 20:3849-61; Fillmore, C.M. et al. (2015) Nature
520:239-42), cancer la rinichi (Adelaiye, R. et al. (2015) Mol Cancer Ther,14(2):513-22), cancer la
san (Kleer, C.G. et al. (2003), Proc Natl Acad Sci U S A. 100:11606-11; Ren et al. (2012) Cancer
Res 72:3091-104), cancer ovarian (Bitler et al. (2015) Nat Med 21:231-8), si cancer la prostatd
(Varambally, S. et al. (2002) Nature 419:624-9; Yu, J. et al. (2007) Cancer Res. 67:10657-
63; Varambally, S. et al. (2008) Science 322:1695-9; Yu, J. et al. (2010) Cancer Cell 17:443-54).

Rezultatele urmatoarelor teste demonstreazi faptul ci, compusii din Exemplele 1-43 sunt
inhibitori ai EZH2 si ¢i, compusii prezentei inventii, de exemplu, Exemplele 1, 9, 13, 22, si 38 din
acest document pot fi utile in tratarea cancerului. Asa cum s-a utilizat in acest document, ,,ICsq” se
referd la concentratia unui agent care produce 50% din rdspunsul inhibitor maxim posibil pentru
acel agent, (ICs relativd), sau concentratia unui agent care produce inhibare 50% a activitatii
enzimei tintd in comparatie cu martorul placebo (ICsq absoluti).

Test Biochimic al EZH2 WT/Y641N mut in pliici cu 384 de godeuri

Scopul acestui test este de a masura efectul compusului asupra activitafii catalitice a
EZH2 WT/Y641N in contextul complexului PRC2.

Se exprimd EZH2 marcat cu FLAG sau EZH2 Y641IN sub formi de complex cu 5
membri (5-mer) al PRC2 constiand din proteinele EZH2, EED, SUZ12, RBBP4 si AEBP utilizand
un sistem de exprimare a baculovirusului in celule Sf9, si se purificd utilizind FLAG® Affinity
Purification (Sigma-Aldrich). Se dilueazd complexul enzimatic intr-un stoc de lucru de 3,33 nM
(6,67 nM pentru testul mut) cu Tampon de Testare (Tris-HCI pH 8,5 50 mM, DTT 10 mM,
TRITON®-X 100 0,005%). In testul WT se dilueazi peptida co-activator non-biotin lizini 27
histond tri-metilatd H3 (21-44) (CPC Scientific Cat # 869799) in solutia de lucru a enzimei de mai
sus, la o concentratie finald de 13,33 nM. Se co-dilueaza substratul peptidei biotin histond H3 (21-
44) (resturi 21-44, CPC Scientific Cat# 811115) pentru testul WT sau substratul peptidei biotin
lizina 27 histona di-metilatd H3 (21-44) (CPC Scientific, Cat# 830754) pentru testul mut cu *H-
SAM (Adenozil-L-metioning, S-(metil)->H(Adomet), lot 169500/12, 15 Ci/mmol sau 0,55
mCi/mL, 36,7 uM, Perkin Elmer NET155) la o concentratie finala de 4 pM (test WT) sau 2 uM
(test mut) in Tampon de Testare.
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Se adaugi compusii testati in DMSO 100% (50 pL dintr-un stoc 4 mM pentru testul WT
sau 50 uL dintr-un stoc 0,2 mM pentru testul mut) 1a o placa cu 384 godeuri NUNC™ (Thermo
Scientific, Cat# 264573). Se plaseazd 20 nL DMSO 100% in godeurile de dilutie. Se efectucaza 3 x
dilutii seriale transferand 10 pL dintr-un godeu in urmitorul. In testul WT, se amesteci 2 pL de
compus diluat serial cu 38 uL. de DMSO intr-o placi cu 384 de godeuri Labeyte (Cat# P-05525),
in timp ce in testul mut, se transferd toti cei 20 puL. de compus diluat serial la placa cu volum scazut
Labcyte cu 384 de godeuri (Cat# LP-0200). 200 nL (test WT) sau se¢ transferd acustic 100 nL (test
mut) compus la un recipient placi de testare cu 384 de godeuri (Corning 3706). n testul WT, se
distribuie 15 pL. de amestec enzima/peptidd co-activator tri-metil H3 in placa de testare, urmat de
5 L de amestec substrat de peptidi biotind H3/°H-SAM. Se sigileazi plicile si se agita timp de 2
ore la RT. Conditiile de testare finale sunt complex enzimatic 2,5 nM, tri-metil histond/co-
activator peptidd H3 10 nM, substrat peptidi biotind 1 pM, 1 pM *H-SAM, si compus de testat la o
concentratic de varf de 1 uM (test WT); sau complex enzimatic 5 nM substrat peptida biotini, 0,5
uM, *H-SAM 0,5 pM , si compus de testat la o concentratic de varf de 1 pM (test mut). Se
reconstituie perle de Yttriu Silicete Streptavidind SPA (Perkin Elmer, Cat# RPNQO012) la 1
mg/mL (test WT) sau 0,5 mg/mL (test mut) in guanidind-HCI1 3 M. Se adaugd amestecul de perle
la placile de testare 1a 20 pL. pe godeu, se agitd timp de 10 min, si sc lasd si stea timp de 1 ord la
RT inainte de numirare pec MICROBETA®. Se¢ calculeazi datele primare (CPM) si se
normalizeazd la % inhibare utilizind Genedata Test Analizor ca % Inhibare = 100 - [(CPM
Compus de testat - CPM Min Mediu)/( CPM Max Mediu - CPM Min Mediu) x 100]. Datele
normalizate se reprezintd grafic si se interpreteaza curbele utilizind GENEDATA® Condoseo ca
% inhibare (axa y) vs. log concentratie compus (axa x), si s¢ determind valorile ICso utilizand un
algoritm de fitare logistic neliniar cu 4 parametri. Compusii din domeniul inventiei pot fi testati in
acest test in esentd asa cum s-a descris mai sus. De exemplu, compusii din Exemplele 1 si 20 au
rezultate biochimice ICso care demonstreaza inhibarea activititii metiltransferazei din EZH2 WT
recombinant/mut in contextul complexului PRC2. De exemplu, compusul din Exemplul 1 prezinti
0 ICso de 2,06£1,90 nM (n=5) fatd de EZH2 5-mer WT si 2,11+0,58 nM (n=2) fati de EZH2 5-
mer mut. Compusul din Exemplul 22 prezintd o ICso de 3,29+1,24 nM (n=3) fatd de EZH2 5-mer
WT si 7,21 nM (n=1) fatd de EZH25-mer mut. Compusul din Exemplul 38 prezintd o ICsy de
0,92340,091 nM (n=2) fatd de EZH2 5-mer WT si 2,65 nM (n=1) fatd de EZH25-mer mut.

ELISA pe bazi de celule H3K27me3

Scopul acest test este de a evalua capacitatea unui compus de a inhiba activitatea
functionald a EZH2 in celule, prin masurarea nivelurilor de H3K27tri-metilatd in celule. Se
placheazi celule Karpas-422 (EZH2 Y641N) la 5000 celule/100 pL/godeu in plici cu Poli-Lizind
BD BIOCOAT® Cellware, cu 96 de godeuri, negre (BD Biosciences, Cat# 354640). Se pregatesc
plicile cu compus in Plici MICROWELL™ de Polipropilena cu 96 de godeuri NUNC™ (Thermo
Scientific Cat# #249944) cu adiugareca a 40 pl/godeu de compus 10 mM (reprezentind
concentratia finald de inceput de 20 pM) sau 40 ul. DMSO, apoi se prepard dilutii seriale prin
transferul a 20 pL dintr-un godeu in urmitorul. Se adaugd 5 uL de compus de testat la 245
uL/godeu de mediu de crestere intr-o placd separati MICROWELL™ de polipropilend cu 96 de
godeuri NUNC™, si se marcheazd cu 11 pL. amestec de compus/mediu pe plicile cu celule. Se
plaseazi placile cu celule intr-un incubator la 37 °C timp de 48 ore. Se indeparteazi plicile din
incubator, se plaseazi plicile la temperatura camerei timp de 15-20 min, si se rotesc plicile la
1000 rpm timp de 5 min. Se fixeaza celulele cu 30 pl. de paraformaldehidd 16% timp de 15 min la
RT. Se indeparteaza paraformaldehida si se permeabilizeaza celulele cu 100 pl/godeu PBS fira
calciu sau magneziu (-/-) continAnd TRITON® X-100 0,1% timp de 20 min la RT. Se spala plicile
cu PBS(-/-) (2x), urmatd de incubare timp de 2 ore la RT 50 pl/godeu de solutie de anticorp
primar (Diagenode anti-H3K27me3 MAb-181-050; dilutie 1:3000 in PBS cu calciu si magneziu
(+/+) continand BSA 1%). Se spala plicile cu PBS-/-, (3x) urmati de incubare cu 50 pL/godeu
solutie de anticorp secundar (anticorp de caprd anti IgG de soarece Alexa 488, Invitrogen Cat#
A11001; dilutie 1:1000 in PBS+/+) timp de 1 ord la RT, in intuneric. Se spald plicile cu PBS-/-,
(3%), urmata de addugarea a 50 uL/godeu de solutic de colorare de iodurd de propidiu 5 pg/mL
(Invitrogen; Cat# p3566) in PBS continand 200 pg/mL ARN-aza (Invitrogen; Cat# 12091021). Se
acoperd placile cu sigilii de placd negre si se scancazd pe Citometru cu scanare laser ACUMEN®
(TTP Lab Tech) cu Ex 488nm/Em 505 nm-530 nm (semnal H3K27m3) si LP655nm (semnal
nuclear celular). Compusii din domeniul inventiei pot fi testati in acest test substantial asa cum s-a
descris mai sus. De exemplu, compusul din Exemplul 1 prezinti o ICsy celule H3K27me3 de
19,241,55 nM (n=2) sau 23,6+20,5 nM (n=6) in MDA MB-231 si respectiv Karpas-422.
Compusul din Exemplul 22 prezintd o ICso celule H3K27me3 de <1 nM (n=1) sau 0,0148+0,0147
nM (n=6) in MDA MB-231 si respectiv Karpas-422. Compusul din Exemplul 38 prezintd o ICso
celule H3K27me3 de 0,00973+0,00956 nM (n=4) in Karpas-422.
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Test de Proliferare a Karpas-422

Scopul acestui test este de a demonstra capacitatca compugilor testati de a inhiba
cresterea celulelor tumorale in vitro.

Se placheazd celulele Karpas-422 la o densitate de 5000 celule/100 pl/godeu in 96
godeuri, plici Poli-Lizind BD BIOCOAT® Cellware, cu 96 de godeuri, negre (BD Biosciences,
Cat# 354640). 40 uL de compus de testat 10 mM (reprezentind concentratia finala de inceput de
20 puM) sau se adaugi DMSO 100% la o Placdi MICROWELL™ din Polipropilend cu 96 de
godeuri NUNC™ (Thermo Scientific Cat# #249944). Se efectucazd dilutii seriale prin transferul a
20 pL de la un godeu la urmitorul. Se adaugd 5 plL de compus la 245 ulL/godeu de mediu de
crestere intr-o Placi MICROWELL ™ de Polipropilend cu 96 de godeuri separatdi NUNC™ si se
marcheazi cu 11 pL. de amestec compus/mediu pe plicile cu celule. Se incubeaza plicile cu celule
la 37 °C timp de 7 zile. Se adaugd 100 pl/godeu de reactiv Cell Titer GLO® (Promega, Cat#
G7671) la placile cu celule. Se agitd 2 min si se madsoard luminiscenta utilizind un cititor de placa.
Compusii in domeniul inventiei pot fi testati in acest test in esentd asa cum s-a descris mai sus. De
exemplu, compusul din Exemplul 1 prezintd o ICsode 176165 nM (n=5). Compusul din
Exemplul 22 prezintd o ICso de 84,5427 nM (n=5). Compusul din Exemplul 38 prezintd o
ICsq de 10,1+4,6 nM (n=4).

Studii de Xenogrefa

Scopul acestui test este de a evalua capacitatea unui compus de testat de a inhiba functia
EZH2 in tumoare si cresterea tumorii mediatd de EZH2 in vivo.

Se efectueaza studii in vivo de inhibitie si eficacitate cu compusul din Exemplul 1
folosind modelul de xenogrefa Karpas-422 in esentd, asa cum este descris in McCabe et al. (2012)
Nature 492:108-12, cu urmdtoarele modificari/specificatii: 1) Se utilizeazid hidroxietilceluloza
(HEC 1%/TWEEN® 80 0,25%/antispumant 0,05%) in loc de CAPTISOL® 20% ca vehicul de
formulare; 2) Se administreazd compusul prin gavaj oral mai degrabd decAt prin injectic
intraperitoneald; 3) Se incepe tratamentul cu compus cind volumele tumorale atinse sunt in
intervalul de 150-200 mm? pentru experimente de eficacitate si 300-350 mm? pentru experimente
de inhibare a tintei si; 4) Se mdsoard inhibarca metildrii tumorale sau expresia TNFRSF21
tumorale in ziua 7 in loc de ziua 10.

Maisurarea bazata pe ELISA a H3K27 tri-metilata derivata din tumoare

Pentru a extrage cu acid histonele din tumori, se plaseazd sectiuni tumorale de
aproximativ 0,5 cm pe 0,25 cm sau 20-30 mg in greutate in eprubete Lysing Matrix D 500 x 2 ml
fard ARNaza/ADNaza cu perle pentru omogenizare (MP Biomedicals, Cat# 6913-500). Se adauga
650 pL de Tampon de Lizare Acid (HC1 0,4 N continidnd Tablete Cocktail Inhibitor de Proteazi
(Roche; Cat# 11836153001)). Se omogenizeazd mostrele din tumoare de 2-3 ori la vitezd de 6
m/secundd timp de 20 secunde intr-un omogenizator FASTPREP® FP120. Se aseazd probele pe
gheatd timp de 1 ord pentru a se separa. Se transferd supernatanti la o eprubetd Eppendorf si se
plaseazi intr-o eprubeti rotatorie pentru lizare peste noapte la 4°C. Se rotesc probele 1a 8000 rpm
timp de 10 min la 4 ° C. Se transferd supernatantii intr-o eprubetd noud si se misoad concentratia
de proteina.

Se adauga 150 pL/godeu de Solutie de blocare A MSD (Meso Scale Discovery (MSD);
concentratic finald de 3%) pe o placi MULTI-SPOT® Tri-Metil-Histone H3(K27)
SINGLEPLEX® (MSD; Cat#: N45CA-1). Se agitd 1a RT timp de 1 ord. Se spald placa cu IX MSD
Tris Wash Buffer™ (MSD), (3x). Se distribuie 0,25 pg de lizat tumoral in 25 pl. Tampon de
Lizare Acid pe godeu, in triplicat. Se agitd peste noapte la 4 °C. Se spali placa de trei ori cu IX
MSD Tris Wash Buffer™. Se adaugd 25 pL/godeu de anticorp de detectic SULFO-TAG™ -
Trimetil-Histond H3 (K27) diluat la o concentratie finald de 1,5 pg/pL. in Tampon de Diluare a
Anticorpului (concentratii finale de MSD Blocant-A 1%; MSD Blocant D-B 0,1% si MSD®
Blocant D-G 0,1%). Se agitd timp de 1-2 ore la RT. Se spald placa de trei ori cu IX MSD Tris
Wash Buffer. Se fixeazd placa cu addugare de 100 uL/godeu de formaldehidd 4% in PBS. Se agita
timp de 30 min la RT. Se spald plicile de trei ori cu 1x MSD Tris Wash Buffer. Se adauga 150
pL/godeu Tampon de Citire IX MSD® si se misoard chemoelectroluminiscenta utilizind un
instrument MSD SECTOR® Imager 6000. Un compus in domeniul inventiei poate fi testat in acest
test in esen{d asa cum s-a descris mai sus. De exemplu, administrarea BID la soareci a 50 mpk de
compus din Exemplul 1 conduce la inhibarea 53% a metilarii tumorii (n=8 soareci; p<0,0001).
Administrarea BID la soareci a 15 mpk de compus din Exemplul 38 conduce la inhibarea 73% a
metilirii tumorii (n=8 soareci; p<0,0001).

Maisurarea bazata pe gPCR a expresiei TNFRSF21 ARNm care deriva din tumoare

Pentru a izola ARN din tesut tumoral, se plaseaza sectiuni de tumoare de aproximativ 0,5
cm pe 0,25 cm sau 20-30 mg in greutate, in eprubete Lysing Matrix D 500 x 2 ml fard
ARNazid/ADNaza cu perle pentru omogenizare (MP Biomedicals, REF: 6913-500). Se adaugi 650
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puL de tampon RLT din Kitul RNEASY® (Qiagen; Cat#74104). Se omogenizeazd mostrele din
tumoare 2-3 ori la vitezi de 6 m/secunda timp de 20 secunde intr-un omogenizator FASTPREP®
FP120. Se aseaza probele pe gheatd pentru a se rici timp de 10 min. Se centrifugheaza la 13 000
rpm timp de 10 min la 4°C. Se plaseazi supernatantii intr-o eprubetd QIA si se izoleazi ARN-ul
utilizand Kitul RNEASY® (Qiagen; Cat#74104).

Se prepard ADNc de 1a 3 pg de ARN tumoral utilizind Kitul de transcriptie inversd a
ADNCc de inalta capacitate (Applied Biosystems; Cat# 4368813) si mostrele incubate intr-un PCR
Thermocycler utilizAnd urmadtoarele conditii ale ciclului: 10 min la 25 °C; 2 ore la 37 °C,
mentinere la 4°C. Se amplificA ADNc produs utilizind Thermo Scientific ABsolute Blue QPCR
ROX Mix (Applied Biosystems; Cat# AB-4139) si probe Tagman pentru TNFRSF21 (Applied
Biosystems; Cat# Hs01560899 ml) si housckeeping gena GAPDH (Applied Biosystems; Cat#
Hs02758991-gl) in Applied Biosystems ViiA 7™ Real-Time PCR cycler. Se calculeazd valorile
pragului ciclului TNFRSF21 si se normalizeaza la nivelurile de GAPDH ale mostei respective. Un
compus in domeniul inventiei poate fi testat in acest test in esentd asa cum s-a descris mai sus. De
exemplu, administrarea BID a 50 mpk de compus din Exemplul 1 conduce la o crestere de 25 de
ori a expresiei genei TNFRSF21 in tumoare (n=8 soareci; p<0,0001). Administrarea BID a 15 mpk
compus din Exemplul 38 conduce la o crestere de 60 de ori a expresiei genei TNFRSF21 in
tumoare (n=8 soareci; p<0,0001).
Tratamente de combinatie cu inhibitori ai EZH? si alti agenti chimioterapici ai cancerului

Urmitoarele paragrafe furnizeazi dovezi care sustin utilizarea inhibitorilor EZH2,
incluzand, dar nu exclusiv, Ex. 1 sau Ex. 38, singuri si/sau in combinatic cu chimioterapie
Standard de Ingrijire (SoC), in tratamentul cancerelor ovarian, gastric, pulmonar sau colorectal
care poartd combinatii de mutatii in componentele complexului SWI/SNF si/sau complexului
MLL si/sau ciii PI3K. Acestea include, dar nu sunt exclusive, cancere ovariene care nu au
expresia proteinei ARID1A combinatd cu mutatii in PTEN sau PIK3CA si/sau expresia proteinei
constitutive din Akt fosforilatd pe treonind 308 (Thr308). In plus, acestea includ, dar nu sunt
exclusive, cancerele ovariene, in care lipsesc expresiile ambelor proteine SMARCA2 si
SMARCA4. Suplimentar, acestea include, dar nu sunt exclusive, cancerele gastrice care poartd
mutatii cu pierderi de functie (LOF) heterozigote (incluzind dar nu limitat la acestea,mutatii
nonsens, frameshift si coding-splice) in ARID1A combinate cu mutatii LOF heterozigote in
MLL2, si care nu poartd mutatii homozigote In TP53. Suplimentar, acestea include, dar nu sunt
exclusive, cancere gastrice care poartd o mutatic LOF heterozigotd (incluzind dar nu limitat la
acestea, mutatii nonsens, frameshift si coding-splice) in ARID1A combinate cu o mutatie in PTEN
sau PIK3CA si/sau expresia proteinei constitutive din Akt fosforilatd pe Thr308, si care nu poartd
mutatic homozigotd in TP53. Suplimentar, acestea includ, dar nu sunt exclusive, cancere
pulmonare cu mutatii LOF heterozigote in MLL3. Suplimentar, acestea include, dar nu sunt
exclusive, cancere colorectale cu mutatii LOF heterozigote in ARID1A combinate cu mutatii in
PTEN sau PIK3CA si/sau expresia proteinei constitutive din Akt Akt fosforilatd pe Thr308.

Se testeaza linii celulare de cancer ovarian pentru rdspunsul la Exemplul 1 sau Exemplul
38 intr-un test de proliferare de 7 sau 10 zile. Se optimizeaza fiecare linie celulard pentru numarul
de celule si regimul de divizare care maximizeaza cresterea fazei log in formatul cu 96 de godeuri
in timpul perioadei de 7 sau 10 zile. Se placheaza celulele intr-o placd cu 96 de godeuri acoperiti
cu poli-D-lizind, cu fund clar, cu 96 de godeuri negre, (BD BioSciences; BD BIOCOAT™
Cellware, Poly-Lysine, Cat. #354640) in ziua O intr-un volum total de 90 pL mediu de culturd
celulari si se incubeazi la 37 °C/5% CO; timp de 18-24 ore. In ziua 1, se pregdteste o placa de
dilutic a compusului prin addugarea a 150 pL mediu continAnd dimetil sulfoxid 2% (DMSO,;
Sigma-Aldrich Cat. #D2438) la coloanele 3-12 ale unei plici cu fund plat clar cu 96 de godeuri
(placa de culturd celulard CORNING® COSTAR® Cat #3596). Se prepard stocuri 10 mM din
Exemplul 1 sau Exemplul 38 in DMSO 100%, si se¢ dilucazi in continuare la o concentratic de
lucru 200 pM in mediu de culturd celuld. Se adaugd 225 pL din Exemplul 1 sau Exemplul 38 in
coloana 2 a placii de dilutic a compusului, si se prepard dilutii seriale 1:3 in 10 puncte ale
compusului de testat cu coloanele 3 pand la 12. Se adauga 10 pL de compus diluat serial la plicile
de celule, rezultind o concentratic finald de compus de testat in intervalul de 1 nM pani la 20 uM
si o concentratie finald de DMSO de 0,2%. La sfarsitul perioadei de testare de 7 sau 10 zile, celule
se supun la Testul de Viabilitate celulard Luminescent CELLTITER-GLO® (Promega, Cat.
#G7570) dupd cum urmeazi: 1) Se dezgheatd tamponul CELLTITER-GLO® si se echilibreaza la
temperatura camerei; 2) Se echilibreaza substratul CELLTITER-GLO® liofilizat la temperatura
camerei; 3) Se transferd tamponul CELLTITER-GLO® in vasul cu substrat pentru a forma
reactivul CELLTITER-GLO®; 4) Se echilibreazd plicile cu celule la temperatura camerei; 5)
Doar pentru celulele aderente — se Indeparteazi mediul de la plicile cu celule; 6) Se adaugd 25 uL
reactiv CELLTITER-GLO® la fiecare godeu; 7) Se lasd plicile sa se incubeze incd 20-30 min la
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temperatura camerei; 8) Se citeste luminiscenta utilizand cititorul de microplacd multi detectie
Perkin Elmer EnVision 2104.

Se deriva lizatele de celule intregi ale liniilor de celule canceroase ovariene asa cum s-a
descris in Ye, X.S. et al. (1997) Methods Enzymol. 283:520-32 si s¢ misoard prin Western blot

5 pentru expresia proteinei din complexul SWI/SNF, complexul MLL si componentele ciii PI3K
incluzand ARID1A, SMARCA2, SMARCAA4 (utilizand SDS-PAGE 3-8%) si Akt fosforilati pe
Thr308 (utilizand SDS-PAGE 4-20%), utilizind urmitorii anticorpi: anti-ARIDIA (Betil, Cat.
#A301-040A); anti-SMARCA2/BRM (Abcam, Cat. # ab15597); anti-BRG1/SMARCA4 (Betil,
Cat. #A300-813A) si anti-fosfo-Akt (Thr308) Anticorp D25E6 (Cell Signaling, Cat. #13038). Se

10 utilizeazd anti-Akt (pan) Anticorp 40D4, (Cell Signaling, Cat. #2920) si anticorpi anti-B-actind
AC-74 (Sigma, Cat. #A2228) pentru a masura Akt total si nivelurile de actind drept controale
pentru incdrcarea proteinei.

Tabelul 1 rezumd efectul din Exemplul 38 asupra unei liste de linii celulare ovariene si
aratd sensibilitatea pentru inhibitorii EZH2 in linii celulare de cancer ovarian care sunt fie atit

15 ARIDI1A-negative cat si Akt fosforilate pe Thr308, fie fard expresic atit in SMARCA2 cit si in
SMARCAA4.

Tabelul 1. Efectul Exemplului 38 asupra proliferarii liniilor celulare de cancer ovarian 9, precum si
asupra SWI/SNF si profilelor de exprimare ale proteinei componentelor ciii PI3K.

Linie celulari de{ICso Proliferare| ~vel ¢ expresie a proteinei N

cancer ovarian |Exemplul 38 (uM) ARIDI1A SMARCA2 SMARCA4 pT30;3

COV-434 0,02 + - - -

TOV-21G 0,1 - + + +++

TOV-112D 0,2 + - - -

A2780 0,2 - - + +

Caov-3 8,0 + + + -

OVCAR3 8,6 + + + -

SKOV3 >20 + + + +

HeyAS8 >20) + + + -

HEC59 >20 + + + -

20 Efectul Exemplului 38 in comparatic cu SoC carboplatin plus paclitaxel in cancer
ovarian este testat in vive utilizind un model de xenogrefd A2780. Se implanteaza subcutanat 2
milioane celule A2780 in MATRIGEL® 50% in flancul posterior drept de la 10 soareci atimici
nuzi (Envigo RMS, Inc., Indianapolis, IN) pe grup. Se incepe tratamentul cand volumele tumorilor
ating 100-150 mm?. Se pre-trateazi animalele timp de 5 zile cu Exemplul 38 urmat de co-

25 administrarea Exemplului 38 si SoC timp de cel putin 23 zile in plus sau pand cand volumele
tumorale la tratament cu vehicul ating 2000 mm?® Se formuleazi Exemplul 38 in HEC
1%/TWEEN® 80 0,25%/Antispumant 0,05% si s¢ administreazd 50 mpk de doud ori pe zi (BID)
prin gavaj oral (p.o.). Se formuleazi carboplatin (APP Pharmaceuticals NDC 63323-172-60) in
solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS) si se administreaza 1la 60 mpk 2 sdptimani (Q14D) prin

30 injectie intraperitoneald (i.p.). Se formuleaza paclitaxel (Hospira, Inc NDC 61703-342-50) in PBS
si s¢ administreaza la 10 mpk Q14D prin injectie intravenoasd (IV). Se masoara inhibarea cresterii
tumorale ca AT/C (%), calculatdi ca medie a animalelor individuale [(volum tumoral pentru
tratament cu Exemplul 38 28 zile minus volumul tumoral la ziua 0), impartit la (volumul tumoral
la tratament cu vehicul 28 zile minus volumul tumoral la ziua 0)], inmultit cu 100. Tabelul 2

35 rezumi rezultatele efectelor Exemplului 38 si SoC de cancer ovarian asupra cresterea tumorii
A2780 in 28 zile de tratament. In contrast cu efectul slab al SoC singur asupra cresterea tumorii
A2780, inhibarea semnificativ a cresterii tumorii A2780 este observata dupa tratament cu 50 mpk
BID p.o. cu Exemplul 38 singur, si dupa tratament cu Exemplu 38 50 mpk QD p.o. in combinatie
cu SoC.

40  Tabelul 2: Efectul Exemplului 38, al SoC ovarian carboplatin plus paclitaxel, si al Exemplului 38
in combinatie cu SoC, asupra cresterii tumorii A2780 la administrare 28 de zile.

Tratament Dozi si frecventa Cale AT/C (%), valoare

p

Exemplu 38 50 mpk BID p-o. 10,5 (p<0,001)

carboplatin/paclitaxel 60 mpk Q14D/|i.p. (carboplatin)

(carboplatin) 64,9 (p=0,084)
10 mpk Q14D (paclitaxel) |IV. (paclitaxel)
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Tratament Dozi si frecventa Cale AT/C (%), valoare
Exemplu 38 + carboplatin/paclitaxel 50 mpk QD (Ex. 38) p-o. (Ex. 38) :
?garboplagllgk Q14D]i.p. (carboplatin) 15,6 (p<0,001)
10 mpk Q14D (paclitaxel) |IV (paclitaxel)

START Discovery (http://startdiscovery.net/) are o platformd de modele tumorale
derivate de la pacient. Se selecteazd doud modele START Discovery de cancer ovarian derivat de
la pacient pe baza prezentei sau absentei mutatiilor componentei SWI/SNF de pierdere a functiei si

5 ale cdii PI3K, si se testeazid la START Discovery pentru efectul Exemplului 1 asupra cresterii
tumorii. Se trateaza 2 grupuri de 2 soareci fiecare timp de 28 zile. Grupul 1 se trateazd cu compusi
de fngn'jire Standard in cancer ovarian (SoC) carboplatin (formulat in NaCl 0,9% si administrat la
60 mpk Q14D i.p.) si paclitaxel (formulat in NaCl 0,9% si administrat 1a 10 mpk Q14D IV).
Grupul 2 se pre-trateazi cu Exemplul 1 (formulat in HEC 1%/TWEEN® 80 0,25%/Antispumant

10 0,05% si se administreazd la 50 mpk BID p.o.) timp de 5 zile, urmat de co-administrarea
Exemplului 1 si a SoC timp de 23 zile sau pand cand volumele tumorale ating 2000 mm?. Se
monitorizeazd modelele care prezintd staza sau regresia tumorii cu tratament de combinatie la 28
de zile dupa incetarca administririi pAnd cind este observatd re-cresterca tumorii. Se compard
media % de modificare a volumului tumoral fatid de volumul tumoral de bazi la ziua 0, si se

15 calculeazi ca medie a animalelor individuale [(volumul tumoral 1a tratament X zile minus volumul
tumoral la ziua 0), impartit la volumul tumoral la ziua 0], inmultit cu 100. Tabelul 3 rezuma
efectul tratamentului cu Exemplul 1 asupra cresterii din cele doud modele de tumoare ovariana
derivate de la pacient. ST884 - un model de tumoare ovariand derivatd de la pacient prezentand
inhibarea semnificativd a cresterii tumorale la tratamentul cu Exemplul 1 poartd o mutatic

20 homozigotd in ARIDIA combinati cu o mutatie in PIK3CA. In contrast, ST416 - un model de
tumoare ovariand derivati de la pacient care este ARID1A mutant heterozigot si fird mutatie in
PIK3CA sau PTEN - nu prezintd inhibarea cresterii tumorale la tratamentulu cu Exemplul 1.
Tabelul 3: Efectul Ingrijirii Standard (SoC) de cancer ovarian, carboplatin si paclitaxel, sau al
combinatiei Exemplu 1 plus SoC, asupra cresterii in 2 modele de tumori ovariene derivate de la

25 pacient.
Model Medie % modificare a Mutatie
tumoral volumului tumoral
derivat de
la " pacient)s (. |Bx. 1+, A\RIDIALOF |SMARCA2LOF  [SMARCA4LOF  |PIK3CA
cu cancer SoC
ovarian
i%‘ tho+02 |28
ST884 713 = +/+ nici una nici una D478V +/-
165 29+902 47
1502 #(2107 + R R ..
ST416 464 991 24 +/- nici una nici una nici una

Oncotest (http://www.oncotest.com/) are de asemenea o colectic mare stabilitd de
explanturi tumorale ale pacientului transplantate direct de la pacienfi si trecute subcutanat la
soareci nuzi ca PDX. Se selecteazd PDX gastrice Oncotest 9 pe baza prezentei mutatiilor

30 SWI/SNF de pierdere a functiei (LOF) si/sau mutatiilor complexe MLL, si se testeaza la Oncotest
pentru efectul Exemplului 1 sau vehicului asupra cresterii tumorii. Pentru modele GXA-3011, se
testeazd 5 animale pe grup si se trateazd timp de 28 zile fie cu vehicul (HEC 1%/TWEEN® 80
0,25%/ Antispumant 0,05%) fie cu Exemplul 1 1a 50 mpk BID p.o. Se monitorizeaza modelele care
prezintd prezintd staza sau regresia tumorii 1la 28 de zile dupa incetarea administrarii pand cand

35 este observati re-cresterea tumorii. Se calculeazd AT/C (%) ca medie a animalelor individuale
[(volumul tumoral la tratament cu Exemplul 1 > 28 zile minus volumul tumoral la ziua 0), impartit
la (volumul tumoral la tratament cu vehicul > 28 zile minus volumul tumoral la ziva 0)], Inmulfit
cu 100.

Pentru alte PDX gastrice Oncotest, se trateazd 2 grupuri de 2 soareci fiecare timp de 28

40 zile. Grupul 1 se trateazd cu compusii de ingrijire Standard (SoC) de cancer gastric, oxaliplatin
(formulat in glucozad 5% si administrat la 8 mpk Q14D i.p.) si paclitaxel (formulat in NaCl 0,9% si
administrat la 10 mpk Q14D IV). Animalele din Grupul 2 se pre-trateazd cu Exemplul 1 (formulat
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in HEC 1%/TWEEN® 80 0,25%/Antispumant 0,05% si administrat 1a 50 mpk BID p.o.) timp de 5
zile, urmat de co-administrarea Exemplului 1 si a SoC timp de 23 zile sau pand cand volumele
tumorale ating 2000 mm?. Se calculeazi media % modificare a volumului tumoral ca medie a
animalelor individuale [(volumul tumoral la tratament > 28 zile minus volumul tumoral la ziua 0),

5 impartit la volumul tumoral la ziua 0], inmultit cu 100.

Tabelul 4 rezuma rezultatele efectelor tratamentului cu Exemplul 1 asupra cresterii in
modele de cancer gastric derivat de la un pacient (carcinoame sau adenocarcinoame), si aratd ci
modelele a caror crestere este impiedicatd cu tratament cu Exemplul 1 poartd doud mutatii: 1) cel
putin o mutatic LOF heterozigotd in ARIDIA si 2) fie o LOF heterozigotd in MLL2 (gisitd in

10 PDX-urile GXA-3052, GXA-3079, GXA-3083) si/sau fiec o0 mutatic care afecteazd componente ale
caii PI3K (incluzind dar nu limitat la PIK3CA si PTEN; gisita in PDX-urile GXA-3002 si GXA-
3005). Modelele a ciror crestere nu este inhibatd dupid tratament cu Exemplul 1 au o mutatie
homozigota in p53, indiferent de statusul mutatiei LOF in ARID1A sau MLL2 (ca in PDX GXA
3011), si indiferent de statusul mutatiei componentelor ciii PI3K (ca in PDX GXA-3069).

15 Tabelul 4: Efectul SoC oxaliplatin plus paclitaxel, sau combinatiei din Exemplul 1 plus SoC,
asupra cresterii in modelele de cancer gastric derivat de la un pacient.

Medie 9% modificare in . ..
PDX AT/C (%) volumul tumoral vs. baza yg;atle (mutatii) Mutatie
. (medie + deviatie standard) PIK3CA sau|TP33
gastric Exemplu 1 + PTEN
Exemplu 1 SoC SoC P Zi ARIDIA |MLL2
262+
122 £5 28
GXA 3002 [ND g; — wt wt EEEN 26715
247 93 +47 42
512 +£96(228 + 46 25 PIK3CA
GXA 3005 |[ND 38 74 16 +/- wt CA20R4/- wt
471 +
GXA 3079 [ND A e e +- wt wt
940 52 +£75 49
GXA 3083 |[ND 709 -41 +£3 28 +/-(2) +/- wt wt
GXA 3011 141 ND ND 28 +/- +/- wt .71fs g
ins70 -/-
488 +

GXA 3069 |[ND 258 235 28 +/- wt ES545A +/- R273C -/-

GXA 3095 |[ND 348 + 33(326 + 68 28 -/- +/-(2) |wt wt

GXA 3096 |ND 390 505 £ 303 28 -/- wt D345K * wt

P2S +/-
F542K-/-,

GXF 602 |ND 1346 559 £123 21 +/- wt E726 +/- wt

In mod similar, cresterea in modelul tumoral pulmonar LXFE 937 derivat de la un

20  pacient care poartd doud mutatii MLL3 heterozigote cu pierdere de functie, este inhibatd
semnificativ dupa tratamentul cu Exemplul 1 in combinatic cu SoC de cancer pulmonar,
gemcitabind (formulatd in NaCl 0,9% si administratd o datd pe saptdménd la 120 mpk i.p) plus
cisplatin (formulat in NaCl 0,9% si administrat subcutanat la 3,2 mpk o datd pe sdptimind). Datele
sunt prezentate in Tabelul 5.

25 Tabelul 5: Efectul Ingrijirii Standard (SoC) gemcitabind plus cisplatin, sau al combinatiei din
Exemplul 1 plus SoC, asupra cresterii intr-un model cu celule scuamoase de carcinom NSCLC
derivat de la un pacient cu cancer pulmonar

Model tumoral derivat de la|,,.. Medie % modificare a volumului tumoral .

pacient Tip tumoare SoC Exemplul 1 + SoC Zile Mutatie LOF

< 11+2 -29 £25 28
LXFE 937 plaman RRiil3 19z 10 16 MLL3 (+/-) (2)

30
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in mod similar, tumoarea CXF 1034 colorectald derivati de la un pacient, care nu
exprimd proteind ARID1A si poartd mutatii in PIK3CA si PTEN, este inhibatd semnificativ in
crestere cand s-a testat cu combinatie din Exemplul 1 si SoC clorhidrat de irinotecan trihidrat
(formulat in NaCl 0,9% si administrat 1la 20 mpk Q7D IV) plus oxaliplatin (formulat in glucozi
5% si administrat la 8 mpk Q14D i.p.) Datele sunt prezentate in Tabelul 6.

Exemplul 1 plus SoC, asupra cresterii din modelul de carcinom colorectal derivat de la un pacient.

Model tumoral Medie % modificare a volumului

derivat de la un|Tip tumoare |tumoral Profil SWI/SNF/MLL

pacient SoC Exemplu 1 + SoC  |Zile

CXF 1034 colorectald 650 221 £ 88 28 PIK3CAR741%* (+/-)

ARID1A negativ,

PTEN del63 (+/+)

10

15

20

25

30

35

40

In concluzie, rezultatele descrise mai sus furnizeazi dovezi care sustin utilizarea
inhibitorilor EZH2, inclusiv, dar nu exclusiv pentru Exemplul 1 sau Exemplul 38, singuri si/sau in
combinatie cu chimioterapia de Ingrijire Standard (SoC), in tratamentul cancerelor ovarian,
gastric, pulmonar sau colorectal care poartd combinatii de mutatii in componentele complexului
SWI/SNF si/sau complexului MLL si/sau ciii PI3K.

Compusii prezentei inventii sunt formulati de preferintd drept compozitii farmaceutice
administrate printr-o varietate de cdi. Cel mai preferabil, astfel de compozitii sunt pentru
administrare orald. Astfel de compozitii farmaceutice si procedeele pentru prepararea acestora sunt
bine cunoscute in domeniu. Vezi, de ex., REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF
PHARMACY (D. Troy, et al., eds., 21st ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2005).

Dozele pentru compusii SoC la pacienti pot fi administrate ca pentru dozarea aprobatd,
sau pot varia in conformitate cu recomandarea medicului. Exemplele de doze pentru compusii SoC
pot fi, de exemplu, dupd cum urmeaza: Pentru cancer ovarian, dozele de carboplatin plus paclitaxel
pot fi 175 mg/m2 IV in fiecare din cele 3 siptdmani de paclitaxel, urmat de 175 mg/m? IV in
fiecare din cele 3 sdptimani de carboplatin. Pentru cancere gastrice, dozele de paclitaxel plus
oxaliplatin pot fi 50 mg/m? IV siptiméinal de paclitaxel si 2 mg/mL AUC siptimanal de
oxaliplatin. Pentru cancer pulmonar, dozele de gemcitabini plus cisplatin pot fi 1250 mg/m? IV in
fiecare din cele 3 sdptimani de gemcitabind plus 75 mg/m? IV in fiecare din cele 3 sAptimani de
cisplatin. Pentru cancere colorectale, dozele de irinotecan plus oxaliplatin pot fi 125 mg/m? IV
sdptimanal sau 350 mg/m? IV in fiecare din cele 3 siptdméni de irinotecan si 85 mg/m2 IV in
fiecare din cele 2 sdptimani de oxaliplatin. (Referintele pentru dozele de tratament SoC pot fi de
asemenca gasite la http://www.cancertherapyadvisor. com/gastrointestinal-cancers/gastric-cancer-
treatment-regimens/article/218159/)

Compusii EZH?2 ai prezentei inventii sunt in general eficienti intr-un interval de dozare
larg. De exemplu, dozele zilnice pot fi in intervalul zilnic de pand la 5000 mg/zi, preferabil
aproximativ 100-2000 mg/zi, administrate in una sau mai multe doze. Se va intelege totusi ca,
cantitatca de compus administrat de fapt va fi determinati de citre un medic, in lumina
circumstantelor relevante, incluzind afectiunea care trebuie tratati, calea de administrare aleasa,
compusul sau compusii administrati de fapt, varsta, greutatea, si rdspunsul individual al
pacientului, si severitatea simptomelor pacientului.
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
= WO-A1-2014/097041

= WO-A1-2014/177982

(57) Revendicari;

1. Un compus cu formula:

Ya

in care:

X este -CH;-sau-CH,-CH,-;

Y' este-NR*R’, -CH(CH;)-ciclohexil-4-il-N-metil-N-metoxietil, sau-CH(CH;)-ciclohex-4-
il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil,
metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, pirazolil, metilpirazolil, triazolil, pirolidinil,
tetrahidrofuraniloxi, sau morfolinil;

R* este ciclohex-4-il substituit cu N-metil-N-metoxietilamino, N-metil-N-ciclopropilamino,
sau azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit cu metoxi, etoxi, metoxietoxi, ciclopropiloxi,
sau pirazolil;

R este metil sau etil; si

RS este metil sau cloro; sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

2. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu Revendicarea 1, in care X este -
CHs-.

3. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu Revendicarea 1, in care X este
-CH,-CHs-.

4. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-3 in care
Y' este -CH(CHj3)-ciclohexil-4-il-N-metil-N-metoxietil sau -CH(CHj3)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in
care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi, 2-propoxi, metoximetil, metoxietoxi,
ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, pirazolil, metilpirazolil, triazolil, pirolidinil, tetrahidrofuraniloxi,
sau morfolinil.

5. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-4 in care
Y’ este -CH(CHz)-ciclohex-4-il-azetidin-1-il in care azetidin-1-il este substituit optional cu metoxi,
2-propoxi, metoximetil, metoxietoxi, ciclopropiloxi, ciclopropilmetoxi, pirazolil, metilpirazolil,

triazolil, pirolidinil, tetrahidrofuraniloxi, sau morfolinil.

6. Compusul sau sarea in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-5 in care RS este
metil.

7. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-3 in care
Y' este -NR*R’.

8. Compusul in conformitate fie cu Revendicarea 1 fie cu 3 care este
—0

I

a8
S

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
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9. Compusul in conformitate cu Revendicarea § care este 5-[(4,6-dimetil-2-0x0-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-2-{ (1R)-1-[4-(3-metoxiazetidin-1-il)ciclohexil]etil } -3-metil-5,6,7,8-
tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond, sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

10. Compusul in conformitate cu Revendicarea 9 care este 5-[(4,6-dimetil-2-oxo-1,2-
dihidropiridin-3-il)metil]-2-{(1R)-1-[trans-4-(3-metoxiazetidin- 1 -il)ciclohexil]etil }-3-metil-
5,6,7,8-tetrahidro-4H-tieno[3,2-c]azepin-4-ond, sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

11. O compozitic farmaceuticd cuprinzand compusul sau sarea acestuia in conformitate cu
oricare dintre Revendicirile 1-10 si unul sau mai multi excipienti, purtitori, sau diluanti
acceptabili farmaceutic,.

12. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-10 pentru
utilizare in terapie.

13. Compusul sau sarea acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-10 pentru
utilizare in tratamentul cancerului.

14. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 13 in care
cancerul este selectat din grupul constand din limfoame, tumori rabdoide, tumori in care lipsesc,
sau sunt defecte una sau mai multe componente din complexul SWI/SNF, complecsii MLL, si
calea PI3K activd constitutiv, sarcoame, miclom multiplu, melanom, cancer gastrointestinal,
cancer colorectal, cancer pulmonar, cancer la rinichi, cancer la sin, cancer ovarian, si cancer la
prostata.

15. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 14, in
care cancerul este limfom difuz cu celule B mari sau limfom folicular.

16. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate fie cu Revendicarea 14 fie
cu 15, in care cancerul este limfom difuz cu celule B mari.

17. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 14, in
care cancerul este o tumoare rabdoida cu SNF5 lipsa.

18. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 14, in
care cancerul este cancer gastric.

19. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 14, in
care cancerul este cancer ovarian.

20. Compusul sau sarea acestuia pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 14, in
care cancerul este mielom multiplu.

21. Un compus sau sare a acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-10
pentru utilizare simultand, separatd sau secventiald in combinatic cu carboplatin si paclitaxel in
tratamentul cancerului ovarian.

22. Un compus sau sare a acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-10
pentru utilizare simultand, separatd sau secventiald in combinatie cu oxaliplatin si paclitaxel in
tratamentul cancerului gastric.

23. Un compus sau sare a acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-10
pentru utilizare simultand, separatd sau secventiald in combinatic cu gemcitabind si cisplatin in
tratamentul cancerului pulmonar.

24. Un compus sau sare a acestuia in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-10
pentru utilizare simultand, separatd sau secventiald in combinatie cu irinotecan si oxaliplatin in
tratamentul cancerului colorectal.

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