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

Domeniul tehnic

Prezenta inventie se referd la un compus pentaciclic, sau la o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia care are activarea neuronilor colinergici si/sau efect neuroprotector si la utilizarea farmaceuticd a
acestuia. Prezenta inventie se referd, de asemenea, la compozitii farmaceutice care cuprind compusul
mentionat ca ingredient activ.

Stadiul tehnicii

Neuronii colinergici care elibereaza acetilcolina ca transmitator sunt proiectati pe scard largd in
prozencefal de la nucleul bazal al lui Meynert si nucleul septal al prozencefalului bazal la hipocamp,
amigdala si cortexul cerebral si sunt implicati in modularea memoriei, invatdrii, cunoasterii si atentiei
(Literatura non-brevet 1). In plus, neuronii colinergici din nucleul tegmental pedunculopontin si nucleul
tegmental laterodorsal al trunchiului cerebral sunt proiectafi in striatum, nucleul accumbens, substanfa
nigra si talamus si sunt considerati a fi implicati in controlul motivatiei si vigilentei (literaturi non-brevet).
2 pani la 4).

In special, rolul neuronilor colinergici in prozencefalul bazal a fost mai clarificat prin analizi
folosind multe modele animale, cum ar fi, modelul de leziune. in special, corelatia dintre tulburarea
functionald a neuronilor colinergici si sciderea memoriei si a invitdrii a fost demonstratd in modelele
animale (literatura non-brevet 5 pana la 7) si s-a demonstrat cd performanta cognitiva este imbunatititd
prin cresterea cantititii de acetilcolind folosind un inhibitor de colinesteraza si imbunititind functia
neuronilor colinergici (literatura non-brevet 8 pana la 12).

S-a raportat ca factorul de crestere a nervilor (NGF) ilustreaza efectul neuroprotector asupra
neuronilor colinergici la modelul animal, indicand pierderca neuronilor colinergici. (literatura non-brevet
13 pani la 15).

In special pentru boala Alzheimer (AD), pierderea neuronilor colinergici se constatid inca din
stadiul incipient al AD si este una dintre caracteristicile patologice ale AD. Acumularea placilor senile
prin depozitele de beta amiloid si incurciturile neurofibrilare prin agregarea proteinei tau sunt, de
asemenea, caracteristici patologice ale AD, si in special incurcdturile neurofibrilare sunt cunoscute ca
cresc odatii cu progresul stirii bolii si provoacd moartea neuronali. Incurciturile neurofibrilare se gisesc
in nucleul bazal al Iui Meynert si in cortexul entorinal din stadiul incipient al AD. Printre acestia, se
raportcazi cd pierderca neuronilor colinergici in nucleul bazal al lui Meynert prin agregarea proteinei tau
se giseste intr-un stadiu incipient si ci existd o corelatie intre pierderea si o scidere a scorului functiei
cognitive (literatura non-brevet 16 si 17). Similar cu AD, hiperfosforilarea si acumularea anormala a
proteinei tau se gsesc la soarecii modificafi genetic care au o mutatie P3018S care a fost gasitd in dementa
frontotemporald familiala (soarecii transgenici P301S tau umani). In consecintd, se formeaza incurcituri
neurofibrilare, o caracteristici patologica a AD (literatura non-brevet 18) si aduc disfunctie cognitiva prin
afectarea sinapticd, neurodegenerare si pierderea neuronilor. Pe baza acestor descoperiri, soarecii
transgenici P301S tau umani sunt utilizafi pe scard largd ca modele animale aseminitoare AD (literatura
non-brevet 19-22), iar imbunatitirea declinului cognitiv si suprimarea progresului starii bolii in boala
Alzheimer poate fi de asteptat prin suprimarea modificarilor patologice asemanitoare AD la soarecii
transgenici P301S tau umani.

Mai mult, analize multiple folosind soareci modificati genetic si modele animale de tulburdri
sugereazd cd deficitul de transport axonal este una dintre cauzele pierderii neuronilor colinergici
(literatura non-brevet 23-25). Printre acestia, axonul neuronilor colinergici care se proiecteazi din zona
septald citre hipocamp este afectat intr-un model lezionat de fimbria-fornix si afectarea transportului
retrograd al moleculelor implicate cu supravietuirea si functionarea aduce pierderea neuronilor (literatura
non-brevet 26-28). Deteriorarea transportului retrograd se giseste si la soarecii modificati genetic
(literatura non-brevet 23 si 24) si pierderea neuronilor colinergici prin leziunea fimbriei-fornix reflectd un
aspect al starii bolii. In consecinti, imbunititirea declinului cognitiv si suprimarea progresului stirii bolii
in boala Alzheimer pot fi asteptate prin suprimarea sau imbundtitirea pierderii neuronilor colinergici in
acest model de tulburare.

Dementa cu corpi Lewy (DLB) si boala Parkinson (PD) sunt tulburdri neurodegenerative
progresive in care corpii de incluziune anormali (corpi Lewy) alcatuiti in principal din alfa sinucleina apar
in neuroni si aduc degenerarea si pierderea neuronilor. Disfunctia cognitiva se dezvolti daca corpii Lewy
sunt distribuiti in principal in cortexul cerebral, iar parkinsonismul se dezvoltd dacd corpii Lewy sunt
distribuifi in principal in trunchiul cerebral. In plus, se dezvoltd si simptome psihiatrice precum
halucinatiile vizuale, halucinatiile si iluziile, tulburdrile de somn si simptomele autonome. Diagnosticul
este dementa cu corpi Lewy dacd dementa apare inainte, sau in decurs de un an de la debutul
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parkinsonismului si diagnosticul este boala Parkinson cu dementd (PDD) dacd parkinsonismul a aparut
inainte de un an sau mai mult de la debutul dementei. Dementa cu corpi Lewy, boala Parkinson cu
dementd si boala Parkinson sunt aceleasi boli patologice si sunt denumite in mod cuprinzitor boala cu
corpi Lewy (LBD), desi acestea sunt diferite in ceea ce priveste disfunctia cognitiva si ordinea aspectului
si gradul de parkinsonism. In dementa cu corpi Lewy si boala Parkinson cu dementd, in mod similar cu
boala Alzheimer, neuronii nucleului bazal al lui Meynert, nuclei de origine ai nervului colinergic, sunt
degenerati si pierduti si se raporteazd ca tulburarea neuronilor colinergici severd apare in hipocamp si
cortex (literatura non-brevet 29-31). Mai mult, existd o corelatie intre progresul tulburdrii neuronului
colinergic si disfunctia cognitiva (literatura non-brevet 29), iar inhibitorii de colinesterazi s-a demonstrat
ca imbundtatesc functia cognitivd. Pe baza acestor constatiri, functia cognitivd se imbunatiteste prin
imbundtatirea functiei neuronilor colinergici si, in mod similar cu boala Alzheimer, imbunatitirca
declinului cognitiv si suprimarea starii bolii progresul in dementa cu corpi Lewy si boala Parkinson cu
dementd poate fi de asteptat prin suprimarea sau imbunititirea pierderii neuronilor colinergici in mai
multe modele de tulburare.

Prin urmare, pe baza acestor constatiri, se poate astepta o imbunatitire a performantei cognitive
reduse cauzati de disfunctia neuronilor colinergici prin obtinerea activarii functionale si/sau a efectului
neuroprotector asupra neuronilor colinergici in practica clinica.

In plus fatd de bolile de mai sus, exemplele de boli pentru care a fost raportatd asociere intre
sciderea functiei cognitive si disfunctia neuronilor colinergici includ coreca Huntington, sindromul
Down, scleroza laterald amiotroficd (ALS), depresia majord, schizofrenia si altele asemenea.
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Rezumatul inventiei
Problema tehnica

Un obiect al prezentei inventii este acela de a furniza un compus sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia care are activarea neuronilor colinergici si/sau efect neuroprotector si are o
potentiald utilizare a unui agent terapeutic pentru boala Alzheimer, dementa cu corpi Lewy si boala
Parkinson cu dementa.
Solutia problemei

Ca rezultat al unor studii extinse pentru a rezolva problemele de mai sus, inventatori prezentei au
descoperit un compus pentaciclic sau sdruri acceptabile farmaceutic ale acestuia care are activarca
neuronilor colinergici si/sau efect neuroprotector.

Aceasta inseamnd ca, prezenta inventie se referd la urmatoarele <1> pani la <26>.
<1> Un compus selectat din grupul care constd din:
3-fluoro-6,11-dimethyl-6,7,10,11,12,13-hexahidrobenzo[f]pirido[4",3":4",5 |tieno[2',3":4,5 ]pirimido[1,2-
a][1,4]diazepin-5,14-dioni:

F
8]
MNQfLN
| o}
S N/’K,N (n

\
5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4",5 Ttieno[2',3":4,5 ]pirimido[ 1,2-a]tieno[2,3-
fl[1,4]diazepin-4,13-dioni:



10

15

20

25

MD/EP 3680243 T2 2022.05.31

6
0 g
‘NQj\)LN =
| o}
S N&N\ ()

5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4",5"Ttieno[2',3":4,5]pirimido[ 1,2-a]tieno[3,2-
fl[1,4]diazepin-4,13-dioni:
O STR

‘”QfL N
/ | N (0]
s N//K,N\ an)

(3aS,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

o N\
T o
S N/)\,N (V)

(3aR,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

si
(3aS,14aS)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.
<2> 3-Fluoro-6,11-dimetil-6,7,10,11,12,13-
hexahidrobenzol[f]pirido[4",3":4' 5" tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-5,14-diond sau o sarc

acceptabild farmaceutic a acesteia:
Qfﬁ;

N

<3> 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3": 4' 5 ]tleno [2',3":4,5]pirimido[1,2-a]tieno[2,3-
f][1,4]diazepin-4,13-diond sau o sare acceptabila farmaceutlc a acesteia:

Q:r““ )
N’K, . (||)

<4> 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4",5' ]tleno [2',3":4,5]pirimido[1,2-a]tieno[3,2-
f][1,4]diazepin-4,13-diond sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia:

O ST\
—‘NQ/\AHLN =
| o}
s N/)\/N\ ()
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<5> (3aS,14aR)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni sau o sare

acceptabild farmaceutic a acesteia:
o N\
\ o]
S N/)\,N\ (

<6> (3aR,14aR)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,1 1,12-0ctahidr0-iH-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia:

V)

—N
4 | 0
S (V)
<7> (3aS,14aS)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11, 12-octahidr0-1hH-

ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni sau o sare

acceptabild farmaceutic a acesteia:
o
--.N O
7 N
s /)\,N vi
N \ { ).

<8> O compozitie farmaceuticd care cuprinde compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a
acestuia conform cu oricare dintre <1> pana la <7> si unul sau mai multi aditivi acceptabili farmaceutic.
<O> Un agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul bolii Alzheimer care cuprinde compusul
sau sarca acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pani la <7>.

<10> Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pand la
<7> pentru utilizare in tratamentul bolii Alzheimer.

<11> Un agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul dementei cu corpi Lewy care cuprinde
compusul sau sarca acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pand la <7>.

<12> Compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pand la
<7> pentru utilizare in tratamentul dementei cu corpi Lewy.

<13> Un agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul bolii Parkinson cu dementa care cuprinde
compusul sau sarca acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pand la <7>.

<14> Compusul sau sarca acceptabild farmaceutic a acestuia conform cu oricare dintre <1> pand la
<7> pentru utilizare in tratamentul bolii Parkinson cu dementa.

Efectele avantajoase ale inventiei

Compusii pentaciclici reprezentati prin formulele (I) pand la (VI) (denumiti in continuare
"compusii (I) pand la (VI)"), sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora conform prezentei inventii
au activarea neuronilor si/sau efectul neuroprotector, asa cum sunt prezentate in datele de activitate din
exemplele de teste farmacologice furnizate in cele ce urmeaza. Compusii (I) pani la (VI) ai prezentei
inventii conduc la o imbunatifire a performantei cognitive datoritd activarii neuronilor si/sau efectului
neuroprotector si astfel au o potentiald utilizare ca agenti terapeutici pentru boala Alzheimer, dementa cu
corpi Lewy si boala Parkinson cu dementa.

Descrierea exemplelor de realizare

In continuare, va fi descris in detaliu continutul prezentei inventii.

In prezenta descriere, formulele structurale ale compusilor pot reprezenta izomeri specifici
pentru comoditate; totusi, prezenta invenfie poate include izomeri de rotatie si tautomeri, precum si
amestecuri izomerice, nu se limiteazd la formulele descrise pentru comoditate si poate fi oricare dintre
izomeri, sau un amestec care confine izomerii in orice propottie.

Mai mult, pot exista si cristale polimorfe; totusi, prezenta inventie nu este, de asemenea, limitata
la niciuna dintre ele si poate fi o forma cristalind unicd, sau un amestec al acestora. Mai mult, prezenta
inventie include, de asemenea, forme amorfe, iar compusii conform prezentei inventii includ anhidrati si
solvati (in special hidrati).

Prezenta inventie include, de asemenea, compusi marcati cu izotopi ai compusilor (I) pand la
(VI). Compusii marcati cu izotopi sunt aceiasi cu compusii (I) pani la (VI), cu exceptia faptului ca unul
sau mai multi atomi sunt inlocuifi cu unul sau mai multi atomi care au 0 masa atomica sau un numar de
masa diferit de cel gisit in general in naturd. Exemple de izotopi care pot fi incorporati in compusii
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prezentei inventii includ izotopi de hidrogen, carbon, azot, oxigen, fluor, fosfor, sulf, iod si clor si includ
in mod specific 2H, 3H, ''C, “C, PN, 130, 18F, 32p, 3§, 123[, 1251 g altii asemenea.

Compusii marcati cu izotopi de mai sus, de exemplu, compusi in care sunt incorporafi izotopi
radioactivi, cum ar fi, 3H si/sau '“C, sunt utili pentru analiza distributiei tisulare a medicamentelor si/sau
substraturilor. H si *C sunt considerati a fi utili din cauza usurintei preparirii si detectiirii acestora.
TIzotopi 1'C si '8F sunt considerato a fi utili pentru PET (tomografie cu emisie de pozitroni), izotopul %1
este considerat a fi util pentru SPECT (tomografia computerizatd cu emisie de foton unic) si toti sunt utili
pentru imagistica cerebrali. Inlocuirea cu izotopi mai grei, cum ar fi, 2H, are ca rezultat unele tipuri de
avantaje terapeutice, inclusiv o crestere a perioadei de injumatitire in vivo, sau o scidere a dozei necesare
datoritd stabilititii metabolice mai mari si, prin urmare, este considerat a fi util in anumite situatii.
Compusii marcati cu izotopii de mai sus pot fi preparati in mod similar prin efectuarea procedurilor
dezvaluite in exemplele urmitoare utilizand reactivi usor utilizabili marcati cu izotopi in loc de reactivi
nemarcati cu izotopi.

"Sdrurile acceptabile farmaceutic" din prezenta descriere nu sunt limitate in mod special atata
timp cét sunt saruri formate cu compusii conform prezentei inventii, iar exemplele specifice includ saruri
de aditie acida, cum ar fi, siruri de acid anorganic, siruri de acid organic si saruri acide ale aminoacizilor.

"Sarea acceptabild farmaceutic" din prezenta descriere este orice sare formatd intr-un raport
adecvat, cu exceptia cazului in care existd o descriere limitativa in mod special si numarul de molecule de
acid per moleculd de compus din sarea formatd nu este limitat in mod special; cu toate acestea, este
preferabil ca numéarul de molecule de acid per molecula de compus si fie de aproximativ 0,5 pand la
aproximativ 2 si este mai preferabil ca numirul de molecule de acid per molecula de compus si fie
aproximativ 0,5, aproximativ 1 sau aproximativ 2.

Exemplele preferate de siruri ale acidului anorganic includ clorhidrat, bromhidrat, sulfat, nitrat
si fosfat; si exemplele preferate de saruri ale acidului organic includ acetat, succinat, fumarat, maleat,
tartrat, citrat, lactat, stearat, benzoat, metansulfonat, p-toluensulfonat si benzensulfonat.

Exemplele preferate de siruri acide ale aminoacizilor includ aspartatul si glutamatul.

Cand compusii (I) pana la (VI) conform prezentei inventii sunt obtinuti intr-o forma libera, ei pot
fi transformati in siruri care pot fi formate de compusii (I) pana la (VI) sau hidrati ai acestora conform
unei metode conventionala.

Cand compusii (I) pand la (VI) conform prezentei inventii sunt obtinufi ca sdruri ale compusilor
(I) pani la (VD) sau hidrati ai compusilor (I) pana la (VI), ei pot fi transformati in forme libere de
compusii (I) pand la (VI) conform unei metode conventionald.

Mai mult decét atat, diferiti izomeri (de ex., izomeri optici, izomeri rotationali, stereoizomeri.
etc.) obtinuti din compusii (I) pand la (VI) conform prezentei inventii pot fi purificati si izolati prin
mijloace generale de separare, cum ar fi. recristalizare, metoda sdrii diastercomerice, metoda disocierii
enzimatice si diverse tehnici cromatografice (de ex., cromatografia in strat subtire, cromatografia pe
coloand, gaz-cromatografia, etc.).

[Preparare farmaceutici]

Compozitia farmaceuticd conform prezentei inventii poate fi produsd prin amestecarea aditivilor
acceptabili farmaceutic cu un compus selectat din grupul de compusi (I) pani la (VI), sau dintre sarurile
acceptabile farmaceutic ale acestora. Comporzitia farmaceuticd conform prezentei inventii poate fi
produsa printr-o metodi cunoscutd, de exemplu, metoda descrisa in General Rules for Preparations of The
Japanese Pharmacopoeia Editia a saptesprezecea.

Compozitia farmaceuticd conform prezentei inventii poate fi administratd in mod adecvat unui
pacient, in functie de forma de dozare a acesteia.

Doza de compusi (I) pana la (VI) conform prezentei inventii sau sdrurile acceptabile farmaceutic
ale acestora variazi in functic de severitatea simptomelor, varstd, sex, greutate corporald, forma de
dozare, tip de sare, tip specific de boala si alte conditii; totusi, in general, doza pentru un adult pe zi prin
administrare orald este de aproximativ 30 pg pand la 10 g, de preferintd 100 pg pana la 5 g, si mai
preferabil 100 pg panad la 1 g, doza pentru un adult pe zi prin administrare prin injectic este de
aproximativ 30 pg pand la 1 g, de preferintd 100 pg la 500 mg, si mai preferabil 100 pg pani la 300 mg;
iar doza de mai sus se administreaza o datd sau de mai multe ori.

Compusii prezentei inventii pot fi utilizafi ca probe chimice pentru captarea proteinelor {intd ale
compusilor bioactivi cu greutate moleculard mica. Adica, compusii prezentei inventii pot fi transformati
in probe de cromatografic de afinitate, probe de fotoafinitate, etc., prin introducerca de grupari de
marcare, linkeri sau altele asemenea intr-un fragment diferit de un fragment structural esential pentru
dezvoltarea activititii compusilor folosind o metoda descrisd, de exemplu, in J. Mass Spectrum. Soc. Jpn.
Vol. 51, No. 5, 2003, pp. 492-498, W02007/139149, sau altele aseminitoare.

Exemple de grupdri de marcare, linkeri, etc., utilizate in probele chimice includ gruparile
prezentate in grupul format din urméitoarele (1) pana la (5):
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(1) grupdri de marcare a proteinelor, cum ar fi, grupdri de marcare a fotoafinitifii (de ex., o grupare
benzoil, o grupare benzofenond, o grupare azida, o grupare carbonilazida, o grupare diaziridind, o grupare
enond, o grupare diazo, o grupare nitro, etc.) si grupdri de afinitate chimicd (de ex., o grupare cetond in
care atomul de carbon alfa este inlocuit cu un atom de halogen, o grupare carbamoil, o grupare ester, o
grupare alchiltio, un acceptor Michael, cum ar fi, cetond o,-nesaturatd, sau ester si 0 grupare oxirany;

(2) linkeri scindabili, cum ar fi, -S-S-, -O-Si-O-, monozaharide (o grupare glucozi, o grupare galactoza,
etc.), sau dizaharide (lactozi, etc.); si linkeri oligopeptidici scindabili prin reactia enzimatica;

(3) grupari fishing tag, cum ar fi, biotina si o grupare 3-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4H-3a,4a-diaza-4-bora-
s-indacen-3-il)propionil;

(4) grupdri de marcare radioactive, cum ar fi, %1, 3P, 3H, and *C; grupdri de marcare fluorescente, cum
ar fi, fluoresceind, rodamind, dansil, umbeliferond, 7-nitrofurazanil si o grupare 3-(4,4-difluoro-5,7-
dimetil-4H-3a,4a-diaza-4-bora-s-indacen-3-il)propionil; grupari chemiluminiscente, cum ar fi, luciferind
si luminol; si markeri capabili sd detecteze ioni de metale grele, cum ar fi, ionii metalelor din seria
lantanide si ionii de radiu; sau

(5) grupdri care urmeaza si fie atasate la purtitori solizi, cum ar fi, granule de sticld, straturi de sticla,
placi de microtitrare, granule de agaroza, straturi de agarozi, granule de polistiren, straturi de polistiren,
granule de nailon si straturi de nailon.

Probele obtinute prin introducerea grupdrilor de marcare, etc., selectate dintre grupdrile care
constau din cele mentionate anterior (1) pana la (5) in compusii prezentei inventii prin metodele descrise
in documentele mentionate anterior sau asemdndtor pot fi utilizate ca probe chimice pentru identificarea
proteinelor marcate utile pentru a ciuta noi medicamente proiectate ca tinte, etc.

Exemple

Compusii (I) pand la (VI) ai prezentei inventii pot fi produsi, de exemplu, prin metodele descrise
in urmatoarele exemple, iar efectele compusilor pot fi confirmate prin metodele descrise in urmatoarele
Exemple de Testare. Totusi, acestea sunt doar exemple, iar prezenta inventie nu este limitatd la exemplele
specifice care urmeazad in orice caz si poate fi modificatd intr-un interval care nu se indepdrteaza de
scopul prezentei inven(ii asa cum s-a definit in revendicdrile anexate.

Compusii descrisi cu nume de document, etc., indicd faptul cd compusii au fost produsi conform
documentelor, etc.

Mai mult, abrevierile utilizate in prezenta descriere sunt binecunoscute si comune unei persoane
de specialitate in domeniu. in prezenta descriere, sunt utilizate urmitoarele abrevieri.

DCE: 1,2-dicloroetan

DCM: diclorometan

DIPEA: N,N-diizopropiletilamina

DMT-MM: clorura de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfoliniu
DMSO: dimetilsulfoxid

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimidi clorhidrat

HATU: hexafluorofosfat de 0-(7-azabenzotiazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluroniu
HOBT: 1-hidroxibenzotriazol

n-: normal

NMM: N-metilmorfolini

t-: tertiar

TBD: 1,3,4,6,7,8-hexahidro-2H-pirimido[ 1,2-a]pirimidini

TBME: butil metil eter terfiar

TEA: trietilamina

THF: tetrahidrofuran

'"H-NMR: spectrometrie de rezonanti magnetici nucleari de protoni

MS: spectrometric de masa

HPLC: cromatografie lichidd de inalti performanta

Termenul "temperatura camerei" din urmatoarele Exemple si Exemple de Productie se referd in
general la aproximativ 10°C pana la aproximativ 35°C. % se referd la procente in greutate, dacd nu se
specifica altfel.

Deplasarile chimice ale spectrelor de rezonantd magneticd nucleard de protoni sunt notate in
unitati 6 (ppm) fatd de tetrametilsilan, iar constantele de cuplare sunt inregistrate in Hertz (Hz). Modelele
sunt desemnate ca s: singlet, d: doublet, t: triplet, q: cvartet, m: multiplet, br: larg, br.s: singlet larg.

Pentru rezolutia opticd a compusului, s-a utilizat Parallex Flex (TM) produs de Biotage (coloana:
una dintre CHIRALPAK (R) AD-H, IA, IB si IC produse de DAICEL; si CHIRALCEL (R) OD-H si OJ-
H produsd de DAICEL).

In reactiile care utilizeazd un reactor cu microunde in Exemplele de Productie, Exemplele de
Referinta si Exemple, s-a utilizat Initiator (TM), sau Initiator+ (TM) produs de Biotage.
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In ceea ce priveste cromatografia, ca silicagel, s-a utilizat Silica Gel60 produs de Merck (70-230
mesh, sau 230-400 mesh ASTM) sau PSQ60B produs de Fuji Silysia Chemical Ltd., sau o coloand pre-
umpluta {coloana: coloani Hi-Flash (TM) (Silicagel) produsd de YAMAZEN, dimensiune: una dintre S
(16 x 60 mm), M (20 x 75 mm), L (26 x 100 mm), 2L (26 x 150 mm) si 3L (46 x 130 mm); sau cartus
Biotage (TM) SNAP Ultra Silica Cartridge produs de Biotage, dimensiune: s-a utilizat unul dintre 10 g,
25 gsi50 g}

Ca silicagel NH, s-a utilizat CHROMATOREX NH-DM2035 produs de Fuji Silysia Chemical
Ltd., sau o coloanid pre-umplutd {coloana: coloanid Hi-Flash (TM) (Amino) produsdi YAMAZEN,
dimensiune: una dintre S (16 x 60) mm), M (20 x 75 mm), L (26 x 100 mm), 2L (26 x 150 mm) si 3L (46
x 130 mm); sau Presep (TM) (Luer Lock) NH2(HC) produsd de Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,
dimensiune: una de tip M (14 g/25 mL), tip L (34 g/70 mL), tip 2L ( 50 g/100 ml) si tipul 3L (110 g/200
ml).

Ca denumiri ale compusilor prezentati mai jos, cu exceptia reactivilor utilizati in general, au fost
utilizate cele prezentate in "E-Notebook” Versiunea 12 (PerkinElmer).

Exemplu de Productie 1
Sinteza etil 2-amino-6-metil-4,5,67-tetrahidrotieno|[2,3-c]piridin-3-carboxilatului

0
VS
s +~° ::N+—C>:o—' N °
© 57 NH,

TEA (61,6 mL, 442 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de 1-metil-4-
piperidona (CAS No. 1445-73-4) (51,5 mL, 442 mmol), etil cianoacetat (CAS No. 105-56-6) (47,2 mL,
442 mmol), sulf (CAS No. 7704-34-9) (14,2 g, 442 mmol), si etanol (800 mL). Amestecul de reactic s-a
agitat la 40°C timp de 15 ore, si apoi s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe coloand (NH gel de silice, acetat de etil). Reziduul concentrat obfinut s-a triturat cu
acetat de etil. Precipitatele s-au colectat prin filtrare, s-au spalat cu acetat de etil, si s-au uscat sub
presiune redusa pentru a obtine compusul din titlu (58,4 g).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1,33 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 2,44 (s, 3H), 2,62-2,70 (m, 2H),
2,79-2,88 (m, 2H), 3,37 (t, J = 2,0 Hz, 2H), 4,26 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 5,97 (s 1, 2H).

MS (ESD) m/z: 241 [M+H]*
Exemplu de Productie 2
Sinteza 7-fluoro-4-metil-3.4-dihidro-1H-benzo[e][1.4]diazepin-2,5-dionei

O o ,
F o HN” F N

N0 N

H o H ©

Sarcozina (CAS No. 107-97-1) (5,16 g, 58,0 mmol) s-a adiugat la temperatura camerei la o
solutie de 6-fluoro-1H-benzo[d][1,3]oxazin-2,4-diond (CAS No. 321-69-7) (10,0 g, 55,2 mmol) in
piridind (100 mL), si amestecul de reactie s-a agitat la 100°C timp de 8 ore. Amestecul de reactie s-a racit
la temperatura camerei. Precipitatele s-au colectat prin filtrare si s-au spélat cu dietil eter. Solidul obtinut
s-a uscat sub presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu (5,34 g).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 3,30 (s, 3H), 3.90 (s, 2H), 6,97 (dd, J = 8.8, 4,5 Hz, 1H),
7,20 (ddd, J = 8,6, 7,6, 2,9 Hz, 1H), 7,67 (dd, J = 9,0, 3,1 Hz, 1H), 7,99 (s 1, 1H).

MS (ESD) m/z: 209 [M+H]*
Exemplu de Productie 3
Sinteza 4-metil-3.,4-dihidro-1H-tieno[3.2-e][1.4]diazepin-2,5-dionei

S o) S O

L, s
HO

71) HN\n/

O
Un amestec de 1H,2H,4H-tlen0[3,2-d][1,3]oxazm-2,4-dionz'1 (CAS No. 78756-28-2) (300 mg,
1,77 mmol), sarcozini (395 mg, 4,43 mmol), si apd (10 mL) s-a incdlzit sub reflux timp de 2 ore.
Amestecul de reactie s-a ricit la 0°C. Precipitatul s-a colectat prin filtrare, si s-a spalat secvential cu apa si
dietil eter. Solidul obtinut s-a uscat sub presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu (165 mg).
'H-RMN (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 3,24 (s, 3H), 4,00 (s, 2H), 6,72 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 7,52
(d, J =53 Hz, 1H), 7,96 (s 1, lH).
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MS (ESD) m/z: 197 [M+H]*
Exemplu de Productie 4
Sinteza 4-metil-3.4-dihidro-1H-tieno[2,3-¢][1,4]diazepin-2,5-dionei

= 0 _ N 4
Q—( N HN Q—(N/
O HO
HN—( WH HN\H/'
0 o 8
1H,2H,4H-tieno[2,3-d][1,3]oxazine-2,4-diona (CAS No. 103979-54-0) (600 mg, 3,55 mmol) s-a
addugat la o solufie de sarcozind (790 mg, 8,87 mmol) in apd (12 mL). Amestecul de reactie s-a incilzit
sub reflux timp de 1,5 ore. Amestecul de reactie s-a racit la temperatura camerei. La amestecul de reactie
s-a addugat cloroform, si stratul organic s-a separat. Stratul apos s-a extras cu cloroform (de doud ori) si
acetat de etil (de 3 ori). Stratul organic combinat s-a uscat peste sulfat de sodiu anhidru si s-a filtrat, si
filtratul s-a concentrat sub presiune redusd. Solidul obtinut s-a uscat pentru a obtine compusul din titlu
(430 mg).
'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 3,23 (s, 3H), 3,99 (s, 2H), 6,90 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 7,29
(d, J=5,7Hz, 1H), 8,39 (s 1, LH).
MS (ESD) m/z: 197 [M+H]*
Exemplu de Productie 5
Sinteza (5aS.8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diazepin-2,5-dionei

N
o Yy ) . ) /J(O @
é\ >\‘NH OH %\ »‘NH N\ o HN/_\FO
c o] 0 9] O)\/N\
(1) Sinteza metil 2-((1S2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-

metilciclopentancarboxamid)acetatului
TEA (22,2 mL, 159 mmol), HOBT/monohidrat (11,7 g, 76,3 mmol), si EDC (14,6 g, 76,3 mmol)

s-au addugat secvential sub ricire cu gheatdi la un amestec de acid (1S,2R)-2-((t-
butoxicarbonil)amino)ciclopentan-1-carboxilic (CAS No. 137170-89-9) (14,6 g, 63,6 mmol), sarcozini
metil ester clorhidrat (CAS No. 13515-93-0) (10,7 g, 76,3 mmol), si THF (150 mL). Dupi ce amestecul
de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 15 ore, s-au addugat acetat de etil si apa, si stratul
organic s-a separat. Stratul apos s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic combinat s-a spalat secvential
cu o solutie apoasa, saturatd de bicarbonat de sodiu si o solutie saturatd de clorurd de sodiu, s-a uscat
peste sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat sub presiune redusi. Reziduul obtinut s-a
purificat de doud ori prin cromatografie pe coloani (gel de silice, 25-30% acetat de etil/n-heptan) pentru a
obtine compusul din titlu (16,1 g).

MS (ESD) m/z: 337 [M+Na]*

(2) Sinteza (5aS.8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diazepin-2,5-dionei

O solutie de acid clorhidric 4 N/1,4-dioxan (160 mL, 640 mmol) s-a addugat sub ricire cu gheati
la metil 2-((1S,2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-metilciclopentancarboxamid)acetat (16,1 g, 51,3
mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la aceeasi temperaturd timp de 30 minute, apoi s-a agitat la
temperatura camerei timp de 45 minute, si s-a concentrat sub presiune redusd. S-a addugat TBD (8,57 g,
61,6 mmol) sub ricire cu api la o solutie de reziduu in metanol (130 ml). Amestecul de reactie s-a agitat
sub racire cu apa timp de 3 ore, si apoi s-a ricit la 0°C. Solidul care a rezultat s-a colectat prin filtrare, s-a
spdlat de 3 ori cu metanol ricit cu gheatd, si s-a uscat sub presiune redusd pentru a obfine compusul din
titlu (5,22 g).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,41-1,59 (m, 2H), 1,78-1,98 (m, 2H), 2,00-2,15 (m, 1H),
2,36-2,53 (m, 1H), 3,08 (s, 3H), 3,18-3,32 (m, 1H), 3,49 (dd, J = 15,5, 1,7 Hz, 1H), 3,91-4,04 (m, 1H),
451 (d,J =154 Hz, 1H), 5,54 (s 1, 1H).

MS (ESD) m/z: 183 [M+H]*
Exemplu de Productie 6
Sinteza (5aR.8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diaze-pin-2,5-dionei

P () 2 7 @
%O%N%OH %_O)/—N%NAO% HN%O
s 0 0 g O o)\’ NG
a Sinteza t-butil 2-((1R,2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-
metilciclopentancarboxamid)acetatului
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DIPEA (1,81 mL, 10,5 mmol) si HATU (1,99 g, 5,23 mmol) s-au adiugat secvenfial la
temperatura camerei la un amestec de acid (1R,2R)-t-butoxicarbonil-2-aminociclopentancarboxilic (CAS
No. 245115-25-7) (1,00 g, 4,36 mmol), sarcozini t-butil ester clorhidrat (CAS No. 136088-69-2) (872
mg, 4,80 mmol), si DCM (10 mL). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ord si
apoi s-a purificat direct prin cromatografie pe coloani (gel de silice, 30-50% acetat de etil/n-heptan)
pentru a obtine compusul din titlu (1,61 g).

MS (ESI) m/z: 357 [M+H]*
(2) Sinteza (5aR.8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diazepin-2,5-dionei

O solutie de acid clorhidric 4 N/1,4-dioxan (16 mL, 64 mmol) s-a adiugat la temperatura
camerei la t-butil 2-((1R,2R)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-metilciclopentancarboxamid)acetat (1,61 g,
4,52 mmol), si amestecul s-a agitat timp de 20 ore. Amestecul de reactic s-a concentrat sub presiune
redusd. La reziduu s-au addugat secvential bicarbonat de sodiu (0,911 g, 10,8 mmol), metanol (24 mL),
NMM (0,099 mL, 0,90 mmol), si DMT-MM (12,3% H-»0, 1,80 g, 5,70 mmol) la temperatura camerei, $i
amestecul s-a agitat timp de 20 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusa, si reziduul s-
a spdlat cu DCM. Lichidul spilat s-a concentrat sub presiune redusd, si reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe coloand (gel de silice, 5-20% metanol/acetat de etil) pentru a obtine compusul din titlu
(745 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,56-1,88 (m, 3H), 1,91-2,02 (m, 1H), 2,13-2,23 (m, 1H),
2,26-2,39 (m, 1H), 3,07 (s, 3H), 3,08-3,16 (m, 1H), 3,51-3,62 (m, 1H), 3,79 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 4,58 (d,
J=18,0 Hz, 1H), 6,76 (s L, 1H).

MS (ESD) m/z: 183 [M+H]*
Exemplu de Productie 7
Sinteza (5aS,8aS)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diazepin-2,5-dionei

; M : 7 2
> B~ 2 Bt - S
NH CH NH N O HN
ob_ o O>_ g O)\fN\

Q) Sinteza t-butil 2-((18,28)-2-((t-butoacarbonil)amino)-N-
metilciclopentancarboxamid)acetatului

La temperatura camerei s-a addugat HATU (1,99 g 5,23 mmol) la un amestec de acid (1S,25)-t-
butoxicarbonil-2-aminociclopentancarboxilic (CAS No. 143679-80-5) (1,00 g, 4,36 mmol), sarcozini t-
butil ester clorhidrat (872 mg, 4,80 mmol), DIPEA (1,81 mL, 10,5 mmol), si DCM (10 mL). Amestecul
de reactic s-a agitat la temperatura camerei peste noapte, si apoi s-a purificat direct prin cromatografie pe
coloand (gel de silice, 30-50% acetat de etil/n-heptan) pentru a obtine compusul din titlu (1,55 g).

MS (ESI) mv/z: 357 [M+H]*
(2) Sinteza (5a8,8aS)-4-metiloctahidrociclopentale][1.4]diazepin-2,5-dionei

O solutie de acid clorhidric 4 N/1,4-dioxan (16 mL, 64 mmol) s-a adiugat la temperatura
camerei la t-butil 2-((15,2S)-2-((t-butoxicarbonil)amino)-N-metilciclopentancarboxamid)acetat (1,55 g,
4,35 mmol), si amestecul s-a agitat timp de 16 ore. Amestecul de reactic s-a concentrat sub presiune
redusd. S-au addugat secvential bicarbonat de sodiu (0,877 g, 10,4 mmol), metanol (24 mL), NMM (0,096
mL, 0,87 mmol), si DMT-MM (12,3% H»O, 1,73 g, 5,48 mmol) la reziduu la temperatura camerei, si
amestecul s-a agitat timp de 3 ore. Amestecul de reactie s-a concentrat sub presiune redusd, si reziduul s-a
spilat ca DCM. Lichidul spdlat s-a concentrat sub presiune redusd, si reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe coloani (gel de silice, 0-20% metanol/acetat de etil) pentru a obtine compusul din titlu
(753 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,55-1,88 (m, 3H), 1,91-2,02 (m, 1H), 2,11-2,22 (m, 1H),
2,25-2,40 (m, 1H), 3,07 (s, 3H), 3,07-3,16 (m, 1H), 3,51-3,62 (m, 1H), 3,78 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 4,57 (d,
J=18,0 Hz, 1H), 6,54 (s L, 1H).

MS (ESD) m/z: 183 [M+H]*

Exemplu 1

Sinteza _3-fluoro-6.11-dimetil-6,7,10,11,12.13-

hexahidrobenzo[f]pirido[4''3'":4' ,5]tieno[2'3':4,5|pirimido[1,2-a][1.4]diazepin-5,14-dionei

O
~—N O/\ . F N —N
a O o
NH; H O S N/*/N
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Oxiclorurd de fosfor (4,65 mL, 49,9 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno|2,3-c]piridin-3-carboxilat (6,00 g, 25,0 mmol) obfinut in
Exemplu de Productie 1, 7-fluoro-4-metil-3,4-dihidro-1H-benzole][1,4]diazepin-2,5-diond (5,20 g, 25,0
mmol) obtinutd in Exemplu de Productie 2, si DCE (300 mL). Amestecul de reactie s-a agitat la 80°C
timp de 20 ore. In timpul agitirii sub ricire cu gheatd, la amestecul de reactie s-a adiugat etoxid de sodiu
(o solutie 20% in etanol, 80 mL, 207 mmol). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp
de 20 minute. La amestecul de reactie s-au addugat o solutiec apoasd, saturati de bicarbonat de sodiu si
acetat de etil si stratul organic s-a separat. Stratul apos s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic
combinat s-a uscat peste sufat de magneziu si s-a filtrat, si filtratul s-a concentrat sub presiune redusa.
Reziduul s-a purificat secvential prin cromatografic pe coloand (NH gel de silice, 50-100% acetat de
etil/n-heptan) si cromatografie pe coloana (gel de silice, 0-50% metanol/acetat de etil). Solidul obtinut s-a
triturat cu TBME, si precipitatele s-au colectat prin filtrare. Solidul obtinut s-a spalat ca TBME si s-a
uscat sub presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu (4,56 g).

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,51 (s, 3H), 2,66-2,76 (m, 1H), 2,77-2,88 (m, 1H), 3,04-
3,18 (m, 2H), 3,25 (s, 3H), 3,57-3,75 (m, 2H), 4,09 (d, ] = 15,2 Hz, 1H), 4,47 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 7,25-
7,31 (m, 1H), 7,60-7,64 (m, 1H), 7,67 (dd, I = 9,0, 4,7 Hz, 1H).

MS (EST) m/z: 385 [M+H]*

Exemplu 2

Sinteza 5.,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4'',3"":4',5'|tieno[2'3"':4,5]pirimido[1,2-
altieno[2,3-f][1.4]diazepin-4,13-dionei

) |S P o g
M T —
| HN\(/ | o ()
S NH; i S N/)\/N\

Oxiclorurd de fosfor (0,157 mL, 1,68 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-carboxilat (303 mg, 1,26 mmol) obfinut in
Exemplu de Productie 1, 4-metil-3,4-dihidro-1H-tieno[3,2-e][1,4]diazepin-2,5-diond (165 mg, 0,841
mmol) obtinutd in Exemplu de Productie 3, si 1,4-dioxan (10 mL). Amestecul de reactie s-a agitat la 70°C
timp de 2 ore, si apoi s-a agitat la 90°C timp de 5 ore. La amestecul de reactie s-a adiugat etoxid de sodiu
(o solutie 20% in etanol, 2,60 mL, 6,73 mmol), s-a ricit la temperatura camerei. Amestecul de reactie s-a
agitat la temperatura camerei timp der 40 minute. La amestecul de reactie s-au adiugat acetat de etil si o
solutie apoasa, saturati de bicarbonat de sodiu, si stratul organic s-a separat. Stratul apos s-a extras cu
acetat de etil. Stratul organic combinat s-a uscat peste sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat
sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin cromatografic pe coloand (gel de silice, 50%
metanol/acetat de etil) pentru a obtine compusul din titlu (90,0 mg).

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,51 (s, 3H), 2,66-2,87 (m, 2H), 3,07-3,20 (m, 2H), 3,26
(s, 3H), 3,56-3,74 (m, 2H), 4,21 (d, J = 15,0 Hz, 1H), 4,56 (d, J = 15,0 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 5,3 Hz, 1H),
7,59 (d,J = 5,3 Hz, 1H).

MS (ESI) m/z: 373 [M+H]*

Exemplu 3

Sinteza 5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4'3'':4',5"'[tieno[2'3":4,5|pirimido[1,2-
altieno[3.2-f][1.4]diazepin-4.13-dionei

—~N P 8 N~ —N s
9 + — N I
57 UNH, X 3TN N

Oxiclorurd de fosfor (1,43 mL, 15,3 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
4-metil-3,4-dihidro-1H-tieno[2,3-e][1,4]diazepin-2,5-diond (1,00 g, 5,10 mmol) obtinutd in Exemplu de
Productie 4, etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-carboxilat (1,84 g, 7,64 mmol)
obtinut in Exemplu de Productie 1, si 1,4-dioxan (30 mL). Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura
camerei timp de 5 minute, si s-a agitat la 90°C timp de 2 ore. S-a adaugat etoxid de sodiu (o solutic 20%
in etanol, 21,7 mL, 56,1 mmol) timp de 5 minute la amestecul de reactie, s-a rdcit la temperatura camerei.
Amestecul de reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 1,5 ore. La amestecul de reactie s-au
addugat secvential acetat de etil, o solutie apoasa, saturatd de bicarbonat de sodiu, si apd, si stratul organic
s-a separat. Stratul apos s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic combinat s-a uscat peste sulfat de
magneziu anhidru si s-a filtrat, si filtratul s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin
cromatografie pe coloani (gel de silice, 20%-50% metanol/acetat de etil). Solidul obtinut s-a triturat cu
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etanol, si precipitatele s-au colectat prin filtrare. Solidul obtinut s-a spdlat cu etanol, si s-a uscat sub
presiune redusa pentru a obtine compusul din titlu (712 mg).

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2,52 (s, 3H), 2,71-2,87 (m, 2H), 3,05-3,30 (m, 5H), 3,59-
3,75 (m, 2H), 4,23 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 4,57 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 7,35 (d,J = 6,2 Hz, 1H), 7,39 (d, J =
5,9 Hz, 1H).
MS (ESIT) m/z: 373 [M+H]*
Exemplu 4
Sinteza (3aS.14aR)-5,10-dimetil-3.3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4'',3"":4',5"']tieno[2',3":4.5 |pirimido[1.2-a][1.4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dionei

o) ™ CBEESAN
—N ~ S ~—N S
87 “NH;, O)\/N\ STON N,

Oxiclorurd de fosfor (7,93 mL, 85,1 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
(5a8,8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][ 1,4]diazepin-2,5-diond (3,10 g, 17,0 mmol) obtinutd in Exemplu
de Productie 5-(2), etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-carboxilat (8,18 g, 34,0
mmol) obtinut in Exemplu de Productie 1, si DCE (300 mL). Amestecul de reactie s-a agitat 1a 80°C timp
de 14,5 ore. O solutic apoasa, saturati de bicarbonat de sodiu s-a addugat la amestecul de reactie la 0°C,
amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 3,5 ore, si apoi stratul organic s-a separat. Stratul apos
s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic combinat s-a spdlat secvential cu o solutie apoasd, saturatad de
bicarbonat de sodiu si o solufie saturatd de clorura de sodiu, s-a uscat peste sulfat de magneziu anhidru, s-
a filtrat, si s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe coloanid (NH
gel de silice, 30-60% acetat de etil/n-heptan). Reziduul concentrat obtinut s-a triturat cu TBME, si
precipitatele s-au colectat prin filtrare. Solidul obtinut s-a spilat de 3 ori cu TBME, si s-a uscat sub
presiune redusd pentru a obtine compusul din titlu (3,70 g). 'H-RMN (400 MHz, CDCls3) & (ppm): 1,51-
1,73 (m, 2H), 1,94-2,18 (m, 2H), 2,30-2,41 (m, 1H), 2,44-2,59 (m, 4H), 2,71-2,82 (m, 2H), 3,04-3,19 (m,
5H), 3,42-3,54 (m, 1H), 3,64 (s, 2H), 4,17 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 4,75 (d, ] = 15,6 Hz, 1H), 5,69-5,82 (m,
1H).

MS (EST) m/z: 359 [M+H]*

Rotatie specifici: [a]p® -146,0 (¢ 0,50, CHCly))

Analiza prin HPLC:

(Conditii de analizad) Coloana: CHIRALPAK IB (produsa de Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0,46 cm ¢
x 15 cm), 40°C, eluent: etanol/hexan = 20/80 (v/v), debit: 1 ml/min., detectie: UV (254 nm).

(Rezultatele analizei) Cand compusul din titlu a fost analizat in conditiile de analizi de mai sus, timpul de
retentie a fost de 10,38 minute, puritatea optica a fost > 98%see, iar rotatia optica a fost (-). Timpul de
retentie al enantiomerului a fost confirmat de produsul sintetizat in mod similar folosind un amestec
racemic ca materie prima.

Exemplu 5

Sinteza (3aR,14aR)-5,10-dimetil-3,3a.5.6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4'',3"":4',5"']tieno[2',3":4.5 |pirimido[1.2-a][1.4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dionei

Q{\O/\ - © N
~N_ 7\ HN |
NH O)\/N s

Oxiclorurd de fosfor (0,793 mL, 8,51 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
(5aR,8aR)-4-metiloctahidrociclopentale][1,4]diazepin-2,5-diond (310 mg, 1,70 mmol) obtinutd in
Exemplu de Productie 6-(2), etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-carboxilat (613
mg, 2,55 mmol) ob{inut in Exemplu de Productie 1, si DCE (16 mL). Amestecul de reactie s-a agitat la
70°C timp de 2,5 ore si apoi s-a adus din nou la temperatura camerei, si s-au addugat acetat de etil (15
mL) si o solutic apoasd, saturatd de bicarbonat de sodiu (30 mL). Amestecul de reactic s-a agitat la
temperatura camerei timp de 5 zile, s-a addugat acetat de etil si s-a separat stratul organic. Stratul apos s-a
extras cu acetat de etil. Stratul organic combinat s-a uscat peste sulfat de sodiu anhidru, s-a filtrat, si s-a
concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe coloand (NH gel de silice,
50-70% acetat de etil/n-heptan). Produsul obtinut s-a spdlat de 3 ori cu dietil eter, apoi s-a spalat cu
TBME, si s-a uscat sub presiune redusd pentru a obfine compusul din titlu (143 mg).

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,29-1,49 (m, 1H), 1,68-1,83 (m, 1H), 1,82-2,21 (m, 3H),
2,50 (s, 3H), 2,76 (t, ] = 5,7 Hz, 2H), 2,98-3,23 (m, 6H), 3,40-3,54 (m, 1H), 3,57-3,68 (m, 2H), 4,17-4,34
(m, 2H), 5,30 (d, J = 17,4 Hz, 1H).
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MS (ESD) m/z: 359 [M+H]*

Analiza prin HPLC:

(Conditii de analiza) Coloanid: CHIRALPAK IC (produsd de Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0,46 cm ¢
x 15 cm), 40°C, eluent: etanol, debit: 1 mL/min., detectie: UV (254 nm) )

(Rezultatele analizei) Timpul de retentie al compusului din titlu a fost de 6,64 minute, puritatea optica a
fost > 99%see, iar rotatia opticd a fost (-).

Exemplu 6

Sinteza (3aS.4aS)-5.10-dimetil-3.3a.5.6,9,10.,11.12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4''3'':4',5']tieno[2'3':4,5 |pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dionei

0,

os el
+
—N 7\

Oxiclorurd de fosfor (0,859 mL, 9,22 mmol) s-a addugat la temperatura camerei la un amestec de
(5a8,8aS)-4-metiloctahidrociclopentale][1,4]diazepin-2,5-diond (336 mg, 1,84 mmol) obfinutd in
Exemplu de Productie 7-(2), etil 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-3-carboxilat (665
mg, 2,77 mmol) ob{inut in Exemplu de Productie 1, si DCE (17 mL). Amestecul de reactic s-a agitat la
60°C timp de 3,5 ore, si apoi s-a adus din nou la temperatura camerei. S-au addugat acetat de etil (15 mL)
si o solufie apoasa, saturatd de bicarbonat de sodiu (30 mL) la amestecul de reactie. Dupa ce amestecul de
reactie s-a agitat la temperatura camerei timp de 5 zile, s-a addugat acetat de etil, si stratul organic s-a
separat. Stratul apos s-a extras cu acetat de etil. Stratul organic combinat s-a uscat peste sulfat de sodiu
anhidru, s-a filtrat, si s-a concentrat sub presiune redusd. Reziduul s-a purificat prin cromatografie pe
coloand (NH gel de silice, 40-80% acetat de etil/n-heptan). Produsul obtinut s-a spélat de 3 ori cu dietil
eter si s-a uscat sub presiune redusa pentru a obtine compusul din titlu (166 mg).

'"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,31-1,50 (m, 1H), 1,69-1,83 (m, 1H), 1,84-1,97 (m, 1H),
1,97-2,20 (m, 2H), 2,50 (s, 3H), 2,73-2,80 (m, 2H), 3,02-3,23 (m, 6H), 3,41-3,55 (m, 1H), 3,57-3,69 (m,
2H), 4,19-4,34 (m, 2H), 5,30 (d, J = 17,2 Hz, 1H).

MS (EST) m/z: 359 [M+H]*

(Conditii de analiza) Coloanid: CHIRALPAK IC (produsd de Daicel Chemical Industries, Ltd.) (0,46 cm ¢
x 15 cm), 40°C, eluent: etanol, debit: 1 mL/min., detectie: UV (254 nm) )

(Rezultatele analizei) Timpul de retentie al compusului din titlu a fost de 8,34 minute, puritatea optici a
fost > 99%see, iar rotatia opticd a fost (+).

Exemple de teste farmacologice

Urmitoarele teste farmacologice au fost efectuate folosind compusii din Exemplele 1 1a 6.
Misurarea eliberirii de acetilcolind (ACh) in sistemul de culturd a neuronului septal primar de

sobolan in prezenta NGF

(1) Culturi de neuron septal primar de sobolan
Zona septald a fost izolatd de la sobolani Sprague-Dawley (SD) (Charles River Laboratories

Japan, Inc.) la o varsta fetald de 18 zile si cultivatd. Mai exact, fetusii au fost indepartati aseptic de la
femelele de sobolani gestante sub anestezie cu izofluran. Creierul a fost extras din fiecare fit si s-a
scufundat in mediu L-15 ricit cu gheatd (11415-064, Thermo Fisher Scientific). Zona septald a fost
disecatd din creierul extras sub un microscop stercoscopic. Zona septald disecatd a fost supusid unui
tratament enzimatic intr-o solufie de enzimd care contine 0,25% tripsind (15050-065, Thermo Fisher
Scientific) si 0,01% DNazd (D5025-150KU, Sigma) la 37°C timp de 30 de minute, dispersand astfel
celulele. In acest caz, reactia enzimaticd a fost incheiatd prin addugarea de ser de cal inactivat (26050-
088, Thermo Fisher Scientific). Solutia tratati cu enzimi a fost centrifugat la 1000 rpm timp de 3 minute
si supernatantul a fost indepartat. La masa celulard obtinuti s-a addugat un mediu in cantitate de 10 mL.
Mediul utilizat a fost mediu Dulbecco's Modified Eagle's (044-29765, WAKO) suplimentat cu supliment
de N2 (17502-048, Thermo Fisher Scientific), piruvat de sodiu 1 mM (11360-070, Thermo Fisher
Scientific) si penicilind-streptomicind (15140-1221, Thermo Fisher Scientific). Celulele masei celulare la
care s-a addugat mediu au fost redispersate prin pipetare blanda, apoi s-au centrifugat din nou la 1000 rpm
timp de 3 minute, iar supernatantul a fost indepartat. Mediul intr-o cantitate de 10 mL a fost addugat la
masa celulard obtinutd, iar dispersia celulard a fost filtratd printr-o plasd de nailon de 40 pm (Cell
Strainer) pentru a indepdrta masa celulard, obtinindu-se astfel o suspensie de celule neuronale. Suspensia
de celule neuronale a fost diluatd cu mediu si s-au addugat 10% ser bovin inactivat (26140-079, Thermo
Fisher Scientific) si 10% ser de cal inactivat. Dupa aceea, 100 pL/godeu de suspensie au fost insdmantati
intr-o placa cu 96 de godeuri (354461, CORNING) pre-acoperitd cu poli-D-lizind, astfel incat densitatea
initiald a culturii a fost de 1,4 x 10.5 celule/cm? Dupi ce celulele insimantate au fost cultivate sub 5%
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C0,-95% aer intr-un incubator la 37°C timp de 2 zile, intregul mediu a fost inlocuit cu 120 pulL de mediu
proaspit, iar celulele au fost ulterior cultivate timp de 5 zile.
(2) Adaugarea compusului

In a 7-a zi de culturd, compusul a fost addugat in urmitorul mod. O solutie a compusului de
testat in DMSO a fost diluatd cu mediu astfel incat concentrafia si fie de 10 ori mai mare decit
concentratia finald. NGF (450-01, PEPRO TECH, INC.) a fost preparat la 0,3 ng/mL. Aceste doud solutii
au fost adaugate fiecare intr-o cantitate de 15 pl/godeu, iar amestecul a fost bine amestecat. Concentratia
finald de DMSO a fost de 0,1% sau mai mica. Mai mult, doar DMSO si NGF au fost adaugate la grupul
martor.
(3) Misurarea eliberirii ACh

La o zi dupa addugarea compusului, o cantitate de ACh cliberatd a fost masuratd prin HPLC in
felul urmitor. Un tampon incdlzit a fost addugat la 100 pl./godeu in godeu dupa ce mediul a fost eliminat,
iar tamponul a fost imediat indepartat. Dupd aceea, s-a addugat un tampon la care s-au adidugat 10 um
colind, 10 um fizostigmind si 6 mM KCI la 120 pL./godeu. Tamponul a fost preparat prin addugarea a 125
mM NaCl, 25 mM acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonic, 1,2 mM KH>PO4, 1,2 mM MgSOQOy, 2,2
mM CaCl, (2H-0), si glucozi 10 mM la apa sterilizatd, iar pH-ul final al solutiei a fost setat la 7,4. Dupa
ce placa cu 96 de godeuri la care a fost addugat tamponul a fost incubata sub 5% CO»-95% aer intr-un
incubator la 37°C timp de 40 de minute, s-au colectat 80 puL de tampon. O solutie standard interna IPHC
(5 x 107 M) a fost adiugat intr-o cantitate de 6 pL la tamponul colectat, iar tamponul a fost transferat intr-
un tub pentru misurarea HPLC si supus masurdrii HPLC. Rezultatele sunt reprezentate de efectul fiecirui
compus ca procent (% din martor) al concentratiei de ACh in tamponul grupului martor, iar concentratiile
de compus care aratd o crestere cu 20% fatd de concentratia de ACh din tamponul grupului martor sunt
prezentate in Tabelul 1 care urmeaza.
[Tabelul 1]

................................................................................................................................................................................................................................

EExemplu §Concentra;ia (UM) care aratd o crestere cu 20%, sau mai mult fatd de cantitatea de ACh
idin grupul martor !
1 0,1

2 0,1

15 v

6 10,03 \
Miisurarea nivelurilor de expresiec a mARNa colin acetiltransferazei (ChAT) in zona septali a
sobolanului

(1) Administrarea compusului

In acest studiu, au fost utilizati sobolani masculi SD (Charles River Laboratories Japan, Inc.) cu
o greutate corporald de aproximativ 250 pani la 350 g. Compusul a fost dizolvat in acid clorhidric 0,01
mol/L si administrat oral.
(2) Prelevarea de probe

La 24 de ore dupa administrarea compusului, intregul tesut cerebral a fost colectat sub anestezie
cu pentobarbital. Septul medial a fost izolat din creierul intreg pe gheata si congelat cu azot lichid si apoi
depozitat la -80°C.
(3) Masurarea nivelurilor de expresie mARN ChAT

Pentru purificarea ARN, in acest studiu a fost utilizat kitul RNeasy Plus Mini (#74136:
QIAGEN). Purificarea ARN a fost efectuatd prin metoda descrisd in kit. Dupd purificarca ARN,
concentratia totald de ARN a fost misuratd folosind QIAxpert Instrument (QIAGEN). cADN a fost
sintetizat folosind kitul de sintezd SuperScript (R) VILO (TM) cADN (#11754: Thermo Fisher
Scientific). Sinteza cADN a fost realizatd prin metoda descrisd in kit. cADN sintetizat a fost diluat de 4
ori cu apd fard RNaz3 si solutia de cADN diluata a fost utilizatd ca probd. Tagman Universal PCR Master
Mix (#4304437: Thermo Fisher Scientific), Tagman (R) Gene Expression Assays, INVENTORIED
(#4331182: Thermo Fisher Scientific), RNaza fard apa si solutia de cADN au fost amestecate in cantitdti
de 10 pl, 1 pl, 4 pl, respectiv 5 pl, iar amestecul rezultat a fost utilizat ca solutie proba pentru masurare.
Reactia in lant cantitativd a polimerazei (QPCR) a fost efectuatd utilizind ABI PRISM (R) 7900HT
(Thermo Fisher Scientific) printr-o metoda cu proba de fluorescentd. Analiza a fost efectuatd prin SDS
2.4 (Thermo Fisher Scientific). Rezultatele au fost calculate prin procentul cantititii de niveluri de
expresic ale mARN ChAT in grupul de administrare a compusului crescut de la cantitatea de niveluri de
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expresiec de mARN ChAT in grupul de administrare a vehiculului. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul
2 care urmeaza.
[Tabelul 2]

\ﬁExemplu §Doza Cantitatea (%) crescutd din cantitatea de niveluri de expresic a mARN
f : ChAT in grupul de administrare a vehiculului :

Misurarea acetilcolinei (ACh) in Lichidul cefalorahidian (CSF) la sobolan

(1) Baza

Corelatia dintre cresterea si scidderea neurotransmitatorilor intracerebrali si cei din lichidul
cefalorahidian (CSF) a fost evidentiatd de studiile pe rozitoare, iar corelatia a fost observata si la om
Lowe S s.a. Psychopharmacology 219 (2012) 959-970). Astfel, modificdrile acetilcolinei in CSF au fost
misurate pentru a determina modificdrile acetilcolinei intracerebrale de cétre compusii de testat.

(2) Administrarea compusului

In acest studiu, au fost utilizati sobolani masculi Fischer344 (Charles River Laboratories Japan,
Inc.) cu o greutate corporald de aproximativ 150 pana la 250 g. Compusii de testat au fost administrati
oral la sobolani o datd pe zi la 10 mg/kg timp de trei zile. Vehiculul utilizat a fost acid clorhidric 0,01
mol/L.

(3) Prelevarea de probe

La 24 de ore dupa administrarea vehiculului si a compusilor de testat, CSF a fost colectat din
cisterna magna intr-un tub care contine inhibitori de AchE sub anestezie cu pentobarbital. CSF colectat a
fost centrifugat la 3500 x g la 4°C timp de 10 minute si supernatantul a fost colectat. Supernatantul
colectat a fost inghetat cu azot lichid si apoi depozitat la -80°C.

(4) Misurarea Ach prin LC-MS

La 10 pL de CSF s-au adiugat 50 pL de clorurd de acetilcolind-d9 (ACh-d9) la o concentratie
finald de 0,34 nmol/L, ca standard intern. Amestecul a fost pipetat si centrifugat la 1500 x g 1a 4°C timp
de 10 minute. Supernatantul a fost colectat si supus la LC/MS (NexeraX2 (MS), TSQ Altis (HPLC)), iar
Ach a fost detectatd ca ion precursor la m/z 146,050 si ca ion produs la m/z 87,071 si ACh-d9 ca un
standard intern a fost detectatd ca ion precursor la m/z 155,088 si ca ion produs la m/z 87,000. Rezultatele
au fost prezentate ca calcule ale unui procent de crestere a concentratici de ACh in CSF in grupul de
administrare a compusului de testat in raport cu cel din grupul de administrare a vehiculului (% din
martor). Rezultatele au fost prezentate in Tabelul 3.

[Tabelul 3]

iExemplu §Cantitatea (%) crescutd in raport cu cantitatea de ACh din CSF din grupul de administrare
5 ia vehiculului

1 1160,0

.................................................................................................................................................................................................................................

Evaluare la soarecele transgenic P301S tau uman
(1) Administrarea compusului

In acest studiu, compusii de testat au fost administrafi oral la soareci transgenici P301S tau
umani o dati pe zi timp de trei luni de la varsta de patru luni pand la varsta de sapte luni. Vehiculul
utilizat a fost acid clorhidric 0,01 mol/L.

(2) Prelevarea de probe

In ziuva initiald a administrarii (in varstd de patru luni) si in ziva urmatoare a administrarii finale,
soarecii din grupul de administrare vehicul si grupul de administrare a compusului de testat au fost
anesteziati sub pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) si perfuzati cu PBS. Dupd perfuzie, creierul anterior,
inclusiv zona septald mediald, a fost colectat si fixat cu paraformaldehida 4%.

(3) Pregitirea sectiunii inghetate coronale a creierului
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Creierul anterior colectat, inclusiv zona septald mediald, a fost scufundat si agitat peste noapte in
paraformaldehidd 4%. Solutia de imersie a fost inlocuitd cu solutie de zaharozd 7,5%. Acesta a fost
scufundat si agitat peste noapte in solutie de zaharozd 7,5%, iar solufia de imersie a fost inlocuiti cu
solutie de zaharozi 15% si acesta a fost scufundat si agitat peste noapte. Solutia de imersie a fost inlocuitd
cu solutie de zaharoza 30% si acesta a fost scufundat si agitat peste noapte. Sectiunile inghetate coronale
ale creierului cu grosimea de 30 um au fost preparate din creierul anterior, inclusiv zona septald mediala,
folosind un microtom (Leica, SM2000R).

(4) Imunohistochimia celulelor pozitive de colin acetiltransferazi (ChAT).

Sectiunile inghetate coronale ale creierului pregatite au fost colorate cu DAB (KIT SUBSTRAT
DAB PEROXIDAZA (Vector, SK-4100)) utilizind un anticorp ChAT (Santa Cruz, SC-20672) ca
anticorp primar. Imaginea sectiunii care include zona septald mediald, asa cum se aratd in "The mouse
Brain in stereotaxic coordinates" (EDITIA A TREIA COMPACT, Keith B.J. Franklin & George Paxinos)
a fost luatd de un microscop cu fluorescentd all-in-one (KEYENCE, BZ-X710) si celulele pozitive ChAT
din jurul axei majore a zonei septale mediale au fost numirate de software-ul de analizi BZ (KEYENCE).
Rezultatele au fost prezentate ca procent din numarul de celule ChAT porzitive din grupul de administrare
a vehiculului si din grupul de administrare a compusului de testat in raport cu numirul de celule ChAT
pozitive la momentul administrdrii initiale (varsta de patru luni). Datele sunt exprimate ca medie =SEM.
Diferentele dintre grupul la momentul administrarii initiale si grupul tratat cu vehicul (semnificativ: *) au
fost analizate printr-un test t nepereche si de asemenea, diferentele dintre grupul tratat cu vehicul si grupul
tratat cu compus (semnificativ: *) au fost analizate prin testul t nepereche. O valoare de P < 0,05 a fost
considerati semnificativd statistic. Analizele statistice au fost efectuate folosind GraphPad Prism
versiunea 7.02. Rezultatele au fost prezentate in Tabelul 4.

[Tabelul 4]

.................................................................................................................................................................................................................................

‘Grup de tratament Raportul (%) dintre numarul de celule pozitive ChAT:
% comparativ cu cel din administrarea initiala

Grup in momentul administririi initiale | 100,045

Grup de administrare vehicul 83,0+5,8*

EExemplul 1 grup de administrare (Doza: | 105,0+4,0%
110 mg/kg)

.................................................................................................................................................................................................................................

EExemplul 3 grup de administrare (Doza: 5 { 105,3+4,3*
.mg/kg)

Efect neuroprotector si restaurator asupra neuronilor colinergici folosind modelul de sobolan
afectat cu fimbria-fornix
(1) Prepararea modelului de sobolan afectat cu fimbria-fornix

In acest studiu, au fost utilizati sobolani masculi Sprague-Dawley (Charles River Laboratories
Japan, Inc.) cu o greutate corporald de aproximativ 250 pana la 350 g. Sobolanul a fost anesteziat sub
combinatia de trei medicamente: midazolam (2 mg/kg sc), clorhidrat de medetomidind (0,15 mg/kg sc) si
tartrat de butorfanol (2,5 mg/kg sc) si fixat cu un aparat de stereotaxie cerebrald (Narishige Co., Ltd.).
Craniul a fost expus si o gaurd cu 14timea de 5 mm a fost forata in craniu de la linia mediand 2 mm in
spatele Bregma. Un aparat de ras cu lifimea de 4 mm a fost stripuns in Bregma la 5,5 mm adancime
pentru a tdia fimbria-fornix. Dupa hemostaza, scalpul a fost suturat. Dupd operatie, sobolanul a fost adus
inapoi in cusca si recuperat din anestezie. In grupul operat simulat, s-a ficut o gauri cu latimea de 5 mm
in craniu de la linia mediani 2 mm in spatele Bregma, dar nu a fost strapuns aparatul de ras.
(2) Administrarea compusului

Compusii de testat au fost administrafi oral la sobolani o datd pe zi, de la cinci zile la noud zile
dupa operatic (Exemplul 1:10 mg/kg) sau de la sapte zile pana la paisprezece zile dupd operatie
(Exemplul 3: 3 mg/kg). Vehiculul utilizat a fost acid clorhidric 0,01 mol/L. In grupul operat simulat,
vehiculul a fost administrat oral o datd pe zi, similar grupului de administrare a compusului de testat.
(3) Prelevarea de probe

Sobolanii au fost anesteziati sub pentobarbital si perfuzati transcardial cu PBS rece ca gheata.
Dupa perfuzie, creierul anterior, inclusiv zona septald mediald, a fost colectat si scufundat si agitat peste
noapte cu paraformaldehidd 4%. Solufia de imersie a fost inlocuitd cu solutie de zaharoza 7,5%. Acesta a
fost scufundat si agitat peste noapte in solutie de zaharoza 7,5%, iar solutia de imersie a fost inlocuitd cu
solutie de zaharozd 15% si acesta a fost scufundat si agitat peste noapte. Solufia de imersie a fost inlocuita
cu solutie de zaharoza 30% si acesta a fost scufundat si agitat peste noapte. Sectiunile inghetate coronale
ale creierului cu grosimea de 30 um au fost preparate din creierul anterior, inclusiv zona septald mediala,
folosind un microtom (Leica, SM2000R).
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(4) Imunohistochimia celulelor pozitive de colin acetiltransferaza (ChAT) si a transportatorului
vezicular de acetilcolind (VAChT)

Sectiunile inghetate coronale ale creierului pregitite au fost colorate cu DAB (KIT SUBSTRAT
DAB PEROXIDAZA (Vector, SK-4100)) folosind un anticorp ChAT (Santa Cruz, SC-20672), sau un
anticorp VAChT (Merck Millipore, ABN100) ca anticorp primar. Imaginea sectiunii care include zona
septald mediald, sau hipocampul asa cum se aratd in "The mouse Brain in stercotaxic coordinates”
(EDITIA A TREIA COMPACT, Keith B.J. Franklin si George Paxinos) a fost luatd de un microscop cu
fluorescentd all-in-one (KEYENCE, BZ-X710) si celulele pozitive ChAT ale zonei septale mediale, sau
densitatea optici (OD) in VAChT hipocampal au fost misurate prin softwarc-ul de analizi BZ
(KEYENCE). Rezultatele au fost prezentate ca procent din numirul de celule ChAT pozitive ale zonei
septului medial, sau OD in VACOT hipocampal in grupul de administrare a vehiculului si grupul de
administrare a compusului de testat in raport cu numirul de celule pozitive ChAT din zona scptalad
mediald, sau OD in VAChHT hipocampal in grupul operat simulat. Datele sunt exprimate ca medie +SEM.
Diferentele dintre grupul tratat cu vehicul si grupul tratat cu compus (semnificativ: #) a fost analizati prin
testul t nepereche. O valoare de P < 0,05 a fost consideratd semnificativa statistic. Analizele statistice au
fost efectuate folosind GraphPad Prism versiunea 7.02. Rezultatele au fost prezentate in Tabelele 5 si 6.
[Tabelul 5

EExemplu Numz'lrul de celule pozitive { Numirul de celule pozitive Numz'lrul de celule pozitive
‘ :ChAT (%) la administrarea : ChAT (%) 1in grupul de :ChAT (%) 1in grupul de;
{initiala administrare a vehiculului ;administrare a compusului de ;
: {testat :
1 59,9460 4334123 79,1415,7
3 157,047.5 38.445.0 174,1£9,3* _
[Tabelul 6]

EExemplu OD in VACHT hipocampal {OD in VAChT hipocampal {OD in VACHT hipocampal (%) in
i {(%) la  administrarea | (%) in grupul de administrare a igrupul ~ de  administrare  a
: {initiala vehiculului compusului de testat {
1 135444 4 22.849.5 77.2+14.6%

.....................................................................................................................................................

151,7+13,1 19,564 66,1+14,2*
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(57) Revendiciri:

1. Compus selectat din grupul care consta din:
3-fluoro-6,11-dimetil-6,7,10,11,12,13-
hexahidrobenzo[f]pirido[4",3":4",5 ]tieno[2',3":4,5]pirimido[ 1,2~ a] [1,4]diazepin-5,14-dioni:

QI“
N N (l)

5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4",5 ]tieno[ 2' 3"4,5]pirimido[1,2-

ajtieno[2,3-f][1,4]diazepin-4,13-diona:
Qﬁ o

N

/ \

\ ()

5,10-dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4",5 ]tieno[ 2' 3"4,5]pirimido[1,2-

aJtieno[3,2-f][1,4]diazepin-4,13-diona:
0 57N
‘”CMN ~
| 0
S N/)\,N\

4y

(3aS,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

o
"
S N&K,N

\ (|V),

(3aR,14aR)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

si
(3aS,14aS)-5,10-dimetil-3,3a,5,6,9,10,11,12-octahidro-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-dioni:

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

2. 3-Fluoro-6,11-dimetil-6,7,10,11,12,13-
hexahidrobenzo[f]pirido[4",3":4', 5" [tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-5,14-diond sau o sarc
acceptabild farmaceutic a acesteia conform revendicarii 1:

F
o}
Ly
| 0
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3. 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3":4',5'ltieno[2},3':4,5 Ipirimido[ 1,2-

aJtieno[2,3-f][1,4]diazepin-4,13-diond sau o sarc acceptabild farmaceutic a acesteia conform
revendicarii 1:

0 Fs
—N / N ==
| o]
S N’)\, N\ ()
4. 5,10-Dimetil-5,6,9,10,11,12-hexahidropirido[4",3" :4i5']tieno[2',3':4,5]pirimido[1,2-

aJtieno[3,2-f][1,4]diazepin-4,13-diond sau o sarc acceptabild farmaceutic a acesteia conform
revendicirii 1:

o 57N
~—N / N —
\ o}
S N"K,N\ )
5. (3aS,14aR)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,1 1,12-octahidro-1H-

ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-diond sau o
sare acceptabild farmaceutic a acesteia conform revendicirii 1:

o N\
MNQ/\/L/\LN‘ y
Y Mo
S N/)\.—N\ (IV)

6. (3aR,14aR)-5,10-Dimetil-3,32,5,6,9,10,1 1,12-octahidfo-1H-
ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-diond sau o
sare acceptabild farmaceutic a aceseia conform revendicarii 1:

=N
4 | 0
S (V)
7. (3aS,14aS)-5,10-Dimetil-3,3a,5,6,9,10,11, 12-0Ctahidr6-1H-

ciclopenta[f]pirido[4",3":4',5'|tieno[2',3":4,5]pirimido[ 1,2-a][1,4]diazepin-4,13(2H,14aH)-diond sau o
sare acceptabild farmaceutic a acesteia conform revendicirii 1:

~—~N
/ 0
S (VI)
N .
8. Compozitie farmaceutica care cuprinde compusul sau sare acceptabila farmaceutic a

acestuia conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 7 si unul sau mai multi aditivi acceptabili
farmaceutic.

9. Agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul bolii Alzheimer care cuprinde
compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricéreia dintre revendicarile 1 1a 7.

10. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricireia dintre
revendicdrile 1 1a 7 pentru utilizare in tratamentul bolii Alzheimer.

11. Agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul demenfei cu corpi Lewy care
cuprinde compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricdreia dintre revendicarile
1 pandla7.

12. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricdreia dintre
revendicdrile 1 la 7 pentru utilizare in tratamentul dementei cu corpi Lewy.
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13. Agent terapeutic pentru utilizare in tratamentul bolii Parkinson cu dementd, care
cuprinde compusul sau sarea acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricdreia dintre revendicarile

delalla?.

14. Compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia conform oricdreia dintre
revendicdrile 1 la 7 pentru utilizare in tratamentul bolii Parkinson cu dementa.

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