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varietdti de boli, tulburdri sau stari asociate cu
LSDI1. De asemenea, sunt furnizate compozitii
farmaceutice cuprinzdnd noi compusi cu
Formula (I sau la'), sdruri acceptabile
farmaceutic ale acestora i metode pentru
utilizarea lor in tratarea uneia sau mai multor
boli, tulburéri sau stari, asociate cu LSDI1.
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of diseases, disorders or conditions, associated
with LSD1. Also provided are pharmaceutical
compositions comprising the novel compounds
of Formula (I or la'), pharmaceutically
acceptable salts thereof, and methods for their
use in treating one or more diseases, disorders
or conditions, associated with LSD1.

Claims: 12

Fig.: 2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3532459 T2 2024.06.30

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

CERERI DE BREVET DE INVENTIE CONEXE

Aceastd cerere de brevet de inventie revendicd prioritatea Cererii de brevet de inventie
Provizorii U.S. Nr. 62/413162, depusa in data de 26 octombrie, 2016 si a Cererii de brevet de inventie
Provizorii U.S. Nr. 62/413166, depusi 1n data de 26 octombrie, 2016.

STADIUL TEHNICII

Demetilaza specificd lizinei (LSD1), cunoscutd si ca demetilaza 1A specificd lizinei (K)
(LSD1), este o proteind umand care este codificati de gena KDMI1A si demetileazd In mod specific
lizina 4 histonei H3 mono - sau dimetilatd (H3K4) si lizina 9 histonei H3 mono - sau dimetilata
(H3K9) printr-un proces redox. Biochimica et Biophysica Acta 1829 (2013) 981-986. S-a descoperit
faptul cd LSD1 poseda proprietiti oncogene in mai multe tipuri de cancer, de la prostatd (Cancer Res.,
66 (2006), pp. 11341-11347) vezica urinara (Mol. Carcinog., 50 (2011), p. 931-944) neuroblastoame,
(Cancer Res., 69 (2009), pp. 2065-2071) cancere pulmonare, (PLoS One, 7 (2012), p. ¢35065)
sarcoame si hepato-carcinoame (Tumor Biol., 34 (2013), pp. 173-180). S-a demonstrat faptul ca
inhibitorii farmacologici LSD1, de exemplu, trateazd leucemiile (Nat. Med., 18 (2012), p. 605-611) si,
de asemenea, tumorile solide (Tumor Biol., 34 (2013), pp. 173-180). Publicatia de cerere
internationald de brevet de inventie WO 2013/057320A1 se referd la compusi (hetero)aril
ciclopropilamind si utilizarea lor in terapie, inclusiv, de exemplu, in tratamentul sau prevenirea
cancerului, a unei boli sau afectiuni neurologice sau a unei infectii virale. Publicatia de cerere
internationald de brevet de inventie WO 2016/123387 se referd la inhibitorii LSD1 si utilizarea
acestora in tratamentul diferitelor tulburdri mediate de LSDI. Stazi, G. si colab., Expert Opinion on
Therapeutic Patents, vol. 26, nr. 5 (28.03,2016), p. 565-580 este o revizuire a brevetelor care se referd
la inhibitorii LSD1 care acopera anii 2010 pand in 2015. Przespolewski, A. si colab., Expert Opinion
on Investigational Drugs, 125, nr. 7 (21.04,2016), p. 771-780 se referd la inhibitorii LSD1 ca terapie
potentiald pentru leucemia mieloida acutd. Lynch, J.T. si colab., Expert Opinion on Therapeutic Tar.,
vol. 16, nr. 12 (2012), p. 1239-1249 se referd la structura si activitatea enzimaticd a LSD1, rolul sdu in
complexele reglatoare ale cromatinei, rolurile sale functionale in tesutul normal si malign, inhibitorilor
farmacologici ai activitatii sale si rolurile lor teoretice terapeutice.

EXPUNEREA PE SCURT A INVENTIEI
Prezenta inventie se referd la compusi cu Formula:

(R%,

in care configuratia stereochimicd in jurul nucleului ciclopropil este 1R,2S,

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care

n este 1 sau 2;

meste 1 sau 2;

oeste O sau 1;

geste 0, 1,2 sau 3;

R! este un atom de hidrogen sau (C;-Ce)alchil;

R? este un atom de hidrogen sau (C1-Cs)alchil optional substituit cu OH sau (C;-Cg)alcoxi;

R3 si RY, dacd sunt prezenti, fiecare sunt selectati in mod independent dintre hidrogen, halo, OH si (C;-
Ce)alchil;

R’ este selectat din NH;, -NH(SO2)(Ci-Ce)alchil, -NH(SO,)(C;-Cealchil O(C;-Ce)alchil,
-NHC(O)(C-Ce)alchil, -NH(SO2)(Cs-Ce)cicloalchil, OH, -O(C;-Ce)alchil, - SOzNHz, -C(O)NH,,
-C(O)NH(C,-Cg)alchil, -C(O)N[(C;-Cg)alchil]a, -C(O)NH(S0O:)(C-Ce)alchil, -C(O)NH(C;-
Cs)alchil(SO2)(C1-Celalchil, -C(O)NH(SO2)(Cs-Cs)cicloalchil, -  C(O)NH(C;-Cs)alchil OH,
-C(O)NH(C;-Ce)alchil O(C;-Cg)alchil, si (C1-Cy)alchil substituit cu OH;

si
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R®, dacid este prezent, este selectat dintre (C;-Ce)alchil, halo(C;-Ce)alchil, (Ci-Cg)alcoxi, halo(C)-
Ce)alcoxi, halo si ciano;

cu conditia ca, compusul si nu aibd Formula:
N

sau o sare a acestuia.
Prezenta inventie se referd, de asemenea, la compozitii farmaceutice care cuprind astfel de compusi,
precum si astfel de compusi sau compozitii pentru utilizare in tratamentul unei boli sau afectiuni
selectate dintre LMC (leucemie mielogend cronicd), T-ALL (leucemie limfoblastici T acuti),
neuroblastom, cancer mamar, cancer de prostatd, reactivare a virusului herpes simplex si infectie cu
HIV

S-a descoperit acum faptul ¢4, compusii cu Formula structurald:

R' R2

), R® R
N ™y

(RO)—I— N

/
in care configuratia stereochimicd in jurul nucleului ciclopropil este 1R,2S,
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia si compozitii cuprinzand compusi cu aceastd formula, in
care fiecare dintre R!, R%, R?, RY, R%, R®, m, n, o §i q sunt definiti si descrisi in continut, sunt inhibitori
eficienti ai LSD1. A se vedea Tabelul 6 in sectiunea de Exemplificare de mai jos. Conditiile de tratate
a compusilor dezvaluiti sunt descrise in continut.

DESCRIEREA PE SCURT A FIGURILOR

FIG. 1 ilustreaza structura cristalind cu raze X pentru intermediarul (1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropan-1-amina (S)-2-hidroxi-2-fenilacetat.
FIG. 2 ilustreaza structura cristalind cu raze X pentru sarea monocitrat a Compusului 2.

DESCRIEREA DETALIATA A ANUMITOR VARIANTE DE REALIZARE

1. Descrierea Generald a Compusilor
Prezenta dezviluire furnizeaza compusi cu Formula:

( mNXy(o
A )n R® R
A

i N

(R%),

in care configuratia stereochimicd in jurul nucleului ciclopropil este 1R,2S,

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care

n este 1 sau 2;

meste 1 sau 2;

oeste O sau 1;

geste 0, 1,2 sau 3;

R! este un atom de hidrogen sau (C;-Ce)alchil;

R? este un atom de hidrogen sau (C1-Cs)alchil optional substituit cu OH sau (C;-Cg)alcoxi;

R3 si RY, dacd sunt prezenti, fiecare sunt selectati in mod independent dintre hidrogen, halo, OH si (C;-
Ce)alchil;

R’ este selectat din NH;, -NH(SO2)(Ci-Ce)alchil, -NH(SO,)(C;-Cealchil O(C;-Ce)alchil,
-NHC(O)(C-Ce)alchil, -NH(SO2)(Cs-Ce)cicloalchil, OH, -O(C;-Ce)alchil, - SOzNHz, -C(O)NH,,
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-C(O)NH(C,;-Cg)alchil, -C(O)N[(C;-Cg)alchil]a, -C(O)NH(SO:2)(C-Ce)alchil, -C(O)NH(C;-
Ce)alchil(SO2)(Ci-Ce)alchil, -C(O)NH(SO2)(Cs-Cg)cicloalchil, -  C(O)NH(C,;-Ce)alchil OH,
-C(O)NH(C;-Ce)alchil O(C;-Cg)alchil, si (C1-Cy)alchil substituit cu OH

si

RS, dacii este prezent, este selectat dintre (C;-Cg)alchil, halo(C;-Cg)alchil, (C;-Ce)alcoxi, halo(C;-
Ce)alcoxi, halo si ciano;

2. Compusi si Definitii

Termenii "halo" si "halogen" asa cum sunt utilizati In continut se referd la un atom selectat
dintre fluor (fluor, F), clor (clor-, CI), brom (-brom, Br) si iod (iod-, -1).

Termenul "alchil” utilizat singur sau ca parte a unui fragment mai mare, cum ar fi "alcoxi”,
"haloalchil” si altele asemenea, Inseamnd un radical hidrocarburd monovalentd saturatd cu catena
liniard sau ramificatd. Dacd nu se specificd altfel, o grupare alchil are in mod tipic 1-6 atomi de
carbon, adicd, (Ci-Ce)alchil. Asa cum este utilizat In continut, o grupare "(C;-Cg)alchil” inseamnd un
radical avind de la 1 pani la 6 atomi de carbon Intr-un aranjament liniar sau ramificat.

Termenul "haloalchil” include grupéri mono, poli si perhaloalchil in care atomii de halogen
sunt selectati In mod independent dintre fluor, clor, brom si iod.

"Alcoxi" Inseamnd un radical alchil atasat printr-un atom de oxigen de legiturd, reprezentat
de -O-alchil. De exemplu, "(Ci-Cy)alcoxi” include metoxi, etoxi, propoxi si butoxi.

Cand este utilizatd in legdturd cu descrierea unei grupdri chimice care poate avea mai multe
puncte de atasare, o cratimi (-) desemneazd punctul de atasare al acelei grupari la variabila la care este
definitd. De exemplu, -NH(SO:)(Cs-Cg)cicloalchil inseamna faptul cd punctul de atasare pentru
aceasta grupare este pe atomul de azot.

Compusii dezviluiti existd in diferite forme stereoizomerice. Stereoizomerii sunt compusi
care diferd doar prin aranjarea spatiald a atomilor lor. Aranjamente spatiale diferite Intr-un compus pot
rezulta, de exemplu, din orientarea a patru substituenti diferiti In jurul unui atom de carbon chiral
(adicd, un centru chiral), orientarea a doi sau mai multi substituenti in jurul unei duble legéturi sau
orientarea a doi sau mai multi substituenti pe un nucleu cicloalchil.

Enantiomerii sunt un tip de stereoizomer care poate apirea dintr-un centru chiral sau centri
chirali. Enantiomerii sunt perechi de stereoizomeri ale cdror imagini in oglinda nu sunt superpozabile,
cel mai frecvent deoarece contin un atom de carbon substituit asimetric sau atomi de carbon care
actioneaza ca un centru (centri) chiral(i). "R” si "S” reprezinta configuratia absolutd a substituentilor in
jurul unuia sau mai multor atomi de carbon chiral, unde fiecérui centru chiral i se atribuie prefixul "R”
sau "S”, In functie de configuratia centrului chiral care este dreapta (rotatie in sensul acelor de
ceasornic) sau stinga (rotire In sens invers acelor de ceasornic). Daci rotirea este in sensul acelor de
ceasornic sau spre dreapta In jurul unui atom de carbon chiral, desemnarea este "R” pentru dreapta.
Daci rotirea este in sens invers acelor de ceasornic sau spre stinga in jurul unui atom de carbon chiral,
desemnarea este "S” pentru stinga.

Puritatea enantiomericd reflectd gradul in care un enantiomer al unui compus este prezent in
mod predominant fati de celdlalt enantiomer al acelui compus. Se determind prin scdderea
compozitiel procentuale a enantiomerului major cu compozitia procentuald a enantiomerului minor
care este prezent. De exemplu, un amestec racemic are o puritate enantiomericd de 0%, in timp ce un
singur enantiomer complet pur are o puritate enantiomericd de 100%. O compozitie cu 70% dintr-un
enantiomer si 30% din celilalt are o puritate enantiomericd de 40% (70% - 30%).

Diastereomerii sunt stereoizomeri care nu sunt legati ca obiect si imagine in oglindd si nu
sunt enantiomeri. Spre deosebire de enantiomerii care sunt imagini in oglindd unul cu celélalt si non-
superpozabili, diastereomerii nu sunt imagini In oglindd unul cu celdlalt si non-superpozabili.
Diastereomerii au doi sau mai multi centri chirali.

Izomerii geometrici apar atunci cind doi sau mai multi substituenti de pe o legiturd sau un
ciclu dublu pot avea orientéri spatiale diferite unul fatd de celalalt, datoritd prezentei legaturii duble
sau a structurii nucleului. Cand orientarea substituentilor unui izomer geometric este pe partile opuse
ale dublei legaturi, se considerd faptul cd acei substituenti sunt "trans” unul fatd de celdlalt sau se
noteazd cu litera "E”. Cénd orientarea substituentilor unui izomer geometric se afld pe aceeasi parte a
legaturii duble, se spune considerd faptul cd acei substituenti sunt "cis” unul fatd de celélalt sau se
noteazd cu litera "Z".

Cand configuratia a doi sau mai multi substituenti despre o legatura dubla este indicatd prin structuri;
prin denumiri "E” sau "Z”; prin "cis” sau "trans”; sau printr-o combinatie a celor de mai sus, trebuie si
se Inteleagd faptul cd puritatea stereochimica descrisd in raport cu acea dubla legatura este de cel putin
85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% din greutate.
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Puritatea stereochimicd in greutate in raport cu o legiturd dubld inseamna procentul in greutate de
compus dintr-o compozitie avand stereochimia indicatd despre legédtura dubla.

Cand un compus este descris prin structurd fard a indica stereochimia la un centru chiral,
trebuie sd se inteleaga faptul cd structura include fie configuratie la centrul chiral, fie, alternativ, orice
amestec de configuratii la acel centru chiral.

Pozitiile 1 si 2 ale nucleului ciclopropil reprezintd urméatoarele:

R'" R2
RS
( N o
i ), R® R
R, hE

Compusii descrisi in continut pot fi prezenti sub formd de sdruri acceptabile farmaceutic.
Pentru utilizare In medicamente, sarurile compusilor conform inventiei se referd la "sdruri acceptabile
farmaceutic” netoxice. Formele de sdruri acceptabile farmaceutic includ sdruri acide/anionice sau
bazice/cationice acceptabile farmaceutic. Sarurile de aditie acida adecvate acceptabile farmaceutic ale
compusilor descrisi in continut includ de exemplu séruri ale acizilor anorganici (cum ar fi acidul
clorhidric, acidul bromhidric, fosforic, azotic si sulfuric) si ale acizilor organici (cum ar fi acidul
acetic, acizii benzensulfonic, benzoic, metansulfonic si p-toluensulfonic). Compusii din prezentele
cunostinte tehnice cu grupdri acide cum ar fi acizii carboxilici pot forma siruri acceptabile
farmaceutic cu baze acceptabile farmaceutic. Sarurile bazice acceptabile farmaceutic adecvate includ,
de exemplu, sdrurile de amoniu, sirurile de metale alcaline (cum ar fi sirurile de sodiu si potasiu) si
sarurile de metale alcalino-pdmantoase (cum ar fi sdrurile de magneziu si calciu). Compusii cu o
grupare de amoniu cuaternar contin, de asemenea, un contra-anion cum ar fi clorurd, bromuri, iodura,
acetat, perclorat si altele asemenea. Alte exemple de astfel de sdruri includ clorhidrati, bromhidrati,
sulfati, metansulfonati, nitrati, benzoati si sdruri cu aminoacizi cum ar fi acidul glutamic.

Termenii "subiect” si "pacient” pot fi folositi interschimbabil si Inseamna un mamifer care are
nevoie de tratament, de exemplu, animale de companie (de exemplu., caini, pisici si altele asemenea),
animale de ferma (de exemplu, vaci, porci, cai, oi, capre si altele asemenea) si animale de laborator (de
exemplu, sobolani, soareci, cobai si altele asemenea). Tn mod tipic, subiectul este un om care are
nevoie de tratament.

3. Descrierea Compusilor Exemplari
Intr-o prima varianta de realizare, prezenta dezvéluire furnizeazé un compus cu Formula Ia:

AT 24

# (Ta);
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, In care variabilele sunt cele descrise mai sus.

Intr-o a doua variant3 de realizare, R® in Formula Ia este selectat dintre metil, etil, halometil,
haloetil, metoxi, halometoxi, halo si ciano, in care variabilele rdmase sunt cele descrise in prima
varianta de realizare.

Intr-o a treia varianta, compusul cu Formula Ia are Formula II:

R" R?

AT 2

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia..
Intr-o a patra varianta de realizare, compusul cu Formula Ia, sau II are Formula III:

ROy

dD:
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R' RZ2

R5

¥
H

(I1ID);

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o a cincea variantd de realizare, compusul cu

Formula Ia, sau II are Formula IV:

R'" R2
R5
P¥
R3 R4
Sy N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a sasea varianta de realizare, compusul cu Formula Ia, II, sau III are Formula V:
RZ

R5

/DC/N)\/
H

(V);

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o a saptea variantd de realizare, R? in compusii cu Formula Ia, IL, IIL, IV, sau V este un
atom de hidrogen, metil sau hidroxi (C;-Cy)alchil, in care variabilele rimase sunt cele descrise In a
doua variantd de realizare. Alternativ, R” 1

avy,

in compusul cu Formula Ia, II, III, IV, sau V este
hidroxi(C;-Cy)alchil, in care variabilele rdmase sunt cele descrise In a doua variantd de realizare. Intr-
o alti alternativdi, R? in compusul cu Formula Ia, II, III, IV, sau V este hidroxi (C;-Cy)alchil, in care
variabilele rdmase sunt cele descrise in a doua varianta de realizare.

Intr-o a opta varianta, compusul cu Formula Ia, II, sau III are Formula:

R 5
/QC/N/K
I \\“"AN
H

(VD);

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o a noua variantd de realizare, compusul cu Formula

Ia, I, sau III are Formula:
H
(VID);

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. Intr-o a zecea variantd de realizare, compusul cu
Formula Ia, II, sau III are Formula:

R5

/QC/N I~

SO
H

(VIID;

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a unsprezecea variantd de realizare, compusul cu Formula Ia, II, sau IV are Formula:
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R5
<
R3 R4
AN N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a doudsprezecea variantd de realizare, compusul cu Formula Ia, I, IV sau IX are

Formula:
R S
AN DOX
o N
H

(X);

>

(IX):

>

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a treisprezecea variantd de realizare, compusul cu Formula Ia, II, IV, sau IX are
Formula:

S~ R
N
AN N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a paisprezecea variantd de realizare, compusul cu Formula Ia, II, IV, sau IX are

Formula:
R5
N /\(
A OH
AN N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o a cincisprezecea varianti de realizare, R® in oricare dintre compusii cu Formula Ia, II,
III, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, sau XII este NH,, -NH(SO)(C;-Cs)alchil, -NH(SO:)(C;-
Cyalchil O(Ci-Cyalchil, -NHC(O)(Ci-Cyalchil, -NH(SO,)(Cs-Ce)cicloalchil, OH, -S0OzNHz,
-C(ONH,, -C(O)NH(C;-Cyalchil, -C(O)NH(SO2)(Ci-Cyalchil, -C(O)NH(C,-Ca)alchil(SO2)(Cs-
Cyalchil, -C(O)NH(C,-Cs)alchil OH, sau (C;-Cy)alchil substituit cu OH, in care variabilele ramase
sunt cele descrise in a doua sau a saptea varianta de realizare. Alternativ, R’ in oricare dintre compusii
cu Formula Ta, II, ITI, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, sau XII este NH;, -NH(SO,)CHs,
-NH(SO,)(CH»)>OCHs, -NH(SO2)CH(CH3)2, -NH(SO2)CH>CH3, -NHC(O)CH3, -NH(SOz)ciclopropil,
OH, -SOzNHz, -C(O)NH:, -C(ONH(SO2)CH;, -C(O)NH(CHs);, -C(O)NHCH(CHs),, -C(O)
NHCH,CH3, -C(O)NH(CH2)2(SO2)CH3, -C(O)NH(CH2),OH, sau -CH,OH, in care variabilele ramase
sunt cele descrise in a doua sau a saptea variantd de realizare. Intr-o alta alternativi, R® in oricare
dintre compusii cu Formula Ia, II, I11, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, sau XII este -C(O)NH,, OH,
-SOzNHz sau -NH(SO;)CH3, in care variabilele rdmase sunt asa cum sunt descrise in a doilea sau a
saptelea variantd de realizare. Intr-o altd alternativa, R® in oricare dintre compusii cu Formula Ia, II,
II1, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, sau XII este OH, in care variabilele rimase sunt cele descrise in
a doilea sau a saptelea variantd de realizare.

fntr-o a saisprezecea variantd de realizare, compusul este selectat dintre
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10 sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a saptesprezecea varianta de realizare, compusul este:
OH

/(/ OH
DQN
W A N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a optsprezecea varianti de realizare, compusul este:

N/\/OH
\\\\\,AN DC/
H

v

>

>

>

15 J
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-o a noudsprezecea varianti de realizare, compusii descrisi in continut (de exemplu,
Formula Ia, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, sau XII iar cei din a saisprezecea pand la a
optsprezecea variantd de realizare) sunt enantiomeri unici avand o puritate enantiomericd de cel putin
20

95% (de exemplu, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98%, cel putin 99%, cel putin 99,5% sau cel
putin 99,9%).

Intr-o a doudzecea varianta de realizare, configuratia stereochimici corespunzitoare ciclului
ciclopropil din compusii descrisi In continut (de exemplu, Formula Ia, II, III, IV, V, VI, VII, VIII,
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IX, X, XI, sau XII si cei din a saisprezecea pand la a optsprezecea varianti de realizare) este 1R,2S si
compusii sunt enantiomeri unici avand o puritate enantiomericd de cel putin 95% (de exemplu, cel
putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98%, cel putin 99%, cel putin 99,5% sau cel putin 99,9%).

Intr-un aspect, compusii descrisi in continut nu sunt

N/\‘anHz
Q

sau o sare a acestuia.

Intr-un aspect, cind q este 0, m este 1, n este 1, o este 0 si R! §i R? sunt ambii atomi de
hidrogen in compusii descrisi in continut, apoi R® nu este -CONHa. Intr-un alt aspect, cand q este 0, m
este 2, n este 2, o este O si R! gi R? sunt ambii atomi de hidrogen in compusii descrigi in continut,
atunci R® nu este -CONH..

Exemple specifice de compusi sunt furnizate in sectiunea EXEMPLIFICARE si sunt incluse
ca parte a unei a treisprezecea variantd de realizare in continut. Sunt incluse, de asemenea, sérurile
acceptabile farmaceutic precum si formele neutre ale compusilor din EXEMPLIFICARE.

4. Formulare si Administrare

Intr-un aspect, In continut sunt furnizate compozitii care cuprind compusii descrisi in
continut sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

Intr-un alt aspect, compozitiile cuprind in plus un purtitor, adjuvant sau vehicul acceptabil
farmaceutic. Cantitatea de compus din compozitie este astfel incat este eficientd pentru a modula
masurabil LSD1, sau un mutant al acestuia Intr-o proba biologicd sau la un pacient, adica "cantitatea
eficientd” sau "cantitatea eficientd terapeutic”.

fn anumite aspecte, o compozitie descrisa in continut este formulati pentru administrare la un
pacient care are nevoie de o astfel de compozitie. In unele aspecte, o compozitie descrisa in continut
este formulatd pentru administrare orald la un pacient.

Termenul "purtitor, adjuvant sau vehicul acceptabil farmaceutic" sau "purtétor acceptabil
farmaceutic” se referd la un purtdtor, adjuvant sau vehicul netoxic care nu distruge activitatea
farmacologicd a compusului cu care este formulat. Purtdtorii, adjuvantii sau vehiculele acceptabile
farmaceutic care pot fi utilizate In compozitiile descrise In continut includ, dar nu se limiteaza la,
schimbdtoare de ioni, alumini, stearat de aluminiu, lecitind, proteine serice, cum ar fi albumina serica
umand, substante tampon cum ar fi fosfatii, glicina, acid sorbic, sorbat de potasiu, amestecuri partiale
de gliceride de acizi grasi vegetali saturati, apd, sdruri sau electroliti, cum ar fi sulfat de protamina,
fosfat acid disodic, fosfat acid de potasiu, clorurd de sodiu, saruri de zine, silice coloidal, trisilicat de
magneziu, polivinil pirolidond, substante pe bazd de celulozi, polietilen glicol, carboximetilceluloza
de sodiu, poliacrilati, ceruri, polimeri bloc de polietilen-polioxipropilend, polietilen glicol si grasime
de lana.

Compozitiile acceptabile farmaceutic descrise In continut pot fi administrate oral in orice
formd de dozare acceptabild oral incluzand, dar fard a se limita la, capsule, tablete, suspensii sau
solutii apoase. In cazul tabletelor pentru uz oral, purtitorii utilizati in mod obisnuit includ lactoza si
amidonul de porumb. Agentii de lubrifiere, cum ar fi stearat de magneziu, sunt de asemenea addugati
in mod tipic. Pentru administrarea orald sub forma de capsule, diluantii utili includ lactozd si amidon
de porumb anhidru. Cand sunt necesare suspensii apoase pentru utilizare orald, ingredientul activ este
combinat cu agenti de emulsionare si de suspendare. Daci se doreste, se pot adduga si anumiti agenti
de indulcire, aromatizare sau colorare.

Compozitiile acceptabile farmaceutic descrise in continut pot fi preparate, de asemenea, sub
forma injectabild. Preparatele injectabile, de exemplu, suspensiile apoase sau oleaginoase injectabile
sterile pot fi formulate conform tehnicii cunoscute folosind agenti de dispersie sau umectare si agenti
de suspendare adecvati. Preparatul injectabil steril poate fi, de asemenea, o solutie, suspensie sau
emulsie injectabild sterild Intr-un diluant sau solvent netoxic acceptabil parenteral, de exemplu, ca o
solutie In 1,3-butandiol. Printre purtétorii si solventii acceptabili care pot fi folositi se numard apa,
solutia Ringer, U.S.P. si solutie izotonicd de clorurd de sodiu. in plus, uleiurile sterile nevolatile, sunt
utilizate in mod conventional ca solvent sau mediu de suspendare. In acest scop, poate fi folosit orice
ulei nevolatil bland inclusiv mono- sau digliceride sintetice. In plus, acizii grasi precum acidul oleic
sunt utilizati la prepararea injectabilelor.
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Compozitiile acceptabile farmaceutic descrise in continut pot fi, de asemenea, administrate
local, 1n special atunci cand tinta tratamentului include zone sau organe usor accesibile prin aplicare
topicd, inclusiv boli ale ochiului, pielii sau tractului intestinal inferior. Formulérile topice adecvate
sunt preparate cu usurintd pentru fiecare dintre aceste zone sau organe. Aplicarea locald pentru tractul
intestinal inferior poate fi efectuatd intr-o formulare de supozitor rectal (vezi mai sus) sau intr-o
formulare adecvata pentru clismd. Se pot utiliza, de asemenea, plasturi topic-transdermici.

Cantitatea de compus descris In continut care poate fi combinatd cu materialele purtitor
pentru a produce o compozitie Intr-o forma de dozare unicd va varia in functie de gazda tratata si de
modul particular de administrare. In unele variante de realizare, compozitiile furnizate trebuie
formulate astfel Incat sd poatd fi administratd unui pacient o dozd cuprinsd intre 0,01 - 100 mg/kg
greutate corporald/zi de inhibitor, cum ar fi, de exemplu, 0,1 - 100 mg/kg greutate corporald/zi la un
pacient care primeste aceste compozitii.

De asemenea, trebuie inteles faptul ci o dozd specificd si un regim de tratament pentru orice
pacient anume va depinde de o varietate de factori, inclusiv de activitatea compusului specific folosit,
varsta, greutatea corporald, starea generald de sdnatate, sexul, dieta, timpul de administrare, rata de
excretie, combinatia de medicamente §i aprecierea medicului curant §i severitatea bolii particulare
care este tratatd. Cantitatea de compus descrisd In continut in compozitie va depinde de asemenea de
compusul particular din compozitie.

5. Utilizdri ale Compusilor si Compozitiilor Acceptabile Farmaceutic

Compusii si compozitiile descrise in continut sunt utile in tratarea bolilor si/sau tulburarilor
asociate cu supra-exprimarea LSD1 si/sau exprimarea unei forme mutante a LSD1, cum ar fi acele
forme mutante care modifici activitatea substratului LSD1.

Compusii si compozitiile descrise in continut sunt utile in tratarea bolilor si/sau tulburarilor
asociate cu proliferarea celulara. In unele variante de realizare, compusii si compozitiile descrise in
continut sunt utile in tratarea bolilor si/sau a tulburarilor asociate cu reglarea anormald a ciclului
celular sau repararea ADN-ului. In unele variante de realizare, compusii si compozitiile descrise in
continut sunt utile in tratarea cancerului. Exemple de tipuri de cancer includ cancerul de san, cancerul
de prostatd, cancerul de colon, carcinomul cu celule renale, cancerul multiform glioblastom, cancerul
vezicii urinare, melanomul, cancerul bronsic, limfomul si cancerul hepatic.

Prezenta dezviluire furnizeazd compusi si compozitii pentru utilizare in reducerea activitatii
LSD1 la un subiect care cuprinde etapa de administrare a unui compus descris In continut, sau o
compozitie care cuprinde oricare dintre compusii din continut. In unele variante de realizare, prezenta
dezviluire furnizeazd compusi si compozitii pentru utilizare in reducerea activititii LSD1 - de tip
general la un subiect care cuprinde etapa de administrare a unui compus descris in continut, sau o
compozitie care cuprinde oricare dintre cele de mai sus. in unele variante de realizare, prezenta
dezviluire furnizeazd compusi si compozitii pentru utilizarea unei metode de reducere a activitatii
unei forme mutante de LSD1 la un subiect care cuprinde etapa de administrare a unui compus descris
in continut, sau o compozitie care cuprinde oricare dintre cele de mai sus.

In unele variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza compusi si compozitii pentru
utilizare in tratarea unei boli sau afectiuni legate de cancer, incluzadnd, de exemplu, tumori precum de
tesut, de san, cerebral, carcinoamele de col uterin, carcinoamele testiculare etc. Intr-un aspect,
cancerele care pot fi tratate prin compozitiile si metodele descrise in continut includ, dar nu se
limiteazd la tipuri de tumori cum ar fi carcinoame si sarcoame astrocitare, mamare, cervicale,
colorectale, endometriale, esofagiene, gastrice, cap si gat, hepatocelulare, laringiene, pulmonare,
orale, ovariene, de prostatd si tiroidiene.

In unele variante de realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza compusi si compozitii pentru
utilizare in tratarea unei boli sau afectiuni selectate dintre una sau mai multe dintre urmitoarele,
Cardiac: sarcom (angiosarcom, fibrosarcom, rabdomiosarcom, liposarcom), mixom, rabdomiom,
fibrom, lipom si teratom; Pldman: carcinom bronhogen (celule scuamoase, celule mici nediferentiate,
celule largi nediferentiate, adenocarcinom), carcinom alveolar (bronsiolar), adenom bronsic, sarcom,
limfom, hamartom condromatos, mezoteliom; Gastrointestinal: esofag (carcinom cu celule scuamoase,
adenocarcinom, leiomiosarcom, limfom), stomac (carcinom, limfom, leiomiosarcom), pancreas
(adenocarcinom ductal, insulinom, glucagonom, gastrinom, tumori carcinoide, vipoame), intestin
subtire (adenocarcinom, limfom, tumori carcinoide, sarcom Kaposi, leiomiom, hemangiom, lipom,
neurofibrom, fibrom), intestin gros (adenocarcinom, adenom tubular, adenom vilos, hamartom,
leiomiom); Tract genito-urinar: rinichi (adenocarcinom, tumora Wilm (nefroblastom), limfom,
leucemie), vezicd urinara si uretrd (carcinom cu celule scuamoase, carcinom cu celule tranzitionale,
adenocarcinom), prostatd (adenocarcinom, sarcom), testicul (seminom, teratom, teratom, carcinom
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embrionar, teratocarcinom, coriocarcinom, sarcom, carcinom cu celule interstitiale, fibrom,
fibroadenom, tumori adenomatoide, lipom); Ficat: hepatom (carcinom hepatocelular),
colangiocarcinom, hepatoblastom, angiosarcom, adenom hepatocelular, hemangiom; Osos: sarcom
osteogenic (osteosarcom), fibrosarcoma, histiocitom malign fibros, condrosarcom, sarcom Ewing,
limfom malign (sarcom cu celule de reticul), mielom multiplu, cordom cu celule tumorale maligne
gigant, osteocronfrom (exostozd osteocartilaginoasd), condrom benign, condroblastom,
condromixofibrom, osteom osteoid si tumori cu celule gigantice; Sistem nervos: craniu (osteom,
hemangiom, granulom, xantom, osteitd deformantd), meninge (meningiom, meningiosarcom,
gliomatozd), creier (astrocitom, meduloblastom, gliom, ependimom, germinom (pinealom),
glioblastom multiform, oligodevandrom multiform, oligodendrogliom, scwanom, retinoblastom,
tumori congenitale), neurofibrom méaduvei spindrii, meningiom, gliom, sarcom); Ginecologic: uter
(carcinom endometrial), col uterin (carcinom cervical, displazie cervicald pretumorald), ovare
(carcinom ovarian (cistadenocarcinom seros, chistadenocarcinom mucinos, carcinom neclasificat),
tumori celulare granulozo-tecale, disgerminom, teratom malign), vulvd (carcinom cu celule
scuamoase, carcinom intraepitelial, adenocarcinom, fibrosarcom, melanom), vagin (carcinom cu
celule clare, carcinom cu celule scuamoase, sarcom botrioid (rabdomiosarcom embrionar), trompe
uterine (carcinom); Hematologic sénge leucemie mieloida (acutd si cronicd), leucemie limfoblastica
acutd, leucemie limfocitard cronicd, boli mieloproliferative, mielom multiplu, sindrom
mielodisplazic), boala Hodgkin, limfom non-Hodgkin (limfom malign); Piele: melanom malign,
carcinom bazocelular, carcinom cu celule scuamoase, alunite nevi displazici, lipom, angiom,
dermatofibrom, cheloizi, psoriazis si glandele suprarenale: neuroblastom.

Intr-o varianta de realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza compusi si compozitii pentru
utilizare 1n tratarea unei boli sau afectiuni selectate dintre LMC, T-ALL, neuroblastom, cancer de sin,
cancer de prostatd, reactivarea virusului herpes simplex si infectia cu HIV, cuprinzind etapa de
administrare la un subiect care are nevoie de acesta, a unui un compus descris in continut sau o sare
acceptabila farmaceutic a acestuia. Intr-o alternativi, boala sau starea este selectatd dintre CML, T-
ALL si neuroblastom.

EXEMPLIFICARE

Exemplele reprezentative care urmeazd sunt destinate sd ajute sd ilustreze prezenta
dezviluire si nu sunt destinate si nici nu ar trebui si fie interpretate ca limitare a domeniului de
aplicare a ceea ce este descris. Modificérile si alte variante de realizare, In plus fatd de cele prezentate
s descrise in continut, vor deveni evidente pentru specialistii in domeniu.

Se va aprecia In plus faptul cd prezenta dezvaluire (inclusiv Exemplificarea) descrie compusi
individuali descrigi In continut. Acolo unde compusii individuali exemplificati sunt izolati si/sau
caracterizati ca o sare, de exemplu, ca o sare a acidului trifluoracetic, prezenta dezviluire descrie o
bazd liberd a sérii, precum si alte saruri acceptabile farmaceutic ale bazei libere.

Dacd nu se mentioneaza altfel, toti solventii, substantele chimice si reactivii au fost obtinuti
comercial si utilizati f4rd purificare. Spectrele 'H RMN au fost obtinute in D20, CDCls, ds-DMSO,
CD30D sau ds-acetona la 25 °C la 400 MHz pe un sistem OXFORD (Varian) cu deplasare chimica (J,
ppm) raportate fatd de TMS ca standard intern. Cromatogramele si spectrele HPLC-MS au fost
obtinute cu ajutorul sistemului Shimadzu LC-MS-2020. Analiza chirald si purificarea au fost obtinute
cu Yilite P270.

(1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amina (S)-2-hidroxi-2-fenilacetat

Etapa 1:
o
(E)-2-benzilidenbutanal

La o solutie de benzaldehida (130,0 kg, 1226,4 mol) in MeOH (1100,0 kg) s-a adiugat
NaOH (apos) (10%, 500,0 kg). Apoi s-a addugat butanal (92,7 kg, 1287,5 moli) prin picurare la 0 °C.
Amestecul de reactie a fost agitat la 10 °C timp de 10 ore. Solventul a fost Indepartat si reziduul a fost
acidulat cu HCI (apos, 4N) la pH = 5. Amestecul a fost extras cu EtOAc (500 kg+200 kg) si spélat cu
saramurd (100 kg*2). Stratul organic a fost concentrat sub vid. Produsul brut a fost distilat sub vid
(85-95 °C, 2-10 mm Hg) pentru a da (E)-2-benzilidenbutanal (130,0 kg, GC >95%) sub forma unui
ulei galbui.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3532459 T2 2024.06.30

16

Etapa 2:

©/\\(\/COOEt

etil (E)-4-((E)-benziliden)hex-2-enoat

Acetat de 2-(dietoxifosforil)etil (182,0 kg, 812,5 mol) a fost dizolvat in THF (2200 kg) si
rdcit la 0 °C. S-a addugat tert-butanolat de potasiu (105,0 kg, 937,5 moli) intr-o portie si amestecul de
reactie a fost agitat energic la 0 °C timp de 15 min. La amestecul de reactie s-a addugat (E)-2-
benzilidenbutanal (130,0 kg, 812,5 moli 1,0 echiv.) si amestecul de reactie a fost agitat la 25 °C timp
de 16 ore. Amestecul de reactie a fost stins cu H2O (320,0 kg) si extras cu EtOAc (360,0 kg). Stratul
organic a fost uscat pe sulfat de sodiu si filtrat. Solventul a fost evaporat sub presiune redusi pentru a
da produsul brut sub forma de ulei. Uleiul a fost dizolvat in eter de petrol (560,0 kg), filtrat printr-un
strat de silicagel (30,0 kg), iar turta de filtrare a fost spilatd cu eter de petrol. Filtratul combinat a fost
concentrat pentru a da etil (E)-4-((E)-benziliden)hex-2-enoat sub forma de ulei (170,0 kg). Acest
material a fost utilizat in etapa urmétoare fard purificare suplimentara.

Etapa 3:

AL

etil (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-carboxilat

Tert-butanolat de potasiu (103,5 kg, 924,1 mol) a fost dizolvat Tn DMSO (1900 kg) intr-o
atmosferd inertd. Amestecul a fost agitat timp de 15 minute la 25 °C Inainte de addugarea de iodurd de
trimetilsulfoxoniu (210,0 kg, 959,0 mol). Acest amestec a fost agitat timp de 45 min la 25 °C inainte
de addugarea de etil (E)-4-((E)-benziliden)hex-2-enoat (170,0 kg, 738,0 mol). Reactia a fost incilzita
la 50-55 °C si agitatd timp de 16 ore. Reactia a fost stinsd cu apd (600 kg). Amestecul a fost extras cu
eter de petrol (800 kg). Faza de eter de petrol a fost evaporatd sub presiune redusa pentru a da etil
(trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan- 1 -carboxilat (76,5 kg) ca lichid maron. Acest material
a fost utilizat in etapa urmatoare fard purificare suplimentara

COOEt

Etapa 4:

> \“'%O
OH

acid (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-carboxilic

Etil (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-carboxilat (76,5 kg, 313,1 mol) a fost
dizolvat 1n apa (320 kg) si metanol (360 kg). La aceasti solutie s-a addugat hidroxid de sodiu (41,0 kg,
1025 mol) si solutia a fost agitatd timp de 3 ore la 50 °C. Amestecul a fost concentrat la aproximativ
300 L si acidulat la pH = 4 utilizand HCI (apos, 4N). Aceasta solutie a fost extrasd cu EtOAc (520 kg)
si straturile au fost separate. Stratul organic a fost spélat cu saramurd, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si
concentrat pentru a da acid (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-carboxilic (62,5 kg).
Acest material a fost utilizat in etapa urmatoare farad purificare suplimentara.

Etapa 5:

mANHZ HCl

Clorhidrat de (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amina
La o solutie de acid (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-carboxilic (26,0 kg,
120,4 mol) in toluen (270 kg) s-au addugat trietilamind (36,3 kg, 359 mol) si difenilfosforil azida (38,0
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kg, 138,1 mol) la 0 °C. Amestecul de reactie a fost agitat la 0-10 °C timp de 3 ore. S-a addugat apa
(100 kg) si amestecul a fost extras cu EtOAc (80,0 kg) si stratul organic a fost concentrat sub vid
pentru a se obtine un ulei brut. Uleiul brut a fost dizolvat in eter de petrol (50 kg). Suspensia a fost
filtratd printr-un strat de silicagel si turta de filtrare a fost spélatd cu eter de petrol. Filtratele combinate
au fost concentrate pentru a da acil azida brutd. Acil azida brutd a fost preluatd in toluen (100 kg) si
solutia a fost Incélzitd la 85 °C timp de 2 ore. Stratul organic a fost concentrat la -60 L. S-a addugat
trimetilsilanolat de potasiu (23,0 kg, 177,9 moli) la amestecul de toluen la temperatura camerei si s-a
agitat timp de 1,5 ore. Reactia a fost apoi tratatd cu HCI (2N apos, 120 kg) si agitatd. Straturile au fost
separate. Stratul organic a fost extras de doud ori cu HCI (2N apos, 20 kg) si extractele apoase au fost
combinate. Stratul apos a fost extras o datdi cu MTBE (30 kg) si apoi alcalinizat la pH = 10-11 cu
hidroxid de sodiu (47 kg, 30% apos). Stratul apos a fost apoi extras cu MTBE (150 kg). Extractele
organice au fost spélate cu saramurd, uscate cu sulfat de sodiu si filtrate. La aceastd solutic de MTBE
s-a addugat HCI (23,5 kg, 12% 1n dietil eter) si un solid alb a precipitat din solutie. Solidul a fost
colectat pentru a da clorhidrat de (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amina (16,5 kg,
73,8 mol).

Etapa 6:

OH
RN A °

NH, (s)
HO

(1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amina (S)-2-hidroxi-2-fenilacetat

Clorhidrat de (trans)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amina (16,5 kg, 73,8 mol) a
fost incédrcat Intr-un reactor si s-a addugat KzPOs (46 1, 37% 1n greutate, urmat de EtOAc (150 kg).
Amestecul de reactie a fost agitat la 0-10 °C timp de 3 ore. Stratul organic a fost separat si concentrat
la sec pentru a se obtine un ulei. S-au addugat in reactor acid S-Mandelic (8,4 kg, 55,35 mol) s1 95%
EtOH (165 kg) si reactia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 72 de ore (pand ec > 99%).
Solidul a fost colectat prin filtrare pentru a da (1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-
amind (S)-2-hidroxi-2-fenilacetat (5,8 kg, 17,1 mol). LCMS m/z 188 [L+H]*. Stereochimia absoluti a
fost determinaté prin cristalografie cu raze X. A se vedea FIG. 1.

O O
o \\SI/
-~ N’ ~
Y\H
O\

N-(2,2-dimetoxietil)metansulfonamida

La o solutie de 2,2-dimetoxietanamind (518 pl, 4,75 mmol) in diclormetan (4,75 mL) la 0 °C
s-a adaugat trietilamind (1,32 mL, 9,50 mmol) urmatd de clorurd de metansulfonil (550 pl, 12 mmol).
Amestecul a fost agitat la 0 °C timp de 30 minute. Reactia a fost diluatd cu diclormetan si spélatd cu
solutie apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu. Stratul apos a fost extras de doud ori cu diclormetan.
Straturile organice combinate au fost uscate cu sulfat de sodiu apoi concentrate sub presiune redusa
pentru a da 1,18 g de compus brut sub forma de ulei galben deschis. Amestecul brut a fost apoi diluat
in acetond:apd (1:1, 4 ml) si tratat cu formd de hidrogen amberlyst-15 (1,2 g). Amestecul rezultat a
fost agitat timp de 2 ore la temperatura camerei. Suspensia a fost filtratd prin celitd si concentratd sub
presiune redusd pentru a da N-(2,2-dimetoxietil)metansulfonamida brutd (900 mg) sub forma de ulei
galben. Produsul a fost utilizat f4rd purificare suplimentard. 'H RMN (400 MHz, dmso) 7,13 (t, J =
6,0 Hz, 1H), 4,36 (t,J = 5,5 Hz, 1H), 3,28 (s, 6H), 3,02 (t, ] = 5,7 Hz, 2H), 2,90 (s, 3H).

N-(2-oxoetil)etansulfonamida
Etapa 1:

o 0O

N

/OY\N’S\/
(0N H

N-(2,2-dimetoxietil)etansulfonamida
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La o solutie de 2,2-dimetoxietanamind (247 ul, 2,28 mmol) In DCM (1,9 mL) la 0 °C s-a
addugat trietilamind (634 pl., 4,56 mmol) urmatd de clorurad de etansulfonil (212 pl., 2,28 mmol)
Amestecul a fost agitat la 0 °C timp de 30 min. Reactia a fost diluatd cu DCM si spélatd cu solutie
saturatd de NaHCOs. Stratul apos a fost extras Inapoi de doud ori cu DCM. Straturile organice
combinate au fost uscate cu Na,SOs si apoi concentrate sub presiune redusid pentru a da N-(2,2-
dimetoxietil)etansulfonamida brutd sub forma de ulei maron.

Etapa 2:
@) PR
N ~

N-(2-oxoetil)etansulfonamida

La o solutie de N-(2,2-dimetoxietil)etansulfonamidd brutd in acetond: apd (1:1, 4 ml) s-a
addugat forma de Hidrogen Amberlyst-15 (1,0 g). Amestecul rezultat a fost agitat timp de doud zile la
temperatura camerei. Suspensia a fost filtratd prin celitd si concentratd sub presiune redusd pentru a da
N-(2-oxoetil)etansulfonamidd brutd (614 mg) sub formd de ulei galben. Folosit fard purificare
suplimentard. 1H RMN (400 MHz, CDCI3) 6 9,68 (s, J = 1,1 Hz, 1 H), 4,15 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 3,07
(q, J=7,4 Hz, 2H), 1,40 (t, ] = 7,4 Hz, 3H).

Folosind materialul de pornite si modificdrile adecvate, au fost sintetizali urmétorii
intermediari din Tabelul 1 folosind procedurile de sintezd descrise pentru N-(2-
oxoetil)etansulfonamida.

Tabelul 1
Structura Denumire
0 N-(2-oxoetil )acetamida
0]
H
Q.0 N-(2-oxoetil)ciclopropansulfonamida
OY\ .S
N
Y,
Q0 N-(2-oxoetil)propan-2-sulfonamidi
O .S
H
QLo 2-metoxi-N-(2-oxoetil Jetan-1-sulfonamida
O SaNas
N O
Y\H
H
Os./
=%
N

2,2-dimetil-1-(metilsulfonil)aziridina

La o solutie de 2-amino-2-metilpropan-1-ol (1,0 g, 11,2 mmol) in DCM (22,4 mL) 1a 0 °C s-a
addugat trietilamind (7,79 mL, 56,0 mmol) urmaté de clorurd de metansulfonil (2,16 mL, 28,0 mmol).
Amestecul a fost agitat la 0 °C timp de 30 de minute si apoi a fost ldsat si se Incdlzeascd la
temperatura camerei peste noapte. Reactia a fost diluatd cu DCM si spélatd cu solutie sat. NaHCOs.
Stratul apos a fost extras o datd cu DCM. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na»SOy si
apoi concentrate sub presiune redusd pentru a da compusul brut 2,2-dimetil-1-(metilsulfonil)aziridina
(1,95 g) sub forma unui ulei maron.

2,2,2-trifluor-N-((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(7-azaspiro[3,5]nonan-2-
i)acetamida clorhidrat
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Etapa 1:
O J<
DQN)LO
AR
AN\ N
¢ N
tert-butil 2-(((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-7-azaspiro[3,5]nonan-7-
carboxilat

La o suspensie de (1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropanamind (S)-2-hidroxi-2-
fenilacetat (3,5 g, 10,3 mmoli) in 1,2-dicloretan (75 mL) la 0 °C s-a addugat tert-butil 2-oxo-7-
azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (2,58 g, 10,8 mmoli) urmata de triacetoxiborohidrurd de sodiu (4,78
g, 22,6 mmoli). Amestecul de reactie a fost ldsat si se Incdlzeascd la 23 °C si agitat timp de 4 ore. S-
au addugat apoi tert-butil 2-oxo-7-azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (123 mg, 0,51 mmol) si
triacetoxiborohidrurd de sodiu (328 mg, 1,55 mmol) si amestecul de reactie a fost agitat la 23 °C timp
de 2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu o solutie apoasi saturatd de KoCOs solutie (50 mL)
si extras cu DCM (3 x 20 mL). Straturile organice combinate au fost spdlate cu saramurd (20 mL),
uscate pe Na»SOu, filtrate si concentrate sub presiune redusd. Reziduul brut a fost purificat prin
Biotage (gradient de la 0 la 100% EtOAc in hexani) pentru a da tert-butil 2-(((1R,25)-2-((E)-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-7-azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (3,235 g). LCMS (ESI) m/z
411,3 [L+H]".

Etapa 2:

O
A e
(R)
O)\CFg,

tert-butil 2-(2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-7-
azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat

La o solutie de tert-butil 2-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-7-
azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (3,226 g, 7,84 mmol) in DCM (50 mL) la 0 °C s-a addugat N,N-
diizopropiletilamind (2,03 mL, 11,7 mmol) urmata de anhidrida trifluoraceticd (1,40 mL, 10,1 mmol).
Amestecul de reactie a fost ldsat sd se Incélzeascd la 23 °C si agitat timp de 4 ore. Amestecul de
reactie a fost apoi diluat cu o solutie apoasd saturatd de NaHCOj3 (30 mL) si cele doud straturi au fost
separate. Stratul organic a fost spilat cu solutie de NH4CI apoasd saturatd (2 x 20 mL), uscat pe
NaySOy4, filtrat si concentrat sub presiune redusd. Reziduul brut a fost purificat prin Biotage (gradient
0 pand la 50% EtOAc 1n hexani) pentru a da tert-butil 2-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-
en-2-il)ciclopropil)acetamido)-7-azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (3,258 g). LCMS (ESI) m/z: 529,2

[M+Nal*.
NH
AR Hel
07 CF,

Clorhidrat de 2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-V-(7-
azaspiro[3,5]nonan-2-il)acetamida

La o solutie de fert-butil 2-(2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
ilciclopropil)acetamido)-7-azaspiro[3,5]nonan-7-carboxilat (3,254 g, 6,41 mmol) in dioxan (32 mL)

Etapa 3:
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la 23 °C s-a addugat o solutie 4,0 M de HCI in dioxan (12,8 mL, 51,2 mmol) prin picurare. Amestecul
de reactie a fost agitat la 23 °C timp de 2 ore. S-a addugat apoi HCI suplimentar (12,8 mL, 51,2 mmol,
solutie 4,0 M in dioxan) si amestecul de reactie a fost agitat la 23 °C timp de 2 ore. Amestecul de
reactie a fost apoi concentrat sub presiune redusi pentru a da Clorhidrat de 2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-
2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(7-azaspiro[3,5]nonan-2-il)acetamidd sub formad de spumi
galbend bruta (3,185 g). LCMS (ESI) m/z: 407,2 [M+H]*.

2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(2-azaspiro[3,3]heptan- 2,2,2-
trifluoracetat de 6-il)acetamida
Etapa 1:

tert-butil 6-((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-
carboxilat

La (1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropanamind (S)-2-hidroxi-2-fenilacetat (8,65 g,
25,5 mmol) si tert-butil 6-oxo-2-azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (5,15 g, 24,3 mmol) in 1,2-DCE
(100 mL) s-a addugat triacetoxiborohidrurd de sodiu (10,8 g, 51 mmol). Dupd 30 min. reactia a fost
stinsd cu KoCOs (apos) si extrasd cu DCM (2X150 mL). Faza organicd a fost concentrati si reziduul
brut a fost purificat prin cromatografie pe coloani (50 g coloand, 5% pand la 100% EtOAc:hexani)
pentru a da tert-butil 6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (4,61 g). LCMS m/z: 383,7 [L+H]".

Etapa 2:
Q J<
N )I\O
AR
07 CF,

tert-butil 6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-
azaspiro [3,3]heptan-2-carboxilat

La tert-butil 6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-

azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (4,61 g, 12 mmol) dizolvat in DCM s-a addugat diizopropiletilamind
(2,81 mL, 16,2 mmol). Solutia a fost récitd la 0 °C inainte de addugarea de anhidrida trifluoracetica
(2,08 mL, 15 mmol). Amestecul de reactic a fost agitat timp de 2 ore, in timp ce se incélzeste la
temperatura camerei. Volatilele au fost evaporate sub presiune redusd pentru a se da ferg-butil 6-
(2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut- 1 -en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-azaspiro[3,3Theptan-2 -
carboxilat brut. LCMS m/z 479 [L+H]*.

Etapa 3:

X AN HO” “CF
(s) 3
m O)\CFa

2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(2-azaspiro[3,3]heptan- 2,2,2-
trifluoracetat de 6-il)acetamida

Tert-butil  6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (5,74 g, 12 mmol) a fost dizolvat iIn DCM (80 mL) si ricit la 10 °C
inainte de addugarea acidului trifluoracetic (20 mL, 240 mmol). Solutia a fost ldsatd sd se incalzeasca
la temperatura camerei si s-a agitat timp de 3 ore. Reactia a fost concentratd pentru a da 2,2,2-trifluor-
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N-((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(2)-azaspiro[3,3]heptan-6-il)acetamida  2,2,2-
trifluoracetat brut.. LCMS m/z 379,2 [L+H]".

Compusul 1: 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-
2-il)etanol

Etapa 1:

N/\/OH
Ae [T
o)\<F

F
F

2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxietil)-2-azaspiro[ 3,3]heptan-6-il)-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-
2-il)ciclopropil)acetamida

O solutie de  2,22-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(2-
azaspiro[3,3]heptan-6-il)acetamidd 2,2,2-trifluoracetat (7,57 g, 15,3 mmol) si dimer de glicoaldehida
(5,51 g, 45,9 mmol) in metanol au fost tratate cu acid acetic (2,0 mL) si cianoborohidrurd de sodiu
(2,88 g). 45,9 mmol). Reactia a fost incdlzitd la 60 °C si monitorizatd prin LCMS. Dupa 1 ord, reactia
a fost stinsd cu carbonat de potasiu apos 10% pana la un pH de 8. Materialele volatile au fost apoi
indepartate sub vid. Amestecul brut a fost extras de doud ori cu 2-metiltetrahidrofuran. Stratul organic
a fost apoi uscat cu sulfat de sodiu, filtrat si volatilele au fost indepartate sub vid. Produsul dorit 2,2,2-
trifluor-N-(2-(2-hidroxietil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-N-((1R,25)-2-((E)- 1 -fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)acetamida, a fost utilizat fard purificare suplimentard. LCMS (ESI) m/z: 423,1 [L+H]*.

Etapa 2:

N >SCH TF . 0 F .
AR /DC/ Ho)l\{/ HOJ\{/

2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[ 3,3]heptan-2-il)etanol
bis(2,2,2-trifluoracetat)

Tntr-un balon cu fund rotund, 2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxietil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-
N-((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )acetamida (6,46 g, 15,3 mmol) a fost dizolvatd in
metanol (75 mL), rédcitd la 0° C si tratatd cu 10 ml de hidroxid de sodiu apos 10%. Reactia a fost
agitatd sub atmosferd de azot timp de 30 minute si a fost stinsd cu acid 2,2,2-trifluoracetic la un pH de
2,0. Materialele volatile au fost indepértate sub vid. Produsul dorit a fost purificat prin cromatografie
pe coloani cu fazd inversa utilizdnd 10-30 % CH3CN/0,1% acid 2,2,2-trifluoracetic apos. Fractiile
pure au fost combinate, congelate si liofilizate pentru a da acid 2-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-
2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]Theptan-2-il)etanol bis-(2,2,2-trifluoracetic) (2,90 g). LCMS
(ESI) m/z: 327,3 [M+H]*. 'TH RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 9,87 (s 1, 1H), 9,21 (s 1, 2H), 7,39 - 7,31
(m, 2H), 7,27 - 7,17 (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 5,23 (s 1, 1H), 4,25 - 4,11 (m, 2H), 4,11 - 4,06 (m, 1H),
3,98 (m, 1H), 3,85 - 3,69 (m, 1H), 3,55 (s, 2H), 3,25 - 3,11 (m, 2H), 2,80 - 2,72 (m, 1H), 2,72 - 2,65
(m, 1H), 2,65 - 2,53 (m, 1H), 2,48 - 2,35 (m, 2H), 2,30 - 21,8 (m, 2H), 2,02 - 1,90 (m, 1H), 1,22 - 1,14
(m, 2H), 1,12 (t, J = 7,6 Hz, 3H).

Compusul 2: 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-
2- il)propan-1,3-diol

Etapa 1:
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N-(2-(1,3-dihidroxipropan-2-il)-2-azaspiro[ 3,3]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-((1R,28)-2-(  (E)-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida:

Intr-un balon cu fund rotund, la 2,2 2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)-N-(2-azaspiro[3,3]Theptan-6-il)acetamida 2,2,2-trifluoracetat (2,75 g, 5,58 mmol)
dizolvatd in metanol (18,6 mL) s-au addugat 1,3-dihidroxipropan-2-ond (3,0 g, 33,4 mmol) si acid
acetic (10 picédturi). Solutia a fost apoi tratatd cu cianoborohidrurd de sodiu (2,09 g, 33,4 mmol) si
agitatd timp de 1 ord. Reactia a fost apoi stinsd la pH 8 utilizand solutie apoasd de carbonat de potasiu
10% si volatilele au fost indepartate sub vid. Amestecul brut a fost extras de doud ori cu 2-
metiltetrahidrofuran. Straturile organice combinate au fost spélate o datd cu saramurd, apoi uscate cu
sulfat de sodiu, filtrate si concentrate pentru a da N-(2-(1,3-dihidroxipropan-2-il)-2-
azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2 2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )acetamida
bruta. Produsul brut a fost utilizat fard purificare suplimentard. LCMS (ESI) m/z: 453,4 [L+H]*.

Etapa 2:

OH

L/ 9 Q

OH

N F F £ F
AR HOTT Ho

X F F

® N

2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-
1,3-diol bis(2,2,2-trifluoracetat)

N-(2-(1,3-dihidroxipropan-2-il)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-
1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida (2,52 g, 5,58 mmoli) a fost dizolvatd in metanol, racitd intr-
o baie de gheatd si tratatd cu NaOH apos 10% si ldsatd si atingd temperatura camerei. Dupd 30 de
minute, reactia a fost stinsd la pH 2 folosind TFA si volatilele au fost indepartate sub presiune redusa.
Amestecul brut a fost purificat prin cromatografie pe coloand cu fazi inversd (60 g) utilizand 10 - 30%
MeCN/0,1% TFA apos ca eluent. Fractiile au fost combinate, congelate si liofilizate pentru a da 2-(6-
(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il )propan-1,3-diol
bis(2,2,2-trifluoracetat) ca solid alb amorf (740 mg). LCMS (ESI) m/z: 357,4 [M+H]*. '"H RMN (400
MHz, DMSO-ds) 6 10,00 (s br, 1H), 9,33 (s br, 2H), 7,42 - 7,31 (m, 2H), 7,28 - 7,16 (m, 3H), 6,20 (s,
1H), 5,28 (s br, 2H), 4,30 (t, ] = 15,6 Hz, 2H), 4,14 (s, 1H), 3,99 (s, 1H), 3,86 - 3,68 (m, 1H), 3,58 (dd,
1=12)7,9,6 Hz, 4H), 3,29 (s, 2H), 2,72 (s, 2H), 2,40 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 2,31 - 2,15 (m, 2H), 1,97 (s,
1H), 1,15 (dt, J = 15,1, 5,9 Hz, 5H).

Cresterea gradata si Formarea Sarii Monocitrat de 2-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
iciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-1,3-diol

Etapa 1:

0
NJI\OJ<
R) /DQ
X \“"AN
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tert-butil 6-(((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[ 3,3 Jheptan-2-
carboxilat

Se  incarcd  (1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amind  (S)-2-hidroxi-2-
fenilacetat (160 g, 1,0 echiv.) Intr-un balon de 3 L si se dizolvd In DCM (1000 mL). In acest balon s-a
addugat o solutie de 10% K2COs (500 ml) si apd (500 ml). Solutia a fost agitatd timp de 10 min.
Straturile au fost separate si stratul apos a fost extras cu DCM (2 X, 300 mL). Straturile organice
combinate au fost uscate pe NaxSO4 (100 g), filtrate si concentrate pentru a da (1R,2S5)-2-((E)-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropan-1-amind sub forma unui ulei galben deschis. Acest material a fost
dizolvat In 2-MeTHF (500 ml) si concentrat. Acest material a fost apoi dizolvat in 2-MeTHF (1000
mL) si transferat intr-un balon de 10 L. La balonul de 10 L s-a addugat 2-MeTHF (1000 mL) pentru a
dizolva complet baza libera si la aceastd solutie s-a addugat tert-butil 6-oxo-2-azaspiro[3,3]heptan-2-
carboxilat (100 g). Reactia a fost agitata timp de 10 minute Tnainte de addugarea de NaBH(OAc); (200
g, 2,0 echiv). Reactia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 4 ore. S-au addugat NaBH(OAc)3
suplimentar (8 g, 0,08 echiv.) si solutia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 2 ore. Aceasta
solutie a fost alcalinizatd la pH = 8 prin addugarea unei solutii 10% de K»,CO3 (950 mL) si reactia a
fost agitatd timp de 30 min la temperatura camerei. Straturile au fost separate si stratul de apd a fost
extras cu DCM (1 X, 500 mL). Stratul de substante organice combinat a fost concentrat (temperatura
baii < 45 °C) pentru a da tert-butil 6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil) amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (220 g).

Etapa 2:

(@)
KoK
o

o)\f/F
F

tert-butil 6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat

Intr-un balon incarcat cu tert-butil 6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat brut (200 g) s-au addugat DCM (2000 mL) si
bazd Hunig (100 mL). Reactia a fost racitd la O °C inainte de addugarea de anhidridd trifluoracetica
(120 g) prin picurare timp de 30 min. Reactia a fost agitatd la 0 °C Inainte de incélzire la 10-20 °C si
agitatd timp de 16 ore. S-a addugat apd (2000 mL) la aceastd reactie si straturile au fost separate.
Stratul organic a fost concentrat pentru a da produs brut (264 g). Uleiul brut a fost dizolvat In heptan
(500 ml) si agitat timp de 30 min pentru a se obtine o suspensie. Acest material a fost apoi purificat
prin cromatografie pe silicagel (1,5 kg, 100-200 mech silicagel; gradient: 1:20 acetat de etil:heptan;
1:10 acetat de etil heptan; 1:5 acetat de etil:heptan) pentru a da ter{-butil 6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-
2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-azaspiro[3,3Theptan-2-carboxilat (Fractia A: 114
g, puritate 96%; Fractia B: 72 g, puritate 86%).

Etapa 3:

NH
ro g,
O)\{/F F
F

2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-(2-azaspiro[ 3,3 ]heptan-,2,2-6-
il)acetamida trifluoracetat

La un balon incarcat cu fert-butil 6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)acetamido)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-carboxilat (104 g) s-a addugat DCM (1050 mL) si
solutia a fost rédcitd la O °C. La aceastd solutie s-a addugat TFA (240 g, 10 echiv.) si solutia a fost
incdlzitd la temperatura camerei. Reactia a fost agitatd timp de 2 ore Tnainte de a se adduga TFA
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suplimentar (40 g, 2,0 echiv.). Reactia a fost agitatd timp de 1 ord inainte de a fi concentratd pentru a
se obtine un ulei maron. Uleiul maron a fost dizolvat In MeOH (500 ml) si concentrat. Aceasta etapi a
fost repetatd (3 X) pentru a da 2,2 2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut- 1 -en-2-il)ciclopropil)-N-(2-
azaspiro[3,3]heptan-6-il)acetamida 2,2,2-trifluoracetat brut (365,7 g).

Etapa 4:

OH

" L/OH
e [

o)\‘/

F

N-(2-(1,3-dihidroxipropan-2-il)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida

Intr-un balon incarcat cu 2,2, 2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-N-
(2-)azaspiro[3,3]heptan-6-il)acetamida 2,2,2-trifluoracetat (365,7 g, 1,0 echiv.) brut s-a addugat
MeOH (1500 mL). La aceastd solutie s-a adaugat 1,3-dihidroxipropan-2-ond (120 g, 1,33 echiv.) si
solutia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 20 min nainte de adaugarea de AcOH (20 mL,
1,41 echiv.). Reactia a fost agitatd timp de 10 minute inainte de addugarea de NaBH3;CN (84 g, 6,01
echiv.). Reactia a fost plasatd intr-o baie rece pentru a mentine temperatura sub 40 °C. Reactia a fost
agitatd timp de 1 ord si In timpul reactiei amestecul a devenit galben deschis. Aceastd solutie a fost
alcalinizatd la pH = 8 prin addugarea de 10% solutie K2CO3 (400 ml). Amestecul a fost concentrat
pentru a Indepéarta MeOH (temperatura baii < 45 °C). Solutia rezultatd a fost dizolvata iIn DCM (500
mL) si s-a addugat apa (200 mL). Straturile au fost separate si stratul apos a fost extras cu DCM (2 X).
Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SQq, filtrate si concentrate pentru a da N-(2-(1,3-
dihidroxipropan-2-il)-2-azaspiro[ 3,3 JTheptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)- 1 -fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)acetamida brutd (110,6 g).

Etapa 5:

CH

/[/OH
AR [T

Xy

2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-
1,3-diol

Intr-un balon incdrcat cu N-(2-(1,3-dihidroxipropan-2-il)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2,2-
trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )acetamida (110,6 g) bruta s-a addugat 2-
MeTHF (1100 mL). La acest amestec s-a addugat lent solutie de NaOH (20 g NaOH dizolvata in 500
ml apd). Reactia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 1 ord. Straturile au fost separate si
stratul apos a fost extras cu 2-MeTHF (2 X). Straturile organice combinate au fost spélate cu
saramurd, uscate pe Na»SOu, filtrate si concentrate pentru a obtine un ulei galben (190 g). Uleiul
galben a fost dizolvat in acetat de etil si spédlat cu saramurd. Stratul organic a fost concentrat
(temperatura baii < 45 °C) pentru a da 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-
2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-1,3-diol (76,4 g) ca un solid galben deschis.

Etapa 6:
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2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-
1,3-diol 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilat

Intr-un balon Incéarcat cu 2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-1,3-diol (50 g, 1,0 echiv.) s-a addugat un amestec de DCM:MeOH
(500 mL:40 mL). Aceastd solutie a fost agitatd la temperatura camerei timp de 10 minute Tnainte de
addugarea in picaturi de acid citric (40 g, 1,43 echiv.) dizolvat in MeOH (90 mL). Amestecul a fost
agitat la temperatura camerei timp de 1 ord Inainte ca precipitatul s fie colectat prin filtrare. Solidul a
fost spdlat cu un amestec de MeOH:DCM (3:20, 200 ml). Turta de filtrare a fost uscatd sub vid la 40
°C timp de 16 ore pentru a da 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-1,3-diol 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilat (77,4 g) ca produs
cristalin. 'H RMN (400 MHz, D,0) 8 = 7,46 - 7,33 (m, 2 H), 7,31 - 7,25 (m, 3 H), 6,23 (s, 1 H), 4,40
(s,2 H), 4,32 (s 1, 2 H), 3,93 (quin, J = 8,1 Hz, 1 H), 3,84 - 3,71 (m, 4 H), 3,40 (quin, J = 4,6 Hz, 1 H),
2,90 - 2,52 (m, 9 H), 2,36 - 2,19 (m, 2 H), 2,09 - 2,00 (m, 1 H), 1,30 - 1,19 (m, 2 H), 1,11 (t, J=7.,8
Hz, 3 H). Structura a fost confirmaté prin cristalografie cu raze X. A se vedea FIG. 2.

Folosind materialul de pornire si modificérile adecvate, au fost sintetizati urmatorii compusi
din Tabelul 2 folosind procedurile de sinteza descrise pentru Compusul 1.

Tabelul 2
Compus  [Structurd/denumire 1H RMN LCMS
m/z
3 '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 10,43 (s,[326,4
i N2 3H), 9,25 (s, 13H), 7,98 (s, 17H), 7,33 (t, J =|[[M+H]*
NJ:?C/ 7,5 Hz, 15H), 7,28 - 7,11 (m, 22H), 6,18 (s,
m H HO% 7H), 4,08 (s, 20H), 3,77 (s, 9H), 2,93 (s,

19H), 2,71 (s, 13H), 2,58 (s, 14H), 2,44 -

2,35 (m, 12H), 2,30 - 2,16 (m, 17H), 1,95 (s,
2-(2-aminoetil)-N-((1R,25)-2-((E)- [8H), 1,25 - 1,06 (m, 38H).
1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)-2-
azaspiro[3,3Theptan-6-amina
bis(2,2,2-trifluoracetat)

4 o Fr 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 8 9,91 (s 1,|1404,1
Tko N/\,N 1H), 9,22 (s 1, 2H), 7,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H),|[M+H]*
‘AO/DC/ '};“ 7,30 (t, I = 6,0 Hz, 1H), 7,26 - 7,17 (m, 3H),
m N F e 6,21 (s, 1H), 4,28 - 4,19 (m, 1H), 4,19 - 4,06
HOmXF (m, 3H), 3,88 - 3,70 (m, 1H), 3,28 - 3,20 (m,
o 2H), 3,20 - 3,11 (m, 2H), 2,96 (s, 3H), 2,82 -

2,64 (m, 2H), 2,63 - 2,52 (m, 1H), 2,47 -
lfiﬁ]ﬁ'_(l(_(elizz_s)'z'((]z)'l' 2.35 (m, 1H), 2.29 - 2,17 (m, 2H), 2,02 -

e , ) 1,89 (m, 1H), 1,17 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,12
il)ciclopropil)amino)-2- (t.J=7.5 Hz, 3H)
azaspiro[3,3]heptan-2- ’ ’ ’ )
iDetiDmetansulfonamida bis(2,2,2-
trifluoracetat)
5 HO%F | 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 9,81 (s 1,|368,4
I F NN 1H), 9,21 (s 1, 2H), 8,05 (t, J = 5,6 Hz, 1H),|[M+H]*

AL ,DC‘ F O 7,39 - 7,31 (m, 2H), 7,27 - 7,17 (m, 3H),

m N Hof{ 6,21 (s, 1H), 4,27 - 4,18 (m, 1H), 4,15 - 4,05
o (m, 3H), 3,85 - 3,74 (m, 1H), 3,26 - 3,10 (m,

4H), 2,80 - 2,70 (m, 1H), 2,70 - 2,63 (m,
N-(2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1- 1H), 2,63 - 2,54 (m, 1H), 2,47 - 2,36 (m,
fenilbut-1-en-2- 1H), 2,30 - 2,18 (m, 2H), 2,00 - 1,91 (m,
il)ciclopropil)amino)-2-
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Compus  [Structurd/denumire 1H RMN LCMS
m/z
azaspiro[3,3]heptan-2- 1H), 1,83 (s, 3H), 1,21-1,14 (m, 2H), 1,12 (t,
iDetiDacetamida bis(2,2,2-1J =7,5 Hz, 3H).
trifluoracetat)
6 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 9,91 (s 1,]430,4
fLr 1H), 9,20 (s 1, 2H), 7,42 - 7,31 (m, 3H), 7,28|[M+H]*
e ioA - 7,16 (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 427 - 4,19 (m,
0 N Ng ’ ’ » ’ » ’ ’
A /DCI do 1H), 4,19 - 4,15 (m, 1H), 4,15 - 4,06 (m,
- HO%F 2H), 3,87 - 3,72 (m, 1H), 3,27 - 3,14 (m,
T F 4H), 2,81 - 2,66 (m, 2H), 2,66 - 2,60 (m,
1H), 2,60 - 2,52 (m, 1H), 2,47 - 2,35 (m,
N-(2-(6-(((1R,2$)-2-((E)-1- 1H), 2,30 - 2,17 (m, 2H), 2,01 - 1,91 (m,
fenilbut-1-en-2- 1H), 1,21 - 1,15 (m, 2H), 1,12 (t, ] = 7,5 Hz,
ihciclopropil)amino)-2- 3H), 1,04 - 0,95 (m, 2H), 0,95 - 0,87 (m,
azaspiro[3,3]heptan-2- 2H).
iletil)ciclopropansulfonamida
bis(2,2,2-trifluoracetat)
7 HO%F ) 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 9,92 (s 1,|418,1
i F g 1H), 9,22 (s 1, 2H), 7,40 - 7,29 (m, 3H), 7,29|[M+H]*
\\‘,AN,DC/ F oo - 7,15 (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 4,28 - 4,19 (m,
m H HO%F 1H), 4,19 - 4,03 (m, 3H), 3,79 (s 1, 1H), 3,26
0 - 3,17 (m, 2H), 3,16 - 3,10 (m, 2H), 3,07 (q,
J =7,4 Hz, 2H), 2,80 - 2,64 (m, 2H), 2,64 -
N-(2-(6-(((1R,28)-2-((E)-1- 2,52 (m, 1H), 247 - 2,35 (m, 1H), 2,31 -
fenilbut-1-en-2- 2,17 (m, 2H), 2,03 - 1,90 (m, 1H), 1,19 (¢, J
ihciclopropil)amino)-2- = 7.4 Hz, 3H), 1,17 - 1,15 (m, 2H), 1,12 (t, J
azaspiro[3,3]heptan-2- =7.5 Hz, 3H).
iDetiDetansulfonamidd  bis(2,2,2-
trifluoracetat)
8 HO%F y 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 9,93 (s 1,]432,2
T F N’\/N‘,ﬁ\\J\ 1H), 9,25 (s 1, 2H), 7,40 - 7,28 (m, 3H), 7,27|[M+H]*
\\\_.& ,DE' F GO - 7,15 (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 4,28 - 4,20 (m,
N 1H), 4,20 - 4,06 (m, 3H), 3,86 - 3,73 (m,
o 1H), 3,26 (dd, J = 13,4, 6,6 Hz, 1H), 3,23 -
3,09 (m, 4H), 2,80 - 2,64 (m, 2H), 2,64 -
N-(2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1- 2,53 (m, 1H), 2,48 - 2,36 (m, 1H), 2,32 -
fenilbut-1-en-2- 2,17 (m, 2H), 2,03 - 1,92 (m, 1H), 1,22 (d, J
il)ciclopropil)amino)-2- =6,8 Hz, 6H), 1,20 - 1,15 (m, J =124, 5,3
azaspiro[3,3]heptan-2- Hz, 2H), 1,12 (t, J = 7,5 Hz, 3H).
iletil)propan-2-sulfonamida
bis(2,2,2-trifluoracetat)
9 HOTHZF 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 9,83 (s 1,|448,3
F 1H), 9,15 (s 1, 2H), 7,39 - 7,33 (m, 2H), 7,31|{[M+H]*

H
N N..S/\/O\
o] I
NV
.

e N F
H
m HO%F

o]

2-metoxi-N-(2-(6-(((1R,25)-2-((E)-
1-fenilbut-1 -en-2-
il)ciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-
iDetil)etansulfonamida
trifluoracetat)

bis(2,2,2-

(t,J = 6,1 Hz, 1H), 7,27 - 7,17 (m, 3H), 6,21
(s, 1H), 4,29 - 4,19 (m, 1H), 4,19 - 4,06 (m,
3H), 3,87 - 3,72 (m, 1H), 3,65 (t, T = 6,0 Hz,
2H), 3,51 - 3,42 (m, 1H), 3,27 (s, 3H), 3,21
(s, 2H), 3,18 - 3,08 (m, 2H), 2,81 - 2,64 (m,
2H), 2,64 - 2,53 (m, 1H), 2,46 - 2,35 (m,
1H), 2,29 - 2,18 (m, 2H), 2,01- 1,90 (m,
1H), 1,21 - 1,15 (m, 2H), 1,12 (t, J = 7,5 Hz,
3H).
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Compus  [Structurd/denumire 1H RMN LCMS
m/z
10 ? 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 3 10,01 -|385.5

9,78 (m, 2H), 9,59 (s 1, 1H), 7,37 - 7,31 (m,|[M+H]*

)HF/,: OH
HO
F NLOH 2H), 7,25 - 7,18 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 5,39
N DQ . (s 1, 2H), 3,89 - 3,81 (m, 1H), 3,77 (d, J =
Ty JWF’F 4,5 Hz, 4H), 3,44 - 3,39 (m, 2H), 3,23 - 3,15
m : HO (m, 2H), 3,13 - 3,05 (m, 1H), 2,69 - 2,61 (m,
1H), 2,38 - 2,31 (m, 1H), 2,29 - 2,20 (m,
2-(2-(((1R,28)-2-((E)-1fenilbut-1- |3H)» 2,19 - 2,09 (m, 3H), 199 - 1.86 (m,
4H), 1,36 - 1,27 (m, 1H), 1,17 - 1,09 (m,
4H).

F

en-2-il)ciclopropil)amino)-7-
azaspiro[3,5]nonan-7  -il)propan-
1,3-diol bis(2,2,2-trifluoracetat)

11 N~ O (500 MHz, DMSO-d6) 6 9,89 (s 1, 1H), 9,84]355,3
/_\\ (s1, 1H), 9,79 (s 1, 1H), 7,37 - 7,32 (m, 2H),|[M+H]*
m N Hel 7,25 - 7,19 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 5,31 (s 1,
Hel 1H), 3,89 - 3,82 (m, 1H), 3,78 - 3,72 (m,
2H), 3,43 - 3,37 (m, 2H), 3,14 - 3,06 (m,
2-(2-(((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1- |2H), 3,02 - 2,82 (m, 2H), 2,69 - 2,62 (m,
en-2-il)ciclopropilyamino)-7- 1H), 2,38 - 2,30 (m, 1H), 2,29 - 2,20 (m,
azaspiro[3,5]nonan-7-il)etanol 3H), 2,17 - 2,09 (m, 3H), 1,97 - 1,81 (m,
diclorhidrat 4H), 1,34 - 1,28 (m, 1H), 1,17 - 1,09 (m,
4H)
Compusul 12: 2-metil-1-(6-(((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-

azaspiro[3,3]heptan-2-il)propan-2-ol bis(2,2,2-trifluoracetat)

Etapa 1:

&2) DC/N/XOH

2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-N-((1R,2S)-2-((E))-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida

Intr-un  tub etang s-au adaugat  2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)-N-(2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)acetamida 2,2 2-trifluoracetat (200 mg, 406 pmol), 2,2-
dimetiloxiran (54,0 pL, 609 pmol), diizopropiletilamind (210 pL, 1,21 mmol) si EtOH (4,1 ml).
Amestecul de reactie a fost agitat la 50 °C timp de 18 ore. Amestecul a fost concentrat sub presiune
redusd, diluat cu acetat de etil apoi stins cu HCI 1N. Straturile au fost separate si solutia apoasd a fost
extrasd o datd cu acetat de etil. Stratul organic combinat a fost spalat o datd cu saramurd, uscat cu
sulfat de sodiu si evaporat sub presiune redusi pentru a da 2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxi-2-
metilpropil)-2-azaspiro[3,3] heptan-6-i1)-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida
ca un ulei galben(296 mg). LCMS m/z 451,3 [L+H]".

Etapa 2:
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2-metil-1-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2 -
i)propan-2-ol bis(2,2,2-trifluoracetat)

La o solutie de 2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-azaspiro[3,3 Jheptan-6-il)-N-
((1R,25)-2 -((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamidd (250 mg, 554 pmol) in MeOH (2,8 mL) la
temperatura camerei s-a addugat NaOH (1 M, 2,77 mL, 2,77 mmol). Amestecul a fost ldsat sub
agitatie la temperatura camerei timp de 60 min. Amestecul a fost stins cu TFA apoi concentrat sub
presiune redusd. Produsul brut a fost purificat pe o coloand de 30 g C-18 utilizind MeCN/0,1% TFA
H20 ca eluant cu urmitorul gradient (2 CV 0%, 20 CV 0-30%, 3 CV 30%) pentru a da 2-metil-1-(6-
(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[ 3,3]heptan-2-il )propan- 2-ol
bis(2,2,2-trifluoracetat) (22,0 mg) dupd liofilizare. LCMS m/z 355,3 [L+H]*. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-d6) 6 9,59 (s 1, 1H), 9,27 (s 1, 2H), 7,35 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,29 - 7,14 (m, 3H), 6,20 (s, 1H),
5,10 (s 1, 1H), 4,37 - 4,25 (m, 1H), 4,25 - 4,07 (m, 3H), 3,83 - 3,64 (m, 1H), 3,18 - 3,09 (m, 2H), 2,79
- 2,65 (m, 2H), 2,65 - 2,52 (m, 1H), 2,47 - 2,33 (m, 1H), 2,30 - 2,13 (m, 2H), 2,03 - 1,89 (m, 1H), 1,23
- 1,15 (m, 2H), 1,13 (s, 6H), 1,11 (t, J = 7,6 Hz, 3H).

Folosind materialul de pornire si modificérile adecvate, au fost sintetizate urmétoarele
exemple din Tabelul 3 folosind procedurile de sinteza descrise pentru Compusul 12.

Tabelul 3

Compus |Structura/denumire 1H RMN LCMS m/z
13 o 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 10,5(384,2
rr Nﬁrn\/\m (s br, 1H), 9,3 (s br, 2H), 8,46 (s br, 1H),|[M+H]*
AN DDF © 7,4 -7,3 (m, 2H), 7,3 - 7,2 (m, 3H), 6,20
m d HO\“XE (s, 1H), 4,79 (s, 1H), 4,23 (s, 1H), 4,2 -
o 4,0 (m, 3H), 3,96 (m, 2H), 3,76 (s, 1H),

. o 3,15 (2H), 2,72 - 2,68 (m, 2H), 2,58 (m,
N-(2-h1dr0x1et1l)-2-(6-(((1R,2$)-2- 1H), 2’43 (m’ 1H), 2’24 (m’ 2H), 1,96
((E)—l—fenilbut-l -en-2- (m’ 1H), 1’12 (m’ SH)
iDciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida
bis(2,2 2-triﬂu0racetat)

14 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 3 10,51|368,7
)@rw (s br, 1H), 9,44 (s br, 2H), 8,79 (s br,|[M+H]*

N ,DG 1H), 7,75 (d, T = 59,3 Hz, 2H), 7,35 (d, ]
O W % = 7,6 Hz, 2H), 7,28 - 7,14 (m, 3H), 6,20
(s, 1H), 4,20 (d, J = 14,2 Hz, 1H), 4,04
(d, T = 12,5, 6,9 Hz, 1H), 3,92 (dd, J =
2-metil-2-(6-((IR,28)-2-((B)-1-  |12,1, 6,4 Hz, 1H), 3,76 (s, 1H), 2,72 (s,

fenilbut-1-en-2- 1H), 2,58 (ddd, J = 16,3, 12,1, 6,0 Hz,
ilciclopropil)amino)-2- 2H), 2,47 - 2,35 (m, 1H), 2,30 - 2,16 (m,
azaspiro[3,3]heptan-2- 2H), 1,98 (s, 1H), 1,42 (s, 6H), 1,29 -
il)propanamida bis(2,2,2-|1,05 (m, 5H).
trifluoracetat)
15 Ho\”j(': Ny 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 9,54(432,2
U e (s, TH), 9,18 (s 1, 2H), 7,39 - 7,32 (m, |[M+H]*
\\..AN,DC’ AL 2H), 7,27 - 7,17 (m, 3H), 7,15 (s, 1H),
©”1 5 Hof{ 6,21 (s, 1H), 4,41 - 4,30 (m, 1H), 4,30 -
el 4,17 (m, 3H), 3,87 - 3,70 (m, 1H), 3,20

, (s, 2H), 3,03 (s, 3H), 2,81 - 2,65 (m, 3H),
N-(2-metil-1-(6-(((1R,25)-2-((E)- |2 64 - 2,52 (m, 1H), 2,48 - 2,35 (m, 2H),

1-fenilbut-1-en-2- 2,31 -2,16 (m, 2H), 1,97 (s, 1H), 1,29 (s,
ihciclopropil)amino)-2- 3H), 1,21 - 1,15 (m, 2H), 1,12 (t, T = 7.5
azaspiro[3,3]heptan-2-i)propan-2- |y, 3H).

iDmetansulfonamida bis(2,2,2- ’

trifluoracetat)
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Compus |Structura/denumire 1H RMN LCMS m/z
16 N1 [(400 MHz, DMSO-d6) § 9,99 - 9,76 (m,|369,3
AL ,DO : 2H), 9,52 (s 1, 1H), 7,37 - 7,32 (m, 2H),|[M+H]*
m N HCl 7,25 - 7,18 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 5,46 (d,
J = 42 Hz, 1H), 4,17 - 4,08 (m, 1H),
Hel 3,89 - 3,80 (m, 1H), 3,44 - 3,37 (m, 2H),

3,09 - 3,01 (m, 1H), 2,99 - 2,84 (m, 3H),
ggﬁf_‘ffég_zs)'z'(aa'1' 2,69 - 2,62 (m, 1H), 2,37 - 2,29 (m, 1H),
ilciclopropil)amino)-7- 2,29 - 2,20 (m, 3H), 2,18 - 2,09 (m, 3H),

) . 1,96 - 1,83 (m, 4H), 1,35 - 1,27 (m, 1H),
azaspiro[3,5]nonan-7 -il)propan-2- 1.16-1.07 (m, TH)
ol diclorhidrat ’ ’ ?
17 N9~ (400 MHz, DMSO-d6) & 10,02 (s 1, 1H),[369,3
AL DO 9,95 - 9,79 (m, 2H), 7,37 - 7,31 (m, 2H),|[M+H]*
Sy T HCl 7,25 - 7,18 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 3,89 -
m " 3,81 (m, 1H), 3,69 (t, J = 4,9 Hz, 2H),

3,37 - 3,31 (m, 2H), 3,30 (s, 3H), 3,25 -
7-(2-metoxietil)-N-((1R,28)-2-  [3,18 (m, 2H), 3,03 - 2,92 (m, 1H), 2,92 -
((E)-1-fenilbut-1-en-2- 2,80 (m, 1H), 2,70 - 2,61 (m, 1H), 2,37 -
ilyciclopropil)-7-azaspiro 2,29 (m, 1H), 2,29 - 2,19 (m, 3H), 2,19 -
[3,5]nonan-2-amini diclorhidrat ~ |2,08 (m, 3H), 1,97 - 1,80 (m, 4H), 1,35 -

1,27 (m, 1H), 1,17 - 1,09 (m, 4H)

18 N/7<°H (400 MHz, DMSO-d6) & 9,96 - 9,82 (m,|383,3
N DQ 2H), 9,11 (s 1, 1H), 7,38 - 7,32 (m, 2H),|[M+H]*
m N HCI 7,25 - 7,18 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 5,26 (s,
o 1H), 3,89 - 3,81 (m, 1H), 3,45 - 3,38 (m,

2H), 3,09 - 3,03 (m, 3H), 3,01 - 2,94 (m,
2-metil-1-(2-(((1R,28)-2-((E)-1-  |1H), 2,69 - 2,62 (m, 1H), 2,35 - 2,21 (m,
fenilbut-1-en-2- 4H), 2,18 - 2,10 (m, 3H), 2,05 - 1,94 (m,
il)ciclopropil)amino)-7- 2H), 1,92 - 1,82 (m, 2H), 1,35 - 1,27 (m,
azaspiro[3,5]nonan-7 -il)propan-2- 1H), 1,25 (s, 6H), 1,17 - 1,10 (m, 4H)

ol diclorhidrat
19 N">"or  |IH RMN (400MHz, DMSO-d6) § 9,90 (s|385,3
A o 1,2 H), 9,58 (s 1., 1 H), 743 - 7,14 (m, 5|[M+H]*
O/j“ N Hel H), 6,19 (s, 1 H), 5,54 (s L, 1 H), 4,98 (s

1, 1 H), 4,03 - 3,77 (m, 2H), 3,16 (d, J =

7,0 Hz, 1 H), 2,95 (dd, J = 9,8, 13,5 Hz,
(R)-3-(2-(((1R,28)-2-((E)-1- 3 H), 2,64 (s L, 1 H), 2,40 - 2,06 (m, 7
fenilbut-1-en-2- M), 2,01 - 1,71 (m, 4 H), 1,38 - 1,25 (m,
iDciclopropil)amino)-7-azaspiro 1H), 1,13 (s, 4 H)

[3,5]nonan-7  -il)propan-1,2-diol T ’
diclorhidrat
20 Ny on  [IH RMN (400MHz, DMSO-d6) § 10,06/385,3
AL /[]Q OH -9,79 (m, 2 H), 9,60 (s L., 1 H), 7,45 -[[M+H]*
©/j“ N 7,30 (m, 2 H), 7,26 - 7,15 (m, 3 H), 6,19

(s, 1 H), 5,55 (s 1., 1 H), 4,99 (s 1, 1H),
(8)-3-(2-((IR,25)-2-((E)-1- 3,95 (s I, 1 H), 3,84 (d, J = 5,5 Hz, 2 H),
fenilbut-1-en-2- 3,38 - 3.24 (m, 2 H), 322 - 3,10 (m, 1
iDciclopropil)amino)-7-azaspiro H), 3,05 - 2,77 (m, 2 H), 2,65 (s L, 1 H),
[3,5Inonan-7  -ihpropan-1,2-dioll, 33 | | H), 2,29 - 2,19 (m, 2H), 2,19
diclorhidrat 22,06 (m, 4 H), 2,01 - 1,76 (m, 4H), 1,38

-1,24 (m, 1 H), 1,19 - 1,04 (m, 4H)

Compusul 21: 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-

azaspiro[3,3]heptan-2-il)etansulfonamida

Etapa 1:
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2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-
iDetansulfonamida

Intr-un  flacon etans Incdrcat cu  2,2,2-trifluor-N-(2-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-
azaspiro[3,3]heptan-6-i)-N-((1R,2S) -2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )acetamida (0,1610 g, 326
pmol) N,N-dimetilformamida si carbonat de sodiu (100 mg, 943 pmol) s-au addugat etansulfonamida
(80,1 mg, 748 pmol) la temperatura camerei. Flaconul a fost apoi sigilat si incélzit la 60 °C intr-o baie
de ulei peste noapte. Amestecul brut a fost impartit intre 2-metiltetrahidrofuran si apd. Faza organicd a
fost spélatd de doud ori cu apéd/saramurd (1:1 v/v), uscatd pe sulfat de sodiu si evaporatd sub vid pentru
a da 2-(6-(((1R,25)-2-((E))-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil Jamino)-2-azaspiro[3,3Theptan-2-
il)etansulfonamida brutd Produsul brut a fost utilizat fard purificare suplimentard. LCMS (ESI) m/z:
485,9 [L+H]*.

Etapa 2:
g i
HOJI\‘/ O,
\\S//
F N">"" NH
&{) o
e
S N
® N HOJ\‘/F
F
Compusul 32: 2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-

azaspiro[3,3]heptan-2-il)etansulfonamida bis(2,2,2-trifluoracetat)

2-(6-(((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)Jamino)-2-azaspiro[ 3,3 Theptan-2-il)
etansulfonamidd brutd a fost dizolvatd in metanol (2,0 ml) si tratatd cu solutie apoasid de NaOH 10 %
(0,5 ml) la 0 °C timp de 30 min. Amestecul de reactie a fost purificat prin cromatografie pe coloand cu
fazd inversd 10 - 30% MeCN/0,1% TFA apos ca eluant. Fractiile pure au fost combinate, congelate si
liofilizate timp de trei zile. Produsul dorit 2-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)etansulfonamidd  bis(2,2,2)-trifluoracetat) a fost
obfinut ca un solid alb amorf (49,6 mg). LCMS (ESI) m/z: 390,2 [L+H]*. '"H RMN (500 MHz, MeOD)
57,34 - 7,28 (m, 2H), 7,23 - 7,15 (m, 3H), 6,26 (s, 1H), 4,36 (s, 2H), 4,27 (s, 2H), 3,92 (p, I = 8,1 Hz,
1 H), 3,67 (t, 1 = 6,7 Hz, 2H), 3,41 (t, ] = 6,7 Hz, 2H), 2,88 - 2,79 (m, 2H), 2,79 - 2,72 (m, 1 H), 2,67-
2,56 (m, 2H), 2,40 - 2,25 (m, 2H), 2,09 - 2,01 (m, 1 H), 1,40 (s, 2H), 1,33 - 1,20 (m, 3H), 1,17 (t, J =
7,6 Hz, 3H).

Folosind materialul de pornire si modificérile adecvate, au fost sintetizate urmétoarele
exemple din Tabelul 4 folosind procedurile de sinteza descrise pentru Compusul 21.

Tabelul 4

Compus [Structura/denumire 1H RMN
22 1H RMN (500 MHz, MeOD) & 7,35 - 7,28
HO%F a (m, 2H), 7,24 - 7,16 (m, 3H), 6,26 (s, 1H),
- N’\)LNHQ 4,45 - 4,12 (m, 4H), 3,97 - 3,87 (m, 1H), 3,44
\\,..AN,UC’F (t, ] =64 Hz, 2H), 2,92 - 2,73 (m, 3H), 2,70
m H HO\r(J(E (S7 1H)7 2764 - 2753 (m7 4H)7 2739 - 2725 (m7
o 2H), 2,09 - 1,99 (m, 1H), 1,32 - 1,20 (m, 2H),

3-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2- 1,17 (t,J=7,6 Hz, 3H).
ilciclopropil)amino)-2-azaspiro[3,3]Theptan-
2-il)propanamida bis(2,2,2-trifluoracetat)
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Compus [Structura/denumire 1H RMN

23 (400 MHz, DMSO-de) & 10,73 (s 1, 1H), 9,91
%P -9,73 (m, 2H), 7,38 - 7,32 (m, 2H), 7,25 (s 1,

NN, 2H), 7,23 - 7,18 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 3,91 -

“ ‘\..AN kel 3,82 (m, 1H), 3,62 - 3,57 (m, 2H), 3,46 - 3,37
m H (m, 4H), 3,07 - 2,98 (m, 1H), 2,94 - 2,86 (m,
Hol 1H), 2,69 - 2,62 (m, 1H), 2,39 - 2,30 (m, 1H),
2-(2-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2- 2,29 -2.21 (m, 3H), 2,17 - 2,08 (m, 3H), 1,99
il)ciclopropil)amino)-7-azaspiro[3,5]nonan- |- 1,79 (m, 4H), 1,34 - 1,26 (m, 1H), 1,14

7 -il)etansulfonamida diclorhidrat (app-t, J = 7,4 Hz, 4H)
24 1H RMN (400MHz, DMSO-d6) & 10,33 -
Pt 10,17 (m, 1 H), 9,90 (s 1, 2 H), 7,61 (s 1., 1
,DO NHz H), 7,39 - 7,28 (m, 2 H), 7,28 - 7,14 (m, 3 H),
\‘.‘.AN He 7,09 (s 1, 1H), 6,19 (s, 1 H), 3,84 (s L., 1H),
Q/) T 3,34 - 3,16 (m, 4 H), 2,92 (d, ] = 12,3 Hz, 2
3-(2-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-  |H), 2,67 - 2,55 (m, 3 H), 2,33 (s 1., 1 H), 2,24
ilyciclopropil)Jamino)-7-azaspiro [3,511@, ¥ = 7.5 Hz, 2 H), 2,19 - 2,06 (m, 2 H),
nonan-7 -il)propanamidd diclorhidrat 2,00 - 1,73 (m, 3 H), 1,37 - 1,27 (m, 1 H),

1,13 (dt, J=1,3,7,5Hz, 4 H)

Compusul 25: N-etil-2-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida bis(2,2,2-trifluoracetat)

Etapa 1:
OH

N

2o
O)\H
F

acid 2-(6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetic

O solutie de 2,22-trifluor-N-(2-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-N-
((1R,285)-2((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida (800 mg, 1,62 mmol), acid 2-oxoacetic
hidrat (298 mg, 3,24 mmol) si 5 picdturi de AcOH in MeOH (16,2 mL) a fost tratatd cu
cianoborohidrurd de sodiu (305 mg, 4,86 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura
camerei timp de 1 ord. Dupa 1 ord, s-a addugat suplimentar acid 2-oxoacetic hidrat (298 mg, 3,24
mmol) si reactia a fost agitatd la 45 °C timp de 1,5 ore. Amestecul a fost ricit la temperatura camerei
si concentrat sub presiune redusd. Reziduul a fost diluat cu DCM apoi stins cu NaHCO3 saturat.
Straturile au fost separate si solutia apoasi a fost extrasi o datd cu DCM. Stratul organic combinat a
fost spélat o datd cu saramurd, uscat cu sulfat de sodiu si evaporat sub presiune redusi pentru a da acid
2-(6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-(E)))- 1 -fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamido)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetic brut (522 mg). LCMS m/z 437,2 [L+H]*

Etapa 2:

H
N/\n/N\/
ro T
O)\kF
F

N-(2-(2-(etilamino)-2-oxoetil)-2-azaspiro[ 3,3 ]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-((1R,25)-2-( (E)-1-
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamida




10

15

20

25

30

MD/EP 3532459 T2 2024.06.30

32

La o solutie de acid 2-(6-(2,2,2-trifluor-N-((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-
il)ciclopropil)acetamido)-2-azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetic (175 mg, 400 umol), clorurd de etilamoniu
(40,4 mg, 496 pmol) si diizopropiletilamind (215 pL, 1,24 mmol) in DMF (2,8 mL) la 0 °C s-a
addugat HATU (236 mg, 621 pmol). Amestecul de reactie a fost ldsat sd se Incélzeascd si agitat la
temperatura camerei timp de 3 ore. Amestecul de reactie a fost diluat cu apa si extras cu acetat de etil
(2 x 15 ml). Faza organicd combinati a fost spédlatd o datd cu saramurd, uscata pe Na>SO4 anhidru apoi
concentratd pentru a da N-(2-(2-(etilamino)-2-oxoetil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-
((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)acetamidd brutd (199 mg, 430 pmol) sub formd de
ulei galben cu DMF rezidual. LCMS m/z 464,2 [L+H]".

Etapa 3:

AR)
AN
F
HO\[H< F
O

N-etil-2-(6-(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-azaspiro[ 3,3 ]Jheptan-2-
i)acetamida bis(2,2,2-trifluoracetat)

La o solutie de N-(2-(2-(etilamino)-2-oxoetil)-2-azaspiro[3,3]heptan-6-il)-2,2,2-trifluor-N-
((1R,28)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )acetamida (190 mg, 409 umol) in MeOH (2,0 mL) la
temperatura camerei s-a addugat NaOH (1 M, 2,04 mL, 2,04 mmol). Amestecul a fost ldsat sub agitare
la temperatura camerei timp de 30 min. Amestecul a fost concentrat la presiune redusd si produsul
brut a fost dizolvat In TFA/apd si purificat pe o coloand de 12 g C-18 folosind MeCN/0,1% TFA H.O
ca eluanti cu urmétorul gradient (2 CV 0%, 20 CV 0-30 %, 5 CV 30%) pentru a da N-etil-2-(6-
(((1R,2S)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil )Jamino)-2-azaspiro[3,3Theptan-2-il )acetamida
bis(2,2,2-trifluoracetat) (86,7 mg) ca solid alb dupa liofilizare. LCMS m/z 368,1 [L+H]*. 'H RMN
(400 MHz, DMSO-d6) 6 10,23 (s 1, 1H), 9,23 (s 1, 2H), 8,45 - 8,33 (m, 1H), 7,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
7,27 - 7,14 (m, 3H), 6,19 (s, 1H), 4,27 - 4,10 (m, 1H), 4,10 - 3,99 (m, 2H), 3,98 - 3,87 (m, 2H), 3,80 -
3,63 (m, 1H), 3,16 - 3,04 (m, 2H), 2,77 - 2,57 (m, 2H), 2,57 - 2,52 (m, 2H), 2,48 - 2,35 (m, 2H), 2,30 -
2,17 (m, 2H), 2,01 - 1,85 (m, 1H), 1,20 - 1,14 (m, 2H), 1,12 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,03 (t, ] = 7,2 Hz,
3H).

Folosind materialul de pornire si modificérile adecvate au fost sintetizate urmitoarele
exemple din Tabelul 5 folosind procedurile de sinteza descrise pentru Compusul 25.

Tabelul 5

Compus |Structura/denumire 1H RMN
26 Ho. i 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 10,26 (s 1, 1H),
9,15 (s 1,2H), 8,70 (t, ] = 5,7 Hz, 1H), 7,35 (t, I =
A\ DG 'H‘ 7,5 Hz, 2H), 7,27 - 7,17 (m, 3H), 6,21 (s, 1H),
m 431 - 4,19 (m, 1H), 4,17 - 4,12 (m, 1H), 4,12 -
Ho% 4,05 (m, 2H), 4,04 - 3,96 (m, 1H), 3,52 (q, 1 =6,5
o Hz, 2H), 3,27 (t, ] = 6,6 Hz, 2H), 3,02 (s, 3H),
2,75 (s, 1H), 2,71 - 2,64 (m, 1H), 2,63 - 2,52 (m,
N-(2-(metilsulfonil)etil)-2-(6- 1H), 2,46 - 2,34 (m, 2H), 2,29 - 2,18 (m, 2H),
(((1IR,25)-2-((E)-1-fenilbut-1-en-2- 2,01 - 1,90 (m, 1H), 1,20 - 1,14 (m, 2H), 1,12 (t, J
il)ciclopropil)amino)-2- =7,5 Hz, 3H).
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida
bis(2,2,2-trifluoracetat)
27 F 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 10,21 (s 1, 1H),
9,25 (s 1, 2H), 8,31 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,38 - 7,32
,DQ /W j/ (m, 2H), 7,26 - 7,18 (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 4,29 -
4,19 (m, 1H), 4,15 - 4,11 (m, 1H), 4,11 - 4,04 (m,
m HO% 2H), 3,96 - 3,90 (m, 2H), 3,84 (sept, J = 6,6 Hz,
1H), 3,80 - 3,70 (m, 1H), 2,79 - 2,65 (m, 2H),
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Compus |Structura/denumire 1H RMN
2,62 - 2,52 (m, 1H), 2,47 - 2,35 (m, 1H), 2,28 -
N-izopropil-2-(6-(((1R,25)-2-((E)-1-  [2,20 (m, 2H), 2,02 - 1,91 (m, 1H), 1,22 - 1,14 (m,
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-|2H), 1,12 (t, J = 5,9 Hz, 3H), 1,07 (d, J = 6,6 Hz,
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida 6H).
bis(2,2,2-trifluoracetat)
28 F 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 10,08 (s 1, 1H),
9,16 (s 1, 2H), 7,35 (t, ] = 7,5 Hz, 2H), 7,27 - 7,18
: /‘ ) /\rf (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 4,32 - 4,27 (m, 2H), 4,27 -
A 4,23 (m, 1H), 4,18 - 4,10 (m, 2H), 4,10 - 4,03 (m,
m HOjH( 1H), 3,77 (s 1, 1H), 2,87 (d, J = 8,9 Hz, 6H), 2,79
F -2,71 (m, 1H), 2,71 - 2,64 (m, 1H), 2,65 - 2,54
o (m, 1H), 2,48 - 2,35 (m, 1H), 2,29 - 2,18 (m, 2H),
N,N-dimetil-2-(6-(((1R,2S5)-2-((E)-1- i’g%}_}fg&?’ 1H), 1,20 - 115 (m, 2H), 1,12 (& J
fenilbut-1-en-2-il)ciclopropil)amino)-2-| ’ '
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida
bis(2,2,2-trifluoracetat)
29 F 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 10,32 (s 1, 1H),
H 9,18 (s 1, 2H), 7,35 (t, I = 7,5 Hz, 2H), 7,29 - 7,14
/DCI /\fr ”S‘b (m, 3H), 6,21 (s, 1H), 4,22 (s, 2H), 4,13 (s, 2H),
/—\\ © 4,11 - 4,04 (m, 1H), 3,84 - 3,71 (m, 1H), 3,18 (d,
m HO% J = 1,0 Hz, 3H), 2,80 - 2,70 (m, 1H), 2,70 - 2,57
! F (m, 2H), 2,49 - 2,39 (m, 2H), 2,29 - 2,17 (m, 2H),
2,02 - 1,86 (m, 1H), 1,22 - 1,14 (m, 2H), 1,12 (t, J
N-(metilsulfonil)-2-(6-((1R,2S)-2- |~ /-3 Hz, 3H).
((E)-1-fenilbut-1-en-2-
iDciclopropil)amino)-2-
azaspiro[3,3]heptan-2-il)acetamida
bis(2,2,2-triﬂuoracetat)
30 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) § 10,33 (s 1, 1H),
J\“,NHQ 9,28 (s 1, 2H), 7,95 (s, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,35 (t, J
/DL = 17,5 Hz, 2H), 7,29 - 7,16 (m, 3H), 6,21 (s, 1H),
A 428 - 4,13 (m, 1H), 4,13 - 3,88 (m, J = 16,5, 9,8
m HO\[H< Hz, 3H), 3,87 - 3,70 (m, 1H), 2,81 - 2,63 (m, J =
F 20,1 Hz, 2H), 2,62 - 2,52 (m, 1H), 2,46 - 2,34 (m,
0 J =84 Hz, 1H), 2,29 - 2,18 (m, 2H), 2,04 - 1,90
2 AR B oo | D L2718 Hi 34, 122 - 14
2-il)ciclopropil)amino)-2- T ’ T ’ ’ ’
azaspiro[3,3]heptan-2-il)propanamida
bis(2,2 2-triﬂu0racetat)
31 1H RMN (400 MHz, dmso) 4 9,39 (s 1, 1H), 9,18

A,DQ%
o Fio K

2,2-dimetil-3-(6-(((1R,25)-2-((E)-1
fenilbut-1 -en-2-il)ciclopropil)amino)-
2-azaspiro[3,3]heptan-2-

il)propanamidd bis(2,2,2-trifluoracetat)

(s 1, 2H), 747 (s, 1H), 7,39 - 7,32 (m, 2H), 7,30
(s, 1H), 7,27 - 7,17 (m, 3H), 6,20 (s, 1H), 4,36 -
427 (m, 1H), 4,24 - 4,08 (m, 3H), 3,82 - 3,69 (m,
1H), 3,29 - 3,18 (m, 2H), 2,82 - 2,64 (m, 2H),
2,64 - 2,53 (m, 1H), 2,50 - 2,31 (m, 2H), 2,31 -
2,17 (m, 2H), 2,06 - 1,84 (m, 1H), 1,21 - 1,15 (m,
2H), 1,14 (s, 6H), 1,11 (t, J = 7,6 Hz, 3H).

Testul LSD1 TR-FRET

Reactiile LSD1 demetilaza au fost efectuate in 50 mM HEPES pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM

DTT, 0,01% Tween-20 si 0,1 mg/mL BSA. Toate reactiile enzimatice au fost efectuate timp de 50 de
minute la temperatura camerei intr-un volum de 10 pl.. Cinci microlitri de solutie 8 uM de peptida
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H3K4mel biotinilatd au fost addugati in fiecare godeu al unei plici de analizd neagrd cu 384 de
godeuri, cu fund clar, care contine 80 nL. de compus (concentratie finald de 0,8% DMSO si 4 uM
substrat). Reactiile au fost initiate prin addugarea unui amestec care contine 20 nM LSD1 si 80 nM
FAD (5 pL). Concentratiile finale de LSD1 si FAD au fost de 10, respectiv 40 nM. Activitatea
enzimei a fost opritd prin addugarea a 90 pl, de tampon cu concentratie ridicatd de sare constdnd din
50 mM HEPES pH 74, 500 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,01% Tween-20 si 0,1 mg/mL. BSA. Zece
microlitri din amestecurile de reactie stinse au fost transferati pe o placid ProxiPlate neagrd cu 384 de
godeuri. Zece microlitri de amestec de detectare au fost addugati la placa ProxiPlate, au fost utilizati
anticorpi marcati cu Europiu si Streptavidind APC la concentratii finale de 0,3 nM si, respectiv, 200
nM (volum total de analizd de 20 pl.). Captarea peptidei produsului de cétre anticorpul anti-H3K4me0
si Streptavidind APC a fost ldsatd sa se desfdsoare timp de 60 de minute la temperatura camerei
inainte de méasurarea semnalului TR-FRET. Placile au fost citite pe un cititor Perkin Elmer EnVision.
Procentul de inhibitie a fost calculat utilizdnd controalele Max (fara inhibitor) si Min (stins cu tampon
de oprire) si curbele de inhibitie au fost reprezentate pentru a determina valorile ICso.

Testul LSD1 LY96 Quantigene

Celulele MV4-11 au fost cultivate la o densitate de 4 x 104 celule per godeu in plici cu 96 de
godeuri si tratate cu diferite doze de inhibitor incepand de la 10 uM pénd la 0,0005 uM timp de 16
ore. Inducerea ARNm LY-96 a fost cuantificatd utilizdnd sistemul Quantigene 2,0 (Affymetrix).
Celulele au fost lizate cu un amestec de liza care contine proteinaza K. Reactivul de lucru pentru
captarea ARN a fost preparat conform etapelor detaliate in "Capturing Target ARN from Cultured
Cell sau Blood Lysates” din manualul Quantigene. Hibridizarea ulterioard cu sonda LY-96,
amplificarea semnalului si etapele de detectare au fost efectuate asa cum este descris in manual.
Chemiluminiscenta a fost cititd folosind Envision (PerkinElmer) si Abase (software IDBS) a fost
folosit pentru a reprezenta curbele de rdspuns la doza si pentru a calcula ICso.

Testul Kasumi-1 GlIso

Celulele au fost placate la 5000 de celule per godeu In vase de culturd de tesut cu 96 de
godeuri care contineau compusi de lucru aranjati Intr-o curbd de doza in 10 puncte, variind de la 0 la
10 mM cu dilutii de 4 ori si Impdértite la fiecare a patra zi la un raport fix pentru a re-stabili o densitate
de 5000 de celule/godeu pentru controalele tratate cu DMSO. Tratamentele celulare au fost efectuate
pentru un total de 12 zile. La fiecare Impdrtire de 4 zile, numerele de celule viabile au fost determinate
utilizand testul de viabilitate a celulelor luminiscente Cell Titer-Glo (Promega, Madison, WI USA)
folosind un Cititor de placi EnVision® multietichete (Perkin Elmer, Waltham, MA SUA). GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA USA) a fost utilizat pentru ajustarea curbei si
determinarea valorilor Glso.

Tabelul 6
Compus ICso ECso GIso Kasumi-1
LSD1 TR-FRET LSD1 LYY%6

1 A A A
2 A A A
4 A A A
5 ND A A
6 ND A A
7 ND A A
8 ND A A
9 ND A A
10 ND A A
11 A A A
13 A A A
14 ND A A
15 ND A A
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Compus ICso ECso GIso Kasumi-1
LSD1 TR-FRET LSD1 LYY%6
16 ND A A
17 A A A
18 ND A A
19 ND A A
20 ND A A
22 A A A
23 A A A
24 ND A A
26 ND A A
27 ND A A
28 ND A A
29 ND A A
30 ND A A
32 A A A

* Valorile ICsg, ECso s1 Glso sunt raportate dupa cum urmeaza: "A” indicd o valoare ICso mai micd de
100 nM; "B” indicd o valoare ICso de la 100 nM péand la 1 uM; "C” indicd o valoare ICso mai mare de 1
uM si mai micd de 10 uM pentru fiecare enziméd; "D” indicd o valoare ICsp mai mare de 10 uM pentru
fiecare enzimd; "*(X puM)" indicd faptul cd nu a fost observatd nicio inhibare la cea mai mare
concentratie (adica, X uM) de compus testat; iar "ND” indica faptul ci este nedeterminat.
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(57) Revendiciri:

1. Compus cu Formula:

(RO

in care configuratia stereochimicd in jurul nucleului ciclopropil este 1R,2S,

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, in care

neste 1 sau 2;

m este 1 sau 2;

oesteosau l;

geste o, 1,2 sau 3;

R! este un atom de hidrogen sau (C;-Cg)alchil;

R? este un atom de hidrogen sau (C;-Ce)alchil optional substituit cu OH sau (C;-Ce)alcoxi;

R3 si RY, daci sunt prezenti, fiecare sunt selectati in mod independent dintre hidrogen, halo,
OH si1 (C-Ce)alchil;

R’ este selectat din NH,, -NH(SO2)(Ci-Ce)alchil, -NH(SO2)(C;-Ce)alchil O(C;-Cs)alchil,
-NHC(O)(C-Ce)alchil, -NH(SO2)(Cs-Cs)cicloalchil, OH, -O(C;-Cg)alchil, - SO.NH,, -C(O)NH,,
-C(O)NH(C,;-Cg)alchil, -C(O)N[(C;-Cg)alchil]a, -C(O)NH(S0O:)(C-Ce)alchil, -C(O)NH(C;-
Cs)alchil(SO2)(C1-Celalchil, -C(O)NH(SO2)(Cs-Cs)cicloalchil, -  C(O)NH(C;-Cs)alchil OH,
-C(O)NH(C;-Ce)alchil O(C;-Cg)alchil, si (C1-Cy)alchil substituit cu OH

si

R®, dacd este prezent, este selectat dintre (C;-Cg)alchil, halo(C;-Ce)alchil, (C;-Celalcoxi,
halo(C;-Cs)alcoxi, halo si ciano;

cu conditia ca, compusul sd nu aibd Formula:
M

RS S

sau o sare a acestuia.

2. Compusul conform Revendicérii 1, in care compusul are Formula:

R' R?
Xy N
H

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

3. Compusul conform cu oricare dintre Revendicérile 1, In care compusul are Formula:

RZ
B

)\/ ®
o N
H
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

2
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4. Compusul conform cu oricare dintre Revendicérile de la 1 pand la 3 sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R, este un atom de hidrogen, metil sau hidroxi (C;-
Cy)alchil.

5. Compusul conform Revendicérii 1, in care compusul are Formula:
R5

N~

H
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

6. Compusul conform cu oricare dintre Revendicérile de la 1 pand la 5 sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R® este NHz, -NH(SO,)(C;-Cyalchil, -NH(SO2)(C;-
Cyalchil O(Ci-Cyalchil, - NHC(O)(Ci-Csalchil, -NH(SO2)(Cs-Ce)cicloalchil, OH, -SO,NH.,
-C(O)NH;, - C(O)NH(C;-Cyalchil, -C(O)NH(SO2)(Ci-Cyalchil, -C(O)NH(C;-Cy)alchil(SO)(Ci-
Cy)alchil, -C(O)NH(C,;-Cy)alchil OH, sau (C;-Cy)alchil substituit cu OH

7. Compusul conform cu oricare dintre Revendicérile de la 1 pand la 6 sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, in care R’ este -NH(SO2)CHz, -NH(SO2)(CH:)OCH;,
-NH(SO2)CH(CH3)2, -NH(SO.)CH2CHs,-NHC(O)CH3, -NH(SOy)ciclopropil, -C(O)NH(SO2)CHj3,
-C(O)NH(CH3)., -C(O)NHCH(CH3),, -C(O)NHCH CHj3, -C(O)NH(CH2)2(SO»)CH3,
-C(O)NH(CH2)>0H sau -CH,OH.

8. Compusul conform Revendicdrii 1, In care compusul are o formuld selectatd dintre

N/\/NH2
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OH
N/\/
H
NN
H
N/\/SOzNHz
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N
oY

N /\:/OH
oy

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

9. Compusul conform Revendicérii 1, in care compusul are Formula
OH

/E/OH
s
AN N

H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

10. Compusul conform Revendicérii 1, in care compusul are Formula
N /\/OH
\\\\\“ ‘N
H

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

11. Compozitie farmaceuticd care cuprinde o cantitate eficientd dintr-un compus
conform cu oricare dintre Revendicérile de la 1 pand la 10, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia; si un purtitor acceptabil farmaceutic.

12. Compusul conform cu oricare dintre Revendicérile de la 1 pand la 10, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, sau compozitia conform Revendicédrii 11 pentru utilizare in
tratamentul unei boli sau afectiuni alese dintre LMC (leucemie mielogend cronicd), T-ALL (leucemie
limfoblasticd T acutd), neuroblastom, cancer de sin, cancer de prostatd, reactivare a virusului herpes
simplex si infectie cu HIV.

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