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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

TRIMITERE LA CEREREA INRUDITA

Aceastd cerere revendicd beneficiul prioritdtii cererii provizorii U.S. nr. 62/401,022,
depusa in 28 septembrie 2016.

DOMENIUL INVENTIEI

Aceastd inventie se referd la compusi care inhiba beta-lactamazele, metode de fabricare a
acestor compusi, si utilizarea acestora in combinatie cu antibioticele beta-lactamice pentru
tratamentul infectiilor bacteriene.

FOND

In ultimele decenii, frecven{a rezistentei antimicrobiene si asocierea acesteia cu boli
infectioase serioase a crescut cu vitezd alarmanti. Prevalenta crescutd a rezistentei printre
patogenii nosocomiali este deconcertantd. Din peste 2 milioane de infectii nosocomiale care apar
in fiecare an in Statele Unite, de la 50 la 60% sunt produse de tulpini de bacterii rezistente la
agenti antimicrobieni. Rata crescutd a rezistentei la agentii antibacterieni utilizati in mod obisnuit
creste morbiditatea, mortalitatea si costurile asociate cu infectiile nosocomiale. In Statele Unite, se
crede cd infectiile nosocomiale contribuie la, sau produc, mai mult de 77000 de morf{i pe an, si
costd de la aproximativ 5 miliardela 10 miliarde de dolari anual.

Dintre cele mai importante antibiotice disponibile in mod curent, sunt cateva clase de
compusi care confin un inel bata lactamic, incluzind penicilinele, penemele, carbapenemele,
cefalosporinele, monobactamii si sulfactamii. Aceste antibiotice beta lactamice inhiba biosinteza
peretelui celular prin legarea la proteine denumite proteine de legare a penicilinei (PBP), care sunt
esentiale pentru sinteza peptidoglicanului, componenta majord a peretelui celular al bacteriilor
gram negative si gram pozitive. In timp ce antibioticele beta lactamice riman extrem de importante
in intreaga lume, utilizarea extensiva a acestora a dus la o problemd mare si crescanda: bacteriile
au dezvoltat rezistentd la beta-lactame, asa cum au ficutd la cele mai multe alte antibiotice
disponibile. Intr-adevar, Organizatia Mondiald a Sanatitii (OMS) spune ci rezistenfa la antibiotice
este o ,,ameninfare globald serioasi...”.

Mai multe mecanisme diferite de rezistentd la antibioticele beta lactame au fost
identificate: unele tulpini rezistente posedd pompe de iesire pentru a excreta antibuiticul, si altele
dezvoltd PBP mutante care sunt mai putin sensibile la antibiotic. O formi de rezistentd in special
deranjantd este dezvoltarea de enzime bacteriene care reactioneazd cu aceste antibiotice,
distrugand antibioticul prin deschiderea inelului beta lactamic. Aceste enzime de degradare a
antibioticului sunt denumite beta lactamaze, si sunt in special problematice deoarece pot impartisi
rezistentd la multe antibiotice beta lactamice diferite, si pot fi transferate prin plasmide intre
diferite tulpini bacteriene si specii bacteriene. Dintre bacteriile gram negative, exista patru clase de
beta lactamaze, serin beta lactamazele din clasele A, C si D, si metalo beta lactamazele (clasa B).

Cauzele importante ale rezistenfei la antibioticele beta lactamice includ beta lactamazele
cu spectru larg (ESBLs), serin carbapenemazele din clasa A, (de ex. KPC-2) si din clasa D (de ex.
OXA-48) din Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, si Proteus mirabilis, precum si rezistenta
de nivel inalt impotriva cefalosporinelor de a treia generatie mediatd de beta lactamaza AmpC din
clasa C printre speciile de Enterobacter si Citrobacter freundii, si tulpiniile cu rezistenti la multi-
medicamente  de Pseudomonas,  Acinetobacter, si Stenotrophomonas. Problema  resistentei
antibacteriene este maritd prin existenta tulpinilor bacteriene care contin mai multe beta lactamaze.
De exemplu, Klebsiella pneumonia care poarti NDM-1 metalo-beta-lactamaza poartd aditional
frecvent serin-beta-lactamaze pe aceeasi plasmida care poarti NDM-1.

Deoarece antibioticele beta lactamice sunt printre pufinele clase care sunt eficace
impotriva bacteriilor gram negative, multe eforturi au fost ficute pentru a sustine capacitatea
acestora de a controla tulpinile bacteriene rezistente, pentru a evita pierderea acestor agenfi
antibacterieni extrem de valorosi. De exemplu, unele beta lactame au fost modificate structural
pentru a le face mai pufin susceptibile la beta lactamaze, desi aceastd abordare este complicatd de
faptul ca existe deja multe beta lactamaze diferite, si betalactamaze noi apar in mod constant. O
altd abordare este de a inhiba enzimele beta lactamaze care degradeazi aceste antibiotice prin
utiliarea unui inhibitor al beta lactamazei cu moleculd micd (BLI) in combinatie cu un antibiotic
beta lactamic. Acesti BLI pot fi utilizafi in combinatie cu un antibiotic beta lactamic aprobat
pentru a trata pacienfii infectafi cu bacterii care sunt rezistente la antibioticul singur datoritd
activitafii beta lactamazei. Exemple de BLI aprobati includ acidul clavulanic, sulbactamul,
tazobactamul, si avibactamul. Altii (relebactam, vaborbactam (RPX7009), zidebactam, si
nacubactam) se spune cd sunt in dezvoltare.
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La organismele gram pozitive, rezistenta la penicilind mediatd de beta lactamazele de tip
penicilinaze este un mecanism important de rezistentd In Staphylococcus aureus (MSSA).
Rezistenta la peniciline mediatd de beta lactamaze este de asemenea gisitd la speciile anaerobe,
cum ar fi bacteroizii.

Cei trei inhibitori serin beta lactamazici cei mai obisnuit utilizafi, acidul clavulanic,
tazobactamul si sulbactamul, au activitate potenta doar impotriva unor beta lactamaze din clasa A,
excluzand serin carbapenemazele. Avibactamul este un membru al clasei diazabiciclooctan (DBO)
de inhibitori ai beta lactamazei, si are o acoperire largd a clasei A (incluzind KPCs), clasei C si
ceva inhibitie a clasei D. Impreuni cu inhibitia beta lactamazei, avibactamul are de asemenea
activitate antibacteriand impotriva unor tulpini clinice prin inhibarea proteinei 2 de legare a
penicilinei (PBP-2) (Asli et al, Antimicrobial Agents si Chemotherapi, 60, No 2, 752, 2016).
Compusii antibacterieni cu acest mecanism de actiune, incluzind DBOs, se selecteazd pentru
rezistentd la frecvente foarte mari in vitro (Doumith et al, J. Antimicrobial Chemotherapy 2016,
71, 2810-2814). Din aceastd cauzi, orice beneficiu clinic potential al activitdtii antibacteriene
intrinsece a unor inhibitori beta lactamazici DBO este acum neclard. Activitatea antibacteriand
slaba a avibactamului poate sd nu fie clinic relevantd, deoarece doza clinicd de avibactam este
destul de micd, cu toate acestea, poate complica testarea susceptibilitdtii in vitro, si/sau poate
impotriva izolatelor clinice, este tipic condusd utilizAnd concentratii fixe ridicate de avibactam (4
pg/mL), care probabil nu reflectd nivelele realizate clinic. Contributia directd a avibactamului la
activitatea antibacteriand in aceste conditii artificiale de testare in vitro ar putea afecta acuratetea
in prezicerea eficacititii clinice a combinatiilor avibactam/beta lactamazi. Un inhibitor DBO al
beta lactamazei lipsit de activitate antibacteriand semnificativd nu ar avea aceastd extra activitate
confuza, si protocoalele de testare in vitro ar msura doar inversarea rezistentei mediate de beta
lactamaza in izolatele clinice, permitind o prezicere mai exacti a eficacititii clinice pe baza
rezultalelor de susceptibilitate in vitro.

Aditional fatd de BLIs disponibili in prezent pentru utilizare, compusi cu activitate de
BLI sunt dezvaluiti
in W02002/100860, US2003/0199541, US2004/0157826, W(02008/039420,
si W02009/091856, US2010092443, W02010/126820, W02013/122888, W(02013/038330, US2
013/0225554, W02013149121, W02013149136, W02014141132 si W02014/033560.

Proprietatile farmacocinetice si fizice ale BLI descrisi anterior pot s nu fie ideale pentru
utilizare cu fiecare antibiotice beta lactamic. Mai mult, BLI cunoscu{i se spune cd isi pierd
activitatea in timp (K. Bush, Int. J. Antimicrob. Agents 46(5), 483-93 (Nov 2015)), deoarece se
dezvolti tulpini de bacterii rezistente, si noi enzime beta lactamaze iau nastere in continuu. In
consecintd, rdimane necesitatea de noi inhibitori ai beta lactamazelor pentru a extinde utilitatea
antibioticelor beta lactamice valoroase; intr-adevdr, noi BLI pot de asemenea combate rezistenta la
BLI cunoscuti, precum si rezistenta la antibiocitele beta lactamice dezvoltate in viitor. Inventia de
fatd furnizeaza noi inhibitori ai beta lactamazelor care potenteaza activitatea a variate antibiotice
beta lactamice, in timp ce prezintd activitate antibioticd intrinsecd slaba (directd) singuri.
REZUMAT

Inventia include noi compusi BLI, combinatii si formulari farmaceutice incluzind acesti
compusi, si utilizdri medicale ale unor asemenea compusi si compozifii pentru tratamentul
pacientilor cu infectii bacteriene. BLI sunt utilizati in combinatie cu un antibiotic beta lactamic, de
ex. un derivat de penicilind, penem, carbapenem, cefalosporind (cefem), monobactam sau
sulfactam, si sunt In principal utili pentru tratamentul infectiilor cu bactarii gram-negative, dar de
asemenea sunt utili pentru tratamentul infectiilor gram-pozitive si anaerobe, unde rezistenta este
mediatd prin producerea unei beta lactamaze de citre bacterie. Inventia include compusi cu
formula (A) si variante ale acestora,

A
O QS504H (&)
si sarurile acestor compusi, incluzind compusi cu formula (I):
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in care compusii cu formula (I) pot fi sub formd de sare sau de zwitterion, asa cum se va descrie
mai departe aici.

Compusii BLI din inventie sunt utilizati in combinatie cu un antibiotic beta-lactamic,
exemple din acestia fiind dezviluite aici, pentru a trata infectiile bacteriene, in special Infectiile
bacteriene Gram-negative. BLI si antibioticul beta-lactamic pot fi administrate impreund sau
separat, si BLI-ul intensificid eficacitatea antibioticului beta-lactamic impotriva cel putin a
tulpinilor bacteriene care prezintd rezistentd la antibioticele beta-lactamice, unde rezistenta este
mediatd de o activitate beta-lactamazicd. Combinatiile de antibiotic beta-lactamic si BLI cu
formula (A) pot fi utilizate pentru a trata infectiile produse de bacteriile gram-negative, incluzand
Enterobacteriaceae, cum ar fi Salmonella, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus, Enterobacter,
Serratia, si Citrobacter, bacteriile care nu fermenteazd, incluzand Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, Burkholderia, Moraxella si Stenotrophomonas, bacteriile gram-pozitive, cum ar fi
Staphylococcus aureus care produce beta lactamazd, precum si bacteriile anaerobe, cum ar fi
Bacteroides fragilis sauBacteroides thetaiotaomicron.

Intr-un aspect, inventia furnizeazad noi compusi cu formula (A) si Formula (I), incluzind
formele de sare sau zwitterionice ale acestora, care sunt eficace ca inhibitori ai uneia sau mai
multor beta lactamaze bacteriene. Compusii sunt utili pentru a potenta activitatea antibacteriand a
unui antibiotic beta-lactamic. Astfel, acestia pot fi utilizati in combinatie cu un antibiotic beta-
lactamic. BLI si antibioticul beta-lactamic pot fi administrati impreund sau separat, in unele
concretizdri, un BLI cu formula (A) sau cu Formula (I) si un antibiotic beta-lactamic sunt
combinati intr-o compozitie farmaceuticd ce cuprinde in mod tipic de asemenea cel pufin un
purtdtor farmaceutic acceptabil.

Intr-unul din aspecte, inventia furnizeazd metode de a fabrica compusii cu formula (A)
sau cu formula (I) si noi precursori utili pentru a fabrica compusii cu formula (A) sau cu formula
(I) descrisi aici. in special, inventia furnizeazi un proces pentru a transforma un compus cu
formula (V) intr-un compus cu formula (IV); si 0 metodd de a transforma un compus cu formula
(III) in compusi cu formula (I).

2RV H
0
4 e,
s |
PG
d o )“‘“\i\
o 0-PG
V) () ()
0
R —

d “oso, (v®),

"

Intr-un alt aspect, inventia furnizeazi compozitii farmaceutice cuprinzand un compus cu
formula (A) si cu Formula (I) amestecati cu cel putin un purtitor farmaceutic acceptabil sau cu un
excipient farmaceutic acceptabil. In unele concretiziri, compozitia cuprinde doi sau mai multi
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astfel de purtitori sau excipienti. Optional, compozitia farmaceuticd include suplimentar un
antibiotic beta-lactamic, desi compusul BLI poate fi formulat si administrat separat de antibioticul
beta-lactamic.

Intr-un alt aspect, inventia furnizeazd un compus cu formula (A) sau cu formula (I),
incluzand sirurile farmaceutic acceptabile sau formele zwitterionice, pentru utilizare pentru a trata
o infectie bacteriand, unde compusul este utilizat in combinatie cu un antibiotic beta-lactamic.
Aceasta include de asemenea utilizarea unui compus cu formula (A) sau cu formula (I), sau o sare
sau o forma zwitterionicd a acestuia, pentru fabricarea unui medicament. De preferintd,
medicamentul este unul pentru utilizare pentru a trata o infectie cu o bacterie gram-negativa, in
special una care are activitate beta-lactamazica suficientd pentru a impdartisi un nivel de rezistentd
la antibioticul beta-lactamic, unde medicamentul este adaptat pentru utilizare in combinatie cu un
antibiotic beta-lactamic cum ar fi cele descrise aici. Antibioticul beta-lactamic si compusul BLI
cu formula (A) sau cu formula (I) pot fi administrati simultan sau separat si in orice ordine, cu
conditia ca BLI si fie prezent in vivo concurent cu antibioticul beta-lactamic pentru a potenta
eficacitatea antibioticului beta-lactamic. In anumite concretiziri, subiectul este un mamifer si in
unele concretizari subiectul este un om.

Bacteriile gram-negative pot fi dintr-un gen selectat dintre Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter,
Bacteroides, Burkholderia, Campilobacter, Neisseria, s1 Stenotrophomonas. In special, o infectie
bacteriand produsd de o specie de Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella,
Proteus, Salmonella, Serratia, Pseudomonas, or Acinetobacter este tratabild prin utilizarile
medicale dezviluite aici. Specii bacteriene particulare pentru un astfel de tratament includ
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxitoca, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, Salmonella species, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, si Acinetobacter
baumannii, as well as Bacteroides fragilis, Burkholderia cepacia, Campilobacter jejuni, Neisseria
gonorrhoeae, si Stenotrophomonas  maltophilia. Bacteriile gram-pozitive pot fi, de
exemplu, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus sau Streptococcus
prneumoniae.

Intr-un alt aspect, inventia furnizeazd un compus cu formula (A) sau cu formula (I) pentru
utilizare in inhibarea cresterii bacteriene sau modulare a virulentei unei infectii bacteriene, in care
metoda cuprinde administrarea la un pacient care are nevoie de o asemenea inhibitie a unui
compus cu formula (A) sau cu formula (I) si unui antibiotic beta-lactamic. Antibioticele beta-
lactamice adecvate pentru utilizare in aceste utilizari medicale sunt descrise aici.

Compozitiile farmaceutice in conformitate cu inventia de fata sunt furnizate, care includ
oricare dintre compusii descrisi aici si un purtitor farmaceutic acceptabil. In unele concretizari
compozitia include un agent terapeutic adifional, cum ar fi un antibiotic beta-lactamic.

Alte aspecte ale inventiei sunt discutate aici.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1. SEM a compusului cristalin cu formula (VII).

Figura 2. XRPD a compusului cristalin cu formula (VII).

Figura 3. Analiza termogravimetrici si analiza de calorimetric de scanare diferentiald a
compusului cristalin cu formula (VII).

DESCRIEREA DETALIATA

In scopul de a interpreta aceastii descriere, urmitoarele definitii se aplici, doar daci nu se
specificd altceva sau este clar contrazis de context. Oridecateori este adecvat, termenii utilizati la
singular vor include de asemenea pluralul, si invers.

Definitii

Termenii utilizati in descriere au urmdtoarele semnificatii:

Dupd cum se utilizeazd aici, termenul "subiect" se referd la un animal. in anumite aspecte,
animalul este un mamifer. Un subiect se referd de asemenea la, de exemplu, primate (de ex., om),
vacd, oi, capre, cai, cini, pisici, iepuri, sobolani, soareci, peste, pdsdri si altele. In anumite
concretiziri, subiectul este un om.

Dupa cum se utilizeaza aici, termenul "inhibitie” sau "inhiband" se refera la reducerea sau
suprimarea unei stari date, simptom sau tulburare, sau boald, sau o sciddere semnificativd a
activitafii de nivel de referintd a unei activititi sau proces biologice, sau scdderea viabilitatii,
numadrului sau vitezei de crestere a unei populatii bacteriene.

Dupd cum se utilizeaz3 aici, termenul "tratare” sau "tratament" al unei boli sau tulburéri,
se referd la, Intr-una din concretiziri, ameliorarea bolii sau tulburdrii (adicd, incetinirea sau oprirea
sau reducerea dezvoltarii bolii sau a cel putin unuia dintre simptomele clinice ale acesteia. Intr-o
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altd concretizare "tratind” sau "tratament" se referd la calmarea sau ameliorarea a cel putin un
parametru fizic, incluzandu-i pe cei care pot si nu fie discernabili de citre pacient. intr-o alti
concretizare, "tratand” sau "tratament" se referd la modularea bolii sau tulburirii, fie fizic, (de ex.,
stabilizarea unui simptom discernabil), fiziologic, (de ex., stabilizarea unui parametru fizic), sau
ambele. Intr-o altd concretizare, "tratind” sau "tratament" se referd la prevenirea sau intarzierca
debutului sau dezvoltarea sau progresul bolii sau tulburarii.

Dupd cum se utilizeazd aici, termenul "un," "o," "-ul" si termeni similar utilizati in
contextul inventiei de fatd (in special in contextul revendicdrilor), trebuie luati in consideratie ca
acoperind atat singularul, cat si pluralul, doar dacd nu se indica altceva aici sau este clar contrazis
de context.

Toate metodele descrise aici pot fi executate in orice ordine adecvati, daca nu se indica
altceva aici sau este contraindicat in alt fel clar de cétre context. Utilizarea oricdrui exemplu si a
tuturor exemplelor, sau a limbajului exemplificativ (de ex. "cum ar fi") furnizat aici este destinati a
lumina mai bine inventia, si nu impune limitdri asupra sferei de cuprindere a inventiei revendicata
altfel.

Termenul "agent antibacterian" se referd la agenti sintetizafi in laborator, care au fie
activitate bacteriostaticd, fie bactericidd. Un agent ,activ” in acest context va inhiba cresterea
P. aeruginosa si/sau a altor bacterii gram-negative. Termenul "inhibarea cresterii" indica faptul ca
viteza de crestere a numdrului unei populatii dintr-o bacterie speciald este redusa. Astfel, termenul
include situatii in care populatia bacteriand creste, dar cu o viteza redusd, precum si situatii in care
cresterea populatiei este opritd, sau populatia este chiar eliminata.

Termenul "antibiotic beta-lactamic" se referd la un agent antibacterian care contine un
inel lactamic cu patru membri, la care se face referire de asemenea sub denumirea de beta-lactama,
care posedd activitate antibacteriand. Clasele de antibiotice beta-lactamice includ peniciline,
cefalosporine, monobactami, carbapeneme, oxapeneme, cefeme, carbacefeme, oxacefeme,
peneme, penami, sulbactami si clavami. Antibioticele beta-lactamice adecvate in special pentru
utilizare in metodele si compozitiile din inventie sunt descrise aici, si includ aztreonam,
piperaciling, ceftazidim, meropenem, si beta-lactama 5.

Termenul ,beta-lactamazd" dupd cum se¢ utilizeazd aici se referd la o activitate
enzumaticd posedatd de, sau exercitatad de, o bacterie, care catalizeaza degradarea sau inactivarca
unui antibiotic beta-lactamic. In mod tipic, aceasta catalizeazi hidroliza inelului beta-lactamic al
unui antibiotic beta-lactamic monociclic sau biciclic, si este exprimatd intr-o bacterie gram
negativi sau gram pozitiva care poate produce infectie la subiectii mamiferi, in special la om. Beta
lactamazele de interes le includ pe cele de clasa A (incluzand beta lactamazele cu spectru larg si
serin carbapenemazele), precum si beta-lactamazele de clasd C si D.

Termenul "inhibitor de beta-lactamazad” sau "BLI" dupd cum se utilizeaza aici se referd la
un compus care inhibad cel putin o beta-lactamazi bacteriand. Aceasta inseamni cel putin un
membru al claselor de serin beta-lactamaze, de ex. o beta lactamazi de clasa A, C sau D. Prin
reducerea activitatii beta lactamazice, acesti compusi cresc activitatea unui antibiotic beta-lactamic
utilizat in combinatie cu BLI-ul; acest efect este denumit aici potentare, deoarece BLI-ul nu are
activitate antibacteriand semnificativd el insusi, ci amplificdi sau potenteaza activitatea
antibacteriand a antibioticului la bacteriile care posedd activitate de beta-lactamazi. Potentarea
rezultd din faptul cd BLI-ul permite ca antibioticul beta-lactamic sd persiste in vivo in
compartimentul bacterian periplasmatic, sau in vecindtatea patogenilor bacterieni, ficand
antibioticul mai eficace, sau facindu-1 eficace la 0 doza mai mica dect ar fi necesard in absenta
BLI-ului cu formula (A). De preferintd, un BLI este eficace la o concentratie inhibitoare 50% sub
aproximativ 100 ug/mL (micrograme/mL), sau sub aproximativ 50 ug/mL, sau sub aproximativ 25
ug/mL.

Antibioticele beta-lactamice adecvate pentru utilizare in combinatie cu BLI-urile din
inventie includ, de exemplu, aztreonam, imipenem, ertapenem, meropenem, doripenem, biapenem,
piperaciling, ceftriaxond, cefoperazond, cefotaxime, ceftazidim, ceftolozan, cefepima, panipenem,
ticarcilind, ampicilini, amoxicilind, carbenicilind, azlocilind, mezlocilind, ticarcilina,
cefoperazond, beta-lactama 5 (prezentatd aici), si altele aseminatoare.

"Optional substituit" inseamnd ci grupa la care se referd poate fi substituiti la una sau
mai multe pozitii de oricare combinatie de radicali listati dupd aceea. O astfel de substitutie
implicd Inlocuirea unui atom de hidrogen al grupei nesubstituite cu un alt fragment; astfel, numarul
de substituenti care poate fi addugat la orice grupd nesubstituiti este egal cu numarul de atomi de
hidrogen de pe grupa nesubstituitd. Dacd nu se specificd altceva, 'optional substituit' inseamna ca
pana la trei grupe substituente non-hidrogen pot fi prezente.

"Halo” sau "halogen", dupa cum se utilizeaza aici, pot fi fluor, clor, brom sau iod.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3519419 T2 2020.08.31

"C1-Cs alchil”, sau "Cy.¢ alchil" dupa cum se utilizeaza aici, inseamna alchil cu lant liniar
sau ramificat, avand 1-6 atomi de carbon. Daci este specificat un numdr diferit de atomi de carbon,
cum ar fi Cs sau Cs, atunci definifia trebuie interpretatd in consecintd, cum ar fi cd "C;-Cy alchil”
va include metil, etil, propil, izopropil, butil, izobutil, sec-butil si tert-butil.

"C1-Ce alcoxi”, sau "Cis alcoxi" dupd cum se utilizeazi aici, iInseamnd alcoxi cu catend
liniard sau ramificatd, avand 1-6 atomi de carbon. Daci este specificat un numir diferit de atomi
de carbon, cum ar fi Cgsau Cs, atunci definitia trebuie interpretatd in consecintd, de ex., "Ci-
C,4 alcoxi" va reprezenta metoxi, etoxi, propoxi, izopropoxi, butoxi, izobutoxi, sec-butoxi si tert-
butoxi.

"C;-Cy4-Haloalchil” sau "Ci.4 haloalchil" dupd cum se utilizeaz3 aici, inseamnd alchil cu
catend liniard sau ramificatd avand 1-4 atomi de carbon, in care cel putin un hidrogen a fost
inlocuit cu un halogen. Daci este specificat un numadr diferit de atomi de carbon, cum ar fi Ce sau
C3, atunci definitia trebuie interpretatd in consecintd, astfel "C;-Cs-Haloalchil" va reprezenta metil,
etil, propil, izopropil, butil, izobutil, sec-butil si ter-butil care au cel pufin un hidrogen substituit
cu halogen, cum ar fi in care halogenul este fluor: CFzCF-, (CF3),CH-, CH3-CF>-, CFzCF»-, CF;5,
CFzH-, CF3CF2CHCF3 sau CF3CF2CF2CF2-.

"C3-Cs-cicloalchil” sau "Cs.g cicloalchil" dupd cum se utilizeaza aici se referd la un inel
hidrocarburd monociclica saturatd cu de la 3 la 8 atomi de carbon. Exemple de astfel de grupe
includ ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil si ciclohexil. Dacd este specificat un numar diferit de
atomi de carbon, cum ar fi C;-Cs, atunci definitia trebuie interpretatd in consecinta.

"Heterociclil cu de 1a 4 1a 8 membri", "heterociclil cu de la 5 la 6 membri", "heterociclil
cu de la 3 1a 10 membri", "heterociclil cu de la 3 1a 14 membri", "heterociclil cu de 1a 4 1a 14
membri” si "heterociclil cu de la 5 la 14 membri", se referd in mod corespunzitor la inele
heterociclice cu de 1a 4 la 8 membri, de 1a 5 la 6 membri, de 1a 3 la 10 membri, de la 3 1a 14
membri, de la 4 1a 14 membri si de la 5 la 14 membri contindinddela 11a7,delalla5saudelal
la 4 heteroatomi selectati din grupul constind din azot, oxigen si sulf, care pot fi saturate, partial
saturate. "Heterociclic" poate fi utilizat intersanjabil cu "heterociclil". Grupa heterociclicd poate fi
atasatd la un heteroatom sau la un atom de carbon. Termenul "heterociclil" include grupe cu inel
unic, grupe cu inele fuzionate si grupe in punte. Exemple de astfel de heterociclil includa,
pirolidind, piperidind, piperazind, oxazolidind, pirolidinond, morfolind, tetrahidrofuran,
tetrahidrotiofen,  tetrahidrotiopiran,  tetrahidropiran, 1,4-dioxan, 1,4-oxatian, 8-aza-
biciclo[3.2.1]octan, 3,8-diazabiciclo[3.2.1]octan, 3-Oxa-8-aza-biciclo[3.2.1]octan, 8-Oxa-3-aza-
biciclo[3.2.1]octan, 2-Oxa-5-aza-biciclo[2.2.1]heptan, 2,5-Diaza-biciclo[2.2.1]heptan, azetidind,
etilenedioxo, oxetan si tiazolidind. De preferintd, o grupa heterociclica sau heterociclil este o grupa
monociclicd saturatd sau partial saturatd, doar daca nu se specifica altceva, si contine 5-7 atomi
inelari cu pani la doi heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului. in unele
concretizdri, o grupd heterociclicd include suplimentar sisteme inelare biciclice, confinand 1 sau 2
heteroatomi, cum ar fi N, O sau S ca membri ai inelului si cuprinzind doud inele fuzionate cu 3, 4,
5 sau 6 membri, cum ar fi 3-azabiciclo[3.1.0]hexan, 8-aza-biciclo[3.2.1]octan, 3,8-
diazabiciclo[3.2.1]octan, 3-oxa-8-aza-biciclo[3.2.1]octan, 8-oxa-3-aza-biciclo[3.2.1]octan, 2-oxa-
5-aza-biciclo[2.2.1]heptan, 2,5-diaza-biciclo[2.2.1]heptan.miracle

"Heteroaril" este un inel complet nesaturat (aromatic). Termenul "heteroaril" se referd la
un sistem inelar aromatic monociclic sau biciclic sau triciclic, cu 5-14 membri, avand de la 11a 8
heteroatomi selectati dintre N, O si S. In mod tipic, heteroarilul este un sistem inelar cu 5-10
membri (de ex., cu 5-6 membri monociclu sau un cu 8-10 membri biciclu) sau un sistem inelar cu
5-6 membri. Doar daci nu se specifici altceva, un heteroaril este de preferintd un inel izolat cu 5-6
membri confinind pand la 4 heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului. Grupe
heteroaril tipice includ furan, izotiazol, tiadiazol, oxadiazol, indazol, indol, chinolind, 2- sau 3-
tienil; 2- sau 3-furil; 2- sau 3-pirolil; 1-, 2-, 4-, sau 5-imidazolil; 1, 3-, 4-, sau 5- pirazolil; 2-, 4-,
sau S-tiazolil, 3-, 4-, sau S-izotiazolil, 2-, 4-, sau S5-oxazolil, 3-, 4-, sau 5-izoxazolil, 3- sau 5-
(1,2,4-triazolil), 4- sau 5-(1,2, 3-triazolil), tetrazolil, triazind, pirimidind, 2-, 3-, sau 4-piridil, 3- sau
4-piridazinil, 3-, 4-, sau 5-pirazinil, 2-pirazinil, si 2-, 4-, sau 5-pirimidinil.

Termenul "hidroxi” sau "hidroxil" se referd la grupa -OH, sau cand este utilizat ca parte a
unei denumiri a unei grupe cum ar fi hidroxialchil, se referd la grupa denumitd substituiti cu un -
OH.

Un "zwitterion" este o moleculd care are atdt grupe incircate pozitiv, cit si grupe
incdrcate negativ, dar nu are sarcind globald, adica sarcinile plus si minus sunt echilibrate in
moleculd. Pentru a transforma o moleculd anionicd intr-o moleculd neutrd, anionii vor fi inlocuiti
in mod tipic cu grupe neutre, dar pentru a transforma o moleculd anionica intr-un zwitterion, atunci
0 grupd neutrd este inlocuitd de o grupa cationica.
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Compusii cu formula (A) existd sub formd liberd, sub forma de sare sau sub forma de
zwitterion. In aceasti descriere, daci nu se indici altceva, fraze cum ar fi "compusi cu formula
(A)" se intelege ca cuprind compusii sub orice forma, de exemplu forma de sare de aditie a acizilor
sau de schimb. Sirurile care pot fi inadecvate pentru utilizare farmaceuticd pot fi utilizate de
exemplu pentru izolare sau purificarea compusilor liberi cu formula (A), cum ar fi picratii sau
percloratii, sunt de asemenea incluse. Pentru utilizare farmaceuticd, doar sdrurile farmaceutic
acceptabile, zwitterionii sau compusii liberi sunt utilizafi (acolo unde este aplicabil sub forma de
preparate farmaceutice), si sunt de aceea preferate. Sdrurile sunt de preferintd siruri farmaceutic
acceptabile, formate, dupd cum se aplicd, prin aditia unui acid sau a unei baze, sau prin schimb
ionic.

Compusii cu formula (A) pot exista sub forma a diferifi zwitterioni. De exemplu,
compusii cu formula (A) pot prezenta grupe amino protonate, si grupe sulfat deprotonate. in
aceastd descriere, desenarea compusului sub formd liberd include de asemenea alfi posibili
zwitterioni. Zwitterionii compusilor cu formula (A) sunt de asemenea cuprinsi in inventie.

Compusii cu formula (A) pot exista sub forma optic activa, sau sub formi de amestecuri
de izomeri optici, de ex. sub formi de amestecuri racemice sau amestecuri de diastereoizomeri. in
special, atomii de carbon asimetrici pot fi prezenti in compusii cu formula (A) si sirurile acestora.
Toti izomerii optici si amestecurile acestora, incluzdnd amestecurile racemice, sunt cuprinse in
inventie. Diferite concretizari din inventie sunt descrise aici. Se va recunoaste ca caracteristicile
specificate in aceasti concretizare pot fi combinate cu alte caracteristici specificate pentru a
furniza concretizari suplimentare. Urmatoarele concretiziri numerotate sunt reprezentative pentru
aspectele aditionale ale inventiei.

Intr-una din concretizdri, inventia furnizeazi compusi cu formula (A):

-

N

R

g “550,H

in care p este 1 sau 2;

R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-C4 alchil optional substituit cu pand la trei grupe
selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;

Z este NR? sau N-OR?;

R3 este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si Ci-C4 alchil optional substituit cu
pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR';

Cy este un inel C;-Cs cicloalchil sau un inel heterociclic cu 4-6 membri con{inind unul sau doi
heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu pAna
la trei grupe selectate dintre oxo, halo, C;-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si

R si R' sunt selectati independent dintre H si C;-Cy alchil optional substituit cu una sau doud grupe
selectate dintre halo, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil), oxo, -NH,, -NH(C;-C; alchil), si -N(C;-
C, alchil),, sau R si R' luati impreund cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma un
inel selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inelul este optional
substituit cu una sau doud grupe selectate dintre halo, C;-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil),
ox0, -NHa, -NH(C1-C; alchil), si -N(C;-C; alchil)s;

sau o sare sau o forma zwitterionica a acestora.

Concretizdri particulare ale acestor compusi includ urmatoarele formule de compusi:
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RO ?RR’
R RY (CHzl25
\ g2 \
el N,
= ' H
N ! N
o OSO3H (A-1): d 0SOH (A-2a): ¢ 080 (A
2by);

sau o sare sau o forma zwitterionica a acestora.

O concretizare de interes special este compusul cu formula (I):

R )
P

-
-

N

& “oso® (v®)

(U

in care:

R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-Cy alchil optional substituit cu pani la trei grupe
selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;

Z este NR? sau N-OR?;

R3 este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si Ci-C4 alchil optional substituit cu
pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR';

Cy este un inel C3-Cs cicloalchil, sau un inel heterociclic cu 4-6 membri contindnd unul sau doi
heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu pAna
la trei grupe selectate dintre oxo, halo, C;-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si

R si R' sunt selectati independent dintre H si C-Cy alchil opfional substituit cu una sau doud grupe
selectate dintre halo, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil), oxo, -NH,, -NH(C;-C; alchil), si -N(C;-
C, alchil),, sau R si R' luati impreund cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma un
inel selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inelul este optional
substituit cu una sau doud grupe selectate dintre halo, C;-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil),
ox0, -NHa, -NH(C1-C; alchil), si -N(C;-C; alchil)s;

Y este o grupa cationici;

n este 0 saul; si

atunci cand n este 0, compusul cu formula I se afld sub forma zwitterionica.

Fiecare dintre compusii din exemplele de aici este o concretizare specificd a inventiei.

Compusul din oricare dintre concretizirile precedente, in care Z este NRZ,
si R*este H sau C;-Cy alchil optional substituit cu -OR sau -NRR', sau o sare sau o forma
zwitterionica a acestora.

Compusul din concretizarea 4, in care R? este C;-C, alchil optional substituit cu -OR sau -
NRR', sau o sare sau o formi zwitterionica a acestuia.

Compusul din concretizarea 4, in care R® este H, sau o sare sau o formi zwitterionici a
acestuia.

Compusul din oricare dintre concretizirile 1-6, in care R! i R? sunt ambii H, sau o sare
sau o formi zwitterionic3 a acestuia.

Compusul din concretizarea 1, care are aceasti structura:
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X
Yt
L ’\ 212-3
N,
H
N
}———N
N \
d aso (v®), 0

in care X este -OR sau -NRR';
Y este o grupa cationici;
5 n este 0 saul; si
atunci cand n este 0 compusul cu formula II se afla sub forma zwitterionica.

Compusul din concretizarea 1, care este selectat dintre:

10

@

\QSO‘ ®

In

1

& .0
3 (Y

(Y

In

A y i
“osod (v®, J “oso (v®),

15



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3519419 T2 2020.08.31

12

ca sare sau forma zwitterionica a acestuia.

Compusul din oricare dintre revendicdrile precedente, in care n este 1 si Y este selectat
dintre sodiu, potasiu, amoniu, calciu, magneziu, fier, argint, zinc, si cupru.

Compusul din oricare dintre revendicarile precedente, in care Y este sodiu.

Compusul din oricare dintre revendicdrile precedente, care este o sare farmaceutic
acceptabild sau un zwitterion.

O concretizare de interes special este un compus cu formula (VI):

RY
7R

o “oA (W)
in care:
R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-C4 alchil optional substituit cu pand la trei grupe
selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;
Z este NR? sau N-OR?;
R3 este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si Ci-C4 alchil optional substituit cu
pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR';
Cy este un inel C;-Cs cicloalchil sau un inel heterociclic cu 4-6 membri con{inind unul sau doi
heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu pAna
la trei grupe selectate dintre oxo, halo, C;-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si
R si R' sunt selectati independent dintre H si C;-Cy alchil opfional substituit cu una sau doud grupe
selectate dintre halo, C1-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-Cj4 alchil), oxo, - NH,, -NH(C-C4 alchil), si -
N(C;-C4 alchil),, sau R si R' luati impreund cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma
un inel selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inelul este optional
substituit cu una sau doud grupe selectate dintre halo, C;-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil),
ox0, -NHa, -NH(C1-C; alchil), si -N(C;-C; alchil)s;
A este H sau -CH,-Ph, unde Ph reprezinta fenil optional substituit cu una sau doud grupe selectate
dintre halo, C;-Cy alchil, C;-Cy4 alcoxi;
sau o sare sau un zwitterion al acestuia.

O concretizare de interes special este un compus cu formula (VII):

Hp——,

DSOMa

O

Compusul din concretizarea 12 sub forma cristalina.
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Compusul din concretizarea 13, care prezintd o endoterma in calorimetria de scanare
diferentiald intre 283 °C si 350 °C.

Compusul din concretizarea 13, caracterizat prin picuri de XRPD la unghuri de difractie
(2Theta) de 8,3 si 16,6 grade.

Compusul din concretizarea 15, caracterizat suplimentar prin unul sau mai multe picuri de
XRPD la unghiuri de difractie (2Theta) de 25,1 sau 31,3 grade.

Compusul din concretizarea 16, caracterizat suplimentar prin unul sau mai multe picuri de
XRPD la unghiuri de difractie (2Theta) de 27,4 sau 28,7 grade.

Compusul din concretizarea 17, caracterizat suplimentar prin picuri de XRPD adifionale
la unghiuri de difractie (2Theta) de 19,5 grade sau de 21,7 grade.

Un proces de fabricare a unui compus cu formula (1),

R1
7 d R

0=,
H
N
=
J Nosol (v®)

n (I)
in conformitate cu concretizarea 3, sub formi de sare sau zwitterionicd a acestuia;
in care procesul cuprinde punerea in contact a unui compus cu formula (I1I)

R
Z--«L’ Re

H
N
}—-—-—-——N
o
o o7y

in care Z, R' si R* i R? sunt aga cum au fost definiti in concretizarea 3,
cu un agent de sulfonilare in prezenta unei baze.
Procesul din concretizarea 19, in care Z este NR?, si R? este H sau C;-C; alchil optional
substituit cu -OR sau -NRR’,
sau o sare farmaceutici a acestuia.
Procesul din concretizarea 19 sau 20, in care compusul cu formula (I) are formula

d Yoso (v®),

sau o sare sau o forma zwitterionica a acestuia.

Procesul din oricare dintre concretizirile 19 to 21, in care R? este H.
Compusii cu formula (IIT) sunt utili pentru a sintetiza compusii cu formula (I) asa cum au
fost descrisi in Concretizarea 3 si in alte concretizari de mai sus.
Compusii specifici cu formula (A) si Formula (I) includ:
HaN

5\
H N R N R N A
= = = 3

’::3{;) =, =2

NoA N
s et e

0804 O 0804+ o] OST,H
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o OS03H
sau o sare sau un zwitterion al acestora.

Intr-un aspect suplimentar, inventia furnizeaza:

O combinatie farmaceuticd cuprinzind (a) un prim agent terapeutic care este un compus al
inventiei, de ex. un compus cu formula (A) sau orice subformuld a acesteia descrisa aici, si (b) un
al doilea agent terapeutic asa cum a fost descris mai sus. Al doilea agent terapeutic este in mod
tipic un antibiotic beta-lactamic.

O metodd asa cum a fost definiti mai sus cuprinzind co-administrarea, de ex.
concomitent sau secvential, a unei cantiti{i terapeutic eficace a unui compus al inventiei, de ex. un
compus cu formula (A) sau oricare dintre subformulele acestuia care sunt descrise aici, i un al
doilea agent terapeutic asa cum a fost descris mai sus.

Termenii "co-administrarea” sau "administrarea combinati” sau altele aseminitoare asa
cum se utilizeaza aici sunt destinafi s acopere administrarea agentilor terapeutici selectati la un
singur pacient, si sunt destinati sa includd regimuri de tratament in care agentii nu sunt in mod
necesar administrati pe aceeasi cale de administrare sau in acelasi timp. Combinatiile fixe sunt de
asemenea in sfera de cuprindere a inventiei de fafd. Administrarea unei combinatii farmaceutice
din inventie are ca rezultat un efect benefic, de ex. un efct terapeutic sinergic, comparativ cu o
monoterapie care aplicd doar unul dintre ingredientele farmaceutic active ale acesteia.

Fiecare componentd a unei combinatii in conformitate cu aceastd inventiec poate fi
administratd separat, impreund sau in orice combinatie a acestora.

Compusul din inventie si orice agent aditional pot fi formulati in forme dozate separate.
Ca alternativa, pentru a scidea numdrul de forme dozate administrate la un pacient, compusul din
inventie si orice agent aditional pot fi formulati impreund in orice combinatie. De exemplu,
inhibitorul compusul din inventie poate fi administrat in o forrmd dozat, si agentul adifional poate
fi formulat in altd forma dozata. Orice forme dozate separate pot fi administrate in acelasi timp sau
la momente de timp diferite.

Ca alternativa, o compozitie din aceastd inventie cuprinde un agent aditional descris aici.
Fiecare componentd poate fi prezentd in compozitii idividuale, combinatie de compozitii sau o
singurd compozitie.

Compusii din inventie pot fi sitetizati prin cdile de sinteza generale de mai jos, exemple
specifice ale cdrora sunt descrise mai in detaliu in exemple.

Compusi din inventie de fa{d si intermediarii pot fi transformati unul in altul in
conformitate cu metodele cunoscute in general specialistilor din domeniu.

In sfera de cuprindere a acestui text, doar o grupd care poate fi indepartata rapid care nu
este un constituent al produsului final compus din inventia de fati dorit, este denumiti ,,grupa
protectoare”, doar daci contextul nu indicd altceva. Protectia grupelor functionale de citre astfel
de grupe protectoare, grupele protectoare insele si reactiile de clivare sunt de exemplu descrise in
lucrarile de referintd standard, cum ar fi J. F. W. McOmie, "Protective Groups in Organic
Chemistry”, Plenum Press, London and New York 1973, in T. W. Greene and P. G. M. Wats,
"Protective Groups in Organic Synthesis”, Third edition, Wiley, New York 1999, in "The
Peptides”; Volume 3 (editors: E. Gross and J. Meienhofer), Academic Press, London and New
York 1981, in "Metoden der organischen Chemie" (Methods of Organic Chemistry), Houben Weil,
4th edition, Volume 15/I, Georg Tieme Verlag, Stuttgart 1974, in H.-D. Jakubke and H. Jeschkeit,
"Aminosauren, Peptide, Protein” (Amino acids, Peptides, Proteins), Verlag Chemie, Weinheim,
Deerfield Beach, si Basel 1982, si inJochen Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate:
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Monosaccharide und Derivate” (Chemistry of Carbohydrates: Monosaccharides and Derivatives),
Georg Tieme Verlag, Stuttgart 1974. O caracteristicd a grupei protectoare este aceea ci poate fi
indepdrtata rapid (adicd, fard aparitia unor reactii secundare nedorite), de exemplu prin solvoliza,
reducere, fotoliza sau, ca alternativa, in conditii fiziologice (de ex. prin clivaj enzimatic).

Sarurile compusilor din inventia de fati avand cel putin o grupa formatoare de sare, pot fi
preparati in manierd cunoscutd specialistilor din domeniu. De exemplu, sarurile compusilor din
inventia de fati avand grupe acide pot fi formate, de exemplu, prin tratarea compusilor, sau a unei
sdri a compusilor, cum ar fi o sare de tetrabutil amoniu, cu compusi de metale, cum ar fi sdruri de
metale alcaline ale acizilor carboxilici organici, de ex. sarea de sodiu a acidului 2-etil hexanoic in
solventul adecvat, cum ar fi un amestec de izobutanol/apd, care poate facilita perechea de ioni
nedoritd (de ex. (de ex. tetrabutil amoniu 2-etilhexanoat, daci sarea de tetrabutil amoniu este
utilizatd) si precipite. De preferint, o sare a unui compus al inventiei, cum ar fi sarea de amoniu,
poate fi supusd unei risini schimbitoare de ioni in forma de metal alcalin sau de metal alcalino-
pamantos a acesteia, pentru a promova un schimb de ioni de semn contrar. Sirurile de aditie a
acizilor sau de schimb ale compusilor din inventia de fatd sunt obtinute in manierd obisnuita, de
ex. prin tratarea compusilor cu un acid, sau cu un reactiv de schimb de anioni adecvat. Zwitterionii
sau sdrurile interne ale compusilor din inventia de fata continind grupe formatoare de sare acide si
bazice, de ex. prin neutralizarea sdrurilor, cum ar fi sirurile de aditie a acizilor, la punctul
izoelectric, de ex. cu baze slabe, sau prin tratamentul cu schimbdtori de ioni.

Ssérurile pot fi transformate in compusi liberi in conformitate cu metodele cunoscute
specialistilor din domeniu. Sarurile clorhidrat pot fi transformate, de exemplu, prin tratare cu un
agent bazic adecvat. Amestecurile de izomeri care pot fi obtinute in conformitate cu inventia pot fi
separate in general in manierd cunoscutd specialistilor din domeniu in izomeri individuali,
diastereoizomerii pot fi separati, de exemplu, prin partitionarea intre amestecuri de solvent
polifazice, recristalizare, si/sau separare cromatografici, de ex. pe silicagel sau de ex. prin
cromatografie lichida de presiune medie pe o coloand cu fazi inversd, si racemici pot fi separati,
de exemplu, prin formarea de siruri cu reactivi formatori de sare optic puri §i separarea
amestecului de diastereoizomeri care poate fi astfel obtinut, de exemplu prin intermediul
cristalizarii fractionate, sau prin cromatografie pe materiale de coloand optic active.

Intermediarii si produsii finali pot fi prelucrati si/sau purificati in conformitate cu
metodele standard, de ex. metode cromatografice, metode de distributie, re/cristalizare, si altele
asemanatoare.

Urmatoarele etape se aplicd in general tuturor proceselor mentionate aici mai inainte si
dupa.

Toate etapele de proces pentru fabricarea compusilor din inventie pot fi realizate in
conditii de reactie care sunt cunoscute specialistilor din domeniu, incluzindu-le pe cele mentionate
in mod specific, in absenta, sau de obicei in przenta, solventilor sau diluantilor, incluzind, de
exemplu, solventi sau diluanti care sunt inerti fatd de reactivii utilizati, si dizolvarea acestora, in
absenta sau in prezenta catalizatorilor, agentilor de condensare sau de neutraizare, de exemplu
schimbdtori de ioni, cum ar fi schimbatori de cationi, de ex. sub forma de H+, depinzand de natura
reactiei si/sau a reactanfulor, la temperaturd redusd, normald sau ridicatd, de exemplu intr-un
interval de termperaturd de la aproximativ -100 °C la aproximativ 190 °C, incluzand, de exemplu,
de la approximately -80 °C la aproximativ 150 °C, de exemplu de la -80 to -60 °C, la temperatura
camerei, de la -20 la 40 °C sau la temperatura de reflux, la presiune atmosferica sau intr-un vas
inchis, acolo unde este adecvat sub presiune si/sau in atmosferd inertd, de exemplu in atmosferad de
argon sau azot.

In toate etapele reactiei, amestecurile de izomeri care se formeazd pot fi separate in
izomerii individuali, de exemplu diastereoizomeri sau enantiomeri, sau in orice amestec de izomeri
dorit, de exemplu racemici sau amestecuri de diastereoizomeri

Solventii din care acei solventi care sunt adecvati pentru orice reactie particulard pot fi
selectati, 1i includ pe cei mentionafi in mod specific, sau, de exemplu, apd, esteri, cum ar fi
alcalnati cu alchil inferior, de exemplu etil acetat, eteri cum ar fi eterii alifatici, de exemplu dietil
eter, sau eterii ciclici, de exemplu tetrahidrofuran sau dioxan, hidrocarburi aromatice lichide, cam
ar fi benzen sau toluen, alcooli, cum ar fi metanol, etanol sau 1- sau 2-propanol, nitrii, cum ar fi
acetonitril, hidrocarburi halogenate, cum ar fi clorurd de metilen sau cloroform, amide acide, cum
ar fi dimetilformamidd sau dimetil acetamidi, baze, cum ar fi vaze cu azot heterociclic, de
exemplu piridind sau N-metilpirolidin-2-ond, anhidride ale acizilor carboxilici, cum ar fi
anhidridele acizilor alcanoici inferiori, de exemplu anhidridd aceticd, hidrocarburi liniare sau
ramificate, cum ar fi ciclohexan, hexan sau izopentan, metilciclohexan, sau amestecuri ale acestor
solventi, de exemplu solufii apoase, dacd nu se indicd altceva in descrierea procesului. Astfel de
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amestecuri de solvent pot fi de asemenea utilizate in prelucrarea, de exemplu, prin cromatografie
sau partifionare.

Compusii din inventia de fatd, incluzind sdrurile acestora, pot fi de asemenea obtinuti sub
formd de hidrafi, sau cristalele acestora pot include de exemplu solventul utilizat pentru
cristalizare. Pot fi prezente forme cristaline diferite.

Toate materiile prime, blocurile de constructie, reactivii, acizii, bazele, agentii de
deshidratare, solventii si catalizatorii utilizati pentru a sintetiza compusii din inventia de fati sunt
fie disponibili in comert, fie pot fi produsi prin metode de sintezd organicd cunoscute unui
specialist din domeniu.

Termenul "izomer optic” sau "stereoizomer" se referd la oricare dintre configuratiile
stereoizomerice variate care pot exista pentru un compus dat din inventia de fa{d si includ izomerii
geometrici. Se infelege cd un substituent poate fi atasat 1a un centru chiral al unui atom de carbon.
Termenul "chiral" se referd la molecule care au propictatea de a nu se suprapune pe partencrul lor
de imagine in oglind3, in timp ce termenul "achiral" se refera la molecule care se pot suprapune pe
partenerul lor de imagine din oglinda. De aceea, inventia include enantiomeri, diastereomeri sau
racemici ai compusului. "Enantiomerii" sunt o pereche de stereoizomeri care nu sunt imaginile
care s¢ suprapun in oglindi. Un amestec 1:1 al unei perechi de enantiomeri este un amestec
"racemic”. Termenul este utilizat pentru a desemna un amestec racemic acolo unde este adecvat.
"Diastereoizomerii” sunt stereoizomeri care au cel pufin doi atomi asimetrici, dar care nu sunt
imaginile in oglindd ale celuilalt. Stereochimia absolutd este specificati in conformitate cu
sistemul Cahn- Ingold- Prelog R-S. Atunci cand un compus este un enantiomer pur, stereochimi la
fiecare carbon chiral poate fi specificatd fie prin R fie prin S. Compusii rezolvati a céror
configuratie absolutd este necunoscutd, pot fi denumiti (+) sau (-), depinzand de directia (dextro
sau levorotatorie) in care acestia rotesc planul luminii polarizate la lungimea de unda a liniei D a
sodiului. Anumiti compusi descrisi aici continu unul sau mai multe centre asimetrice sau axe, si
pot da astfel nastere la enantiomeri, diastereomeri, si alte forme stereozimerice care pot fi definite,
in termeni de stereochimie absolutd, ca (R)- sau (§)-.

Depinzand de alegerea materiilor prime si procedurilor, compusii pot fi prezenfi sub
forma unuia dintre izomerii posibili, sau ca amestecuri ale acestora, de exemplu sub formi de
izomeri optici puri, sau amestecuri de izomeri, cum ar fi racemici si amestecuri de
diastereoizomeri, depinzind de numdrul de atomi de carbon asimetrici. Inventia de fatd este
destinatd a include toti asemenea stereoizomeri posibili, incluzind amestecurile racemice,
amestecurile diasteriomerice si formele optic pure. Izomerii (R)- si (S) optic activi pot fi preparati
utilizand sintoni chirali sau reactivi chirali, sau pot fi rezolvati utilizind tehnici conventionale.
Daci compusul contine o legituri dubld, substituentul poate avea configuratia E sau Z. Daca
compusul contine un cicloalchil disubstituit, substituentul cicloalchil poate avea o configuratie cis
sau trans. Toate formele tautomerice sunt de asemenea destinate de a fi incluse.

Orice amestecuri de izomeri rezultate pot fi separate pe baza diferentelor fizico-chimice
ale constituentilor, in izomeri optici, diastereoizomeri, racemici puri sau substantial puri, prin
cromatografie si/sau cristalizare fractionata.

Orice racemici rezultati ai produsilor finali sau intermediari, pot fi rezolvati in antipozii
optici prin metode cunoscute, de ex. prin separarea sirurilor diastercoizomerice ale acestora,
obtinute cu o baza sau cu un acid optic activi, si eliberarea compusului acid sau bazic optic activ.
In special, o fractiune bazica poate fi utilizata astfel pentru a rezolva compusii din inventia de fat
in antipozii optici ai acestora,de ex. prin cristalizarea fractionatd a unei siri formate cu un acid
optic activ, de ex. acid tartric, acid dibenzoil tartric, acid diacetil tartric, acid di-O,O'-p-toluoil
tartric, acid mandelic, acid malic sau acid camdor-10-sulfonic. Produsii racemici pot fi de
asemenea rezolvafi prin cromatografie chirald, de ex, cromatografie lichidd de presiune inaltd
(HPLC) utilizand un adsorbant chiral.

Suplimentar, compusii din inventia de fatd, incluzand sarurile acestora, pot fi obtinuti de
asemenea sub forma hidrafilor acestora, sau pot include solventii utilizati la cristalizare. Compusii
din inventia de fatd pot forma solvati inerent, sau by design, cu solventii farmaceutic acceptabili
(incluzand apa); de aceea, se intentioneazd ca inventia si cuprindi atat formele solvatate, cit si pe
cele nesolvatate. Termenul "solvat" se referd la un complex molecular al unui compus din inventia
de fad (incluzind forma de sare sau formele zwitterionice ale acestora) cu una sau mai multe
molecule de solvent. Asemenea molecule de solvent sunt cele utilizate in mod obisnuit in
domeniul farmaceutic, care se cunoaste cd sunt nediundtoare pentru primitor, de ex. apd, etanol, si
altele asemanitoare. Termenul "hidrate" se referd la complexul in care molecula de solvent este
apa.

Compusii din inventia de fat, incluzind sirurile, hidratii si solvatii acestora, pot forma
polimorfi inerent sau by design.
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Dupa cum se utilizeaz3 aici, termenii "sare” sau "sdruri" se referd la o sare de aditie a
acizilor sau a bazelor a unui compus din inventia de fa{i. "Sdruri" includ in special "sdruri
farmaceutic acceptabile". Termenul "siruri farmaceutic acceptabile" se referd la sdruri care
pastreaza eficacitatea biologica si proprictitile biologice ale compusilor din aceastd inventie, si,
care in mod tipic nu sunt indezirabile biologic sau in alt fel. In multe cazuri, compusii din inventia
de fatd sunt capabili de a forma siruri cu acizii si bazele in virtutea prezentei grupelor amino si/sau
sulfat, sau a grupelor similare cu acestea.

Sdrurile de adifie a acizilor farmaceutic acceptabile sau sdrurile de schimb farmaceutic
acceptabile pot fi format cu acizii anorganici si cu acizii organici, de ex. sdrurile acetat, aspartat,
benzoat, besilat, bromuri/bromhidrat, bicarbonat/carbonat, bisulfat/sulfat, camforsulfonat,
clorurd/clorhidrat, clorteofilinat, citrat, etandisulfonat, fumarat, gluceptat, gluconat, glucuronat,
hipurat, iodurd/iodhidrat, isctionat, lactat, lactobionat, laurilsulfat, malat, maleat, malonat,
mandelat, mesilat, metilsulfat, naftoat, napsilat, nicotinat, nitrat, octadecanoat, oleat, oxalat,
palmitat, pamoat, fosfat/hidrogen fosfat/dihidrogen fosfat, poligalacturonat, propionat, stearat,
succinat, sulfosalicilat, tartrat, tosilat si trifluoroacetat.

Acizii anorganici sau ,.grupele anionice” care pot fi introduse, sau de la care sdrurile pot
fi derivate includ, de exemplu, acid clorhidric, acid bromhidric, acid sulfuric, acid nitric, acid
fosforic, si altele asemanatoare.

Acizii organici sau ,.grupele anionice” sau de la care sirurile pot fi derivate includ, de
exemplu, acid acetic, acid propionic, acid glicolic, acid oxalic, acid maleic, acid malonic, acid
succinic, acid fumaric, acid tartric, acid citric, acid benzoic, acid mandelic, acid metansulfonic,
acid etansulfonic, acid toluensulfonic, acid sulfosalicilic, si altele asemdndtoare. Sarurile de aditie
a bazelor sau sirurile de schimb farmaceutic acceptabile pot fi formate cu baze organice si
anorganice.

Baze anorganice sau "grupe cationice" sau de la care sdrurile pot fi derivate includ, de
exemplu, sirurile de amoiu si metale din coloanele de la 1 1a XII ale tabelului periodic. in anumite
concretizdri, sirurile sunt derivate de la grupele cationice sodiu, potasiu, amoniu, calciu,
magneziu, fier, argint, zinc si cupru; sirurile in special adecvate includ sdrurile de amoniu, sodiu,
calciu si magneziu.

Baze organice sau "grupe cationice" sau de la care sirurile pot fi derivate includ, de
exemplu, amine primare, secundare si terfiare, amine substituite incluzind aminele substituite
naturale, amine ciclice, rasini schimbatoare de ioni, si altele asemanitoare. Anumite amine
organice include izopropilamind, benzatind colinat, dietanolamind, dictilamind, lizind, meglumina,
piperazind si trometamina.

Sarurile din inventia de fata pot fi sintetizate de la un frament bazic sau acid, prin metode
chimice conventionale. In general, asemenea saruri pot fi preparate prin reactia dintre formele de
acid liber ale acestor compusi cu o cantitate stoechiometricd de bazd adecvatd (cum ar fi Na, Ca,
Mg, sau K hidroxid, carbonat, bicarbonat sau altele asemdnitoare), sau prin reactia acestor
compusi cu o cantitate stoechiometrici de acid adecvat. De preferinti, o sare a unui compus al
inventiei, cum ar fi o sare de amoniu, poate fi supusa unei rdsini schimbitoare de ioni in forma
acesteia de metal alcalin sau metal alcalino-pdmantos, pentru a promova un schimb de ion de semn
contrar. Sarurile de aditie a acizilor sau de schimb ale compusilor din inventia de fati sunt obtinute
in menierd obisnuitd, de ex. prin tratarea compusilor cu un acid sau cu un reactiv de schimb de
anioni adecvat. Zwitterionii sau sdrurile interne ale compusilor din inventia de fatd continind
grupe formatoare de sare acide si bazice, de ex. o grupd sulfat liberd si o grupd amino liberd, pot fi
formate de ex. prin neutralizarea sirurilor, cum ar fi a sirurilor de aditie a acizilor, la punctul
izoelectric, de ex. cu baze slabe, sau prin tratamentul cu schimbatori de ioni. Asemenea reactii sunt
are in mod tipic realizate in apd sau intr-un solvent organic, sau intr-un amestec al acestora. In
general, utilizarea unui mediu neapos cum ar fi eter, etil acetat, etanol, izopropanol, sau acetonitril
este de dorit, acolo unde se poate. Siruri adecvate aditionale pot fi gésite, de ex. in "Remington's
Pharmaceutical Sciences"”, 20th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985); si in
"Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use" by Stahl and Wermuth
(Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 2002).

Orice formuld datd aici este de asemenca destinatd si reprezinte toate formele nemarcate,
precum si formele marcate izotopic ale compusilor din inventia de fatd. Compusii marcati izotopic
au structurile ilustrate prin formulele date aici, cu exceptia cd unul sau mai multi atomi sunt
inlocuiti de un atom avand o masd atomicd selectatd sau un numdir de masa selectat. Exemple de
izotopi care pot fi incorporati in compusii din inventie includ izotopi ai hidrogenului, carbonului,
azotului, oxigenului, fosforoului, fluorului, si clorului, cum ar fi
2H, 3H, 1IC, 1BC, #C, PN, B8R 31p, 32p 33§, 38C1, 1] respectiv. Inventia include variati compusi
izotopic marcati din inventia de fati, de exemplu cei in care izotopi radioactivi, cum ar fi *H i '“C,
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sau cei in care izotopi neradioactivi, cum ar fi *H si '*C, sunt prezenti. Astfel de compusi marcati
izotopic sunt utili in studii metabolice (cu *C), in studii cinetice de reactie (cu, de exemplu >H
sau *H), tehnici de detectie sau de imagisticd, cum ar fi tomografia de emisie pozitronici (PET)
sau tomografia computerizati de emisie de foton unic (SPECT) incluzind analize de distributie in
esuturi de substrat sau analize de distribufie a medicamentelor, sau in tratamentul radioactiv al
pacientilor. In special, un compus marcat cu '*F din inventia de faii poate fi dezirabil in special
pentru studii prin PET sau SPECT. Compusii marcati izotopic din inventia de fati pot fi preparati
in general prin tehnici conventionale, cunoscute specialistilor din domeniu sau prin pocese
analoage cu cele descrise in exemplele si prepardrile insotitoare, utilizind un reactiv marcat in mod
adecvat in locul reactivului nemarcat utilizat anterior.

Suplimentar, substitutia cu izotopi mai grei, in special deuteriu (adicd, H sau D) poate da
anumite avantaje terapeutice care rezultd din stabilitatea metabolicdi mai mare, de exemplu
semiviata in vivo crescutd sau necesitifile de dozare reduse, sau un indice terapeutic imbundtatit.
Se infelege ca deuteriu, in acest context, este privit ca substituent al unui compus din inventia de
fatd. Concentratia unui astfel de izotop mai greu, in mod specific deuteriu, poate fi definita prin
factorul de imbogatire izotopica. Termenul "factor de imbogatire izotopica" dupd cum se utilizeazi
aici inseamnd raportul dintre abundenta izotopica si abundenta naturald a unui izotop specific.
Daci un substituent dintr-un compus din aceastd inventie este denumit deuteriu, un asemenea
compus are un factor de imbogdtire izotopicd pentru fiecare atom de deuteriu desemnat de cel
putin 3500 (52,5% incorporare a deuteriului at each designated deuterium atom), cel pufin 4000
(60% deuterium incorporation), cel putin 4500 (67,5% incorporare a deuteriului), cel putin 5000
(75% incorporare a deuteriului), cel putin 5500 (82,5% incorporare a deuteriului), cel putin 6000
(90% incorporare a deuteriului), cel putin 6333,3 (95% incorporare a deuteriului), cel putin 6466,7
(97% incorporare a deuteriului), cel putin 6600 (99% incorporare a deuteriului), sau cel pufin
6633,3 (99,5% incorporare a deuteriului).

Solvantii farmaceutic acceptabil in conformitate cu invenfia ii includ pe cei in care
solventul de cristalizare poate fi substituit izotopic, de ex. DO, ds-acetond, ds-DMSO.

Compusii din inventia de fatd care contin grupe capabile de a actiona ca donori si/sau ca
acceptori pentru legiturile de hidrogen pot fi capabil de a forma cocristale cu formatori de
cocristale adecvati. Aceste cocristale pot fi preparate din compusii din inventia de fatd prin
proceduri de formare a cocristalelor adecvate. Asemenea proceduri includ macinarea, incilzirea,
co-sublimarea, co-topirea sau punerea in contact a compusilor din inventia de fata in solutie cu
formatorul de cocristal in conditii de cristalizare, si izolarea cocristalelor formate astfel. Formatorii
de cocristale adecvati 1i includ pe cei descrisi in WO 2004/078163. De aceea, inventia further
furnizeaza co-cristale cuprinzand un compus din inventia de fata.

Toate metodele descrise aici pot fi realizate in orice ordine adecvati, dacid nu se indica
altceva aici sau este contraindicat in alt fel clar de cétre context. Utilizarea oricdrui exemplu si a
tuturor exemplelor, sau a limbajului exemplificativ (de ex. "cum ar fi") furnizat aici este destinati a
ilumina mai bine inventia doar, si nu impune o limitare asupra sferei de cuprindere a inventiei
altfel mentionate.

Inventia de fatd furnizeaza noi compusi, formuldri farmaceutice incluzand compusii, si
utilizdri medicale de tratare a infectiilor bacteriene Gram-negative. In particular, compusii sunt
adecvati pentru utilizare pentru a trata infectiile produse de bacteriile Burkholderia, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Serratia,
Acinetobacter, Bacteroides, Campilobacter, Neisseria, sau Stenotrophomonas, incluzand specile
denumite aici.

Substituirea cu izotopi mai grei, cum ar fi deuteriu, adicd *H, poate da anumite avantaje
terapeutice care rezultd dintr-o stabilitate metabolicd mai mare, de exemplu semiviatd in vivo
crescutd sau necesitifi de dozare reduse, si de aceea pot fi poate fi preferatd in unele circumstante.
De exemplu, substitutia cu deuteriu la legdturile hidrocarburd care nu se schimbi (de ex., C-H)
poate intarzia epimerizarea si/sau oxidarea metabolicd in vivo.

Compusii din inventiei marcati cu izotopi, adicd compusi cu formula (A), pot fi preparati
in general prin tehnici conventionale cunoscute specialistilor din domeniu sau prin procese
analoage cu cele descrise in sectiunea de exemple si prepardri insotitoare, utilizind un reactiv
marcat cu izotopi adecvat in loc de reactivul anterior care nu a fost marcat cu izotopi.

Intr-un alt aspect, inventia furnizeazd un compus cu formula (A) sau cu formula (I) pentru
utilizare in tratarea unui subiect cu o infectie bacteriand, metoda cuprinzind etapa de administrare
la subiectul care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficace antibacterian de compus al inventiei,
de ex., un compus cu formula (A) sau o sare a acestuia cu un purtitor farmaceutic acceptabil, in
combinatie cu un antibiotic beta-lactamic. Antibioticele beta-lactamice adecvate pentru utilizare in
aceste metode includ, dar nu se limiteazd la, peniciline cum ar fi penicilind G, penicilind V,
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meticiling, oxacilind, cloxacilini, dicloxacilind, nafcilind, ampicilind, amoxicilind, carbenicilini,
ticarcilind, mezlocilind, piperacilind, azlocilind, temocilind, cefalosporine cum ar fi cepalotind,
cefapiring, cefradind, cefaloridind, cefazolin, cefamandol, cefuroxim, cefalexind, cefprozil,
cefaclor, loracarbef, cefoxitin, cefinetazol, cefotaxim, ceftizoxime, ceftriaxond, cefoperazond,
ceftazidim, cefiximd, cefpodoximd, ceftibuten, cefdinir, cefpiromd, cefepimd, ceftolozan;
carbapeneme cum ar fi doripenem, imipenem, meropenem, panipenem, biapenem; si monobactami
cum ar fi aztreonam, si beta-lactam 5, care sunt dezvaluiti aici.

O "cantitate eficace” a unui compus din inventie este o cantitate care potenteaza
substantial activitatea unui antibiotic beta-lactamic utilizat in combinatie cu compusul inventiei,
cum ar fi o cantitate care face ca antibioticul si fie de cel putin patru ori mai activ impotriva unei
bacterii tintd, adica o cantitate care micsoreazd concentratia inhibitoare minima (sau ,,concentratia
inhibitorie minima”, "MIC") pentru bacteria tinta cu cel putin 4x si de preferinta cu cel putin 8x.

O "cantitate eficace” de combinatie a unui BLI plus antibioticul beta-lactamic dupd cum
se utilizeaza aici, se referd la o cantitate eficace pentru a trata o infectie bacteriand la un subiect, in
mod tipic un subiect uman. Cantitatea eficace depinde de sensibilitatea bacterieni infectante la
antibioticul ales, si de gradul de potentare furnizat de BLI-ul utilizat in combinatie. Persoana
calificati poate determina o cantitate eficace dintr-o asemenea combinatie, pe baza parametrilor
subiectului de tratat, a bacteriei care infecteazd, si combinatici de utilizat, care poate include
determinarea MIC pentru combinatia particulari asupra bacteriei tintite. In mod tipic, bacteria de
tratat este una care este rezistentd la cel putin unele dintre antibioticele beta-lactamice, deoarece
bacteria exprima o activitate de beta-lactamaza.

Compusii din inventie sunt utili de asemenea in tratamentul pacientilor care suferd de, sau
sunt susceptibili de, infectii cutanate, pneumonie, septicemie, fibroza chisticd, rani, picior diabetic
complicat, infectii de tract urinar complicate, si boli cu transmitere sexuald produse de patogeni
gram negativi sau gram pozitivi. Compusii din inventie sunt utili de asemenea in stiri care sunt
produse de specii de Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus,
Salmonella, Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter, Bacteroides, Burkholderia, Campilobacter,
Neisseria, sau Stenotrophomonas. In special, o infectie bacteriand produsid de o sepcie de
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia,
Pseudomonas, sau Acinetobacter ¢ste tratabild prin metodele de aici. Speciile bacteriene
particulare pentru un astfel de tratament includ Citrobacter freundii, Citrobacter koseri,
Enterobacter cloacae, Enterobacter faecalis, Enterobacter faecium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Klebsiella oxitoca, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Salmonella species,
Serratia  marcescens,  Pseudomonas  aeruginosa, si Acinetobacter — baumannii, precum
st Bacteroides fragilis, Burkholderia cepacia, Campilobacter jejuni, Neisseria gonorrhoeae, $i
Stenotrophomonas maltophilia.

Prin termenul "combinatie", se intelege fie o combinatie fixd intr-o formd dozata unitara,
fie o trusd sau instructiuni pentru administrarea combinatd, in care un compus din inventia de fata
si o combinatie de partener antibiotic beta-lactamic pot fi administrate independent sau impreund,
in acelasi timp sau separat la intervale de timp care permit in special ca partenerii combinatiei sa
arate o combinatie cooperantd, de ex. sinergicd, efect cooperant, sau orice combinatie a acestora.

O concretizare a inventiei de fata furnizeaza compusi din inventia de fata in o combinatie
farmaceutici cu un antibiotic beta-lactamic si un al treilea agent terapeutic. In unele concretiziri,
al treilea agent terapeutic este un agent aditional antibacterian sau un inhibitor de beta-lactamaza
aditional. in unele concretiziri, combinatia include cel pufin un alt agent antibacterian, care may
poate fi antibiotic beta-lactamic sau un alt agent antibacterian selectat din clasele descrise mai jos.
Exemple nelimitative de agenti antibacterieni aditionali pentru utilizare combinatia farmaceutica
din inventie pot fi selectati dintre urmétoarele grupe:

(1) Macrolide sau cetolide, cum ar fi eritromicind, azitromicind, claritromicind, si telitromicind;

(2) Antibiotice beta-lactamice incluzind penicilind, cum ar fi penicilind G, penicilind V,
meticiling, oxacilind, cloxacilini, dicloxacilind, nafcilind, ampicilind, amoxicilind, carbenicilin,
ticarcilind, mezlocilind, piperacilind, azlocilind, temocilind, cefalosporin cum ar fi cepalothin,
cefapirin, cefradind, cefaloridind, cefazolind, cefamandol, cefuroxim, cefalexind, cefprozil,
cefaclor, loracarbef, cefoxitin, cefinetazol, cefotaximi, ceftizoximd, ceftriaxond, cefoperazona,
ceftazidim, cefiximd, cefpodoximd, ceftibuten, cefdinir, cefpiromd, cefepimd, ceftolozan si
carbapeneme cum ar fi doripenem, imipenem, meropenem, panipenem, si monobactami, cum ar fi
aztreonam, si beta-lactama 5 de aici;

(3) Glicopeptide, cum ar fi vancomicina si teicoplanind;

(4) Chinolone, cum ar fi acid nalidixic, acid oxolinic, norfloxacini, pefloxacini, enoxacind,
ofloxacind, levofloxacind, ciprofloxacind, temafloxacini, lomefloxacind, fleroxacini,
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grepafloxacind, sparfloxacini, trovafloxacind, clinafloxacini, gatifloxacind, moxifloxacini,
sitafloxacind, ganefloxacind, gemifloxacind, delafloxacind si pazufloxacind;

(5) Sulfonamine antibacteriene si sulfanil amide antibacteriene, incluzand acid para-aminobenzoic,
sulfadiazind, sulfizoxazol, sulfametoxazol si sulfataliding;

(6) Aminoglicozide, cum ar fi streptomicini, neomicind, kanamicind, paromicind, gentamicind,
tobramicinid, amikacind, netilmicind, spectinomicindd, sizomicind, dibekalind, plazomicind si
isepamicind;

(7) Tetracicline, cum ar fi tetraciclind, clortetraciclind, demeclociclind, minociclind,
oxitetraciclind, metaciclind, doxiciclind, tigeciclind si eravaciclind;

(8) Rifamicine, cum ar fi rifampicind (denumiti de asemenea si rifampind), rifapentind, rifabutind,
bezoxazinorifamicind si rifaximind;

(9) Lincosamide, cum ar fi lincomicind si clindamicind;

(10) Streptogramine, cum ar fi chinupristin si daflopristind;

(11) Oxazolidinone, cum ar fi linezolid sau tedizolid;

(12) Polimixin, colistin si colimicind;

(13) Trimetoprim si bacitracind; si

(14) Inhibitori ai pompei de eflux

(15) Inhibitori ai beta-lactamazei, cum ar fi inhibitori ai metalo beta-lactamazei.

Beta-lactama sau cel de-al doilea agent antibacterian pot fi administrafi in combinatie cu
compusii din inven{ia de fatd in care beta-lactama sau cel de-al doilea agent antibacterian este
administrat inainte de, simultan cu, sau dupd, compusul sau compusii din inventia de fatd. Atunci
cand administrarea simultand a unui compus din inventie cu un al doilea sau un al treilea agent
este dorita si calea de administrare este aceeasi, atunci un compus din inventie poate fi formulat cu
un al doilea sau cu un al treilea agent in aceeasi forma dozatd. Un exemplu de formd dozata
confinand un compus din inventie si un al doilea sau un al treilea agent este o administrare
intravenoasd. Un exmplu alternativ este administrarea intramusculard a unei solutii cuprinzind un
compus din inventie si un al doilea sau un al treilea agent.

Compusii si compozitiile descrise aici pot fi utilizate sau administrate in combinatie cu o
beta-lactamad, si unul sau mai multi agenti terapeutici care actioneaza ca imunomodulatori, de ex.,
un activator al unei molecule costimulatoare, sau un inhibitor al unei molecule imunoinhibitoare,
sau un vaccin. Proteina 1 a mortii de reglatori ai celulelor T (Okazaki et al. (2002) Curr Opin
Immunol 14: 391779-82; Bennett et al. (2003) J. Immunol. 170:711-8). PD-1 este exprimatd pe
celule B activate, celule T activate si monocite. PD-1 este o proteind imunoinhibitoare care
regleazi negativ semnalele TCR (Ishida, Y. et al. (1992) EMBO J. 11:3887-3895; Blank, C. et al.
(Epub 2006 Dec. 29) Immunol. Immunother. 56(5):739-745), si este up-reglatd in infectiile
cronice. Interactiunile dintre PD-1 si PD-L1 pot actiona ca punct de verificare imunitar, care poate
duce de ex. la o scidere a limfocitelor infiltrante, o scidere a proliferarii mediate de receptorii
celulelor T si/sau o evaziune imund de citre celulele canceroase sau infectate (Dong et al. (2003) J.
Mol. Med. 81:281-7; Blank et al. (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54:307-314; Konishi et al.
(2004) Clin. Cancer Res. 10:5094-100). Suprimarea imunitard poate fi inversati de inhibarca
interactiunii locale a PD-1 cu PD-L1 sau PD-L2; efectul este aditiv atunci cand interactiunea PD-1
cu PD-L2 este blocatd de asemenea (Iwai et al. (2002) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 99:12293-
7; Brown et al. (2003) J. Immunol. 170:1257-66). Imunomodularea poate fi realizati prin legarca
proteina imunoinhibitoare (de ex., PD-1) sau prin legarea proteinelor care moduleazd proteina
inhibitoare (de ex., PD-L1, PD-L2).

Intr-una din concretizdri, terapiile combinate din inventie includ un imunomodulator care
este inhibtor sau antagonist al unei molecule inhibitoare al unei molecule punct de control
imunitar. Intr-o altd concretizare, imunomodulatorul se leaga la o proteind care inhibd in mod
natural molecula punct de control imuno-inhibitoare. Atunci cind se utilizeazd in combinatie cu
compusi antibacterieni, acesti imunomodulatori pot creste rispunsul antimicrobian, si astfel cresc
eficacitatea relativ la tratamentul cu compusul antibacterian singur.

Termenul "punct de control imunitar" se referd la un grup de molecule de pe suprafata
celulelor T CD4 si CD8. Aceste molecule pot servi in mod eficace ca ,frane”, pentru a down-
modula sau inhiba un rispuns imun adaptativ. Moleculele punct de control imunitar includ, dar nu
se limiteaza la, moartea programatd 1 (PD-1), antigenul 4 al limfocitelor T citotoxice (CTLA-4),
B7HI1, B7H4, OX-40, CD137, CD40, si LAG3, care inhibd direct celulele imunitare. Agentii
imunoterapeutici care actioneaz ca inhibitori imunitari de punct de control utili in metodele din
inventia de fat, includ, dar nu se limiteaza la, inhibitori ai PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3,
VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 si/sau TGFR beta. Inhibitia unei molecule inhibitoare
poate fi realizati prin inhibitie la nivel de ADN, ARN sau proteini. In unele concretiziri, un acid
nucleic inhibitor (de ex., un dsARN, siARN sau shARN), poate fi utilizat pentru a inhiba
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exprimarea unei molecule inhibitoare. In alte concretiziri, inhibitorul unui semnal inhibitor este o
polipeptidi, de ex. un ligand solubil, sau un anticorp sau un fragment de legare a unui antigen al
acestora, care se leagd la molecula inhibitoare.

Prin "in combinatiec cu," nu se intentioneazd si se implice cd terapia sau agentii
terapeutici trebuie administrati In acelasi timp, si/sau formulati pentru livrare impreund, desi aceste
metode de livrare sunt in sfera de cuprindere descrisd aici. imunomodulatorii pot fi administrati
impreund cu, inainte de, sau dupd, unul sau mai multi compusi din invenfie si partenerul beta
lactamic, si optional una sau mai multe terapii sau agenti terapeutici. Agentii terapeutici din
combinatie pot fi administrati in orice ordine. In general, fiecare agent va fi administrat intr-o doz
si/sau in conformitate cu o schemd de timp determinatd pentru acel agent. Se va aprecia
suplimentar cd agentii terapeutici utilizati in aceste combinatii pot fi administrati impreund intr-o
singuri compozitie, sau pot fi administrati separat in compozitii diferite. In general este de asteptat
ca fiecare dintre agentii terapeutici utilizati in combinatie sa fie utilizati 1a nivele care nu depasesc
nivelele la care acestia ar fi utilizati individual. In unele concretiziri, nivelele utilizare in
combinatie vor fi mai mici decat cele utilizate individual.

In anumite concretiziri, beta -inhibitorul descris aici este administrat in combinatie cu o
beta-lactamd si unul sau mai mul{i imunomodulatori care sunt inhibitori ai PD-1, PD-L1 si/sau
PD-L2. Fiecare astfel de inhibitor poate fi un anticorp, un antigen, un fragent de legare a
antigenului al acestora, o imunoadezind, o proteind de fuziune, sau o oligopeptidd. Exemple de
astfel de imunomodulatori sunt cunoscufi in domeniu.

In unele concretiziri, imunomodulatorul este un anticorp anti-PD-1 selectat dintre MDX-
1106, Merck 3475 sau CT- 011.

in unele concretiziri, imunomodulatorul este o imunoadezini (de ex., o imunoadezini
cuprinzand o portiune extracelulard a, sau o portiune de legare PD-1 a PD-LI sau PD-L2 fuzionata
cu o regiune constantd (de ex., o regiune Fc a unei secvente de imunoglobuline).

In unele concretiziri, imunomodulatorul este un inhibitori al PD-1 cum ar fi AMP-224.

In unele concretiziri, imunomodulatorul este un inhibitor al PD-LI, cum ar fi un anticorp
anti-PD-LI.

In unele concretiziri, imunomodulatorul este un antagonist al legirii anti-PD-LI selectat
dintre YW243,55.570, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C, sau MDX-1105. MDX-1105,
cunoscut de asemenea sub denumirea de BMS-936559, este un anticorp anti-PD-LI descris
in W02007/005874. Anticorpul YW243,55.5S70 este un anti-PD-LI descris in WO 2010/077634.

In unele concretiziri, imunomodulatorul este nivolumab (CAS Registry Number: 946414-
94-4). Denumiri alternative pentru nivolumab includ MDX-1106, MDX-1106-04, ONO-4538, sau
BMS-936558. Nivolumab este un anticorp monoclonal IgG4 uman complet, care blocheazi in
mod specific PD-1. Nivolumab (clona 5C4) si alti anticorpi monoclonali umani care se leagi in
mod specific la PD-1 sunt dezvaluiti in US 8,008,449, EP2161336 si W0O2006/121168.

In uncle concretiziri, imunomodulatorul un anticorp anti-PD-1, pembrolizumab.
Pembrolizumab (la care se face referire de asemenea sub denumirea de lambrolizumab, MK-3475,
MKO03475, SCH-900475 or KEYTRUDA®; Merck) este un anticorp monoclonal IgG4 umanizat
care se leagd la PD-1. Pembrolizumab si alti anticorpi anti-PD-1 umanizafi sunt dezviluiti in
Hamid, O. et al. (2013) New England Journal of Medicine 369 (2): 134-44,US
8,354,509, W02009/114335, si W02013/079174.

In unele concretizari, imunomodulatorul este pidilizumab (CT-011; Cure Tech), un
anticorp monoclonal IgGlk umanizat, care se leagd la PD1. Pidilizumab si alti anticorpi
monoclonali anti-PD-1 umanizati sunt dezvaluiti in WO2009/101611.

Alfi anticorpi anti-PD1 utili ca imunomodulatori pentru utilizare in metodele dezvaluite
aici, includ AMP 514 (Amplimmune), si anticorpi anti-PD1 dezviluifi in US 8,609,089, US
2010028330, si/sauUS 20120114649. In unele concretiziri, anticorpul anti-PD-L1 este
MSB0010718C. MSB0010718C (la care se face referire de asemenea sub denumirea de A09-246-
2; Merck Serono) este un anticorp monoclonal care se leagi la PD-L1.

In unele concretiziri, imunomodulatorul este MDPL3280A (Genentech / Roche), un
anticorp monoclonal IgG1 cu Fc optimizat uman, care se leagd la PD-L1. MDPL3280A si alfi
anticorpi monoclonali umani fatd de PD-L1 sunt dezviluiti in U.S. Patent No.: 7,943,743 si U.S
Publication No.: 20120039906. Alti agenti de legare anti-PD-L1 utili ca imunomodulatori pentru
metodele din inventie includ YW243,55.570 (vezi W0O2010/077634), MDX-1105 (la care se face
referire de asemenea sub denumirea de BMS-936559), si agenti de legare anti-PD-L1 dezvaluiti in
WO02007/005874.

in unele concretiziri, imunomodulatorul este AMP-224 (B7-DClIg; Amplimmune; de ex.,
dezvaluit in W0O2010/027827 si W0O2011/066342), este un receptor solubil de fuziune PD-L2 Fc
care blocheaza interactiunea dintre PD1 si B7-H1.
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In unele concretiziri, imunomodulatorul este un anticorp anti-LAG-3, cum ar fi BMS-
986016. BMS-986016 (la care se face referire de asemenea sub denumirea de BMS986016) este
un anticorp monoclonal care se leagd la LAG-3. BMS-986016 si alti anticorpi anti-LAG-3
umanizati, sunt dezvaluiti in US 2011/0150892, W02010/019570, si WO2014/008218

In anumite concretiziri, terapiile combinate dezviluite aici includ un modulator al unei
molecule costimulatoare sau 0 moleculd inhibitoare, de ex., un ligand co-inhibitor sau un receptor
co-inhibitor.

Intr-una din concretiziri, modulatorul co-stimulator, de ex., agonist, al unei molecule cos-
stimulaotare este selectat dintre un agonist (de ex., un anticorp agonist sau un fragment de legare a
unui antigen al acestora, sau proteind de fuziune solubild) al ligandului OX40, CD2, CD27, CDS,
ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR,
HVEM, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3 sau CDS§3.

Intr-o altd concretizare, terapiile combinate dezviluite aici includ un imunomodulator
care este o moleculd co-stimulatoare, de ex., un agonist asociat cu un semmnal pozitiv care include
un domeniu co-stimulator al CD28, CD27, ICOS si/sau GITR.

Agonisti ai GITR exemplificativi includ, de ex., proteine de fuziune GITR si anticorpi
anti-GITR (de ex., anticorpi bivalenti anti-GITR), cum ar fi, o proteind de fuziune GITR descrisd
in U.S. Patent No.: 6,111,090, European Patent No.: 090505B1, U.S Patent No.: 8,586,023, PCT
Publication Nos.: WO 2010/003118 51 2011/090754, sau un anticorp anti-GITR descris de ex.
in U.S. Patent No.: 7,025,962, European Patent No.: 1947183B1, U.S. Patent No.: 7,812,135, U.S.
Patent No.: 8,388,967, U.S. Patent No.: 8,591,886, European Patent No.: EP 1866339, PCT
Publication No.: WO 2011/028683, PCT Publication No. :WQO 2013/039954, PCT Publication
No.: 'WO02005/007190, PCT Publication No.: WO 2007/133822, PCT Publication No.:
WO02005/055808, PCT Publication No.: WO 99/40196, PCT Publication No.: WO
2001/03720, PCT Publication No.: W099/20758, PCT Publication No.: W0O2006/083289, PCT
Publication No.: WO 2005/115451, U.S. Patent No.: 7,618,632, si PCT Publication No.: WO
2011/051726.

Intr-una din concretiziri, imunomodulatorul utilizat este un ligand solubil (de ex., o
CTLA-4-Ig), sau un anticorp sau un fragment de anticorp care s¢ leagi la PD-L1, PD-L2 sau
CTLAA4. De exemplu, molecula anticorpului anti-PD-1 poate fi administratd in combinatie cu un
anticorp anti-CTLA-4, de ex., ipilimumab, de exemplu. Anticorpi anti-CTLA4 exemplificativi
includ tremelimumab (anticorp monoclonal 1gG2 disponibil de la Pfizer, cunoscut anterior sub
denumirea de ticilimumab, CP-675,206); si ipilimumab (anticorp CTLA-4, cunoscut de asemenea
sub denumirea de MDX-010, CAS No. 477202-00-9).

Intr-una din concretiziri, o moleculd de anticorp anti-PD-1 este administratd dupa
tratamentul cu un compus din inventie descris aici.

Intr-o altd concretizare, o moleculd de anticorp anti-PD-1 sau PD-L1 este administrata in
combinatie cu un anticorp anti-LAG-3 sau un fragment de legare a antigenului al acestuia. Intr-o
altd concretizare, molecula de anticorp anti-PD-1 sau PD-L1 este administratd in combinatie cu un
anticorp anti-TIM-3 sau un fragment de legare a antigenului al acestuia. in alte concretiziri
suplimentare, molecula de anticorp anti-PD-1 sau PD-L1 este administrati in combinatie cu un
anticorp anti-LAG-3 si un anticorp anti-TIM-3, sau un fragment de legare a antigenului al acestuia.
Combinatia de anticorpi datd aici poate fi administratd separat, de ex., sub formd de anticorpi
separati, sau legatd, de ex., ca moleculd de anticorp bispecificd sau trispecifica. Intr-una din
concretizdri, un anticorp bispecific care include o molecula de anticorp anti-PD-1 sau PD-L1 si un
anticorp anti-TIM-3 sau anti-LAG-3, un fragment de legare a antigenului al acestuia, este
administrat. In anumite concretizri, combinatia de anticorpi datd aici este utilizati pentru a trata
un cancer, de ex., un cancer descris aici (de ex., o tumoare solidd). Eficacitatea combinatiei mai
sus mentionate poate fi testatd pe modele animale cunoscute in domeniu. De exemplu, modelele
animale pentru a testa efectul sinergic al anti-PD-1 si anti-LAG-3 sunt descrise, de ex. in Woo et
al. (2012) Cancer Res. 72(4):917-27).

Imunomodularori exemplificativi care pot fi utilizati in terapiile combinate includ, dar nu
se limiteazad la, de ex., afutuzumab (disponibil de la Roche®); pegfilgrastim (Neulasta®);
lenalidomida (CC-5013, Revlimid®); talidomida (Thalomid®), actimid (CC4047); si citokine, de
ex., IL-21 sau IRX-2 (un amestec de citokine umane, incluzand interleukina 1, interleukina 2, si
interferonul vy, CAS 951209-71-5, disponibil de la IRX Therapeutics).

Doze exemplificative din astfel de imunomodulatori care pot fi utilizate in combinatie cu
compusii antibacterieni din inventie includ o dozd de moleculd de anticorp anti-PD-1 de la
aproximativ 1 la 10 mg/kg, de ex., 3 mg/kg, si o dozd de anticorp anti-CTLA-4, de ex.,
ipilimumab, de aproximativ 3 mg/kg.
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Exemple de concretiziri de utilizare a compusilor din inventie in combinatic cu un
antibiotic beta-lactamic si un imunomodulator includ
i. tratarea unei infectii bacteriane la un subiect, cuprinzand administrarea la subiect a unui compus
cu formula (A) descris aici, si unui a unui imunomodulator.
1i. concretizarea 1, in care imunomodulatorul este un activator al unei molecule co-stimulatoare sau
un inhibitor al unei molecule de control imunitare.

iii. fiecare dintre concretizareas i si ii, in care activatorul moleculei co-stimulatoare este un agonist
al unuia sau mai multora dintre liganzii OX40, CD2, CD27, CDS, ICAM-1, LFA-1
(CD11a/CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR, HVEM, CD7,
LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3 si CDS83.

iv. oricare dintre concretizdrile i-iii de mai sus, in care inhibitorul moleculei de control imunitare
este selectat dintre PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1,
CD160, 2B4 si TGFR beta.

v. oricare dintre concretizdrile i-iii, in care inhibitorul moleculei de control imunitare este selectat
dintre un inhibitor al PD-1, PD-L1, LAG-3, TIM-3 sau CTLAA4, sau orice combinatie a acestora.
vi. oricare dintre concretizdrile i-v, in care inhibitorul moleculei de control imunitare este un
ligand solubil sau un anticorp sau un fragment de legare a antigenului al acestuia, care se leagi la
molecula de control imunitara.

vii. oricare dintre concretizirile i-vi, in care anticopul sau un fragment de legare a antigenului al
acestuia este de la o IgG1 sau IgG4 (de ex., [gG1 sau IgG4 umane).

viil. oricare dintre concretizdrile i-vii, in care anticopul sau un fragment de legare a antigenului al
acestuia este modificat, de ex., mutat, pentru a creste sau a descreste una sau mai multe dintre:
legare a receptorilor Fc, glicozilarea anticorpului, numdrul de resturi de cisterind, functiile
efectoare ale celulelor, sau functia complementului.

ix. oricare dintre concretizirile i-viii, In care molecula de anticorp este o moleculd de anticorp
bispecificd sau multispecificd care are o prima specificitate de legare la PD-1 sau PD-L1 si o a
doua specificitate de legare la TIM-3, LAG-3, sau PD-L2.

x. oricare dintre concretizdrile i-ix, in care imunomodulatorul este un anticorp anti-PD-1 selectat
dintre nivolumab, pembrolizumab sau pidilizumab.

xi. oricare dintre concretizdrile i-x, in care imunomodulatorul este un anticorp anti-PD-L1 selectat
dintre YW243,55.570, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C, sau MDX-1105.

xii. oricare dintre concretizirile i-x, in care imunomodulatorul este o moleculd de anticorp anti-
LAG-3.

xiii. concretizarea xii, in care molecula de anticorp anti-LAG-3 este BMS-986016,

xiv. oricare dintre concretizirile i-x, in care imunomodulatorul este 0 molecula de anticorp anti-
PD-1 administrata prin injectie (de ex., subcutanat sau intravenos) in doza de la aproximativ 1 la
30 mg/kg, de ex., de la aproximativ 5 la 25 mg/kg, de la aproximativ 10 la 20 mg/kg, de la
aproximativ 1 la 5 mg/kg, sau de aproximativ 3 mg/kg., de ex., de la odatd pe sdptimana la odata
la fiecare 2, 3, sau 4 sdptidmani.

Xv. concretizarea Xiv, in care molecula de anticorp anti-PD-1 este administratd in doza de la
aproximativ 10 to 20 mg/kg la doud sdptimani.

XVvi. concretizarea xv, in care molecula de anticorp anti-PD-1, de ex., nivolumab, este administrati
intravenos in dozi de la aproximativ 1 mg/kg la 3 mg/kg, de ex., aproximativ 1 mg/kg, 2 mg/kg
sau 3 mg/kg, 1a fiecare doud sdptimani.

XVii. concretizarea xv, in care molecula de anticorp anti-PD-1, de ex., nivolumab, este administrati
intravenos in doza de aproximativ 2 mg/kg la intervale de 3 siptimani.

Limbajul "cantitate eficace" de compus este cantitatea necesard sau suficientd pentru a
creste eficacitatea unui antibiotic beta-lactamic utilizat pentru a trata sau a preveni o infectie
bacteriani si/sau o boali sau o afectiune descrisa aici. Intr-unul din exemple, o cantitate eficace de
compus este o cantitate suficienti pentru a trata o infectie bacteriana la un subiect, atunci cind se
dozeazi impreund cu o beta-lactami. Intr-un alt example, o cantitate eficace de compus este o
cantitate suficientd pentru a trata o infectie bacteriand, atunci cAnd se dozeaza in combinatie cu un
antibiotic beta-lactamic, produsd de, dar nelimitindu-se la, o specie de Enterobacteriaceae si altele
asemindtoare la un subiect. Cantitatea eficace poate varia, depinzand de factori cum ar fi marimea
si greutatea subiectului, tipul de boald, caracteristicile patogenului bacterian care produce boala
(de exemplu tipul si nivelul de producere de beta-lactamaza) sau compusul particular al inventiei,
precum si antibioticul beta-lactamic de utilizat impreund cu compusul al inventiei. De exemplu,
alegerea unui compus din inventie poate afecta ceea ce constituie o "cantitate eficace.” Un
specialist din domeniu poate sd studieze factorii continufi aici, si sd facd determinarea in ceea ce
priveste cantitatea eficace a compusilor din inventie fird experimentare nenecesara.
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Regimul de administrare poate afecta ceea ce constituie o cantitate eficace. Compusul din
inventie poate fi administrat la subiect fie inainte, fie dupa debutul unei infectii bacteriene. in mod
tipic, compusul este administrat la un subiect diagnostica ca avand o infectie bacteriana si care are
nevoie de aceea de tratament. Suplimentar, mai multe doze divizate, precum si doze etapizate pot
fi administrate la fiecare 6 ore, la fiecare 8 ore, la fiecare 12 ore sau zilnic sau secvential, sau doza
poate fi perfuzatd continuu, sau poate fi o injectie in bolus. Suplimentar, doza de compus sau
compusi din inventie poate fi proportional crescutd sau scdzutd dupa cum este indicat de exigentele
situatiei terapeutice sau profilactice. In mod tipic, compusul din inventie ar fi administrat pentru un
curs de cel putin 5 zile, in mod mai obisnuit cel putin 7 zile sau cel putin 10 zile sau cel putin 14
zile, prin 3 sau 4 perfuzii pe zi (la fiecare 6 sau 8ore).

Compusi din inventie pot fi utilizati in tratamentul stirilor, tulburdrilor, sau bolilor
descrise aici, sau pentru fabricarea de compozitii farmaceutice pentru utilizare in tratamentul
acestor boli. Inventia furnizeazd metode de utilizare a compusilor din inventia de fatd in
tratamentul acestor boli sau preparate farmaceutice avand compusi din invenfia de fatd pentru
tratamentul acestor boli.

Limbajul "farmaceutic acceptabil” include preparate adecvate pentru administrare la
mamifere, de ex. oameni. Atunci cand compusii din inventia de fatd sub administrati sub forma de
agenti farmaceutici la mamifere, de ex., oameni, acestia pot fi dati per se sau intr-o compozitie
farmaceuticd continind, de exemplu, de la 0,1 la 99,5% (mai preferabil, de la 0,5 la 90%)
ingredient activ in combinatie cu un purtitor farmaceutic acceptabil.

Fraza "purtitor farmaceutic acceptabil" este recunoscutd in domeniu, si include un
material, compozitie sau vehicul farmaceutic acceptabile, adecvate pentru administrarea
compusilor din inventia de fatd la mamifere. Purtatorii includ un agent de umplere lichid sau solud,
un diluant, un excipient, un solvent sau un material de incapsulare, implicate in purtarea sau
transportul agentului subiect de la un organ sau portiune a corpului, la un alt organ, sau portiune a
corpului. Fiecare purtitor trebuie si fie acceptabil in sensul de a fi compatibil cu celelalte
ingrediente ale firmuldrii si neddundtor pentru pacient. Unele exemple de materiale care pot servi
ca purtdtori farmaceutic acceptabili includ: zaharuri, cum ar fi lactozd, glucose si sucrozi;
amidonuri, cum ar fi amidon de porumb si amidon de cartofi; celuloza si derivatii acesteia, cum ar
fi carboximetil celulozd sodicd, etil celulozd si acetat de celulozd; tragacanta pulbere; malt;
gelatind; talc; excipienti cum ar fi unt de cacao si ceruri pentru supozitoare; uleiuri, cum ar fi ulei
de arahide, ulei de bumbac, ulei de sofran, ulei de susan, ulei de misline, ulei de porumb si ulei de
soia; glicoli, cum ar fi propilen glicol; polioli, cum ar fi glicerind, sorbitol, manitol si polietilen
glicol; esteri, cum ar fi etil oleat si etil laurat; agar; agenti de tamponare, cum ar fi hidroxid de
magneziu si hidroxid de aluminiu; acid alginic; apd apirogend, ser fiziologic, solutie Rinfger,
alcool etilic, tampon fosfat, si alte substanfe netoxice compatibile utilizate in formularea
farmaceutic. In unele concretiziri, un purtitor farmaceutic acceptabil este sterilizt inainte de
combinarea cu compusul inventiei.

In unele concretiziri, compozitia farmaceuticd din inventie cuprinde un compus din
oricare dintre concretizirile numerotate, si cel putin un purtitor farmaceutic acceptabil sau
excipient. In anumite concretiziri, compozitia farmaceutici din inventie cuprinde un compus din
oricare dintre concretizdrile numerotate si cel pufin doi purtitori sau excipienti farmaceutic
acceptabili.

Agenti de umectare, emulgatori si lubrifianti, cam ar fi lauril sulfatul de sodiu si stearatul
de magneziu, precum si conservanti si antioxidanti pot fi de asemenea prezenti in compozitie.

Exemple de antioxidanti farmaceutic acceptabili includ: antioxidanti solubili in apd, cum
ar fi acid ascorbic, clorhidrat de cisteind, bisulfat de sodiu, metabisulfit de sodiu, sulfit de sodiu si
altele asemandtoare; antioxidnti solubili in ulei, cum ar fi ascorbil palmitat, hidroxianisol butilat
(BHA), hidroxitoluen butilat (BHT), lecitind, propil galat, a-tocoferol, si altele asemdndtoare; si
agenti de chelatare a metalelor, cum ar fi acid citric, acid etilendiamino tetraacetic (EDTA),
sorbitol, acid tartric, acid fosforic, si altele asemandtoare.

Formularile din inventia de fatd le includ pe cele pentru administrare orald, nazald, prin
inhalatie, topicd, transdermicd, bucald, sublinguald, rectald, vaginald si/sau parenterald. in mod
tipic, compusi din inventie sunt administrati intravenos, sub formd de solutie care este adesea
izotonicd, cum ar fi serul fiziologic sau solutia de glucozad. Formularea poate fi prezentatd in mod
convenabil sub forma de doza unitard, si poate fi preparatd prin orice metode bine cunoscute in
domeniul farmaceutic. Cantitatea de ingredient activ care poate fi combinatd cu un material
purtitor pentru a produce o formd dozatd unica va fi In general cantitatea de compus care produce
un efect terapeutic. In general, din 100 de procente, aceasti cantitate se va situa in intervalul de la
aproximativ 1 procent la aproximativ 99% ingredient activ, de preferintd de la aproximativ 5
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procente la aproximativ 70 procente, cel mai preferabil de la aproximativ 10 procente la
aproximativ 30 procente.

Metodele de preparare a formuldrilor sau compozitiilor includ etapa de aducere in
asociere a unui compus din inventia de fatd cu purtitorul, si, optional, cu unul sau mai multe
ingrediente accesorii. In general, formulirile sunt preparate prin aducerea intimi si uniforma in
asociere a unui compus din inventia de fatd cu purtatori lichizi.

Compozitiile farmaceutice din aceastd inventie adecvate pentru administrarea parenterald
cuprind unul sau mai multi compusi din inventie in combinafie cu una sau mai multe solutii,
dispersii, suspensii sau emulsii apoase sau neapoase sterile izotonice farmaceutic acceptabile, sau
pulberi sterile care pot fi reconstituite in solutii sau dispersii injectabile chiar inainte de utilizare,
care pot contine antioxidanti, tampoane, agenfi bacteriostatici, substante dizolvate care fac
formularea izotonica cu sangele primitorului destinat, sau agenti de suspendare sau de ingrosare.

Exemple de purtitori aposi si neaposi adecvafi care pot fi utilizafi in compozuitiile
farmaceutice din inventie includ api, etanol, polioli(cum ar fi glicerol, propilen glicol, polietilen
glicol, si altele asemanatoare), si amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri vegetale, cum ar fi ulei
de masline, si esteri organici injectabili, cum ar fi oleatul de etil. Fluiditatea adecvatd poate fi
mentinutd, de exemplu, prin utilizarea de materiale de acoperire, cum ar fi lecitina, prin mentinerea
dimensiunii cerute a particulei in cazul dispersiilor, si prin utilizarea de surfactani.

Aceste compozitii pot contine de asemenea adjuvanti cum ar fi conservanti, agenti de
umectare, agenti de emulsionare si agenti de dispersie. Prevenirea actiunii microorganismelor
poate fi asigurati prin includerea a variati agenti antibacterieni si antifungici, de exemplu paraben,
clorbutanol, fenol, acid sorbic, si altele aseminatoare. Poate fi de asemenea de dorit si se includd
agenti izotonici, cum ar fi zaharuri, clorurd de sodiu, si altele aseminitoare in compozitie.
Aditional, absorbtia prelungitd a formei farmaceutice injectabile poate fi determinati prin
includerea de agenti care intirzie absorbtia, cum ar fi monostearatul de aluminiu si gelatina.

Formulirile depot injectabile pot fi ficute prin formarea de matrice de microcapsule ale
compusilor subiect In polimeri biodegradabili, cum ar fi polilactidd-poliglicolidd. Depinzand de
raportul dintre medicament si polimer, si natura polimerului particular utilizat, viteza de eliberare a
medicamentului poate fi controlati. Exemple de alti polimeri biodegradabili includ poli(ortoesteri)
si poli(anhidride). Formuldrile injectabile depot sunt de asemenea preparate prin primderea
medicamentului in lipozomi sau microemulsii care sunt compatibile cu tesutul corpului.

Preparatele din inventia de fatd pot fi date oral, parenteral, topic sau rectal. Acestea sunt
date, desigur, prin forme adecvate pentru fiecare cale de administrare. De exemplu, acestea sunt
administrate sub forma de comprimate sau capsule, prin injectie, inhalatie, lotiune pentru ochi,
unguent, supozitor, etc., administrare prin injectie, perfuzie sau inhalatie; topic, prin lotiune sau
unguent; si rectal, prin supozitoare. Administrarea intravenoasi este preferata.

Frazele "parenteral administrarea” si "administrat parenteral" dupa cum se utilizeaza aici
inseamna moduri de administrare altele decat enterica si topicd, de obicei prin injectie, si include,
fard limitare, injectic si perfuzie intravenoasd, intramusculard, intraarteriald, intratecald,
intracapsulard, intraorbitald, intracardiacd, intradermicd, intraperitoneald, transtraheald,
subcutanati, subcuticulard, intraarticulard, subcapsulard, subarahnoid3, intraspinala si intrasternala.

Frazele "administrare sistemicd," "administrat sistemic," "administrare perifericd" si
"administrat periferic" dupd cum se utilizeazd aici inseamnd cd administrarea unui compus,
medicament sau alt material se face altfel decat direct in sistemul nervos central, cum ar fi accea ca
intrd in sistemul pacientului, si astfel este supus metabolismului si altor procese asemandtoare, de
exemplu administrarea subcutanat.

Acesti compusi pot fi administrafi la oameni si la alte animale pentru terapie prin orice
cale de administrare adecvatd, incluzind injectie intramusculard, oral, bazal, inhalator de exemplu
printr-un spray, rectal, intravaginal, parenteral, intracisternal si topic, cum ar fi prin pulberi,
unguente sau picdturi, incluzand bucal si sublingual. In unele concretiziri, compusul din inventie
este administrat prin injectie sau perfuzie, si poate fi co-administrat cu un antibiotic beta-lactamic.
Antibioticul beta-lactamic poate fi administrat pe orice cale adecvatd; in unele concretizari,
antibioticul beta-lactamic este administrat oral, si in alte concretiziri antibioticul beta-lactamic
este administrat prin injectie sau prin perfuzie. Atunci cind compusul din inventie este co-
administrat cu un antibiotic beta-lactamic si ambele sunt administrate pe aceeasi cale, acestia pot fi
optional amestecati pentru administrare prin injectie sau prin perfuzie, sau pot fi administrati
separat, cu conditia ca inhibitoriul beta lactamazei sd fie prezent sistemic in subiectul tratat
impreund cu cu antibioticul beta-lactamic, astfel incat sd poatd apdrea potentarea.

Indiferent de calea de administrare selectatd, compusii din inventia de fatd, care pot fi
utilizati in forma hidratatd adecvatd, si/sau the compozitii farmaceutice din inventia de fata, sunt
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formulati in forme dozate farmaceutic acceptabile prin metode conventionale cunoscute
specialistilor din domeniu.

Nivelele de dozi actuale de ingrediente active din compozitiile farmaceutice din aceasta
inventie pot fi variate, astfel incit sd se obtind o cantitate de ingredient activ care si fie eficace
pentru a obtine raspunsul terapeutic dorit pentru un pacient particular, compozitie si mod de
administrare particulare, fard a fi toxice pentru pacient.

Nivelul de dozare selectat va depinde de o varietate de factori, incluzand activitatea
compusului particular din inventia de fa{a utilizat, sau sarea acestuia, de calea de administrare, de
timpul de tratament, de alte medicamente, compusi si/sau materiale utilizate in combinatie cu
compusul particular utilizat, varsta, sexul, greutatea, starea de sdnitate generald si istoria medicald
anterioard a pacientului care este tratat, genul, specia si tulpina de patogen bacterian care produce
infectia, si de factori asemanatori bine cunoscuti in domeniul medical.

In general, o doz3 zilnicd adecvatd a unui compus din inventie va fi acea cantitate de
compus care este doza eficace pentru a produce un efect terapeutic. O astfel de dozi eficace va
depinde in general de factorii descrisi mai sus. In general, dozele intravenoasi si subcutanate de
compusi din aceastd inventiei pentru un pacient, atunci cand sunt utilizate in combinatie cu o beta-
lactama pentru efectele antibacteriene indicate, se vor situa in domeniul de la aproximativ 2 la
aproximativ 100 mg per kilogram de greutate corporald pe zi, mai preferabil de la aproximativ 5 la
aproximativ 100 mg per kg pe zi, si still mai preferabil de la aproximativ 10 la aproximativ 50 mg
per kg pe zi. O cantitate eficace este acea cantitate care trateaza o infectie bacteriand, atunci cand
se dozeaza in combinatie cu un antibiotic beta-lactamic.

Daci se doreste, doza zilnica eficace de compus activ poate fi administratd ca doud, trei,
patru, cinci, sase sau mai multe sub doze administrate separat la intervale de timp adecvate pe
intreaga duratd a zilei, opfional, sub forma de doze unitare, sau sub forma de perfuzie continua.

In timp ce este posibil ca un compus din inventia de fatd si fie administrat singur, este
preferabil si se administreze compusul sub formad de compozitie farmaceutica.

Compusii asa cum sun definifi in concretizdri, pot fi sintetiza{i prin cdile de sintezd
generale de mai jos, exemple specifice din acestea fiind descrise mai detaliat in exemple.

Scheme generale de sintezd

Una dintre metodele de a sintetiza compusii cu formula (I) este ilustratd in schemele de
reactie care urmeazd. Schema A ilustreazi functionalizarea scheletului diazabiciclooctan cunoscut
sub forma protejatd pentru a produce o grupad aminoalchil, asa cum a fost descris in exemplele de
lucru. Schema B ilustreaza formarea inclului lactama fuzionat, care este de asemenea ilustrata de
exemple. Schema C ilustreazd modul in care lactama a putut fi rapid N-alchilati pentru a introduce
0 grupa alchil optional-substituita.
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Exemple de agenti de sulfonilare includ, dar nu se limiteaz3 la complexde troixid de sulf-
piridind, si altele asemandtoare.

Exemple de baze includ, dar nu se limiteaz3 la, piriding si altele aseminitoare.

Exemple

Inventia este suplimentar ilustratd de urmétoarele exemple, care nu trebuie considerate ca
fiind limitative. Analizele utilizate In exemple sunt acceptate. Demonstrarea eficacitatii acestor
analize este predictiva a eficacititii la subiecti.

Conditii generale

Spectrele de masd au fost realizate pe sisteme LC-MS, SFC-MS, sau GC-MS utilizand
electropulverizarea, metode de ionizare de impact de electroni si chimice dintr-un interval de
instrumente cu urmdtoarele configuratii: sistem Waters ACQUITY UPLC prevazut cu un sistem
ZQ 2000 sau SQD MS, unde (M+1) se referd 1a ionul molecular protonat al speciei chimice, (M+)
se referd la cationul de amoniu neprotonat, si (M-1) se referd la ionul molecular deprotonat al
speciei chimice.

Spectrele de RMN au fost executate pe spectrometre Bruker BioSpin 600MHz, Bruker
AVANCE 500MHz sau Varian 400MHz NMR utilizand ICON-NMR, cu controlul de citre
programul TopSpin. Spectrele au fost masurate la 298K, doar daca nu se indicd altceva, si referinta
a fost facuta in raport cu rezonanfa solventului.

Instrumentare
Medode de MS:
gMetoda 2m_acidic: :
Coloani Kinetex C18 50 x 2.1 mm, 2.6 pm
gTemperatura coloanei 50 °C
gEluan;i A: H>O, B: acetonitril, ambele contfinind 0,1% TFA
Debit 11,2 mL/min

gGradient §De la 2% la 88% B in 1,30 min, 0,15 min 95% B

Metoda 2m_acidic_polar:

Coloani Kinetex C18 50 x 2,1 mm, 2,6 ym

gTemperatura coloanei 50 °C
gEluan;i A H,O, B: acetonitril, ambele con{inind 0,1% TFA
Debit 1,2 mL/min

gGradient Dela 1% la 30% B in 1,30 min, 0.15 min 98% B
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gMetoda 2m_acidic:

gMetoda T3_3m_polar:

. Coloani ‘T3 C1850 x 2,1 mm, 2,6 um

gTemperatura coloanei 50 °C

gEluan;i A H>O, B: acetonitril, ambele continind 0,1% TFA
Debit 1,2 mL/min

Gradient 100% A timp de 1,1 min, 30% B in 1,20 min, 95% B in

0,7 min

gMetoda LCMS_2 MIN_REACTION_MONITORING:

 Coloani  Acquity UPLC HSS T3 50 x 2,1 mm, 1,8 um
gTemperatura coloanei 60 °C

gEluan;i A H,O, B: acetonitril, ambele continind 0,05% TFA
Debit 1,0 mL/min

Gradient 5% 1298% B in 1,4 min

éDetec;ie uv éTAC (210-450 nm)

Metoda LCMS_2_MIN_FINAL_ANALYSIS:

Coloana

{ Acquity UPLC HSS T3 50 x 2,1 mm, 1.8 pm

Temperatura coloanei

60 °C

gEluan;i A: HO (0.05% FA+3,75 mM AA, B: acetonitril
(0,04% FA)

Debit 1,0 mL/min

Gradient De la 5% la 98% B in 1,4 min

gDetecgie uv

TAC (210-450 nm)

Metoda LCMS_2_MIN_Polar:

Coloana

Acquity UPLC HSS T3 50 x 2,1 mm, 1.8 pm

i Temperatura coloanei

60 °C

gEluan;i A H,O (0.05% FA+3,75 mM AA, B: acetonitril
(0,04% FA)

Debit 1,0 mL/min

gGradient concav de 1a 1% 1a 98% B in 1,4 min

gDetecgie uv

TAC (210-450 nm)

'Metoda HPLC_ CHIRAL:

Coloana

 Chiralpak IC KK025 250 x 4,6 mm, 5 pm

i Temperatura coloanei

It
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Metoda HPLC_ CHIRAL:

Eluanti - heptan/EtOH/dietilamini 92:8:0.05

Debit 1,0 mL/min

Detectie UV 1220 nm

Abrevieri:

AA

Acetat de amoniu

ACN

Acetonitril

app

aparent

ATP

Adenozin 5'-trifosfat
BINAP
2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil racemic
Boc

Tert butil carboxi

br

lat

brs

singlet larg

BSA

Albumini sericd bovini
d

dublet

dd

dublet de dubleti

DCC
diciclohexilcarbodiimida
DCE

1,2-dicloretan

DCM

diclormetan

DIAD
diizopropilazodicarboxilat
DIPEA
diizopropiletilamina
DMAP
4-(N,N-dimetilamino)piridini
DME

1,4-dimetoxietan

DMF
N,N-dimetilformamidi
DMSO

dimetilsulfoxid

EDTA

Acid etilendiamino tetraacetic
ESI

Ionizare de electropulverizare
EtOAc

acetat de etil

FA

acid formic

g

gram

h
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ore
HATU

1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] piridiniu 3-oxid hexafluorofosfat

HBTU
1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-benzotriazoliuhexafluorofosfat(1-) 3-oxid
HC1

acid clorhidric

HOBt

1-hidroxibenzotriazol

HPLC

Cromatografie lichidd de inaltd performanta
LCMS

Cromatografie lichida si spectrometrie de masd
LDA

Diizopropilamidura de litiu
MeOH

metanol

MS

Spectrometric de masi

m

multiplet

mg

miligram

MIC

Concentratie inhibitoare minima
min

minute

mL

mililitru

mmol

milimol

m/z

raport masd la sarcind

NMR

Rezonantd magnetica nucleara
o/n

peste noapte

p

pentet

PdClz(dppf)-CHzClz

Complex diclorurd de 1,1'-Bis(difenilfosfino)ferocen-paladiu(Il) diclormetan
ppm

parti per milion

PiBOP
benzotriazol-1-iloxitripirolidinofosfoniu hexafluorofosfat
q

cvartet

rac

racemic

rbf

flacon cu fund rotund

It

temperatura camerei

R:

Timp de retentie

s

singlet

t

triplet

TBME

metil fert-butil eter
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TFA

Acid trifluoracetic

TFAA

Anhidridi a acidului trifluoracetic

THF

tetrahidrofuran

Tris-HC1

Clorhidrat de aminotris(thidroximetil)metan
Prepararea intermediarilor

N
3 “oBn

Intermediarul A: (25, 5R)-6-(benziloxi)-7-oxo-1,6-diazabiciclo[3.2.1]octan-2-carboxilat
de metil. La o solutie de acid (25,5R)-6-(benziloxi)-7-oxo-1,6-diazabiciclo[3.2.1]octan-2-
carboxilic (5,0 g, 18,1 mmoli), MeOH (880 pL, 21,7 mmoli) si DMAP (44 mg, 0,36 mmoli) in
DCM (50 mL) la 0 °C a fost addugatd DCC (3.92 g, 19,0 mmoli). Dupa 2 h la rt aceasta a fost
diluatd cu DCM si spdlati cu apd, apoi cu saramurd. Straturile apoase au fost extrase cu DCM (2x)
si straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SQ,, filtrate, apoi concentrate in vacuo.
Reziduul brut a fost triturat cu dietil eter, filtrat si concentrat in vacuo. Filtratul brut a fost purificat
prin cromatografie pe silicagel, pentru a produce compusul principal (4,3 g, 82%). LCMS R; =
0.87 min, m/z = 291,3 (M+1), Metoda 2 MIN_REACTION_MONITORING.

MeQ

[
N
(@) OBn

Intermediarul B: (5R)-6-(benziloxi)-7-oxo-2-(fenilselenil)-1,6-diazabiciclof 3.2, 1 Joctan-2-
carboxilat de metil. La o solutie de diizopropilamind (29,6 ml, 210 mmoli) in THF (800 mL) la -70
°C a fost adiugat n-butillitiu (1,6 M In hexani, 108 ml, 172 mmoli) in picituri timp de 10 minute.
Dupa agitare timp de 50 de minute la -73°C o solutie de (25,5R)-6-(benziloxi)-7-oxo-1,6-
diazabiciclo[3.2,1]octan-2-carboxilat de metil (43,5 g, 150 mmoli) in THF (350 mL) a fost
adiugatd in picaturi timp de 45 de minute. Dupd agitare la -78°C timp de 1,5 ore, clorurd de
fenilselenil (57,4 g, 300 mmoli) in THF (260 mL) a fost addugat in picituri timp de 45 de minute.
Dupad agitare la -78 °C timp de 45 min a fost 1isat si se incélzeasca la -10 °C timp de 60 de minute
si a fost agitat timp de incd o ord, dupa care a fost ricit la -30 °C si stins cu HCI (2 M, 50 mL)
urmat de addugare de metanol (250 mL). Amestecul a fost 13sat sd ajunga la rt timp de 15 min apoi
a fost diluat cu TBME (1 L) si spilat cu saramura:api, (2:1, 2 L). Fazele au fost separate, si faza
organic a fost spalati cu saramurd (2 L). Straturile apoase au fost extrase cu TBME (2x500 mL).
Fazele organice combinate au fost uscate pe Na,SOy, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut
a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, producand compusul principal (23,70 g, 36%,
amestec de diastercoizomeri 3:1) sub forma de ulei maro. LCMS R, = 1,12/1,16 min, m/z = 447,3
(M+1), Metoda 2 MIN_REACTION_MONITORING;'H NMR (600 MHz, CDCl;,
diastereoizomer major) 6 7,59 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,42-7,30 (m, 8H), 5,00 (d, /= 11,5 Hz, 1H),
4,88 (d, J= 11,5 Hz, 1H), 4,15 (d, /= 11,7 Hz, 1H), 3,68 (s, 3H), 3,35 (s, 1H), 3,18 (d, /= 11,8
Hz, 1H), 2,44 (ddd, J = 17,4, 11,8, 6,6 Hz, 1H), 2,07-2,01 (m, 1H), 1,91 (dd, J = 16,6, 5,8 Hz, 1H),
1,72 (td, J = 12,9, 6,0 Hz, 1H).
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Intermediarul C: (5R)-6-(benziloxi)-7-oxo-1,6-diazabiciclof3.2,1]oct-2-en-2-carboxilat
de metil. La o solutie de Intermediarul B in THF:apa, (20:1, 22 mL) la 0 °C a fost adiugat
H>O0; (30% aq, 0,8 mL, 7,83 mmoli) si AcOH (0,55 mL, 9,61 mmoli). Dupi agitare timp de 1 ord
la 0 °C a fost a fost diluat cu EtOAc si sulfit de potasiu (5% aq) a fost addugat. Dupi distrugerea
tuturor peroxizilor ( testul KJ-starke), fazele au fost separate, si stratul organic a fost spdlat cu
saramurd. Straturile apoase au fost extrase cu EtOAc si straturile organice combinate au fost
spdlate cu NaHCOs (5% aq), saramurd, uscate pe Na SO, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul
brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, pentru a produce compusul principal (419 mg,
81%). LCMS: R, = 0,88 min, m/z = 288,1 (M+1), Metoda 2_MIN_FINAL_ANALYSIS. 'H NMR
(600 MHz, DMSO-d¢) 6 7,45-7,41 (m, 2H), 7,40-7,33 (m, 3H), 6,88-6,86 (m, 1H), 4,89 (s, 2H),
3,96 (br s, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,35-3.28 (m, 1H), 2,82 (d, /= 11,0 Hz, 1H), 2,58-2,52 (m, 1H), 2,38
(s, 1H), 2,34 (s, 1H).

3 O

B
L
Boc” OH

Intermediarul D: N-benzil-N-(tert-butoxicarbonil)glicind. La o suspensie de N-
benzilglicind (24,3 g, 147 mmoli) in THF:ap4, (1:1, 500 mL) a fost addugati Boc-anhidridi (33,7
g, 154 mmoli). Dupi 6,5 h amestecul a fost a fost diluat cu TBME (250 mL) si acid citric (33 g) a
fost addugat pand la pH = 4. Dupa 10 min de agitare, fazele au fost separate, si faza organica a fost
spdlatd cu saramurd (250 ml). Stratul apos a fost spilat cu TBME (2x100 ml) si fazele organice
combinate au fost uscate pe Na,SO, filtrate, apoi concentrate in vacuo (45°C), producand
compusul principal (40,70 g) sub forma de ulei incolor, care a inceput sd se cristalizeze 1a repaus.
HPLC: 99,7% prin UV, LCMS: Ri= 0,94 min, m/z = 264,3 (M-H), Metoda LCMS_
2_MIN_FINAL_ANALYSIS. 'H NMR (600 MHz, DMSO-de)* & 12,62 (br s, 1 H), 7,44-7,09 (m,
5 H), 4,41 (d, J= 8,1 Hz, 2 H) 1,44-1.24 (m, 9 H) 3,89-3,67 (m, 2 H). *Ca amestec cu O(Boc), (ca.
9%).

Bn Q
N\‘/H\ 2
— ?W

Br

Intermediarul E: (2-(alil(benzil)amino)-2-oxoetil)(benzil)carbamat de  tert-butil. Un
flacon de reactiec de 1500 ml cu 4 gituri cu agitator mecanic, termometru intern, condensator si
admisie de azot, a fost incércat cu intermediarul D (31,6 g, 107 mmoli) urmat de EtOAc (500 ml).
Amestecul de reactie a fost ricit pe o baie de gheatd (4°C) urmat de addugare de N-alilbenzilamina
(16,44 g, 107 mmoli) si anhidrida propilfosfonica (T3P, 136 g, 214 mmoli, 50% in acetat de etil ).
La amestec a fost addugata trictilamind (90 ml, 643 mmoli), in picituri timp de 5 min. Solutia
maro a fost agitatd timp de 20 min la rt apoi turnatd intr-un amestec agitat de apa cu gheata, (500
ml). Fazele au fost separate, si faza organica a fost spdlatd successiv cu HCI (0,5 N, 500 mL),
NaHCO; saturat (500 mL) si saramurd (500 mL). Stratul apos initial a fost extras cu EtOAc (2x250
mL) si straturile organice combinate au fost uscate pe NaxSOs, filtrate si concentrate in vacuo la
(45 °C), producand compusul principal (43,94 g) sub formi de ulei maro. LCMS: R, = 1,31, min
m/z = 395,5 (M+1), Metoda LCMS_ 2_MIN_FINAL_ANALYSIS. 'H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 6 7,53-6,99 (m, 10 H), 5,94-5,55 (m, 1 H), 5.24-4,97 (m, 2 H) 4,55-4.25 (m, 4 H), 4,16-3,68
(m, 4 H), 1,42-1.28 (m, 9 H).

0

B“HN\,/E\NM
J
Br

Intermediarul F: N-alil-N-benzil-2-(benzilamino)acetamidd. Un flacon de reactie de 750
ml cu 4 gaturi previzut cu agitator mecanic, termometru intern, condensator si admisie de azot, a
fost incarcat cu intermediarul E (43,9 g, 108 mmoli) in DCM (400 mL). La solutie a fost adaugat
TFA (83 ml, 1,079 mol). Dupa agitare o/n solutia galbend a fost lent turnata (evolutie rapidi de
gaz) intr-un amestec agitat de solufie saturatd de NaHCOs (aq, 1,5 L) si gheadd (1 kg). Dupa 10
min de agitare fazele au fost separate, si faza organica a fost spalatd cu 2 NaHCOs saturat (aq, 0,5
L) apoi saramurd (0,5 L). Stratul apos a fost extras cu DCM (0,5 L) si straturile organice
combinate au fost uscate pe NaxSOs, filtrate si concentrate in vacuo (45 °C) pentru a produce
compusul principal (31,30 g) sub forma de ulei maro. LCMS: R, = 0,71 min m/z = 295,3 (M+1),
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Metoda LCMS_2_MIN_FINAL_ANALYSIS,1H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,49-7,04
(m, 10 H), 5,90-5,55 (m, 1 H), 5,19-4,92 (m, 2 H), 4,64-4,37 (m, 2 H), 3,98-3,76 (m, 2 H), 3,73-
3,61 (m, 2 H), 3,44-3,32 (m, 2 H), 2,44-2,28 (m, 1 H).

2nN

OFt

Intermediarul G: rac etil (25*,3aS*,6aS%)-1,5-dibenzil-6-oxooctahidropirolo[ 3,4-b]pirol-
2-carboxilat. Intr-un reactor de 60 L Buechi CR60 inertizat cu azot previzut cu un termostat
Huber 390W, Flexy ALR cu temperaturd automatd, control al dozei si admisie de azot, au fost
addugate o solutie de intermediarul F (1,460 kg, 4,81 mol) in toluen (20 L), sulfat de magneziu
(2,32 kg, 19,24 mol) si trietilamind (0,872 L, 6,25 mol). Suspensia galben pal a fost incilziti la
reflux timp de 1 ord. La amestecul refluxind a fost adiugat etil glioxilat (50% in toluen, 1,179 kg,
5,77 moli) timp de 15 h printr-o pompd dozatoare. Dupd agitare timp de incd 6 h la reflux,
suspensia galbend a fost ricitd la 15 °C (temperaturd internd), dupa care apd, (20 L) a fost addugata
(exoterm). Dupd agitare timp de 15 min, amestecul a fost transferat intr-un vas de separare de 80 1,
si fazele au fost separate. Stratul organic a fost extras successiv cu apd, (15 L) apoi saramurd (15
L). Stratul apos a fost spilat cu TBME (2x10 L). A doua spilare de TBME a fost filtrata prin celite
(a confinut material insolubil), eludnd cu TBME. Fazele organice combinate au fost concentrate
partial in vacuo (45 °C) la un volum de 6 L, uscate pe Na,SQs, filtrate si concentrate in vacuo (50
°C). Acest material a fost uscat suplimentar peste noapte (50°C, 10 mbari) pentru a produce
compusul principal (1,970 kg) sub forma de ulei maro care a fost un amestec de diastercoizomeri
5,2:1. LCMS: R, = 1,21 min (67,1% a) m/z = 379,3 (M+1); (12,9% a) lart = 1,16 min m/z = 379,3
(M+1), Metoda LCMS_ 2_MIN_FINAL_ANALYSIS.

OH

Intermediarul H: rac (25%*3aS¥*6aS*)-1,5-dibenzil-2-(hidroximetil)-hexahidropirolo-
[3,4-b]pirol-6(1H)-ond. La o solutie de intermediarul G (1,967 kg, 5,847 moli) in THF (20 L) 1a 0
°C intr-un reactor de 30 L Biichi CR30 inertizat cu azot, previzut cu un termostat Huber 1015W,
Flexy ALR, control automat al temperaturii si admisie de azot, a fost addugatd borohidrurd de litiu
(0,238 kg, 10,39 moli) in portiuni timp de 10 min (usor exoterm). Dupa 5 zile la rt borohidrura de
litiu aditionald (0,025 kg, 1,143 moli) a fost introdusd. Dupd incd 5 zile la rt borohidrurd de litiu
(0,017 kg, 0,780 moli) a fost addugatd. Dupa incd 6 zile amestecul a fost ricit 1a -10 °C, dupi care
HCI (2 N, 8 L) a fost adaugat in picituri printr-o pompa de dozare timp de 2 h avind ca rezultat un
pH = 3 (atentie, formare foarte puternicd de gaz si spumad!). Dupd agitare viguroasd, o suspensie
galbend s-a format, care a fost a fost agitatd timp de 30 min la 0 °C. NaHCO3 saturat (aq, 10 L) a
fost addugat si amestecul a fost transferat intr-un vas de separare de 80 de 1 si extras cu TBME (20
L) dupa adiugare de apa, (8L), carc a ajutat la separarea fazelor. Faza organici a fost spilatd cu
saramurd (2x10 L) si stratul apos a fost extras cu TBME (2x7 L). Straturile organice combinate au
fost concentrate in vacuo (45 °C) la un volum de 8 L, apoi uscate pe Na>SQOy, filtrate si concentrate
in vacuo (50 °C). Reziduul a fost dissolved in toluen (3 L), concentrat in vacuo si uscat timp de 3 h
(50 °C, 10 mbari) pentru a produce compusul principal (1,630 kg) sub formi de ulei galben-maro,
care a fost un amestec de diastereoizomeri 10,5:1. LCMS: R, = 0,77 min* m/z = 337,3 (M+1),

Metoda LCMS_ 2_MIN_FINAL_ANALYSIS. *Diastereoizomer major.
BN .

OH

Intermediarul I: rac (3R*4aS* 7aS%*)-1,6-dibenzil-3-hidroxioctahidro-7H-pirolo[ 3,4-
b]piridin-7-ond. La o suspensie de intermediarul H (1,627 kg, 4,836 moli), site moleculare (4 A,
2,5 kg) st THF (23 L) intr-un reactor Amsi Glas cu manta tripld de 30 1 inertizat cu azot, prevazut
cu automated control al temperaturii, condensator de reflux Unistat 390W, si admisie de azot, la -
5 °C a fost addugat TFAA (0,820 L, 5,81 moli), in picaturi timp de 35 min. Dupa agitare timp de
15 min la 0 °C, trictilamina (3,37 L, 24,18 moli) a fost addugata timp de 10 min, dupa care a fost
incdlzita la reflux (temperaturd internd 68 °C) timp de 6 zile, atingand un raport de echilobru dintre
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produs la materia primi de 9:1. Amestecul a fost transferat intr-un vas de separare de 80 de 1
confinand NaOH rece gheatd (1 M, 24 L) si a fost agitat timp de 15 min. La suspensia maro a fost
adiugatd celite (3 kg), apoi a fost agitat timp de 15 min, apoi filtratd pe un dop de celite, spialand
cu TBME. Filtratul a fost extras ca TBME (20 L). Faza organici a fost spalatd cu NaHCO3 saturat
(aq, 10 L) apoi saramura (1x15 L). Straturile apoase au fost extrase cu TBME (2x7 L) si straturile
organice combinate au fost concentrate in vacuo (45 °C) la un volum de 8 L si uscate pe Na>SOy (2
kg). Suspensia a fost filtratd pe silica gel (1 kg, 40-63 um), spiland cu EtOAc (4x2 L). Eluantul a
fost concentrat in vacuo (45 °C) si uscat timp de 3 h (50 °C, 15 mbari) pentru a produce compusul
principal (1,366 kg) sub forma de ulei maro inchis. LCMS: R, = 0,84 min, m/z = 337,3 (M+1),
Metoda LCMS_ 2_MIN_FINAL_ANALYSIS. '"H NMR (600 MHz, DMSO-dq) & 7,40-7,15 (m, 10
H), 4,69-4,57 (m, 1 H), 4,65-4,56 (m, 1 H), 4,43 (d, J= 13,8 Hz, 1 H), 4,29-4,21 (m, 1 H), 3,62-
3,49 (m, 1 H), 3,46-3,39 (m, 1 H), 3,18 (d, /= 8,3 Hz, 2 H), 2,86 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 2,70 (dd, J =
10,7, 2,7 Hz, 1 H), 2,66-2,56 (m, 1 H), 1,83-1,67 (m, 2 H), 1,39-1,29 (m, 1 H).

BN

QAc

Intermediarul J: (3R, 4aS, 7aS)-1, 6-dibenzil-7-oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]-piridin-3-
il acetat. O suspensie de intermediarul I (1,364 kg, 3,04 moli), acetat de vinil (4,20 L, 45,6 moli),
Lipase QLM (Alcaligenes sp de la Meito Sangyo, activitate: 101400 U/g, 25 g, 3,04 moli) si
TBME (21 L) intr-un reactor de 30 1 cu manta tripld inertizat cu hidrogen cu control automat al
temperaturii, Unistat 390W, condensator si admisie de azot, a fost a fost agitat la 30 °C
(temperaturd internd) timp de 6 zile. Amestecul a fost ricit 1a 20 °C si filtrat pe hyflo (500 g).
Filtratul a fost concentrat in vacuo (35 °C) la un volum de 3 L, dupa care toluen (1 L) a fost
adiugat, apoi concentrat suplimentar in vacuo (35 °C apoi la 50 °C). Produsul brut a fost dizolvat
in TBME:heptan (2:1, 3 L) si purificat in mai multe portiuni prin cromatografie pe silicagel,
(heptan-EtOAc-metanol), producand compusul principal (626 g) sub formd de ulei maro. LCMS:
R:= 1,16 min, m/z = 379,3 (M+1), Metoda LCMS_ 2_MIN_FINAL_ANALYSIS. HPLC: R, =
33,45 min, 98,2% ee (minor enantiomer: R, = 23,92 min) Metoda HPLC_ CHIRAL. '"H NMR (600
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7,41-7,22 (m, 10 H), 4,74-4,65 (m, 1 H) 4,56-4,51 (m, 1 H), 4,36-4,26 (m,
2 H), 3,75 (d, J = 14,3 Hz, 1 H) 3,30-3,21 (m, 2 H) 3,00 (dd, J = 9,5, 5,9 Hz, 1 H), 2,75-2,68 (m, 1
H), 2,62 (sxt, J= 6,2 Hz, 1 H), 2,23 (dd, /= 11,6, 7,2 Hz, 1 H), 1,97 (s, 3 H), 1,66 (t, J = 6,05 Hz,
2 H).

OH

Intermediarul K: (3R,4aS,7aS)-1,6-dibenzil-3-hidroxioctahidro-7H-pirolo[3,4-b]-piridin-
7-ond. Un amestec de intermediarul J (616 g, 1221 mmoli), THF (4 L) si NaOH (2 N, 3,97 L, 7,94
moli) intr-un flacon de 20 L cu fund rotund al unui Buchi Rotavapor a fost viguros agitat timp de
18 hla 25 °C si 6 hla 40 °C, dupi care a fost ricit la 25 °C urmat de addugare de MeOH (2 L) si a
fost a fost agitat o/n. Amestecul a fost extras cu TBME (6 L) si faza organica a fost spilatd cu
saramurd (4 L). Stratul apos a fost extras cu TBME (3x3 L) si fazele organice combinate au fost
concentrate in vacuo (45 °C) la un volum de 5 L, apoi uscate pe sulfat de sodiu anhidru (1 kg),
filtrate si concentrate in vacuo (45°C). Reziduul a fost dizolvat in toluen (3 L) si reconcentrat, apoi
uscat timp de 2 h (60 °C, 20 mbari), producind compusul principal (555 g) sub forma de ulei
maro. LCMS: Ri= 0,84 min, m/z = 3373 (M+1), Metoda LCMS_
2_MIN_FINAL_ANALYSIS. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7,58-7,04 (m, 10 H), 4,66-4,5 (m,
2 H), 443 (d, /7= 13,9 Hz, 1 H), 4,25 (d, J= 15,2 Hz, 1 H), 3,54 (tq, J = 9,3, 4,5 Hz, 1 H), 3,47-
3,39 (m, 1 H), 3,18 (d, /= 8,3 Hz, 2 H), 2,85 (d, J=5,9 Hz, 1 H), 2,70 (dd, /= 11,0, 2,8 Hz, 1 H),
2,64-2,57 (m, 1 H), 1,78-1,67 (m, 2 H), 1,27 - 1,39 (m, 1 H).

Hisd
5 H
H
BnN
OH

Intermediarul L: (3R,4aS,7aS)-1-benzil-3-hidroxioctahidro-7H-pirolo[3,4-b]-piridin-7-
ond. La un reactor de 30 L Biichi CR30 prevdzut cu termostat Huber 1015, Flexy ALR cu control
automat al temperaturii, admisie de argon si amoniac, a fost inertizat cu argon, preracit la -80°C,
umplut cu amoniac lichid (anhidru,10,0 kg, 587 moli), cu iesirea atasatd de un scruber de gaz
umplut cu acid sulfuric (30%, 100 L), a fost addugata o solutie de intermediarul K (543 g, 1,614
moli) in THF (1,5 L) urmatid de etanol (anhidru, 236 mL, 4,04 moli). La solutia rezultatd a fost
addugat litiu (granular, 44,8 g, 6,46 moli), in portiuni timp de 15 min (temperatura a crescut de la -
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72°C la -63°C). La amestecul gri, dupd 1 h, a fost adaugat litiu (22,4 g, 3,23 moli) si etanol
(anhidru, 94 mL, 1,616 moli) mentindnd agitarea la -60 °C. Dupa 1 h, litiu suplimentar (11,2 g,
1,615 moli) si etanol (anhidru, 47 mL, 0,808 moli) au fost addugate. Dupd 45 min si mai mult litiu
(11,2 g, 1,615 moli) a fost addugat. Dupa 15 h etanol (anhidru, 94 mL, 1,616 moli) a fost addugat
la amestecul albastru inchis. Agitarea a fost continuatd pand cind <5% materie primd a rimas, si a
fost stins prin addugare de clorurd de amoniu (2,0 kg, 37,4 moli), in portiuni timp de 10 min.
Amestecul de reactie a fost a fost agitat timp de 17 h la -28°C si 02 h la 2°C, avand ca rezultat
evaporarea completd a amoniacului. La amestec a fost addugata apa, (15 L) si TBME (8 L) urmata
de HCT (32%) pand ce un pH = 9-10 a fost obtinut. Fazele au fost separate, si stratul organic a fost
spdlat cu saramurd (5 L). Stratul apos a fost extras cu DCM (3x2 L) si straturile organice
combinate au fost concentrate in vacuo la 45 °C la un volum de 3 L apoi uscate pe Na>SOy (1 kg),
filtrate si concentrate in vacuo (45 °C apoi 2 h la 65 °C, 20 mbari), producind compusul principal
(373 g) sub forma de ulei maro. LCMS: R,= 0,75, m/z = 2472 (M+H), Metoda LCMS_
2_MIN_POLAR. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7,78 (s, 1 H), 7,34-7,24 (m, 4 H), 7,27-7,16
(m, 1 H), 4,65-4,60 (m, 1 H), 4,32 (d, J= 13,9 Hz, 1 H), 3,64-3,54 (m, 1 H), 3,44 (d, J = 13,9 Hz,
1 H), 3,13 (d, J= 8,1 Hz, 2 H), 2,69 (dd, J = 10,82, 2,75 Hz, 1 H), 2,66-2,62 (m, 1 H), 2,60-2,54
(m, 1 H), 1,80-1,69 (m, 2 H), 1,41-1,30 (m, 1 H).
HMN

Intermediarul M: (3R4aS, 7aS)-3-hidroxi-7-oxooctahidro-1H-pirolo-[3,4-b]piridin-1-
carboxilat de tert-butil. La o solutie de intermediarul L (372,0 g, 1,51 moli) si Boc-anhidrida (346
g, 1,59 moli) in THF (4,0 L) a fost adaugat Pd-C 10% (15 g). Amestecul a fost agitat intr-un aparat
duck sub agitare la 22-25°C si 0,1 bar H» presiune timp de 89 h. Dupd o absorbtie de 57% a
hidrogenului o alti portiune de Pd-C 10% (15 g) a fost adiugati. Amestecul a fost filtrat pe celite,
spdlat cu THF si concentrat in vacuo pentru a obtine produsul brut (545 g) sub formi de solid maro
pal. Reziduul a fost suspendat in EtOAc (1 L) si a fost agitat timp de 1 ord la 75 °C. La suspensie a
fost addugat heptan (1,5 L), lent la 75 °C. Dupd agitare timp de 2 h 1a RT, produsul a fost colectat
prin filtrare, solidul a fost spilat cu heptan, apoi uscat in vacuo (45 °C), producind compusul
principal (278,5 g) sub formd de cristale albe. LCMS: R, = 0,86 min, m/z = 257,3 (M+1), Metoda
LCMS_ 2_MIN_POLAR. 'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7,83-7,65 (m, 1 H), 4,80-4,49 (m, 2
H), 3,93-3,67 (m, 2 H), 3,43-3,37 (m, 1 H), 2,72 (br d, 7=9,5 Hz, 1 H), 2,60 (br d, /= 12,5Hz, 1
H), 2,48-2,39 (m, 1 H), 1,82-1,70 (m, 1 H), 1,40 (br d, J = 6,8 Hz, 9 H) 1,36-1,27 (m, 1 H).
HNM--\ "
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Intermediarul N:  (38,4aS,7aS)-3-hidroxi-7-oxooctahidro-1 H-pirolo-[ 3,4-b[piridin-1-
carboxilat de tert-butil. La o solutie de intermediarul M (270 g, 948 mmoli) in THF (13 L)
confinutd intr-un reactor de 20 1 inertizat cu azot cu manta tripla (Amsi Glas) cu control automat al
temperaturii, Unistat 390W, condensator si admisie de azot, la -5°C (temperaturd internd) a fost
addugat acid 4-nitrobenzoic (323 g, 1,90 moli) si trifenilfosfind (524 g, 1,90 moli). La solutia
rezultatd a fost addugata o solutie de DIAD (359 ml, 1,85 moli) in THF (1,3 L), in picdturi timp de
30 min mentinind in paralel temperatura internd la -4 la -10 °C. Amestecul a fost 13sat si se
incdlzeasca rt si a fost agitat o/n apoi concentrat in vacuo (45 °C) pentru a furniza materialul brut
(1,64 kg, umed) sub formi de ulei maro. La o solutie de reziduu uleios in MeOH (15 L) a fost
adiugat KoCOs (393 g, 2,844 moli). Dupa 1 h de agitare, suspensia a fost concentratdl in vacuo (40
°C), furnizand un solid porocaliu, la care DCM (6 L) a fost addugat. Dupa 30 min, suspensia a fost
filtratd, spaldnd cu DCM si filtratul a fost concentrat in vacuo (45 °C). Reziduul a fost suspendat in
DCM:MeOH (97:3, 4 L) si a fost agitat timp de 30 min la rt. Suspensia a fost filtratd, spalnd cu
DCM si filtratul a fost concentrat in vacuo (45 °C) 1a un volum de 3 L si purificat in doua portiuni
prin cromatografie pe silicagel, producind produsul (189 g) sub formi de solid. La acest material
dizolvat in DCM:MeOH (95:5, 5 L) la 45°C a fost addugat heptan (5 L), lent. Solutia a fost partial
concentratd (45 °C), indepartind o parte din DCM, producind cristalizarea produsului dupd 15
min. Dupa 1 h la RT, solidul a fost colectat prin filtrare, spdlat cu heptan si uscat in vacuo (45 °C)
pana la obtinerea greutdtii constante, producidnd compusul principal (167,7 g) sub formd de
cristale. LCMS: R= 0,95 min, m/z = 257,3 (M+1), Metoda LCMS_ 2_MIN_POLAR. 'H NMR
(600 MHz, DMSO-ds)* & 7,80 (d, J = 20,2 Hz, 1H), 4,97 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 4,57 (dd, J= 92,2,
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7,0 Hz, 1H), 3,89 (ddd, J = 18,8, 9,3, 6,5 Hz, 1H), 3,33-3,23 (m, 1H), 2,75 (ddd, J = 9,7, 4,6, 2,0
Hz, 1H), 2,43 (ddt, /= 16,9, 11,8, 6,1 Hz, 1H), 2,08 (ddd, /= 86,6, 12,5, 10,7 Hz, 1H), 1,94
(dd, 7= 12,2, 5,5 Hz, 1H), 1,39 (d, J = 22,6 Hz, 9H), 1,04 (dq, / = 15,2, 12,0 Hz, 1H). *Raportat

ca rotameri.
HM

Exemplul 1. (4R,5a8,8a8S)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo3,4-d][ 1,3 ]diazepin-3(4H)-
il sulfat de sodiu.

/NHBGC

MeQ

Ltapa  1: (25,38,5R)-6-(benziloxi)-3-(((tert-butoxicarbonil Jamino )-metil)- 7-oxo-1,6-
diazabiciclo[ 3,2, 1 Joctan-2-carboxilat de metil. Intermediarul C (0,82 g, 2,84 mmoli), Boc-Gli-OH
(1,00 g, 5,69 mmoli) si Ir[df(CF3)ppiz(dtbpi)]PFs (32 mg, 0,028 mmoli) au fost dizolvate in DMF
(20 mL). La solutie a fost adiugat fosfat dibazic de potasiu fin macinat (0,59 g, 3,41 mmoli) si
suspensia rezultatd a fost iradiatd sub argon (balon) intr-o palnie de picurare de 500 mL (inchisi cu
un flacon cu fund rotund la partea de jos, si un sept la partea de sus) timp de 7 zile cu un tub de
fluorescentd 8W UVA. Flaconul a fost plasat orizonatal la partea de sus a ldmpii (ricit cu aer)
pentru a asigura iradierea maxima. Dupd 4 zile Ir[df(CF3)ppia(dtbpi)]PFs (32 mg, 0,028 mmoli) a
fost adaugat.

La amestec au fost adiugate apad, (100 mL) apoi NaHCO3 saturat (aq, 100 mL) si a fost
extras cu TBME (4x80 mL). Fazele organice combinate au fost spdlate secvential cu NaHCO3
saturat (aq, 50 mL), apd, (50 mL) apoi saramura (50 mL). Stratul organic a fost uscat pe Na>SOy,
filtrat si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel,
(EtOAc-heptan, 15-100%) pentru a produce compusul principal (108 mg, 9%) sub forma de ulei.
LCMS: R; = 1,04 min, Metoda 2m_acidic.

HMN

5 “oBn

Etapa 2: (4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)hexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,8(3H)-diond. La o solutie de (25,3S5,5R)-6-(benziloxi)-3-(((¢ert-butoxicarbonil)Jamino)-metil)-7-
oxo-1,6-diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat de metil (108 mg, 0,26 mmoli) in DCM (3 mL) la rt
a fost adaugat TFA (1,0 mL, 13 mmoli), in picdturi. A fost 14sat la agitat la 1t timp de 3 h, dupa
care a fost concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost dizolvat in DCM (3 mL), ricit la 0 °C, si
trietilamind (0,31 mL, 2,3 mmoli) a fost adiugatd. Dupa 1 h si mai multd trietilamina (0,11 mL,
0,75 mmoli) si DCM (5 mL) au fost addugate. Baia de gheatd a fost indepdrtata si amestecul de
reactie a fost agitat la rt peste noapte (o/n), dupd care a fost spilat cu acid citric (10 mL, ca 20%
aq). Faza apoasi a fost extrasd cu DCM (3x8 mL) si fazele organice combinate au fost spilate cu
apd, (5 mL), saramura (2x10 mL), uscate pe Na,SOq, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut
a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (DCM-MeOH, 2-7%) pentru a produce compusul
principal (47 mg, 61%) sub formi de solid bej. LCMS: R; = 0,61 min, m/z = 288 (M+1), Metoda

2m_acidic.
Ny
o

o)

)—N
g o
Etapa 3: (4R, 5aS,8aS)-3-hidroxihexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,8(3H)-diond. Un ndmol de (4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)hexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-
d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diona (80 mg, 0,278 mmoli) si Pd-C (10 % Degussa tip 101, 50% apd, 34
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mg) in MeOH (1,8 mL) a fost evacuat si umplut succesiv cu H, (3x). Dupd 2,5 h a fost filtrat prin
un dop de celite, spdlatd cu MeOH si concentrat in vacuo, producand compusul principal (40 mg,
74%). LCMS: R; = 0,13 min, m/z = 198,1 (M+1) Metoda 2m_acidic.

Hipi=—

N, .
050:Na

Etapa 4: (4R,5aS,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
3(4H)-il  sulfat de sodiu.La un ndmol de (4R,5aS,8aS)-3-hidroxihexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diond brutd (40,7 mg, 0,206 mmoli) in piridind (2 mL)
la 0 °C a fost addugat complex SOz-Pi (335 mg, 2,064 mmoli). Dupd 19 h de agitare viguroasd
nimolul a fost filtrat si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost dizolvat in THF:apd, (1:1, 6 mL)
si rasind de schimb de Na Amberlite 200 (1,5 g) a fost addugat. Suspensia a fost agitati timp de 2
h, dupa care a fost filtratd, partial concentratd in vacuo, inghetat si liofilizati. Solidul rezultat a
fost supus la cromatografie pe silicagel, (apd,-acetonitril, 2-5%), producand compusul principal
(12,3 mg, 16%, in 2 etape) sub forma de solid amorf. LCMS: R; = 0,25 min, m/z = 278,0 (M+1)
Metoda T3_3m_polar; 'H NMR (500 MHz, D;0) & 4,24-4,18 (m, 2H), 3,52 (dd, J = 10,7, 6,2 Hz,
1H), 3,33 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 3,10 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 2,95 (d, /= 12,3 Hz, 1H), 2,81 (p, J =
8,5 Hz, 1H), 2,54-2,46 (m, 1H), 1,65 (dd, J = 14,7, 9,2 Hz, 1H).

HN

d “0sOMNs
Exemplul 1. Procedeu alternativ. (4R,5aS,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo|3,4-
dj[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu.
o /NHB«'JC
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Etapa 1: (2S,35,5R)-metil 6-(benziloxi)-3-(((tert-butoxicarbonil)amino)metil)-7-oxo-1,6-
diazabiciclo[ 3,2, 1 Joctan-2-carboxilat. Un amestec agitat de Intermediarul C (3 g, 10,41 mmoli),
acid 2-((fert-butoxicarbonil)amino)acetic (2,55 g, 14,57 mmoli), Ir[df(CFz)ppil2(dtbpi)PFe (0,117
g, 0,104 mmoli), si fosfat de potasiu dibazic (2,72 g, 15,61 mmoli) in DMF (30,6 mL) a fost
degazat prin purjare cu azot timp de 15 min si iradiat cu un LED Kessil H150-Blue (ricire prin
ventilator), sub N> for 92 h. Acid 2-((ferf-butoxicarbonil)amino)acetic (2,55 g, 14,57 mmoli),
fosfat de potasiu dibazic (2,72 g, 15,61 mmoli), si Ir[df(CF3)ppix(dtbpi)PFs (0,117 g, 0,104 mmoli)
au fost adiugate si amestecul a fost iradiat cu un LED Kessil H150-Blue (ricire prin ventilator),
sub N timp de incd 20 h. Amestecul a fost diluat cu NaHCO3 saturat (aq) si extras cu EtOAc (3x).
Straturile organice combinate au fost spilate cu apd, saramurd, uscate pe Na>SQs, filtrate si
concentrate sub presiune redusd. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel,
(EtOAc-Heptani, 0-100%) pentru a produce compusul principal (352 mg, 8%) sub forma de spuma
galbend. LC/MS: R, = 0,87 min; m/z = 420,2 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (500MHz,
DMSO-ds) 6 7,46-7,42 (m, 2H), 7,42-7,34 (m, 3H), 6,84 (br s, 1H), 4,93 (d, J = 4,3 Hz, 2H), 3,88
(d, J= 6,7 Hz, 1H), 3,76 (br s, 1H), 3,66-3,65 (m, 3H), 3,21 (d, /= 12,0 Hz, 1H), 3,12-3,03 (m,
1H), 2,86-2,78 (m, 2H), 2,14 (br s, 1H), 2,00-1,93 (m, 1H), 1,51 (t, J = 12,3 Hz, 1H), 1,34 (s, 9H)

Hi

(e

d 0B
Etapa 2: (4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)hexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,8(8aH)-diond. La o solutie de (25,3S,5R)-metil 6-(benziloxi)-3-(((fert-
butoxicarbonil)amino)metil)-7-oxo-1,6-diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat (352 mg, 0,839
mmoli) in DCM (4,19 mL) a fost addugat TFA (1,61 mL, 20,98 mmoli), in picdturi. Dupd 90 min a
fost concentrat in vacuo, dizolvat in DCM si reconcentrat (3x). La reziduu, dizolvat in DCM (5
mL) la 0 °C a fost addugatd TEA (1,17 mL, 8,39 mmoli), dupd care baia de ricire a fost
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indepdrtatd. Dupa 20 h la RT, amestecul a fost diluat cu NaHCO3 saturat (aq) si extras cu EtOAc
(3x). Straturile organice combinate au fost spalate cu apd, saramurd, uscate pe Na>SOy, filtrate si
concentrate in vacuo. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-
DCM, 0-20%), producand compusul principal (158 mg, 66%, 2-etape) sub formd de film
transparent. LC/MS: R, = 0,65 min; m/z = 288,0 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (400MHz,
DMSO-ds) 6 7,99 (s, 1H), 7,48-7,33 (m, 5H), 4,99-4,88 (m, 2H), 3,81 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,59 (br
s, 1H), 3,32-3,22 (m, 1H), 2,89 (br d, /= 11,9 Hz, 1H), 2,75 (d, /= 9,8 Hz, 1H), 2,63 (d, /= 11,9
Hz, 1H), 2,26-2,17 (m, 1H), 1,38 (ddd,/= 143, 9,2, 19 Hz, 1H)

bl

Etapa 3: (4R, 5aS,8aS)-3-hidroxihexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,8(8aH)-diond. Un namol de (4R,5a§,8aS)-3-(benziloxi)hexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-
d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (158 mg, 0,550 mmoli) si Pd-C (10 % Degussa tip 101, 50% apa,
117 mg, 0,055 mmoli) in MeOH:DCM (3:1, 3,67 mL) a fost evacuat si umplut succesiv cu Ho.
Dupa 2 h, amestecul a fost filtrat prin celite si concentrate in vacuo (temperatura baii < 30 °C)
pentru a produce compusul principal (102 mg, 94%) sub forma de solid alb murdar. LC/MS: R; =
0,12 min; m/z = 198,0 (M+1) Metoda 2m_acidic.

Etapa 4: (4R,5aS,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. La o solutie de (4R,5aS,8aS5)-3-hidroxihexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond brutd (102 mg, 0,517 mmoli) in piridina (5,17
mL) a fost addugat SOs-Pi (412 mg, 2,59 mmoli). Dupd 19 h de agitare viguroasa, amestecul a fost
filtrat si concentrat in vacuo (temperatura bdii < 30 °C). Materialul rezultat a fost dizolvat in
NaH,PO4 (1 M, 10 mL), dupd care hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (263 mg, 0,776 mmoli) a
fost adiugat. Dupd 30 min de agitare a fost extras cu IPA:CHCI; (1:4, 3x). Straturile organice
combinate au fost uscate pe Na»SOs, filtrate si concentrate in vacuo (temperatura baii < 30 °C).
Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-30%) pentru a
produce compusul principal (180 mg, 67%) sub forma de spuma alba. LC/MS: R, = 0,13 min; m/z
= 278 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (500MHz, DMSO-ds) 5 7,97 (s, 1H), 3,98 (br s, 1H),
3,81 (d,J= 17,8 Hz, 1H), 3,28 (dd, J = 6,1, 9,9 Hz, 1H), 3,19 - 3,13 (m, 8H), 2,98 (br d, J = 12,1
Hz, 1H), 2,78 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 2,65 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 2,49-2,44 (m, 1H), 2,28-2,19 (m, 1H),
1,63-1,51 (m, 8H), 1,40 (br dd, J= 9,3, 12,7 Hz, 1H), 1,31 (sxt,J = 7,4 Hz, 8H), 0,93 (t, /= 7,3

,
D8O Na

Etapa 5: (4R,5aS,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
3(4H)-ilsulfat de sodiu. DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu ochiuri 200-400 a fost conditionati
prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 3 h. Résina a fost incdrcatd pe o coloand si spdlatd cu apd,
pand la pH 06. A fost apoi spalati cu 1:1 apd/acetoni. (4R,5a5,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu (180 mg, 0,347 mmoli) a fost
dizolvat in 1:1 acetond/apa, si eluat prin risina cu 1:1 acetond/apa. Proba a fost partial concentrati
in vacuo (temperatura bdii < 30 °C), si liofilizatd pentru a produce compusul principal (75 mg,
68%) sub formd de solid alb. LC/MS: R, = 0,25 min; m/z = 278,0 (M+1) Metoda T3_3m_polar; 'H
NMR (500MHz, D;O) 6 4,24-4,18 (m, 2H), 3,51 (dd, /= 10,7, 6,2 Hz, 1H), 3,33 (br d, J = 12,3
Hz, 1H), 3,10 (d, J = 10,7 Hz, 1H), 2,95 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 2,81 (p, J = 8,1 Hz, 1H), 2,54-2,46
(m, 1H), 1,65 (dd, J = 14,7, 9,2 Hz, 1H).



10

15

20

MD/EP 3519419 T2 2020.08.31
39

Procedurd alternativd pentru etapa 5: (4R ,5aS,8aS)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-3(4H)-ilhidrogen sulfat. La o solutie de (4R,5aS,8aS)-2,8-
dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu (6,9
g, 13,30 mmoli) in izobutanol (20,8 mL) si apd, (1,35 mL) la 40 °C a fost adiugat o solutie de 2-
etilhexanoat de sodiu (4,56 g, 26,6 mmoli) in izobutanol (20,8 mL) si apa, (1,35 mL) printr-o
pompa cu seringd la 8 mL/h. Amestecul a fost agitat timp de 1 h 1a 40 °C, apoi ricit la rt si a fost
agitat peste noapte, dupa care a fost filtrat cu o palnie Buchner utilizind hartie de filtru calitativ
Whatman. Turta de filtrare a fost spilatd cu izobutanol (3x) si apoi cu acetond rece gheati (3x).
Vid a fost aplcat in palnie cu un curent de azot peste turta de filtrare timp de 3 h urmat de
liofilizare timp de 3 zile, ceea ce a dat compusul principal (3,05 g, 73%) sub forma de solid alb
cristalin. LC/MS: R, = 0,25 min; m/z = 278,0 (M+1) Metoda T3_3m_polar.

'H NMR (500MHz, D;0) & =4,20 - 4,12 (m, 2H), 3,48 (dd, J=6,2, 10,7 Hz, 1H), 3,33 -
3,25 (m, 1H), 3,05 (d, J=10,7 Hz, 1H), 2,90 (d, J=12,2 Hz, 1H), 2,82 - 2,71 (m, 1H), 2,46 (tdd,
J=2.8, 8,7, 14,7 Hz, 1H), 1,66 - 1,56 (m, 1H)

Spectrul de difractie de raze X in pulbere pentru sarea de sodiu este prezentat in Figura 1.
Instrument: difractometru de raze X (Bruker, model DS8)

Sursd - Cuk a

Latimea pasului 0,02°

Tensiune 40 kV

Curent 40 mA

Timp per pas 120 secunde
Interval de scanare de la 3 1a 39°

gPic 2theta

1 8,31+0,2)
2 [11,6620,2)
3 11445£0,2)
4 16,63 +0,2)
5 17,64 (+0,2)
6 118,120,2)
7 18,64 +0,2)
8 19,51 £0,2)
9 21,68 0,2)
10 23,54 0,2)
11 124,3220,2)
12 25,06 (£0,2)
13 27,37+0,2)
14 127,86+ 0,2)
15 128,7240,2)
16 §31,33 +0,2)
17 §32,60 +0,2)
18 33,58 £0,2)
19 34,43+0,2)
20 135,40£0,2)
21 138,17 (£02)
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Exemplul 2. (4R,5a8,8a8)-7-metil-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[3,4-
dj[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu
T
o
Etapa 1: 6-(benziloxi)-3-(((tert-butoxicarbonil )(metil )Jamino)metil)-7-oxo- 1,6-

diazabiciclo[ 3,2, 1 Joctan-2-carboxilat de (28,3S,5R)-metil. Un amestec agitat de Intermediarul C
(3 g 10,41 mmoli), acid 2-((tert-butoxicarbonil)(metil)amino)acetic (2,56 g, 13,53 mmoli),
Ir[df(CF3)ppia(dtbpi)PFs (0,117 g, 0,104 mmoli), si fosfat de potasiu dibazic (2,175 g, 12,49
mmoli) in DMF (30 mL) a fost degazat prin barbotare de azot prin suspensie timp de 15 min si
apoi a fost lasat sub o linie de azot si iradiat cu un Kessil H150-Blue LED (racire prin ventilator)
timp de 48 h. Reactia a fost diluatd cu NaHCO3 saturat si extrasd cu EtOAc (3x). Straturile
organice combinate au fost spdlate cu api, saramurd, uscate pe Na>SOs, filtrate si concentrate in
vacuo. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (EtOAc-Heptani, 0-100%)
pentru a produce o spumi portocalie (233 mg). Acest material a fost repurificat prin cromatografie
pe silicagel, (EtOAc-Heptani, 0-70%) producind compusul principal (140 mg, 3%) sub forma de
solid galben. LC/MS: R, = 0,92 min; m/z = 434,1(M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (500MHz,
DMSO-ds) 0 7,46-7,42 (m, 2H), 7,41-7,33 (m, 3H), 4,98-4,91 (m, 2H), 3,88-3,81 (m, 1H), 3,78 (br
s, 1H), 3,68 (br s, 3H), 3,26-3,03 (m, 2H), 2,84 (br d, / = 11,6 Hz, 1H), 2,67 (s, 3H), 1,97-1,88 (m,
lH){\ 1,62 (brt, J = 12,6 Hz, 1H), 1,34 (br s, 9H)

Etapa  2:  6-(benziloxi)-3-((metilamino)metil )-7-oxo-1,6-diazabiciclof 3,2, 1 Joctan-2-
carboxilat  de  (25,35,5R)-metil. La o solutie agitatd de  6-(benziloxi)-3-(((tert-
butoxicarbonil)(metil)amino)metil)-7-oxo-1,6-diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat de (25,35,5R)-
metil (140 mg, 0,323 mmoli) in DCM (1,6 mL), TFA (0,622 mL, 8,07 mmoli) a fost adidugat in
picdturi la rt sub N>. Reactia a fost agitatd la rt timp de 90 min si apoi concentrata si coevaporata
cu DCM (3x). Reziduul a fost dizolvat in DCM (2 mL) si ricit 1la 0 °C. TEA (0,450 mL, 3,23
mmoli) a fost addugatd, baia de ricire indepdrtatad si reactia a fost agitata 1a rt timp de 90 min.
Reactia a fost diluatd cu NaHCO3 saturat si extrasd cu EtOAc (3x). Straturile organice combinate
au fost spdlate cu apd, saramurd, uscate pe Na SO, filtrate si concentrate in vacuo. Materialul brut
a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-20%) pentru a produce compusul
principal (86 mg, 88%) sub formd de film transparent. LC/MS: R, = 0,46 min; m/z = 301,9 (M+1)
Metoda 2m_acidic; 'H NMR (400MHz, DMSO-ds) & 7,50-7,32 (m, 5H), 5,03-4,86 (m, 2H), 3,86
(d,J= 7,9 Hz, 1H), 3,60 (br s, 1H), 3,39-3,34 (m, 1H), 2,93-2,83 (m, 2H), 2,76 (s, 3H), 2,57
(d, J=11,9 Hz, 1H), 2,49-2,42 (m, 1H), 2,32-2,18 (m, 1H), 1,38 (ddd, J = 14,3, 9,0, 1,9 Hz, 1H)

AY

3: (4R, 5a8,8aS)-3-hidroxi-7-metilhexahidro-2H- 1,4-metanopirolof 3,4-



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3519419 T2 2020.08.31
41

dJ[1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond. 6-(benziloxi)-3-((metilamino)metil)-7-oxo-1,6-
diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat de (25,35,5R)-metil (143 mg, 0,475 mmoli) a fost dizolvat in
metanol (2,4 mL) si Pd-C (10 %, Degussa tip 101, 50% apa, 101 mg, 0,047 mmoli) a fost addugat.
Amestecul a fost evacuat sub vid si umplut succesiv cu H,. Dupd 1 h de agitare, amestecul a fost
filtrat prin celite si concentrat in vacuo (temperatura baii < 30 °C) pentru a produce compusul
principal (63 mg, 63%) sub formd de solid alb. LC/MS: R, = 0,11 min; m/z = 211,9 (M+1) Metoda
2m_acidic.

Ltapa 4: (4R,5a8,8aS)-7-metil-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolof 3,4-
dJ[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. (4R,5a8,8a5)-3-hidroxi-7-metilthexahidro-2H-
1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (63 mg, 0,298 mmoli) a fost dizolvatd in
piridina (2,9 mL) si SOs-piridind (237 mg, 1,49 mmoli) a fost addugat. Reactia a fost agitatd la rt
timp de 20 h. Reactia a fost filtratd prin un filtru de plastic dispozabil si concentrat sub presiune
redusd (temperatura bdii < 30°C). Acest material a fost dizolvat in NaH,PO4 (1 M, 10 mL) si
hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (152 mg, 0,447 mmoli) a fost addugat. Dupa agitare timp de 30
min la rt a fost extras cu EtOAc (4x). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramura,
uscate pe NaxSQ, filtrate si concentrate in vacuo. Stratul apos a fost extras suplimentar cu 20%
IPA in CHCI; (2x), uscat pe sodium sulfat si concentrat in vacuo (temperatura baii < 30 °C).
Materialul organic combinat a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-30%)
pentru a produce compusul principal (62 mg, 39%) sub forma de film transparent. LC/MS: R, =
0,13 min; m/z = 291,9 (M+1) Metoda 2m_acidic; '"H NMR (400MHz, CDCls) & = 4,34 (br s, 1H),
4,04 (br d, J= 7,3 Hz, 1H), 3,44 (dd, J = 10,0, 5,6 Hz, 1H), 3,34 (br d, J = 2,6 Hz, 1H), 3,28 (br
dd, 7= 10,3 Hz, 5,1 Hz, 8H), 2,97-291 (m, 4H), 2,80 (d, /= 12,0 Hz, 1H), 2,75-2,61 (m, 2H),
1,74-1,60 (m, 9H), 1,44 (sxt, J = 7,4 Hz, 8H), 1,00 (t, J = 7,3 Hz, 12H).

AY

Y
DSTNa

Ltapa 5: (4R,5a8,8aS)-7-metil-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolof 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu. Risind DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu ochiuri 200-
400 a fost conditionata prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 3 h. Risina a fost incircati pe o
coloand de sticld, si spdlati cu apd, pana ce pH-ul a fost (J6. A fost apoi spdlati cu api,:acetond
(1:1). (4R,5a8§,8aS)-7-metil-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il
sulfat de tetrabutilamoniu (62 mg, 0,12 mmoli) a fost dizolvat in 1:1 acetond:apa, si trecut prin
coloana cu acetond:apd, (1:1). Proba a fost partial concentratd in vacuo (temperatura baii < 30 °C)
apoi liofilizatd pentru a produce compusul principal (32 mg, 83%) sub forma de pulbere alba.
LC/MS: R, = 0,48 min; m/z = 291,8 (M+1) Metoda T3_3m_polar; 'H NMR (500MHz, D;0) & =
4,20-4,15 (m, 2H), 3,60 (dd, J = 10,6, 6,4 Hz, 1H), 3,30 (dddd, J = 12,3, 4,0, 2,7, 1,3 Hz, 1H), 3,13
(d, J= 10,4 Hz, 1H), 2,90 (s, 3H), 2,86 (d, J= 12,1 Hz, 1H), 2,77-2,69 (m, 1H), 2,49 (tdd, J =
148, 88, 30 Hz, 1H), 1,59 (ddd,/= 14,8, 89, 20 Hz, 1H).

N
Y
s} 0S0;Na

Exemplul 3. (4R,5a8,8a8)-7-ciclopropil-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo|3,4-
dj[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu
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Etapa 1:  6-(benziloxi)-3-(((tert-butoxicarbonil )(ciclopropil )amino )metil)-7-oxo-1,6-
diazabiciclo[ 3,2, 1 Joctan-2-carboxilat de (28,3S,5R)-metil. Un amestec agitat de Intermediarul C
(4 g, 13,87 mmoli), acid 2-((tert-butoxicarbonil)(ciclo-propil)amino)acetic (3,88 g, 18,04 mmoli),
Ir[df(CF3)ppia(dtbpi)]PFs (0,156 g, 0,139 mmoli), si fosfat de potasiu dibazic (2,90 g, 16,65
mmoli) in DMF (40 mL) a fost degazat prin purjare cu azot timp de 15 min. Amestecul a fost
iradiat sub N» cu un Kessil H150-Blue LED (ricire prin ventilator) timp de 42 h, dupa care a fost a
fost diluat cu NaHCO3 saturat, filtrat si extras cu EtOAc (3x). Straturile organice combinate au
fost spilate cu apd, saramurd, uscate pe Na>SOy, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a
fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (EtOAc-Heptani, 0-100%). Acest material a fost
repurificat inci de doud ori prin cromatografie pe silicagel, (EtOAc-Heptani, 0-100% apoi EtOAc-
Heptani, 0-70%) producind compusul principal (190 mg, 3% Yield) sub formi de film transparent.
LC/MS: Ri= 0,99min; m/z = 460,2 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (400MHz, CDCls) & =
7,45-7,34 (m, 5H), 5,05 (d, /= 11,5 Hz, 1H), 4,89 (d, /= 11,5 Hz, 1H), 4,09 (d, J = 6,5 Hz, 1H),
3,74 (s, 3H), 3,37-3,25 (m, 2H), 3,17-3,07 (m, 1H), 2,92-2,83 (m, 1H), 2,64-2,52 (m, 1H), 2,44-
2,35 (m, 1H), 2,09-1,98 (m, 1H), 1,68 (t, J = 12,7 Hz, 1H), 1,58-1,52 (m, 1H), 1,44-1,39 (m, 9H),
0,80-0,66 (m, 2H), 0,59-0,46 (m, 2H)

\OBra

Etapa 2: (4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-7-ciclopropilhexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond. La o solutie agitatd de (2S5,35,5R)- 6-(benziloxi)-3-(((tert-
butoxicarbonil)(ciclopropil)amino)metil)-7-oxo-1,6-diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat de metil
(190 mg, 0,413 mmoli) dizolvat in DCM (4,1 mL), TFA (0,796 mL, 10,34 mmoli) a fost addugati
in picdturi la rt sub N». Solufia a fost agitata la rt timp de 90 min si apoi concentrati in vacuo, a
fost diluati cu DCM si reconcentratd (3x). Reziduul a fost dizolvat in DCM (2 mL) si racit la 0 °C.
TEA (0,576 mL, 4,13 mmoli) a fost adiugat si a fost agitat timp de 18 h la RT. Solutia a fost
concentrati sub presiune redusd si materialul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel,
(MeOH-DCM, 0-20%), producand compusul principal (103 mg, 76%) sub formd de film
transparent. LC/MS: R; = 0,69min; m/z = 328,0 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR (500MHz,
DMSO-ds) & = 7,46-7,42 (m, 2H), 7,41-7,33 (m, 3H), 4,97-4,89 (m, 2H), 3,87 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
3,59 (br s, 1H), 3,31-3,27 (m, 1H), 2,91-2,85 (m, 1H), 2,76 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 2,66 (tt, J = 7,5,
4,1 Hz, 1H), 2,56 (d, J= 11,9 Hz, 1H), 2,42 (dd, J = 8,5, 6,1 Hz, 1H), 2,19 (ddt, J = 14,3, 8,5, 3,0
Hz, 1H), 1,31 (ddd, J = 14,3, 9,2, 1,9 Hz, 1H), 0,78-0,68 (m, 2H), 0,66-0,55 (m, 2H).

Etapa 3:  (4R,5aS,8aS)-7-ciclopropil-3-hidroxihexahidro-2H- 1,4-metanopi-rolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond. (4R,5a85,8aS)-3-(benziloxi)-7-ciclo-propilhexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (103 mg, 0,315 mmoli) a fost dizolvatdi in
MeOH (3,2 mL) si Pd-C (10% Degussa tip 101, 50% apd, 67,0 mg, 0,031 mmoli) a fost addugat.
Amestecul a fost degazat in vacuo si umplut succesiv cu H,. Dupd agitare timp de 40 min, a fost
filtrat prin celite si concentrate in vacuo (temperatura bdii < 30 °C) pentru a produce compusul
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principal (75 mg, 100%) sub formd de solid alb. LC/MS: R, = 0,54 min; m/z = 238,0 (M+1)
Metoda 2m_acidic.

Etapa 4: (4R, 5aS,8aS)-7-ciclopropil-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. La o solutie de (4R,5aS5,8aS)-7-ciclopropil-3-
hidroxihexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (75 mg, 0,316 mmoli)
in piridind (3,16 mL) a fost addugat SOs-piridind (151 mg, 0,948 mmoli). Dupa agitare timp de 20
h, ndmolul a fost filtrat si concentrat in vacuo (temperatura biii < 30 °C). Reziduul brut a fost
dizolvat in NaH2PO4 saturat (10 mL) si spalat cu EtOAc. La stratul apos a fost addugat hidrogen
sulfat de tetrabutilamoniu (161 mg, 0,474 mmoli). Dupa agitare timp de 45 min a fost extras cu
DCM (4x), uscat pe NaxSQs, filtrat si concentrat in vacuo (temperatura baii < 30 °C). Reziduul
brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (Acetond-DCM, 0-100%) pentru a produce 121
mg de film transparent. LC/MS: R; = 0,14 min; m/z = 318,0 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR
(400MHz, DMSO-ds) 6 = 3,93 (br s, 1H), 3,87 (d, /= 7,8 Hz, 1H), 3,34-3,29 (m, 1H), 3,19-3,13
(m, 8H), 2,99-2,94 (m, 1H), 2,78 (d, J= 9,7 Hz, 1H), 2,68 (i, J = 7,4, 4,2 Hz, 1H), 2,57 (d, J =
11,9 Hz, 1H), 2,46-2,36 (m, 1H), 2,26-2,17 (m, 1H), 1,61-1,52 (m, 8H), 1,35-1,26 (m, 9H), 0,93
(t, J=17,3 Hz, 12H), 0,78-0,69 (m, 2H), 0,66-0,57 (m, 2H).

Y
0S0;Na

Etapa 5: (4R, 5aS,8aS)-7-ciclopropil-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-ilsulfat de sodiu. RasinA DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu ochiuri 200-
400 a fost conditionata prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 3 h. Risina a fost incircati pe o
coloand de sticld, si spdlatd cu apd, (pand la pH ~ 6) urmat de api,:acetond (1:1). O solutie de
tetrabutilamoniu (4R,5a8,8a8)-7-ciclopropil-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat (121 mg, 0,217 mmoli) in api,:acetond (1:1) a fost incircatd pe
aceasta si trecutd prin coloand, eludnd cu api,:acetond (1:1). Proba a fost concentrati in vacuo
(temperatura baii < 30 °C) si liofilizatd, producind compusul principal (51 mg, 66% Yield) sub
formi de pulbere albd. LC/MS: R, = 0,36 min; m/z = 318,0 (M+1) Metoda 2m_acidic; 'H NMR
(500MHz, D,0) 6 4,20-4,14 (m, 2H), 3,55 (dd, J = 10,6, 6,1, Hz, 1H), 3,32-3,26 (m, 1H), 3,09
(d, J= 10,6 Hz, 1H), 2,83 (d,J= 12,3 Hz, 1H), 2,73-2,65 (m, 2H), 2,50-2,42 (m, 1H), 1,51
(dd, J = 14,6, 9,1 Hz, 1H), 0,90-0,74 (m, 3H), 0,71-0,63 (m, 1H).

HO

{

o NoSCiNa
Exemplul 4. (4R,5a8,8a8)-7-(2-hidroxietil)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo/3,4-
dj[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu
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Ltapa 1: (38,448, 7aS)-6-alil-3-hidroxi-7-oxooctahidro- 1 H-pirolo[ 3,4-b Jpiridin- 1 -
carboxilat de tert-butil. La o solufie de (35,4a$,7aS)-3-hidroxi-7-oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-
b]piridin-1-carboxilat de tert-butil (1,50 g, 5,62 mmoli) in DMF (56 mL) la 0 °C a fost addugat
tert-butoxid de potasiu (1 M in THF, 5,6 ml, 5,6 mmoli). Dupd 5 min baia rece a fost indepdrtata si
a fost lasat 1a agitat la rt timp de 30 min, apoi ricit 1a 0 °C, dupa care bromuri de alil (490 uL, 5,66
mmoli) a fost addugata in picaturi. Baia rece a fost indepartatd dupd 5 min, si dupd incd 2 h 1a RT,
a fost concentrat in vacuo si purificat direct prin cromatografie pe silicagel, (acetat de etil-heptan,
0-100%) pentru a produce compusul principal (1,688 g, 81%) sub forma de solid alb. LC/MS: R; =
0,70 min; m/z = 297,1 (M+1) Metoda 2m_acidic; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)* & = 5,72
(ddt, /= 16,4, 11,1, 5,9 Hz, 1H), 5,23-5,15 (m, 2H), 4,96 (s, 1H), 4,77 (d, J = 7,1 Hz, 0,5H), 4,62
(d, 7= 17,1 Hz, 0,5H), 3,97-3,85 (m, 1,5H), 3,85-3,75 (m, 1H), 3,71 (dd, J = 15,3, 6,3 Hz, 0,5H),
3,49-3,42 (m, 1H), 2,83 - 2,77 (m, 1H), 2,50-2,40 (m, 1H), 2,14 (t, /= 11,6 Hz, 0,5H), 2,03-1,91
(m, 1,5H), 1,42 (s, 4,5H), 1,38(s, 4,5H) 0,96 (p, /= 12,1 Hz, 1H). *Raportat ca amestec de

rotameri.
HC

N
o ]
H
BooN .,
“CH

Etapa 2: (35,4aS, 7aS)-3-hidroxi-6-(2-hidroxietil)-7-oxooctahidro-1H-pirolo[ 3,4-
b]piridin-1-carboxilat de tert-butil. O solutie de (35,4a$,7aS)-6-alil-3-hidroxi-7-oxooctahidro-1H-
pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de terf-butil (2,72 g, 9,18 mmoli) in DCM (92 ml) la -78 °C a fost
barbotatd cu Os timp de 30 min. A fost apoi purjatd prin barbotarea de O» timp de inci 20 min la -
78 °C. La solutia transparentd a fost addugata sulfurd de dimetil (6,74 ml, 92 mmoli) si a fost
incdlzita la rt si a fost agitatd timp de 30 min. A fost ricitd 1a 0 °C si MeOH (18 mL) a fost addugat
urmat de borohidrurd de sodiu (694 mg, 18,4 mmoli) apoi ldsati sa se incdlzeasci lent la rt. Dupa
14 h la rt a fost ricitd la 0 °C si NH4Cl saturatd (aq, 10 mL) a fost addugati. Dupd 20 min lart a
fost concentratd in vacuo urmat de adiugare de MeOH si reconcentrati. Reziduul a fost reluat in
MeOH, filtrat apoi reconcentrat. Tolen a fost addugat si ndmolul a fost sonicat, apoi reconcentrat.
LCMS: R; = 0,40 min; m/z = 301,4 (M+1) Metoda 2m_acidic.

B8O,

N
H
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Etapa 3: (35,4aS, 7aS)-6-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil)-3-hidroxi-7-oxooctahidro- 1 H-
pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de tert-butil. La o solutie de (35,4a$,7aS)-3-hidroxi-6-(2-
hidroxietil)-7-oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de tert-butil (9,18 mmoli) in
piridind (18 ml) a fost addugatd TBS-CI (1,384 g, 9,18 mmoli). Dupd agitare timp de 24 hlart a
fost concentratd in vacuo si reluatd in EtOAc si spélati cu apd,. Stratul apos a fost extras cu EtOAc
(2x) si straturile organice combinate au fost spilate cu saramurd, uscate pe Na,SOy, filtrate si
concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, producand
compusul principal (2,433 g, 64% 3-ctape) sub formi de solid alb. LCMS: R, = 0,89 min; m/z =
415,4 (M+1) Metoda 2m_acidic.

TBEQ

Ltapa 4: (3R, 4aS, 7aS)-3-((N-(benziloxi)-2-nitrofenil )sulfonamido)-6-(2-((tert-
butildimetilsilil Joxi)etil)-7-oxooctahidro-1 H-pirolo[ 3,4-bpiridin-1-carboxilat de tert-butil. La o
solutie de (35,4aS8,7aS)-6-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil ) -3-hidroxi-7-oxooctahidro- 1 H-
pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de fert-butil (2,411 g, 5,82 mmoli), N-(benziloxi)-2-
nitrobenzensulfonamida (2,160 g, 7,01 mmoli) si trifenilfosfina (1,830 g, 6,98 mmoli) in THF (65
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ml) la -17 °C a fost addugat DIAD (1,40 ml, 6,98 mmoli) sub forma de solutie in THF (10 mL), in
picdturi. A fost ldsat si se incdlzeascd lent la rt si a fost agitat timp de 18 h apoi concentrat in
vacuo si purificat direct prin cromatografie pe silicagel, producand compusul principal (1,785 g,
44% randament) sub formd de solid alb. LCMS: R;= 1,15 min; m/z = 705,4 (M+1) Metoda

2m_acidic.
TB5G

Etapa  4: N-(benziloxi)-N-((3R,4as, 7a8S)-6-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil)-7-
oxooctahidro-1H-pirolo[ 3,4-b]piridin-3-il)-2-nitrobenzensulfonamidd. La un flacon incdrcat cu
bromura de zinc(Il) (1,21 g, 5,37 mmoli, uscat la 200 °C timp de 3 h, a fost addugati o solutie de
(3R,4a8,7aS)-3-((N-(benziloxi)-2-nitrofenil)sulfonamido)-6-(2-((fert-butildimetilsilil )oxi)etil)- 7-
oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de tert-butil (1,79 g, 2,53 mmoli) in DCM (8,5
mL). Dupd agitare la rt timp de 18 h, a fost diluat cu DCM si stins cu NaHCO3 saturat. Dupa
incetarea formdrii de bule, straturile au fost separate, si stratul apos a fost extras cu DCM (3x).
Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SQOy, filtrate si concentrate in vacuo, avand ca
rezultat o spumd albd. LCMS: R, = 0,94 min; m/z = 605,3 (M+1) Metoda 2m_acidic.

TBEC

Ltapa 5: (3R, 4as8, 7aS)-3-((benziloxi)amino)-6-(2-((tert-
butildimetilsilil Joxi)etil Joctahidro-7H-pirolo[ 3,4-bpiridin-7-ond. La un nidmol de N-(benziloxi)-
N-((3R,4aS,7a5)-6-(2-((tert-butildimetilsilil)oxi)etil)-7-oxooctahidro-1 H-pirolo[3,4-b]piridin-3-il)-
2-nitrobenzensulfonamida (1,53 g, 2,53 mmoli) si K.COs (1,753 g, 12,68 mmoli) in ACN (25 mL)
a fost adiugat tiofenol (1,343 ml, 12,65 mmoli). Dupa 22 h a fost filtrat si concentrat in vacuo.
Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, producand compusul principal (919
mg, 87%, 2-ctape) sub forma de spumd albicioasd. LCMS: R, = 0,82 min; m/z = 420,4 (M+1)

Metoda 2m_acidic.
BRSO

o “oign

Etapa 6: (4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-7-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil)-hexahidro-2H-
1,4-metanopirolo[3,4-d][ 1,3 ]diazepin-2,8(3H)-diond. La o  solutiec de  (3R,4aS,7aS)-3-
((benziloxi)amino)-6-(2-((tert-butildimetilsilil)oxi)etil )Joctahidro-7H-pirolo[3,4-b] piridin-7-ond
(919 mg, 2,19 mmoli) si DIPEA (1,2 mL, 6,87 mmoli) in acetonitril (68,4 mL) la 0 °C a fost
addugat fosgen (15-20% in toluen, 1,60 mL, 2,24 mmoli) sub forma de solutie in acetonitril (10
mL) cu o vitezd de 8 mL/h. A fost ldsat sd creascd lent la rt. Dupa 20 h a fost concentrat in vacuo,
impartit intre EtOAc/HCI (aq, 0,2 M) si fazele au fost separate. Stratul apos a fost extras cu EtOAc
(2x) sl straturile organice combinate au fost spdlate cu saramurd, NaHCO3 saturat, uscate pe
Na>SO04/MgSOq, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie
pe silicagel, producand compusul principal (549 mg, 56%) sub forma de spumi albd. LCMS: R, =
0,95 min; m/z = 446,4 (M+1) Metoda 2m_acidic.
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TBEQ,

Etapa 7: (4R,5a8,8aS)-7-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil)-3-hidroxihexahidro-2H-1,4-
metanopirolof 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-2,8(3H)-diond. Un ndmol de (4R,5aS§,8aS)-3-(benziloxi)-7-(2-
((tert-butildimetilsilil)oxi)etiDhexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3 H)-diona
(110 mg, 0,247 mmoli) si Pd-C (10% Degussa tip 101, 50% apa, 25 mg, 0,012 mmoli) in MeOH
(2,5 mL) a fost degazat si umplut succesiv cu H, (3x). Dupa 3 h de agitare viguroasd namolul a
fost purjat cu N, filtrat prin celite si concentrat in vacuo. Toluen a fost addugat si a fost sonicat
apoi reconcentrat. Randament cantitativ presupus. LCMS: R;= 0,71 min; m/z = 356,4 (M+1)
Metoda 2m_acidic.

TBSQ

Etapa 8: (4R, 5aS,8aS)-7-(2-((tert-butildimetilsililJoxi)etil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-
metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-3(4H)-ilsulfat  de  tetrabutilamoniu. La o solutie de
(4R,5a8,8aS)-7-(2-((tert-butildimetilsilil)oxi)etil)-3-hidroxihexahidro-2 H-1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diona (0,247 mmoli) in piridind (1,6 mL) a fost addugat SOs-Pi (197 mg,
1,24 mmoli). Dupd agitare timp de 17 h la rt amestecul a fost concentrat in vacuo si transformat
intr-un ndmol in DCM apoi filtrat si reconcentrat in vacuo. Solidul rezultat a fost dizolvat in
NaH,PO, (1 M aq, 20 mL), dupa care hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (131 mg, 0,386 mmoli) a
fost adiugat. Dupa agitare timp de 45 min a fost extras cu DCM (4x) si straturile organice
combinate au fost uscate pe Na,SOs, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat
prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-20%) pentru a produce compusul principal (56
mg, 34%, 3-ctape) sub forma de spumd albicioasd. LCMS: R = 0,81 min; m/z = 436,3 (M+1)

Metoda 2m_acidic.
TBSO

Etapa 9: (4R, 5aS,8aS)-7-(2-((tert-butildimetilsilil Joxi)etil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-
metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-3(4H)-ilsulfat de sodiu. Rasini DOWEX 50Wx8 hidrogen
forma cu ochiuri 200-400 a fost conditionatd prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 3 h. Risina a fost
incdrcatd pe o coloand de sticld, si spilatad cu apd, (pand la pH = 6) urmata de apa,:acetona (1:1). O
solutie de (4R,5a8,8a8)-7-(2-((tert-butildimetilsilil)oxi)etil)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu (56 mg, 0,083 mmoli) in
apd,:acetond (1:1) a fost incdrcata pe aceasta si trecuti prin coloand, eludnd cu api,:acetond (1:1).
Proba a fost concentratd in vacuo (temperatura biii < 30 °C) si liofilizatd, producind compusul
principal (36 mg, 95% Yield) sub formd de pulbere albd. LCMS: R; = 0,84 min; m/z = 436,3
(M+1) Metoda 2m_acidic.
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Etapa 10: (4R,5aS,8aS)-7-(2-hidroxietil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-3(4H)-il  sulfat de sodiu.La un ndmol de (4R,5aS,8aS)-7-(2-((tert-
butildimetilsilil)oxi)etil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4 H)-il
sulfat de sodiu (36 mg, 0,079 mmoli) in acetonitril (790 uL) a fost adiugatd trifluorhidrat de
trietilamind (13,07 pl, 0,079 mmoli), in picaturi si solufia rezultata a fost incilziti la 45 °C timp de
3 h. Trifluorhidrat de trietilaming adifional (13,07 pl, 0,079 mmoli) a fost addugat si a fost incalzit
la 45 °C timp de 2 h apoi concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost reluat in tampon fosfat (pH = 6)
st purificat prin HPLC cu faza inversi (T3, Coloand Atlantis, 30 x 100 mm, 5 L m, Coloand C18;
ACN-ap3, cu 3,75 mmoli tampon NH4OAC, 20-60 mL/min), producand compusul principal (13,9
mg) sub formad de pulbere albd. LCMS: Ri= 0,34 min; m/z = 3222 (M+1) Metoda
T3_3m_polar. '"H NMR (500 MHz, D;0O) 5 4,8 (d, /= 8,0 Hz, 1H), 4,14 (s, 1H), 3,69 (t, J = 5,4
Hz, 2H), 3,61 (dd, J = 10,7, 6,3 Hz, 1H), 3,49-3,37 (m, 2H), 3,29-3,22 (m, 1H), 3,17-3,14 (m, 1H),
2,84 (d, J= 12,2 Hz, 1H), 2,75 - 2,67 (m, 1H), 2,45 (ddt, J = 14,7, 8,7, 3,0 Hz, 1H), 1,54 (ddd, J =
14,8, 9,0, 2,0 Hz, 1H).

HoN

I

‘)'-“'"' K

S “O80,Ns
Exemplul 5. (4R,5a8,8a8)-7-(2-aminoetil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[3,4-
dl[1,3]diazepin-3(4H)-il hidrogen sulfat.

HO,
)
{
N
0%
H
N
o}mm\mn

Etapa 1: (4R, 5a8,8aS)-3-(benziloxi)-7-(2-hidroxietil )hexahidro-2H- 1,4-
metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-2,8(3H)-diond. La o solutie de (4R,5aS,8a5)-3-(benziloxi)-7-(2-
((tert-butildimetilsilil)oxi)etil)hexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3 H)-diona
(530 mg, 1,19 mmoli) in THF (12 mL) la 0 °C a fost addugat TBAF (1,2 mL, 1,20 mmoli). Dupa 1
h 1a 0 °C a fost concentrat in vacuo, impdrtit intre EtOAc/apd, si fazele au fost separate. Stratul
apos a fost extras cu EtOAc (2x) si straturile organice combinate au fost spilate cu saramura,
uscate pe NaxSOs/MgSQ,, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin
cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-7%) pentru a produce compusul principal (268 mg,
68%) sub formi de solid alb. LCMS: R, = 0,55 min; m/z = 332,3 (M+1) Metoda 2m_acidic. 'H
NMR (500 MHz, CDClz-d) 6 7,48-7,36 (m, SH), 5,09 (d, J= 11,3 Hz, 1H), 4,93 (d, /= 11,2 Hz,
1H), 4,18 (d, /= 7,8 Hz, 1H), 3,87-3,75 (m, 2H), 3,66-3,54 (m, 2H), 3,42-3,35 (m, 1H), 3,30 (s,
1H), 3,10 (d, /= 12,2 Hz, 1H), 3,03 (d, /= 10,1 Hz, 1H), 2,81-2,72 (m, 2H), 2,48-2,39 (m, 2H),
1,38 (dd, /= 14,2, 9,2 Hz, 1H).

MsQ

=
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Etapa 2: 2-((4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-2,8-dioxooctahidro-7H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-7-il)etil  metansulfonat. La o solutie de (4R,5aS,8a5)-3-(benziloxi)-7-(2-
hidroxietil)hexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diond (265.4 mg, 0,801
mmoli) si TEA (140 pl, 1,00 mmoli) in DCM (4,0 mL) a fost addugatd MsCl (65,5 ul, 0,841
mmoli). Dupd 45 min a fost spilatd cu apd. Stratul apos a fost extras cu DCM (2x) si straturile
organice combinate au fost uscate pe Na,SO4/MgSO,, filtrate si concentrate in vacuo, producind
compusul principal (332 mg) sub formd de solid alb. LCMS: R, = 0,55 min; m/z = 410,3 (M+1)

Metoda 2m_acidic.
’Bac

—N
N"--\ H
07:&!/\,2
N
# N‘osn

¢

Beo

Etapa 3: (2-((4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-2,8-dioxooctahidro-7H-1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][ 1,3]diazepin-7-il)etil jiminodicarboxilat de di-terf-butil. La o solutie de iminodicarboxilat de di-
tert-butil (153 mg, 0,704 mmoli) in DMF (3,2 mL) a fost adiugat rert-butoxid de potasiu (1 M in
THF, 700 pL, 0,700 mmoli). Dupd 30 min la RT, o solutie de 2-((4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-2,8-
dioxooctahidro-7H-14-metanopirolo[3,4-d][13]diazepin-7-il)etil metansulfonat (262 mg, 0,640
mmoli) in DMF (2 mL, 2x500 pL a fosthes) a fost addugati. A fost agitatd la rt timp de 10 min,
incalziti la 50 °C timp de 100 min apoi a fost agitatd la rt timp de 12 h, dupa care a fost diluatd cu
EtOAc si spalatd cu saramurd (' saturatd). Stratul apos a fost extras cu EtOAc (2x) si straturile
organice combinate au fost uscate pe NaxSO4/MgSOs, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul
brut a fost purificat prin cromatografie de silicagel (EtOAc-heptan, 0-90%), producand compusul
principal (293 mg, 86%) sub forma de solid alb. LCMS: R; = 0,87 min; m/z = 431,4 (M - Boc +1)

Metoda 2m_acidic.
BooHM

Etapa  4: (2-((4R,5a8,8aS)-3-hidroxi-2,8-dioxooctahidro-7H- 1,4-metanopirolof 3,4-
d][ 1,3]diazepin-7-il)etil)carbamat de tert-butil. Un ndmol de (2-((4R,5aS,8aS)-3-(benziloxi)-2,8-
dioxooctahidro-7H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-7-il)etil)iminodicarboxilat de di-tert-
butil (226,8 mg, 0,427 mmoli) si Pd-C (10% Degussa tip 101, 50% apa, 45,3 mg, 0,021 mmoli) in
MeOH (4,2 mL) a fost degazat si umplut succesiv cu H» (3x). Dupa 3 h de agitare viguroasa
nimolul a fost purjat cu Ny, filtrat prin celite si concentrat in vacuo. Toluen a fost addugat si a fost
sonicat apoi reconcentrat. Randament cantitativ presupus. LCMS: R;= 0,65 min; m/z = 3414
(M+1) Metoda 2m_acidic.

BocHN

! @
,;j"—‘*""\ S HNT R
¢ 0s0; i
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Etapa 5: (4R, 5a8,8aS)-7-(2-((tert-butoxicarbonil Jamino )etil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-
metanopirolo[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-3(4H)-il sulfat de piridin-1-iu. La o solutie de (2-((4R,5aS,8aS)-
3-hidroxi-2,8-dioxooctahidro-7H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-7-il)etil )carbamat de fert-
butil in piridind (3 mL) a fost addugatd SO;-Piridina (335 mg, 2,10 mmoli). Dupd 15 h la rt a fost
concentrat in vacuo, transformat intr-un ndmol in DCM si filtrat, producind compusul principal
sub forma de solid alb murdar. Randament cantitativ presupus. LCMS: R, = 0,59 min; m/z = 321 ,4
(M - Boc +1) Metoda 2m_acidic.
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Etapa 6: (4R,5a8,8aS)-7-(2-aminoetil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-3(4H)-il  hidrogen  sulfat. La un ndmol de (4R,5aS5,8aS)-7-(2-((tert-
butoxicarbonil)amino)etil)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il
sulfat de piridin-1-iu (210 mg, 0,421 mmoli) in DCM (4,2 mL) 1a 0 °C a fost addugat TFA (973 ul,
12,63 mmoli). Dupd 2,5 h la 0 °C a fost concentrat in vacuo, transformat intr-un ndmol in DCM si
reconcentrat. Reziduul brut a fost reluat in tampon fosfat (pH = 6), filtrat si purificat prin HPLC cu
faza inversd (T3, coloand Atlantis, 30 x 100 mm, 5 L m, Coloand C18; apd, cu 3,75 mmoli
NH.OAC buffer, 20-60 mL/min), producind compusul principal (155 mg) sub forma de pulbere
albd. LCMS: R; = 0,22 min; m/z = 321,4 (M+1) Metoda T3_3m_polar. 'H NMR (500 MHz, D,0)
64,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 3,94 (s, 1H), 3,61 (dt, J= 14,3, 6,9 Hz, 1H), 3,45 (dd, J = 10,5, 6,4 Hz,
1H), 3,28 (dt, /= 14,8, 5,6 Hz, 1H), 3,06 (brd, J = 12,4 Hz, 1H), 2,96 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,92
(d, 7= 10,5 Hz, 1H), 2,68 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 2,55 (p, /= 8,3 Hz, 1H), 2,31-2,21 (m, 1H), 1,38
(dd, 7= 14,9, 9,1 Hz, 1H).

N
H
]
H
N
;L-—-wr\s
d N0S0;Ma
Exemplul 6. (4R,5a8,8a8)-2,8-dioxo-7-propilhexahidro-2H-1,4-metanopirolo/3,4-

dj[1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu.

Etapa 1: (3R, 4aS,7aS)-6-alil-3-((N-(benziloxi)-2-nitrofenil )sulfonamido)-7-oxooctahidro-
1H-pirolo[ 3,4-b]piridin-1-carboxilat de tert-butil. La o solutie de (35,4aS,7aS)-6-alil-3-hidroxi-7-
oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de tert-butil (786,4 mg, 2,65 mmoli), N-
(benziloxi)-2-nitrobenzensulfonamidd (900 mg, 2,92 mmoli) si trifenilfosfind (835 mg, 3,18
mmoli) in THF (29 mL) la -17 °C a fost addugat DIAD (0,640 mL, 3,18 mmoli) sub formi de
solutie in THF (4,1 mL) in picaturi la 6:30 pm. A fost ldsat s se incilzeasca lent la rt si a fost
agitat timp de 22 h apoi concentrat in vacuo si purificat direct prin cromatografie pe silicagel,
(EtOAc-heptan, 0-40%), producand compusul principal (846 mg, 54%) sub formd de solid alb
murdar. LCMS: R, = 0,95 min; m/z = 587,3 (M+1) Metoda 2m_acidic.

3

Ltapa 2: N-((3R,4aS,7aS )-6-alil-7-oxooctahidro- 1 H-pirolo[ 3,4-b [piridin-3-il)-N-
(benziloxi)-2-nitrobenzensulfonamidd. Intr-un flacon incircat cu bromura de zinc(Il) (681 mg, 3,02
mmoli, uscatdi la 200 °C timp de 4 h) si (3R,4aS,7aS)-6-alil-3-((N-(benziloxi)-2-
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nitrofenil)sulfonamido)-7-oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]piridin-1-carboxilat de ferf-butil (845 mg,
1,44 mmoli), sub N, a fost addugat DCM (4,8 mL). Dupd agitare la rt timp de 15 h, a fost diluat cu
DCM si stins cu NaHCO3 saturat. Dupd incetarea formdrii de bule, straturile au fost separate, si
stratul apos a fost extras cu DCM (3x). Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO; si
concentrate in vacuo, avind ca rezultat o spumd albd. Randament cantitativ presupus. LCMS: Rt =
0,70 min; m/z = 487,2 (M+1) Metoda 2m_acidic.

N 380

Etapa 3: (3R4aS,7aS)-6-alil-3-((benziloxi)amino)octahidro-7H-pirolo[ 3,4-b]piridin-7-
ond.La un ndmol de N-((3R.4aS,7aS)-6-alil-7-oxooctahidro-1H-pirolo[3,4-b]piridin-3-il)-N-
(benziloxi)-2-nitrobenzensulfonamida (1,44 mmoli) si K>CO;3 (995 mg, 7,20 mmoli) in ACN (14,4
mL) a fost addugat tiofenol (764 L_L, 7,20 mmoli). Dupd 21 h a fost filtrat si concentrat in vacuo.
Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-8%), producand
compusul principal (385 mg, 89%, 2-ctape) sub forma de spumai albicioasd. LCMS: Rt = 0,49 min;
m/z = 302,4 (M+1) Metoda 2m_acidic.

Ltapa 4: (4R, 5aS,8aS)-7-alil-3-(benziloxi)hexahidro-2H-1,4-metanopirolof 3,4-
d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diond. La o solutie de (3R,4aS,7aS)-6-alil-3-((benziloxi)amino)octahidro-
7H-pirolo[3,4-b]piridin-7-ona (385 mg, 1,28 mmoli) si DIPEA (670 pL, 3,83 mmoli) in ACN (40
mL) la 0 °C a fost adiugat fosgen (1,20 mL, 1,66 mmoli) sub forma de solutie in ACN (5,7 mL) cu
o viteza de 6,5 mL/h. A fost lisatd s creasci lent la rt. Dupd 20 h a fost concentratd in vacuo,
impartitd intre EtOAc/HCI (0,2 N) si fazele au fost separate. Stratul apos a fost extras cu EtOAc
(3x) si straturile organice combinate au fost spilate cu saramura si NaHCO3 saturat. Spalatura de
saramurd a fost combinatd cu spdlatura de NaHCO3 saturat si solutia a fost extrasd cu 10%
MeOH/DCM (2x). Stratul apos acid a fost re-extras cu 10% MeOH/DCM (2x) si straturile
organice combinate au fost uscate pe NaxSOy, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost
purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 0-10%), producand compusul principal
(369,2 mg, 88%) sub formd de spumd albd. LCMS: Rt = 0,60 min; m/z = 3284 (M+1) Metoda
2m_acidic.

Ltapa 5: (4R,5a8,8aS)-3-hidroxi-7-propilhexahidro-2H- 1,4-metanopirolof 3,4-
dJ[1,3]diazepin-2,8(3H)-diond. Un ndmol de (4R,5aS,8aS5)-7-alil-3-(benziloxi)hexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diona (209 mg, 0,638 mmoli) si Pd-C (10% Degussa tip
101, 50% apd, 41 mg, 0,019 mmoli) in MeOH (6,4 mL) a fost degazat si umplut succesiv cu
H> (3x). Dupd 5 h de agitare viguroasd ndmolul a fost purjat cu N>, mai mult Pd-C (10% Degussa
tip 101, 50% apd, 41 mg, 0,019 mmoli) a fost addugat si a fost degazat si umplut succesiv cu
H> (3x). Dupi 2 h de agitare viguroasi a fost purjat cu N; apoi filtrat prin celite si concentrat in
vacuo. Toluen a fost addugat si a fost sonicat, apoi reconcentrat. Randament cantitativ presupus.
LCMS: R, = 0,27 min; m/z = 240,3 (M+1) Metoda 2m_acidic.
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Ltapa 6: (4R,5aS,8aS)-2,8-dioxo-7-propilhexahidro-2H- 1,4-metanopirolof 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. La o solutie de (4R,5aS,8aS)-3-hidroxi-7-
propilhexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(3H)-diona (0,638 mmoli) in piridind
(6,4 mL) a fost addugatd SOz-Pi (508 mg, 3,19 mmoli). Dupi agitare timp de 13 h la rt amestecul a
fost filtrat si concentrat in vacuo. Solidul rezultat a fost dizolvat in NaH,PO, (1 M aq, 40 mL),
dupi care hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (325 mg, 0,957 mmoli) a fost addugat. Dupa agitare
timp de 1,5 h a fost extras cu DCM (4x) si straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SOs,
filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel,
(MeOH-DCM, 0-15%) pentru a produce compusul principal (229 mg, 64%, 3-etape) sub forma de

solid alb. LCMS: Ri= 0,81 min; m/z = 4363 (M+1) Metoda 2m_acidic.
2\1
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Ltapa 7: (4R,5a8,8aS)-2,8-dioxo-7-propilhexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[3,4-

d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de sodiu. RasindA DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu ochiuri 200-
400 a fost conditionata prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 2 h. Risina a fost incircati pe o
coloand de sticld, si spalatd cu apd, (pand la pH =~ 6) urmat de api:acetona (1:1). O solutic de
tetrabutilamoniu (4R,5a8,8a5)-2,8-dioxo-7-propilhexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat (228 mg, 0,408 mmoli) in apa:acetond (1:1) a fost incircatd pe
coloand si trecutd prin aceasta, eludnd cu apd,:acetond (1:1). Proba a fost concentrati in vacuo
(temperatura baii < 30 °C) si liofilizata, producind compusul principal (120 mg, 85%) sub forma
de pulbere alba. LCMS: R, = 0,30 min; m/z = 320,3 (M+1) Metoda 2m_acidic. '"H NMR (500
MHz, D;O) 6 4,18 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,14 (s, 1H), 3,54 (dd, J = 10,9, 6,3 Hz, 1H), 3,32-3,17 (m,
3H), 3,10 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 2,80 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 2,69 (p, J = 8,2 Hz, 1H), 2,50-2,41 (m,
1H), 1,57-1,47 (m, 3H), 0,81 (t, J = 7,4, 3H).

N
N
o] OSO,Na

Exemplul 7. (4R,5aR,9aS)-2,9-dioxooctahidro-1,4-metanopirido|3,4-d][1,3]diazepin-3(2H)-il
hidrogen sulfat de sodiu.

QEL
H

Boc

Etapa 1: (25,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil Jamino piperidin-1,2-dicarboxilat de
1-(tert-butil) 2-etil. La o suspensie de 5-((benziloxi)amino)piperidin-2-carboxilat de (25,5R)-etil
oxalat (13,25 g, 36,0 mmoli) in EtOAc (200 mL) au fost addugate Na>COs (2,0 M, 80 mL, 160
mmoli) si hidroxid de sodiu (1,0 M, 40 mL, 40 mmoli). Amestecul a fost agitat la temperatura
camerei timp de 30 min. Precipitatul format a fost indepdrtat prin filtrare si cele doud straturi de
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filtrat au fost separate. Stratul organic a fost spdlat cu saramura (50 ml), uscat pe Na>SOs, filtrat si
concentrat in vacuo, dand un ulei vascos (10,0 g). La o solutie de acest ulei (10,0 g, 35,9 mmoli) in
THF (100ml) au fost addugate Boc-anhidrida (23,5 g, 108 mmoli), trietilamind (15,0 ml, 108
mmoli) si DMAP (4,38 g, 35,9 mmoli). Amestecul de reactie a fost agitat timp de 60 h si apoi
incdlzit 1a 50 °C timp de 2 zile. Solventul a fost indepartat in vacuo si reluat in EtOAc/Heptan (300
mL, 1/1), spalat cu apd, (100 mL), HCI1 (0,1 N, 50 mL), saramurd (50 mL), uscat pe Na,SQs, filtrat
si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (EtOAc-
Heptan, 0-40%) pentru a produce compusul principal (9,6 g, 55%) sub forma de ulei. LCMS: R; =
1,19 min , m/z = 479,2 (M+1), Metoda 2m_acidic.
OH
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Ltapa 2: acid (25,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil Jamino)-1-(tert-
butoxicarbonil )piperidin-2-carboxilic. La o solutie de (25,5R)-5-((benziloxi)(tert-
butoxicarbonil)amino)piperidin-1,2-dicarboxilat de 1-(tert-butil) 2-etil (9,60 mg, 20,06 mmoli) in
THF:MeOH (3:1, 80 mL) la 0 °C a fost lent adiugati o solutie de hidroxid de sodiu (1 N, 40 mL).
Dupd 5hlaRT, HCI (1 N, 41 mL) a fost lent adiugatd, a fost extrasid cu EtOAc (300 mL). Stratul
organic a fost uscat pe Na,SO,, filtrat si concentrat in vacuo pentru a produce compusul principal
(8,78 g, 97%) sub forma de solid moale. LCMS: Ri= 1,05 min, m/z = 451,2 (M+1) Metoda
2m_acidic.
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Ltapa 3: (25,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil Jamino)-2-(chinolin-§-

ilcarbamoil )piperidin-1-carboxilat de tert-butil. La o solutie de acid (25,5R)-5-((benziloxi)(tert-
butoxicarbonil)amino)- 1-(terf-butoxicarbonil)piperidin-2-carboxilic (6,010 g, 13,34 mmoli) in
DCM (100 mL) la 0 °C a fost addugatd chinolin-8-amind (2116 mg, 14,67 mmoli) urmati de
DIPEA (4,66 mL, 26,7 mmoli) si HATU (6,087 g, 16,01 mmoli). Dupi agitare sub argon la rt timp
de 2,5 h, amestecul a fost turnat in apa, (150 mL) si extras cu DCM (100 mL). Stratul organic a
fost uscat pe MgSQO,, filtrat si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin
cromatografie pe silicagel (EtOAc-Heptan, 10-40%), producand compusul principal (6,60 g, 86%)
sub forma de solid moale. LCMS: R, = 1,22 min, m/z = 577,3 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Etapa 4: (285,3S,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil Jamino)-3-(2-metoxi-2-oxoetil)-2-
(chinolin-8-ilcarbamoil )piperidin-1-carboxilat  de tert-butil. La o solutie de (2S,5R)-5-
((benziloxi)(fert-butoxicarbonil)amino)-2-(chinolin-8-ilcarbamoil)piperidin-1-carboxilat de fert-
butil (5,580 g, 9,68 mmoli) in 2-metil-2-butanol (95 mL) au fost addugate dibenzil hidrogen fosfat
(538 mg, 1,94 mmoli), carbonat de argint (5,336 mg, 19,35 mmoli), acetat de Pd(II) (434 mg, 1,94
mmoli) si metil 2-bromacetat (2,83 mL, 29,0 mmoli). Amestecul a fost purjat cu argon, sigilat si
incdlzit la 110 °C timp de 20 h. Acetat de Pd(II) aditional (217 mg, 0,97 mmoli) si metil 2-
bromoacetat (1,88 mL, 19,36 mmoli) au fost addugate si amestecul de reactie a fost agitat 1a 110
°C timp de incd 20 h. Amestecul a fost ricit la temperatura camerei, a fost diluat ca DCM (100
ml), filtrat si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel
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(EtOAc-Heptan, 0-35%) pentru a produce compusul principal (2,170 g, 35%) sub forma de ulei
vascos. LCMS: R, = 1,26 min, m/z = 649,3 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Ltapa 5: (25,35,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil Jamino )-3-(2-hidroxietil)-2-
(chinolin-8-ilcarbamoil )piperidin-1-carboxilat de tert-butil. La o solutie de terf-butil (25,35,5R)-5-
((benziloxi)(fert-butoxicarbonil)amino)-3-(2-metoxi-2-oxoetil)-2-(chinolin-8-
ilcarbamoil)piperidin-1-carboxilat (2,40 g, 3,70 mmoli) in THF (60 mL) la 0 °C a fost addugata
super-hidrurd (1,0 M in THF, 18,50 mL, 18,5 mmoli). Dupi agitare 1la 0 °C timp de 5 h, AcOH
(50% aq, 10 ml) a fost addugat urmat de NH4Cl saturatd (30 mL) si EtOAc (150 mL). Straturile au
fost separate, si stratul organic a fost spdlat cu saramurd (50 mL), uscat pe Na,SO,, filtrat si
concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (EtOAc-Heptan,
10-60%) pentru a produce compusul principal (680 mg, 30%). LCMS: R; = 1,16 min, m/z = 621,1
(M+1), Metoda 2m_acidic.
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Ltapa 6: (25,3S,5R)-5-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil jamino)-3-(2-
((metilsulfonil)oxi)etil)-2-(chinolin-8-ilcarbamoil )piperidin-1-carboxilat de tert-butil. La o solutie
de (25,35,5R)-5-((benziloxi)(terf-butoxicarbonil)amino)-3-(2-hidroxietil)-2-(chinolin-8-

ilcarbamoil)piperidin-1-carboxilat de terf-butil (680 mg, 1,10 mmoli) in diclormetan (20 mL) la O
°C au fost addugate trietilamind (0,30 mL, 2,19 mmoli) si clorurd de metilsulfonil (0,17 mL, 2,19
mmoli). Dupd agitare timp de 20 h la rt amestecul a fost diluat cu apd, (20 mL) si EtOAc (100 mL)
si a fost agitat timp de Inca 5 min, dupi care straturile au fost separate. Stratul organic a fost spilat
cu NaH,PO4 (1,0 M, 2x40 mL), saramurd (30 mL), uscat pe Na,SOs, filtrat si concentrat in vacuo,
producand compusul principal (randament cantitativ) sub forma de solid moale. LCMS: R, = 1,22
min, m/z = 699,4 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Etapa 7: (3R, 4aR,8aS)-3-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil)amino)-8-oxo-7-(chinolin-8-
ilJoctahidro-1,7-naftiridin-1(2H)-carboxilat  de tert-butil. La o solutie de (25,35,5R)-5-
((benziloxi)(fert-butoxicarbonil)amino)-3-(2-((metilsulfonil)oxi)etil)-2-(chinolin-8-
ilcarbamoil)piperidin-1-carboxilat de tert-butil (690 mg, 0,99 mmoli) in THF (16 mL) la 0 °C a
fost addugatd LDA (1,0 M in THF/hexan, 1,97 mL). Dupa agitare la 0 °C timp de 2,5 h, a fost
incdlzit 1a rt si a fost agitat peste noapte. Solufie saturatd de NH4C1 (20 mL) a fost adiugata, si
amestecul a fost extras cu EtOAc (80 mL). Stratul organic a fost spilat cu saramurd (20 mL), uscat
pe NaxSO, filtrat si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (EtOAc-Heptan, 30-80%) pentru a produce compusul principal (680 mg, 45%) sub forma
de solid moale. LCMS: R; = 1,03 min, m/z = 603,4 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Etapa 8: (3R,4aR,8aS)-3-((benziloxi)(tert-butoxicarbonil)amino)-S8-oxooctahidro-1,7-
naftiridin-1(2H)-carboxilat  de  tert-butil. O  solutie de (3R,4aR,8aS)-3-((benziloxi)(tert-
butoxicarbonil)amino)-8-oxo-7-(chinolin-8-il)octahidro-1,7-naftiridin-1(2H)-carboxilat de tert-
butil (270 mg, 0,448 mmoli) in DCM uscat (15 mL) la -78 °C a fost barbotatd cu Oz pani la
pesistenta unei coloratii albastre, dupa care linia de barbotare a fost indepartatd. Dupa agitare la -
78 °C timp de 45 min, cularea albastrd a dispirut si a fost din nou barbotat cu Os pani la
persistenta culorii albastre. Dupd 15 min de agitare, sistemul a fost barbotat cu O, pani ce a rimas
incolor. La solutie a fost addugat dimetil sulfid (100 pL, 1,36 mmoli). Dupd agitare la temperatura
camerei timp de 1 h, amestecul a fost concentrat in vacuo. Reziduul a fost redizolvat in THF (5
mL) si NH4OH (25% aq, 5 mL) a fost addugat. Dupa agitare timp de 16 h, amestecul a fost diluat
cu EtOAc (50 mL) si stratul organic a fost spdlat cu apa, (20 ml), saramurd (20 ml), uscat pe
Na>SO, filtrat si concentrat to in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (EtOAc-Heptan, 70-100%) pentru a produce compusul principal (96 mg, 45%) sub forma
de solid. LCMS: R, = 1,00 min, m/z = 476,2 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Etapa 9: (3R 4aR,8aS)-3-((benziloxi)amino)octahidro-1,7-naftiridin-8(2H)-ond. La o
solutie de (3R,4aR,8aS)-3-((benziloxi)(terf-butoxicarbonil)amino)-8-oxooctahidro-1,7-naftiridin-
1(2H)-carboxilat de ferf-butil (120 mg, 0,252mmoli) in DCM (3 mL) la 0 °C a fost lent addugat
TFA (1,5 mL). Dupd 3 h1a 0 °C apoi rt timp de 1 h, a fost concentrat in vacuo (temperatura baii
<30 °C). Reziduul a fost reluat in DCM:EtOH (5:1, 30 mL) si Na,COs (2 M, 10 mL) a fost
addugat. Straturile au fost separate, si stratul apos a fost extras cu DCM:EtOH (5:1, 2x30 mL).
Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SQy, filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul
brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-DCM, 10-25%) pentru a produce
compusul principal (60 mg, 86%) sub forma de solid. LCMS: R; = 0,58 min, m/z = 276,1 (M+1),
Metoda 2m_acidic.

Etapa 10: (4R,5aR,9aS)-3-(benziloxi)hexahidro-1,4-metanopirido[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,9(3H,6H)-diond. La o solutie de (3R,4aR,8aS)-3-((benziloxi)amino)octahidro-1,7-naftiridin-
8(2H)-oni (56 mg, 0,20 mmoli) in ACN (21 mL) la 0°C sub N> a fost addugatd DIPEA (140 uL,
0,81 mmoli). O solutie de trifosgen (24 mg, 0,08 mmoli) in ACN (3 mL) a fost addugata printr-o
pompa cu seringd (0,1 mL/min). Dupa agitare la 0 °C timp de 6 h a fost partial concentratd ([110
mL) in vacuo, a fost diluatd cu DCM (40 mL), spalatd cu apd, (20 mL), saramurd (20 mL), uscati
pe Na,SO,, filtratd si concentratd in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (MeOH-DCM, 0-5%) pentru a produce compusul principal (50 mg, 82%) sub formi de
solid alb murdar. LCMS: R; = 0,65 min, m/z = 302,0 (M+1), Metoda 2m_acidic.

“oH

Etapa 11: (4R, 5aR,9aS)-3-hidroxihexahidro-1,4-metanopirido[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
2,9(3H,6H)-diond. Un namol de (4R,5aR,9a5)-3-(benziloxi)hexahidro-1 ,4-metanopirido[3,4-
d][1,3]diazepin-2,9(3H,6H)-diond (50 mg, 0,17 mmoli) si Pd-C (10% Degussa tip 101, 50% apa,
27 mg) in MeOH:DCM (3:1, 4 mL) a fost evacuat si umplut succesiv cu Ha. Dupd 2 h de agitare
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viguroasd, a fost filtrat prin un dop de celite, spiland cu MeOH, si concentrat in vacuo. LCMS:
R; = 0,20 min, m/z = 212,0 (M+1) Metoda 2m_acidic.
HN

Etapa  12:  (4R,5aR,9aS)-2,9-dioxooctahidro-1,4-metanopirido[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
3(2H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. La un ndmol de (4R,5aR,9aS)-3-hidroxihexahidro-1,4-
metanopirido[3,4-d][1,3]diazepin-2,9(3H,6 H)-diond brutd (35 mg, 0,17 mmoli) in piridind (3 ml)
la 0 °C a fost adiugatid SOsz-Pi (132 mg, 0,83 mmoli). Dupa agitare viguroasa la rt timp de 20 h,
nidmolul a fost filtrat si solidul a fost spilat cu DCM rece (5 mL). Filtratul a fost concentrat in
vacuo (temperatura bdii <30 °C) si reziduul brut a fost dizolvat in NaH,PO4 (1 M, 10 mL), dupd
care hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (84 mg, 0,25 mmoli) a fost addugat. Dupd 30 min a fost
extras cu CHCIs:IPA (4:1, 3x30 mL). Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SOa,
filtrate si concentrate in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel
(MeOH-DCM, 5-20%) pentru a produce compusul principal sub forma de spumi albd. LCMS:
R; = 0,15 min, m/z = 292,0 (M+1), Metoda 2m_acidic.
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Etapa  13:  (4R,5aR,9aS)-2,9-dioxooctahidro-1,4-metanopirido[ 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-
3(2H)-il hidrogen sulfat de sodiu. Risindi DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu ochiuri 200-400 a
fost conditionatd prin agitare cu NaOH (2 N) timp de 2 h. Risina a fost Incarcatd pe o coloand de
sticla, si spdlatd cu apd, (pand la pH = 6) urmat de apd:acetond (1:1). (4R,5aR.9aS)-2,9-
dioxooctahidro- 1,4-metanopirido[3,4-d][1,3]diazepin-3(2H)-il sulfat de tetrabutilamoniu (228 mg,
0,408 mmoli) in acetond:apd, (1:1) a fost incircat pe coloand si trecut prin aceasta, eluind cu apa,
(20 ml) apoi acetond:apd, (1:4, 30 ml). Proba a fost liofilizatd pentru a produce compusul principal
(28 mg, 52%) sub formd de solid alb. LCMS: R,= 0,29 min, m/z = 291,8 (M+1) Metoda
T3_3m_polar; 'H NMR (500 MHz, D>0O) § 4,31(m, 1H), 4,09 (d, J= 7,1 Hz, 1H), 3,55 (td, J =
12,8, 4,3 Hz, 1H), 3,26-3,34 (m, 2H), 2,87 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 2,55-2,64 (m, 1H), 2,21-2,30 (m,
1H), 1,99-2,09  (m, 1H), 1,80-1,88 (m, 1 H) 1,72-1,79 (m, 1H).
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Exemplul 8. (4R,5aS,6R,8a8)-6-(metoximetil)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo|3,4-
dj[1,3]diazepin-3(4H)-il hidrogen sulfat de sodiu

Etapa 1: (5R)-6-(benziloxi)-3-(1-((tert-butoxicarbonil )amino)-2-metoxietil)-7-oxo-1,6-
diazabiciclo[ 3,2, 1 ]octan-2-carboxilat de metil (amestec de diastereoizomeri).
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Intermediarul C (1,10 g, 3,82 mmoli), Boc-L-Ser(OMe)-OH (1,04 g, 4,58 mmoli) si
Ir[df(CF3)ppia(dtbpi)]PFs (43 mg, 0,04 mmoli) au fost dizolvate in DMF (16 mL). La solutie a fost
addugat fosfat de potasiu dibazic fin mdcinat (0,62 g, 4,58 mmoli) si suspensia rezultatd a fost
agitata si iradiatd timp de 12 zile cu o lampa Kessil H150-Blue de la o distantd <2 cm. Dupi 3 si
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dupa 9 zile Ir[df(CF3)ppi2(dtbpi)]PFs (43 mg, 0,04 mmoli) a fost addugat (un total de 3 % de moli
de catalizator). La amestecul de reactie a fost addugata apd, (15 mL) urmatid de NaHCO3 saturat
(aq, 15 mL), care a fost apoi extras cu TBME (3x60 mL). Fazele organice combinate au fost
spdlate cu saramurd (10 mL), uscate pe Na,SO4si concentrate in vacuo, avand ca rezultat
compusul principal (1,85 g) sub formd de ulei galben, constind din 4 diastereoizomeri (raport
39:16:11:34). LCMS: R;= 1,02 min, 1,05 min, 1,08 min, 1,12 min al cu m/z = 464 (M+1),
LCMS_2 MIN_REACTION_MONITORING.

Etapa 2: (4R, 5aS,6R,8aS)-3-(benziloxi)-6-(metoximetil )hexahidro-2H-1,4-
metanopirolof 3,4-d][ 1,3 ]diazepin-2,8(3H)-diond.

g

La o solutie de (5R)-6-(benziloxi)-3-(1-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-metoxietil)-7-oxo-
1,6-diazabiciclo[3,2,1]octan-2-carboxilat de metil (1,85 g, 4,0 mmoli) in DCM (60 mL) 1a 0 °C a
fost addugat TFA (15,4 mL, 200 mmoli), in picituri. Amestecul de reactie a fost agitat 1a rt timp de
1,5 h, apoi concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost dizolvat in DCM (60 mL) apoi trictilamind
(11,1 mL, 80 mmoli) a fost adiugatd, in picituri. Amestecul de reactic a fost agitat la rt peste
noapte, dupa care a fost concentrat pentru a da un ulei rosu (6,8 g). Apa, (20 mL) a fost addugata si
amestecul a fost extras cu TBME (3x80 mL). Fazele organice combinate au fost uscate pe
Na>SO4 si concentrate in vacuo pentru a da un ulei galben (1,13 g). Faza apoasa a fost saturatd cu
NaCl (s) si extrasd suplimentar cu DCM (3x80 mL). Fazele organice combinate au fost uscate pe
Na»>SO4 si concentrate in vacuo pentru a da produs brut aditional (0,95 g). Produsul brut combinat
a fost purificat prin cromatografie de HPLC (Sunfire-C18, 5um, 50x250mm, apd/ACN +0,1%
TFA, 100 ml/min, 18-38% timp de 21min, total 35min) unde pH-ul fractiunii a fost adjustat la 6,9
prin addugare de NaHCO3 saturat (aq) si liofilizat pentru a produce un rest maro deschis (0,59 g).
Acest rest a fost dizolvat in ACN/apd, si purificat pe un cartus C18 (ACN-apd), dupd care
materialul liofilizat a dat compusul principal (62 mg, 4,1% 3-etape). LCMS: R; = 0,70 min, m/z =
332 (M+1), LCMS_2 MIN_REACTION_MONITORING.

Etapa 3: (4R,5aS,6R,8aS)-3-hidroxi-6-(metoximetil )hexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond. (4R,5a5,6R,8aS)-3-(benziloxi)-6-(metoximetil)hexahidro-2H-1,4-
metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (59 mg, 0,178 mmoli) a fost dizolvati in
MeOH:DCM (1:1, 1,78 mL). Amestecul a fost purjat cu azot, Pd-C (10 % Degussa tip,101, 50%
apd, 37,9 mg, 0,018 mmoli) a fost addugat, apoi lisat sub o atmosferd de hidrogen timp de 90 min.
Amestecul a fost filtrat prin celite, eluand cu DCM:MeOH (1:1) si concentrat in vacuo pentru a
produce compusul principal (49 mg, cantitativ) sub forma de solid incolor. LC/MS: R, = 0,12 min;
m/z = 242,0 (M+1) Metoda 2m_acidic.

-

Etapa 4: (4R, 5aS,6R,8aS)-6-(metoximetil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
d][1,3]diazepin-3(4H)-il sulfat de tetrabutilamoniu. La o solutie de (4R,5aS,6R,8aS)-3-hidroxi-6-
(metoximetil)hexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-2,8(8aH)-diond (42 mg, 0,174
mmoli) in piridind (1,85 mL) a fost addugatd SOs-piridind (139 mg, 0,870 mmoli). Amestecul a
fost agitat timp de 18 h, apoi filtrat prin un filtru cu membrand, si concentrat in vacuo (temperatura
baii < 30°C). Reziduul brut a fost dizolvat in NaH2PO4 saturat si spalat cu EtOAc. Straturile au
fost separate, si la faza apoasi a fost addugat hidrogen sulfat de tetrabutilamoniu (89 mg, 0,261
mmoli). Amestecul a fost agitat timp de 30 minute, apoi extras cu DCM, uscat pe sulfat de sodiu,
si concentrat in vacuo. Reziduul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel, (MeOH-
DCM, 0-30%) producand compusul principal (57 mg, 58%) as a colorless film. LC/MS: R; =
0,12min; m/z = 322,0 (M+1) Metoda 2m_acidic.
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Etapa 5: (4R, 5aS,6R,8aS)-6-(metoximetil)-2,8-dioxohexahidro-2H- 1,4-metanopirolo[ 3,4-
dJ[1,3]diazepin-3(4H)-ilhidrogen sulfat de sodiu. Risind DOWEX 50Wx8 hidrogen forma cu
ochiuri 200-400 a fost agitatd cu NaOH (2 N) timp de 3 h apoi incdrcata pe o coloand si spdlata cu
apd, pand ce pH eluantului a fost 06, urmat de spalare cu apd-acetona (1:1). (4R,5aS,6R,8a5)-6-
(metoximetil)-2,8-dioxohexahidro-2H-1,4-metanopirolo[3,4-d][1,3]diazepin-3(4H)-il  sulfat de
tetrabutilamoniu (57 mg, 0,101 mmoli) a fost dizolvat in acetond-apd, (1:1) si trecut printr coloand,
eluand cu 1:1 acetond/apd. Fractiunile au fost concentrate in vacuo si liofilizate pentru a produce
produsul dorit (27 mg, 70%) sub forma de pulbere incolord. LC/MS: R, = 0,41 min; m/z = 321,9
(M+1) Metoda T3_3m_polar; 'H NMR (500MHz, D,0) & = 4,30 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,24 (br s,
1H), 3,60-3,56 (m, 1H), 3,56-3,45 (m, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,38-3,34 (m, 1H), 2,97 (d, J = 12,3 Hz,
1H), 2,67 (q, J=8,4 Hz,1H), 2,64-2,56 (m, 1H), 1,72 (dd, J = 14,7, 8,4 Hz, 1H).

MIC au fost determinate prin metoda microdilufiei bulionului in conformitate cu normele
Clinical si Laboratories Institute (CLSI). Pe scurt, culturi bacteriene de peste noapte proaspete au
fost suspendate in solufie salind sterild, si ajustate la un standard de turbiditate McFarland 0,5.
Suspensiile de bacterii au fost apoi diluate in bulion Muellar-Hinton ajustat cu cationi (MHB 1I;
BBL) pentru a da un inocul final de aprocimativ 5x10° unititi formatoare de colonii (CFU)/mL. O
placd master de antibiotice a fost preparatd la o concentratie echivalentd cu de 100 de ori cea mai
mare concentratie finald doritd in 100% dimetil sulfoxid (DMSO). Placa de antibiotic master a fost
apoi diluata in serii de doud ori cu o pipetd multicanal. Seria de dilutii de compusi a fost apoi
diluatd 1:10 cu apd sterild, sau cu o solutie de inhibitor de beta- lactamazd preparatd la o
concentrafie echivalentd cu de 11 ori concentratia finald doritd in apd deionizati, ducind la o
concentratie finald de 10% DMSO. Un volum de 10 pL de serie de dilutii a fost transferat pe placi
de analiza cu 96 godeuri. Plicile de analiza au fost inoculate cu 90 pL. de suspensie bacteriand si
incubate la 35°C timp de 20 hrs. Plicile de analiza au fost citite utilizAnd un cititor de plici de
microtitrare (Molecular Devices) la 600nm, precum si prin observatie vizuald cu o oglindd de
cititre. Cea mai micd concentrafie de compus care a prevenit cresterea vizibild a fost inregistrati ca
MIC. Performanta analizei a fost monitorizatd prin testarea aztreonamului fatd de tulpinile de
control al calitdtii de laborator in conformitate cu normele CLSIL.

Urmdtorii inhibitori de beta-lactamazad si antibiotice beta-lactamice sunt mentionate in
tabelele urméitoare:

Inhibitorul de beta-lactamaza 1: Avibactam

Inhibitorul de beta-lactamaza 2: Relebactam
WY o

'\/\g)h.q

Inhibitorul de beta-lactamaza 3: Tazobactam
HO, é ! Nﬁ:hi
LI / 'NJ;N
)"N« : H“’MEE
0% oH
Beta-Lactama 1: Aztreonam
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Beta-Lactama 2: Ceftazidim
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Beta-Lactama 3: Meropenem
H o
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G “;\OH
Beta-Lactama 5 (LYS228):

OH
5
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Sinergia cu beta-lactamele prin inhibitia beta-lactamazelor

Sinergia sau potentarea antibioticelor beta-lactamice prin inhibitia L -lactamazelor a fost
evaluata fati de un panou izogen de tulpini de E. coli, fiecare exprimand o beta-lactamaza unica, si
fata de tulpini clinice.

Construirea tulpinilor izogene de E. coli NB27273-CDY0026 (pdrinte), NB27273-
CDY0033 (KPC-2), NB27273-CDY0030 (SHV-12), NB27273-CDY0034 (CTX-M-15) si
NB27273-CDY0036 (AmpC).

Tulpina NB27273 (BW25113 pspB::Km') a fost obtinutd de la colectia de insertic a
transpozonilor Keio. Tulpina are gena pspB inlocuitd cu un marker de rezistentd la kanamicind
(BW25113 pspB::Km"). Aceastd tulpind a fost lipitd pe transpozon in pspB via FLP recombinazi
utilizand metodologia publicati. Tulpina rezultatd, BW25113 pspB, a fost utilizata ca gazda pentru
vectori multicopri care exprimd befa-Lactamazele cheie. Plasmidele multicorpi care dirijeaza
exprimarea constitutivd a beta lactamazelor au fost stabilite astfel: genele sintetice, cu codoni
optimizafi care codifica beta lactamazele de E. coli KPC-2, SHV-12 si CTX-M-15 au fost facute



10

15

20

25

MD/EP 3519419 T2 2020.08.31
59

de citre DNA2.0 (Palo Alto, CA). Fiecare dintre fragmentele sintetice a fost proiectat pentru a
confine situsurile de restrictie Notl si Ncol la capetele acestora, permitind legarea intr-un derivat
pET28a(+) digerati cu Notl/Ncol pentru exprimarea proteinei. Inserturile in acesti vectori au servit
ca ADN sablon pentru amplificarea PCR a genelor care codifici KPC-2, SHV-12 si CTX-M-15
utilizand perechile de primeri E225 (tcgcCTCGAGgcgactgegetgacgaatttgg) (SEQ ID NO:1) si
E202

(aatcGAATTCttactgaccattaacgeccaage) (SEQ ID NO:2) si E227
(tcgeCTCGAGgcgageccgeaaccgetgga) (SEQ ID NO:3) si E204
(aatcGAATTCttaacgctgecagtgceteaate) (SEQ ID NO:4) si E226
(cgetCTCGAGagcegtecegetgtacgeacaaacg) (SEQ ID NO:5) si E203,
(aatcGAATTCttacagaccgtcggtgacaatc) (SEQ ID NO:6), in mod corespunzitor. Secventele de
nucleotide cu codoni optimizati si informatia de recunoastere a primerului relevant sunt prezentate
mai jos:

KPC-2
ATGGGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCGCGACTGCGCT

aa

CGAATTTGGTGGCCGAGCCGTTCGCGAAATTGGAGCAAGATTTTGGTGGTTCGATCGGTGTCTACGCG

AT
GCGACACCGCTAGCCGGTGCCACCCTGAGCTACCGTGCCCAAGAGCGTTTTCCCCTCTGTAGCTCTTTCA

26

GGTTTTCTGGCCGCAGCCGTGCTGGCACGCAGCCAACAGCAAGCGGGCCTGCTGGACACCCCGATCCG

TT
ACGGCAAAAATGCGCTGGTTCCETGGAGCCCGATTAGCGAAAAGTACCTGACCACCEGCATGACGGTG
GC

GGAGTTGAGCGCTGCGGCGGTTCAGTATTCCGATAACGCTGCGGCAAATCTGCTGCTGAAAGAACTGG
GC

GGTCCAGCGGGETCTGACGGCTTTCATGCGTTCTATTGGCCACACCACCTTTCGCTTGGACCGCTGGGA
GC

TGGAGCTGAACAGCGCGATTCCGGGCCACCCACGTCGATACGAGCCAGCCCCCCTCCAGTGACCGAGAGC
CT

GCAGAAGCTGACCCTGGGCAGCGCACTGGCCGCACCGCAGCGCCAACAGTTCGTCGATTGGCTGAAGG
GT

AACACCACCGGTAACCATCGTATTCGCGCAGCGGTCCCGGCTGATTGGGCAGTTGGTGACAAGACTGG

2

CGTGCGGCGTTTATGGTACGGCGAATGACTACCCEGTTCTTTCGCCTACCGCTCGTGCGCCGATCGTC

cr

GGCGGTGTATACCCGTGCTCCGAACAAAGACGATAAACACTCCGAAGCGGETCATCGCCGCAGCAGCGC

er

CTGGCCCTGGAAGGCTTGGCCETTAATGGTCAGTAACGCCGGCE (SEQ ID NO:7)

E225 TCGCCTCGAGGCGACTGCGCTGACGAATTTGG (SEQ ID NO:8)

E202 AATCGAATTCTTACTGACCATTAACGCCCAAGC (SEQ ID NO:9)

REV. COMP. E202 GCTTGGGCGTTAATGGTCAGTAAGAATTCGATT (SEQ ID NO:10)
SUBLINIAT = ADN care codificid BL

SHV-12
ATGGGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGECCTGEAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCGCGAG

CCCGCAACCGCTGGAGCAGATCAAGCAGTCTGAGAGCCAGCTGAGCGGCCGTGTGGGTATGATCGAGA

TGGATCTGGCTTCCGGCCGTACGCTGACGGCATGGCGTGCCGACGAACGTTTCCCGATGATGTCGACC

TTTAAAGTTGTTCTGTGTGGTGCCGGTCTTGGCACCTGTAGACGCGGGTGACCGAACAACTGGAGCGCAA

GATCCATTACCGCCAACAGGACTTGGTCGACTACAGCCCGGTTAGCGAAAAGCACCTGGCGGATGGCA
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TGACCGTGGGTGAATTGTGCGCCGCTGCGATTACCATGAGCGACAATAGCGCGGCTAATCTGCTGTTG

GCGACCGTTGGTGGCCCAGCGGGCTTGACCGCATTTCTGCGTCAAATCGGCGATAATGTTACGCGTCT

GGATCGCTGGGAAACGGAGCTGAACGAGGCACTGCCGEGETGATGCCCGTGATACCACGACTCCTGCTA

GCATGGCAGCGACCCTGCGTAAACTGCTGACCAGCCAGCGTCTGAGCGCACGTAGCCAACGCCAGCTG

CTGCAATGGATGGTGGATGACCGCETGGCGGCTCCGCTGATCCGCTCCGTCCTGCCAGCAGGCTGGTT

CATTGCGGACAAAACTGCTGCCTCTAAGCGTGGCTGCGCGTGETATCGTCGCGCTGCTGGCTCCGAACA

ACAAAGCCGAACGTATTGTGGTTATCTATCTGCGCGACACCCCGGCAAGCATGGCCGAGCGCAACCAG

CAAATTGCGGGECATTGGTGCGGCACTGATTGAGCACTGGCAGCGTTAACGCCGGCE (SEQ ID

NO:11)

E227 TCGCCTCGAGGCGAGCCCGCAACCGCTGGA (SEQ ID NO:12)
E204 AATCGAATTCTTAACGCTGCCAGTGCTCAATC (SEQ ID NO:13)
REV. COMP.

E204 GATTGAGCACTGGCAGCGTTAAGAATTCGATT (SEQ ID NO:14)

CTX-M-15
ATGGGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCAGCGT

CCCGCTGTACGCACAAACGGCCEACGTGCAACAGAAACTGGCGGAGTTGGAACGTCAGAGCGGETGEGCC

GTTTGGGTGTAGCCCTGATCAATACCGCGGACAATAGCCAAATTCTGTATCGTGCGGACGAACGCTTC

GCGATGTGCAGCACGAGCAAGGTGATGGCCGCTGCGGCCETTCTGAAGAAATCCGAGAGCGAGCCGAA

CTTGCTGAATCAGCGCGTTGAGATCAAGAAGTCGGATCTGGTGAACTATAACCCTATCGCGGAAAAAC

ATGTCAACGGCACCATGTCCCTGGCAGAGCTGAGCGCGGCTGCGTTGCAGTACTCTGATAACGTCGCA

ATGAATAAACTGATCGCACACGTCGGTGGCCCAGCAAGCGTGACCGCLCTTTGCGCGTCAACTGGGCGA

TGAAACTTTTCGTCTGGATCGTACCGAACCGACCCTGAATACGGCAATTCCGGGTGATCCGCGCGACA

CGACGAGCCCGCGTGCAATGGCACAGACCCTGCGCAACCTGACCCTGGGTAAAGCGCTGGGCGATAGC

CAACGTGCGCAGCTGGTTACGTGGATGAAGGGTAACACCACCGGTGCGGCCAGCATTCAAGCGGGCCT

GCCGGCCAGCTGGGETTGTTGGTGATAAAACTGGCTCCGGTGEGTTATGGTACCACGAATGACATCGCGEG

TTATTTGGCCGAAGGACCGTGCGCCCTTGATCCTGGTGACCTACTTCACCCAGCCGCAGCCGAAAGCT

GAGTCTCGCCETEACCTCCTEGCCAGCGCAGCTAAGATTETCACCEGACGETCTEGTAACGCCGECE
E226 cgctCTCGAGagcegteccgetgtacgeacaaacg (SEQ ID NO:15)
E203, aatcGAATTCttacagaccgtcggtgacaate (SEQ ID NO:16)

Gena care codificd AmpC a fost amplificatd din genomul tulpinii de P. acruginosa PAO1
(NB52019) (GenBank ID  U5R279)  utilizand  perechea de  primeri  E252
(gccCTCGAGggcgaggecceggeggatege) (SEQ ID NO: 17) si E253
(tgaGAATTCrcagegcettcageggeacct) (SEQ ID NO: 18).

Produsii de PCR au fost apoi digerati cu Xhol si EcoRI si legati in plasmida digerata
similar pAH63-pstS(BlaP). Plasmida pAH63-pstS(BlaP) este un derivat al plasmidei pAH63 (J
Bacteriol:183(21): 6384-6393) fabricatd prin clonarea promotorului TEM-1 (bla) si peptidei de
semnal care codificd regiunca din plasmida pBAD (J Bacteriol. 1995 Jul. 177(14):4121-30) in
plasmida pAH63. Acest fragment a fost amplificat prin PCR din pBAD utilizand perechea de
primeri  E192  (ttcaCTGCAGtgaacgttgcgaagcaacggC) (SEQ ID  NO:19) si E194
(TCGAggatcctcgagagcaaaaacaggaaggcaaaatgecg) (SEQ ID NO:20), digeratd cu Pstl si BamHI si
inseratd in plasmida digeratd similar pAH63. De aceea, exprimarea beta-lactamazelor din
constructii pe bazd de pAH63-pstS(BlaP) este constitutivd si secventa de semnal este furnizata
pentru a dirija aceste proteine citre periplasmd. Vectorii de baza de plasmida pAH63 sunt utilizafi
pentru inserarea in genom in copic unicd, cu toate acestea, pentru a furniza nivele de exprimare
exprimate, insertii de exprimare continufi in acesti vectori au fost mutati citre vectorul de
multicorpi replicativ pBAD-Kan (J Bacteriol. 1995 Jul. 177(14):4121-30). Pentru a realiza aceasta,
insertii care cuprind genele de the beta-Lactamaza, cu promotorul TEM asociat si secventele de
semnal asociate, au fost amplificafi prin PCR din vectorii corespunzitori ai acestora utilizind
primerul  E268  (ccgTCTAGAcggatggectttttgegttte)  (SEQ  ID NO:21) si E202
(aatcGAATTCttactgaccattaacgeccaage) (SEQ ID NO:22) pentru constructul KPC2, E204
(aatcGAATTCttaacgctgecagtgetecaatc) (SEQ ID NO:23) pentru constructul SHV-12 si E203
(aatcGAATTCttacagaccgtcggtgacaatc) (SEQ ID NO:24) pentru constructul CTX-M-15. Aceste
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fragmente au fost apoi digerate cu Xbal si EcoRI, si fiecare a fost inserat in pBAD18-kan care
fuseserd digerate cu aceleasi enzime, pentru a genera vectori multicopi care exprimd KPC-2, SHV-
12 si CTX-M-15, in mod corespunzitor. Acesti vectori au fost transformati in
BW25113 pspB pentru a genera tulpinile NB27273-CDY0033 (care exprimd KPC-2), NB27273-
CDY0030 (care exprimd SHV-12), NB27273-CDY0034 (care exprimi CTX-M-15) si NB27273-
CDY0036 (care exprimi AmpC). Vectorul pBADI18-kan contine de asemenea regiunea
promotorului TEM si secventa de semnal, (dar nu are nici o gend intactd de beta-Lactamaz3) si a
fost transformat in BW25113 pspB utilizand protocoale standard, pentru a genera tulpina de
control NB27273-CDY0026. Exprimarea beta-lactamazelor a fost confirmatid prin verificarea
KPC-2, SHV-12, CTX-M-15 sau AmpC.

Construirea tulpinilor izogene de E. coli, NB27273-CDY0105 (OXA-18) si NB27273-
CDY0048 (TEM-10). Vectorul plasmidian pentru exprimarea OXA-18, a fost construit astfel:
genele care codificd GIM-1 (GenBank ID Q704V1) si (OXA-18 (GenBank ID 007293) au fost
sintetizate de Life Technologies cu secventele de flancare 5'-tgecttectgtttttgetetcgag si
gaattcgctageecaaaaaaacgg-3' (SEQ ID NO:25). Fragmentul care codificd GIM-1 a fost digerat cu
Xhol si EcoRI si inserat in constructul de exprimare KPC-2 descris mai sus, de la care gena de
codificare KPC-2 a fost indepartata prin digestie cu Xhol si EcoRI. Secventierea de confirmare a
nucleotidelor a revelat un situs Xhol in scheletul vectorului care a fost apoi indepartat prin
mutageneza dirijatd citre situs utilizind perechea de primeri E396 (cgtcttgetccaggecgegattaaattee)
(SEQ ID NO:26) si E397 (tcgeggectggageaagacgtttc) (SEQ ID NO:27). Gena care codificd OXA-
18 a fost apoi digeratd cu Xhol si EcoRI si inserat in acest vector, de la care gena pentru GIM-1
fusese indepartata cu Xhol si EcoRI.

Pentru a genera un vector care exprimd TEM-10, plasmida pBAD18 (J Bacteriol. 1995
Jul. 177(14):4121-30), care contine gena care codificA TEM-1, a fost utilizatd ca sablon pentru
mutageneza dirijatd citre situs bazatd pe PCR, pentru a transforma gena care codificd TEM-1 in
una care codificdi TEM-10. De la acest ADN sablon, trei fragmente au fost generate prin PCR
utilizand urméitoarele perechi de primeri;
B124 (tcacgtagcgatagcggag) (SEQ ID NO:28) si E387
(tggagceggtaagegtgegtctcgeggt) (SEQ ID NO:28) pentru a genera fragmentul A care codifici o
substitufie E237K
E389 (cgcgagacccacgcettaccggetecaga) (SEQ ID NO:29) si E391
(ctcgecttgatagttgggaaccgga) (SEQ ID NO:30) pentru a genera fragmentul B care codifica
substitufia E237K si R1628
E393 (cggttceccaactatcaaggegagt) (SEQ ID NO:31) si E289 (gacattgecgtcactgegtct) SEQ 1D
NO:32) pentru a genera fragmentul C, introducand de asemenea o substitutic R162.

Fragmente A, B si C au fost apoi utilizate ca sablon pentru a genera o gend completa care
codificd TEM-10 astfel:

Fragmente A si B au fost utilizate ca sablon pentru PCR utilizind primerii B124
(tcacgtagcgatageggag) (SEQ ID NO:33) si E390

(gtaactcgecttgatagttgggaaccggagetgaatgaage) (SEQ ID NO:34) pentru a combina fragmentele A si
B in fragmentul D

Fragmente B si C au fost utilizate ca sablon pentru PCR utilizdind primerii E290
(gcgggaccaaagecatgaca) (SEQ ID NO:35) si E388
(accgcgagacccacgettaccggcetecagatttatcageaataaacc) (SEQ ID NO:36) pentru a combina fragmente
B si C in fragmentul E

In final, fragmente D si E au fost utilizate ca sablon pentru PCR utiliznd primerii E395
(gtaaGAATTCttaccaatgcttaatcagtgaggc) (SEQ ID NO:37) E268
(ccgTCTAGAcggatggcctttttgegttte) (SEQ ID NO:38) pentru a combina fragmente D si E in TEM-
10 intact, care codifici produsul. Acest fragment a fost apoi digerat cu Xbal si EcoRI si inserat in
pBAD-kan, care a fost de asemenea tdiat cu aceleasi enzime.

Acesti vectori finali pentru exprimarea OXA-18 si TEM-10 au fost transformafi in
BW25113 pspB pentru a genera tulpinile NB27273-CDY0105 (care exprimd OXA-18) si
NB27273-CDY0048 (care exprimd TEM-10). Exprimarea beta-lactamazei a fost confirmati prin
verificarea susceptibilititii scizute la antibioticele din exemplele de test care sunt substraturi
cunoscute pentru OXA-18 sau TEM-10.

Tabelul A: Concentrafia inhibitoare minimd (MIC), in ug/mL a BLI selecafi

{BLI E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa
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_ |ATCC 25922 \ATCC 43816 | ATCC 27853
 Avibactam 16 32 >64
Relebactam >64 >64 >64
Exemplul 1 >64 >64 >64
Exemplul 2 >64 >64 >64
.Exemplul 3 >64 >64 >64
Exemplul 4 >64 >64 >64
Exemplul 5 >64 >64 >64
Exemplul 6 >64 >64 >64
Exemplul 7 >64 o4 >64
Exemplul 8 >64 64 1>64

Tabelul 1 de mai sus demonstreaza ca inhibitori ai beta lactamazei, cum ar fi avibactam,
prezintd activitate antibacteriand directd, compusii cu formula (A) arat activitate directd mica.

Datele care urmeazd demonstreazd efectul de potentare sau activitatea sinergicd ale
compusilor al inventiei, dupd cum este ilustrat de compusul din Exemplul 1, atunci cind este
utilizat in combinatie cu diferite antibiotice beta-lactamice. Deoarece compusul din Exemplul 1 nu
prezintd activitate directi antibioticd mare (vezi Tabelul 1), sinergia sau potentarea este definitd
aici ca fiind o reducere de patru ori sau mai are a MIC a antibioticului beta-Lactamic produsd de
prezenta compusului cu formula (A), comparativ cu antibioticul
preferin{d, combinatia din inventie prezintd o reducere de cel putin opt ori a MIC atunci cind se

compard cu antibioticul beta-Lactamic singur.

Potentarea activitdtii (MIC in ugimlL) aztreonamului de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in tuplini

izogene de E. coli care exprimd beta-lactamazele individuale.

beta-Lactamic singur. De

AZTREONAM |E. E. E. E. E. coli iE.

(AZ) coli (KPC- {coli (TEM- icoli (SHV- {coli (CTX- { (AmpC) coli (OXA-
2) 10) 12) M-15) 18)

| AZ singur (64 (64 64 (64 4 64

AZ + Ex. 1 (20,125 0,125 0,25 <0,06 0,125 1

pg/mL)

AZ +Avibactam {0,125 0,25 1 0,125 <0,06 1

(2 pg/mL)

AZ+Relebactam i1 2 32 0,5 0,125 >64

(2 pg/mL)

Potentarea activitdtii (MIC in ugiml) ceftazidimului de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in tuplini

izogene de E. coli care exprimd beta-lactamazele individuale.

CEFTAZIDIM :E. E. E. E. E. E.

(Cett) coli (KPC- icoli (TEM- icoli (SHV- coli (CTX- icoli (AmpC) : coli (OXA-
2) 10) 12) M-15) 18)

Ceftazidim 4 >64 >64 16 4 >64

Singur

Ceft + Ex. 1 (20,125 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5

pg/mL)

Ceft + 10,25 1 0,5 0,25 0,125 0,5

Avibactam (2

pg/mL)

Ceft + 0,25 8 8 0,5 0,125 >64

Relebactam (2




MD/EP 3519419 T2 2020.08.31

63
\CEFTAZIDIM E. E. E. E. E. E
{(Ceft) tcoli (KPC- i coli (TEM- coli (SHV- {coli (CTX- icoli (AmpC) icoli (OXA-
2) 110) 12) M-15) 18)
‘pg/mL) ! \ \ : :

Potentarea activitdtii (MIC in uglml) meropenemului de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in
tuplini izogene de F. coli care exprimd beta-lactamazele individuale.

MEROPENEM iE. E. E. E. E. coli iE.

(Mero) coli (KPC- (coli (TEM- ;coli (SHV- icoli (CTX- | (AmpC) icoli (OXA-
2) 10) 12) M-15) 18)

Mero singur 3| 0,06 1<0,06 1<0,06 1<0,06 <006

Mero + Ex. 1:i<0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06

(2pg/mL)

Mero +:<0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06

Avibactam

(2pg/mL)

Mero <0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06

+Relebactam

(2pg/mL)

Potentarea activitatii (MIC in ug/ml) piperacilinei de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in tuplini
izogene de E. coli care exprimd beta-lactamazele individuale.

Pipera- E.coli (KPC i{E.coli (TEM E.coli (SHV {E.coli (CTX {E.coli (AmpC {E.coli (OXA
cilina (Pip) {-2) -10) -12) -M-15) ) -18)
Pip Singur | >32 >32 >32 >32 >32 >32
Pip +1>32 4 32 4 8 8
Tazobacta

m “4

pg/mL)

Pip +4 2 4 4 4 2
Avibactam

(2 pg/mL)

Pip +14 >32 >32 16 4 >32
Relebacta

m @

pg/mL)

Pip + Ex. 1 {4 2 2 2 8 2
(2 pg/mL)

Pip + Ex. 212 4 4 4 8 4
(2 pg/mL)

Pip + Ex. 32 4 2 4 8 4
(2 pg/mL)

Pip + Ex. 42 4 4 2 4 ND
(4 ng/mL)

Pip + Ex. 511 2 2 2 16 ND
(4 ng/mL)

Pip + Ex. 62 4 4 4 4 ND
(4 ng/mL)

Pip + Ex. 7 2 2 4 4 8 8
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Pipera- E.coli (KPC E.coli (TEM E.coli (SHV E.coli (CTX iE.coli (AmpC E.coli (OXA
cilind (Pip) {-2) -10) -12) -M-15) ) -18)
@ugml) |
Pip + Ex. 8 4 4 4 2 4 ND
(4 ng/mL)

Potentarea activitdtii (ugimlL) beta -lactamei 5 de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in tuplini
izogene de E. coli care exprimd beta-lactamazele individuale.

Beta - E.coli (KPC :E.coli (TEM {E.coli (SHV E.coli (CTX {E.coli (AmpC iE.coli (OXA
Lactama 5 {-2) -10) -12) -M-15) ) -18)
&)
Beta - 0,25 2 0,5 0,125 0,25 0,5
Lactama 5
Singura
5 + Ex. 10,25 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25
(2 pg/mL)
5 +i0,125 0,125 0,125 0,25 0,125 0,125
Avibactam
(2 pg/mL)
5 + 10,125 0,25 0,125 0,25 0,25 0,25
Relebacta
m 2
pg/mL)
5 Potentarea activitdtii (uglmL) aztreonamului de cdtre inhibitorii beta-lactamazei in izolate clinice
rezistente la beta-lactamd
AZTREONAM K. pneumoniae NB29323 (CTX-M- i Enterobacter  cloacae NB25044
15, OXA-48, VEB-1) (CTX-M-12, ACT, KPC-2)
gAZtreonam Singur  {>64 >64
AZ +Ex. 1 (20,25 4
pg/mL)
AZ + Avibactam (2i2 8
pg/mL)
AZ + Relebactam (218 >64
pg/mL)
Potentarea activitdtii (ug/ml) piperacilinei de cdtre inhibitori ai beta-lactamazei in izolate clinice
10 rezistente la beta-lactamd
PIPER@- K Enterobacter S. aureus NB01437(BLA+)
CILINA pneumoniae NB29082  icloacae NB25055
(KPC-2) (CMY-2)
Piperacilini ~ {>64 >64 .64
Pip +i>64 64 1
Tazobactam (4
pg/mL)
Pip + Ex. 1 (28 4 1
pg/mL)
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Aceste date demonstreazi cd potentarea de citre compusii din inventie este similard sau
superioard fatd de cea a unor inhibitori ai beta-lactamazei utilizai in clinici atunci cand sunt este
utilizati in combinatie cu antibioticele beta-lactamice comeciale pentru a trata infectiile produse de
bacterii care sunt rezistente la unele antibiotice beta-lactamice cunoscute.
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(57) Revendicari;

1. Compus cu formula (A):

p

N
e
(o}

in care p este 1 sau 2;

R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-Cs alchil optional substituit cu pana la trei
grupe selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;

Z este NR? sau N-OR?;

R3 este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si C;-Cy alchil optional
substituit cu pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR';

Cy este un inel C3-Cs cicloalchil sau un inel heterociclic cu 4-6 membri confinind unul sau
doi heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu
pana la trei grupe selectate dintre oxo, halo, Ci-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si R si R' sunt
selectati independent dintre H si C;-Cs alchil optional substituit cu una sau doud grupe selectate
dintre halo, -OH, -CN, -O-(C;-C4 alchil), oxo, -NH,, -NH(C1-C4 alchil), si -N(C;-C; alchil),,

sau R si R' luati impreuna cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma un inel
selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inelul este optional substituit
cu una sau doud grupe selectate dintre halo, Ci-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-Cj alchil), oxo, -NHa,
-NH(Cl-C4 alchil), §1 -N(Cl-C4 alChil)z;

sau o sare sau o forma zwitterionica a acestuia.

“osozH

2. Compusul din revendicarea 1, care este un compus cu una dintre urmatoarele formule:
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s
R® R, (CHz)23
\N R \N%
o={ ‘'z P o= =
H™ H
N N
4 N\ N\
(9] OSOzH (A-1); () 0SO3H (A-2a);

\OSO3H (A-Zb);

sau o sare sau o forma zwitterionica a acestuia.

3. Compus din revendicarea 1, care este un compus cu formula (I):

R1
7 LR

-

-
-
-

in care:

R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-Cs alchil optional substituit cu pana la trei
grupe selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;

Z este NR? sau N-OR?;

R3 este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si C;-Cy alchil optional
substituit cu pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR’;

Cy este un inel C3-Cs cicloalchil, sau un inel heterociclic cu 4-6 membri contindnd unul sau
doi heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu
panad la trei grupe selectate dintre oxo, halo, C;-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si

R si R' sunt selectati independent dintre H si C;-Cs alchil optional substituit cu una sau
doud grupe selectate dintre halo, -OH, -CN, -O-(C;-C; alchil), oxo, -NH,, -NH(C;-C4 alchil), si -
N(Cl-C4 alChﬂ)z,

sau R si R' luati impreuna cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma un inel
selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inclul este optional substituit
cu una sau doud grupe selectate dintre halo, C;-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-C4 alchil), oxo, -
NHz, -NH(Cl-C4 alchil), §1 -N(Cl-C4 alChﬂ)z;

Y este o grupa cationici;

neste 0 sau 1; si

atunci cind n este O compusul cu formula I se afld sub formi zwitterionica.

4. Compusul din revendicarea 1 sau din revendicarea 3, in care Z este NR?,
si R? este H sau C;-Cy alchil optional substituit cu -OR sau -NRR', sau o0 sare sau o forma
zwitterionicd a acestuia, sau
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in care R® este in mod particular (i) C1-C; alchil optional substituit cu -OR sau -NRR', sau o
sare sau o formd zwitterionicd a acestuia, sau (ii) H, sau o sare sau o formi zwitterionici a

acestuia.

5. Compusul oricare dintre revendicirile 1-3, in care R! si R? sunt ambii H, sau o sare sau o
formd zwitterionica a acestuia.

6. Compusul din revendicarea 1 sau 3, care are structura:

N
0505 (YO

in care X este -OR sau -NRR';
sub forma de sare sau zwitterionicd a acestuia.

7. Compusul din revendicarea 1 sau 3, care este selectat dintre:
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Yosow®),

si formele de sare sau de zwitterion ale acestuia.

8. Compusul dintr-una din revendicdrile 1-3, in care n este 1 si Y este selectat dintre sodiu,
potasiu, amoniu, calciu, magneziu, fier, argint, zinc, si cupru, in special dintre sodiu.

9. Compusul din oricare dintre revendicdrile 1-3, care se afld sub formi de sare farmaceutic
acceptabild sau forma zwitterionica.

10. Compus cu formula (VI):

0O \O-A (v
in care:

R! si R? sunt selectati independent dintre H si C;-Cs alchil optional substituit cu pana la trei
grupe selectate dintre halo, CN, -OR, oxo, si -NRR’;

Z este NR? sau N-OR?; R® este selectat independent la fiecare aparitie dintre H, Cy, si Ci-
C, alchil optional substituit cu pana la trei grupe selectate dintre Cy, halo, CN, -OR, si -NRR';

Cy este un inel C3-Cs cicloalchil sau un inel heterociclic cu 4-6 membri confinind unul sau
doi heteroatomi selectati dintre N, O si S ca membri ai inelului, si Cy este optional substituit cu
pana la trei grupe selectate dintre oxo, halo, Ci-C; alchil, CN, -OR, si -NRR’; si R si R' sunt
selectati independent dintre H si C;-C, alchil optional substituit cu una sau doud grupe selectate
dintre halo, C;-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-C4 alchil), oxo, -NHa, -NH(C;-Cy4 alchil), si -N(Ci-
C, alchil),

sau R si R' luati impreuna cu atomul de azot la care ambii sunt atasati, pot forma un inel
selectat dintre piperidind, morfolind, pirolidind, si azetidind, in care inelul este optional substituit
cu una sau doud grupe selectate dintre halo, Ci-C; alchil, -OH, -CN, -O-(C;-Cj alchil), oxo, -NHa,
-NH(Cl-C4 alchil), §1 -N(Cl-C4 alChil)z;

A este H sau -CH,-Ph, unde Ph reprezinti fenil optional substituit cu una sau doud grupe
selectate dintre halo, C1-Cy alchil, Cy-Cy4 alcoxi;

sau o sare a acestuia.

11. Compusul cu formula (VII):
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NososNa

12. Compusul din revendicarea 11 sub form3 cristalina,

care prezintd in mod particular o endoterm3 in calorimetria de scanare diferentiald intre 283
°C 51350 °C si

care este optional caracterizat prin picuri de XRPD la unghuri de difractie (2Theta) de 8,3
si 16,6 grade, optional caracterizat suplimentar prin unul sau mai multe picuri de XRPD Ila
unghiuri de difractie (2Theta) de 25,1 sau 31,3 grade, optional caracterizat suplimentar prin unul
sau mai multe picuri de XRPD la unghiuri de difractie (2Theta) de 27,4 sau 28,7 grade si optional
caracterizat suplimentar prin picuri de XRPD aditionale la unghiuri de difractie (2Theta) de 19,5
grade sau 21,7 grade.

13. Proces de fabricare a unui compus cu formula (1),

paa

d Noso.2 (v®), 0

in conformitate cu revendicarea 3;
in care procesul cuprinde punerea in contact a unui compus cu formula (I1I)

in care Z, R' si R? i R? sunt asa cum au fost definiti in revendicarea 3, in particular
in care Z este NR?, si R? este H sau C;-C; alchil optional substituit cu -OR sau -NRR,,
cu un agent de sulfonilare in prezenta unei baze.

14. Procesul din revendicarea 13, in care compusul cu formula (I) are formula
R3
\

o’—‘(a ;

H

)—N

d “os02 (v®),
si in care R? este in mod particular H.

15. Compozitie farmaceuticd cuprinzand un compus din oricare dintre revendicarile 1 1a 12,
si cel putin un excipient farmaceutic acceptabil.
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16. Compus in conformitate cu oricare dintre revendicdrile de la 1 la 12, pentru utilizare in
terapie.

17. Compus in conformitate cu oricare dintre revendicirile 1-12, pentru utilizare
tratamentul unei infectii bacteriene, in special in tratamentul unei infectii cu o bacterie gram-
negativd, mai specific in tratamentul unei infectii cu o bacterie gram-negativa produsi de o specie
de Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Moraxella, Providencia,
Clostridium, Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Serratia, Acinetobacter, Bacteroides, Prevotella,
Campilobacter, Neisseria, Enterococcus sau Stenotrophomonas.

18. Combinatie farmaceuticd, cuprinzind un compus in conformitate cu oricare dintre
revendicdrile de la 1 1a 12, si un antibiotic beta-lactamaic.

19. Combinatia farmaceuticd din revendicarea 18, pentru utilizare in tratamentul unei
infectii cu o bacterie gram-negativi, in care compusul cu formula (A) este administrat in special
intr-o cantitate eficace pentru a potenta activitatea antibacteriand a antibioticului beta-lactamaic.

20. Combinatia farmaceuticd din revendicarea 18, pentru utilizare in tratamentul unei
infectii bacteriane care este o pneumonie nosocomiald, o infectie intraabdominald, sau o infectie a
tractului urinar cauzati de o specie de Enterobacteriaceae sau Pseudomonas.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figura 1. Microscopis electronicd de scanare & formei cristaline &
compusulul cu formula WL




MD/EP 3519419 T2 2020.08.31

72

Figura 3. Analiza termogravimetricd ai DBC s compusului cristalin cu formuls (V)

:5'2?6"5

X Wi o R 3

BSC: inferior
TGA: superior
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