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

Aceasti cerere de brevet revendicd beneficiul cererii de brevet provizorie S.U.A. nr. 62/828.699,
depusi pe 3 aprilie 2019.

Divulgarea furnizeazd modulatori ai regulatorului de conductantd transmembranard in fibroza
chisticd (CFTR), compozitii farmaceutice contindnd modulatorii, metode pentru tratarea fibrozei chistice
(CF) si a tulburdrilor mediate de CFTR cuprinzdnd administrarea modulatorilor, si procedee pentru
fabricarea modulatorilor.

CF este o boala geneticd recesivd care afecteazd aproximativ 70.000 copii si adulti in Intreaga
lume. In ciuda progresului in tratamentul CF, nu existd vindecare.

La pacientii cu CF, mutatiile in CFTR exprimate endogen in epiteliul respirator conduc la
secretia redusa de anioni apicali, determindnd un dezechilibru in transportul ionilor si fluidelor. Scidderea
rezultatd in transportul anionilor contribuie la sporirea acumuldrii mucusului in pldméani si Insoteste
infectiile microbiene care in final cauzeaza decesul pacientilor cu CF. In plus fatd de o boald respiratorie,
pacientii cu CF suferd de obicei de probleme gastrointestinale si insuficientd pancreatica care, daci sunt
lasate netratate, conduc la deces. in plus, majoritatea barbatilor cu CF sunt infertili, si fertilitatea este
redusi printre femeile cu CF.

Analiza secventei genei CFTR a dezvaluit o varietate de mutatii care cauzeaza boala (Cutting, G.
R. st colab. (1990) Nature 346:366-369; Dean, M. si colab. (1990) Cell 61:863:870; si Kerem, B-S. si
colab. (1989) Science 245:1073-1080; Kerem, B-S si colab. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 87:8447-
8451). Pana in prezent, au fost identificate mai mult de 2000 de mutatii in gena CF. Mutatiile CF sunt
listate in ,,Cystic Fibrosis Mutation Database”, situatd la http://www.genet.sickkids.pe.ca/app. Cea mai
predominantd mutatie care cauzeazi boala este o deletie de fenilalanind la pozitia 508 a secventei CFTR
de aminoacizi si este denumitd in mod obisnuit mutatia F508del. Aceastd mutatie are loc 1n aproximativ
90% din cazurile de fibroza chistici si este asociati cu boala severa.

Deletia reziduului 508 in CFTR impiedicd plierea corectd a proteinei native. Acest lucru conduce
la incapacitatea proteinei mutante de a parasi reticulul endoplasmatic (ER) si de a circula citre membrana
plasmatica. Ca rezultat, numérul de canale CFTR pentru transportul anionilor prezent In membrani este
mult mai mic decét cel observat in celulele care exprimad CFTR de tip sdlbatic, adicd, CFTR care nu are
nici o mutatie. In plus fata de traficul afectat, mutatia conduce la deschiderea defectuoasd a canalului.
fmpreund, numarul redus de canale din membran si deschiderea defectuoasd conduc la transportul redus
al anionilor si fluidului prin epiteliu. (Quinton, P. M. (1990), FASEB I. 4: 2709-2727). Canalele care sunt
defectuoase datoritd mutatiei F508del sunt Inca functionale, cu toate cd mai putin functionale decat decéat
canalele CFTR de tip sdlbatic. (Dalemans si colab. (1991), Nature Lond. 354: 526-528; Pasyk si Foskett
(1995), J. Cell. Biochem. 270: 12347-50). In plus fata de F508del, alte mutatii care cauzeaza boala in
CFTR care conduc la circulatia defectuoasa, sinteza, si/sau deschiderea canalului ar putea fi supra sau
subreglate pentru a altera secretia de anioni si pentru a modifica progresul si/sau severitatea bolii.

CFTR este un canal de anioni mediat de AMPc/ATP care este exprimat intr-o varietate de tipuri
de celule, inclusiv in celulele epiteliale absorbtive si secretoare, unde el regleaza fluxul de anioni prin
membrand, precum i activitatea altor canale de ioni si proteine. In celulele epiteliale, functionarea
normald a CFTR este critica pentru intretinerea transportului de electrolit prin corp, inclusiv prin tesutul
respirator si digestiv. CFTR este compus din aproximativ 1480 aminoacizi care codificd o proteind care
este alcdtuitd dintr-o repetare in tandem a domeniilor transmembranare, fiecare continind sase helixuri
transmembranare si un domeniu de legare al nucleotidei. Cele doud domenii transmembranare sunt legate
printr-un domeniu (R) regulator, mare, polar, cu multiple situsuri de fosforilare care regleaza activitatea
canalului si traficul celular.

Transportul clorurii are loc prin activitatea coordonatd a ENaC si CFTR prezente pe membrana
apicald si pompa Na*-K*-ATPazd si canalele de Cl° exprimate pe suprafata bazolaterald a celulei.
Transportul activ secundar al clorurii din partea luminald conduce la acumularea clorurii intracelulare,
care poate apoi pardsi pasiv celula prin canalele Cl', conducand la un transport vectorial. Aranjamentul
cotransportorului Na*/2C1/K*, a pompei Na*-K*-ATPaz4, si a canalelor K* ale membranei bazolaterale pe
suprafata bazolaterald si a CFTR pe partea luminald coordoneazi secretia de clorurd prin CFTR pe partea
luminald. Deoarece apa nu este probabil niciodatd transportatd activ de ea insusi, ea curge prin epiteliu
depinzand de gradientii osmotici transepiteliali minusculi generati prin curgerea grupatd a sodiului si
clorurii.

Un numir de compusi de modulare CFTR au fost identificati recent. Totusi, compusii care pot
trata sau reduce severitatea CF si a altor boli mediate de CFTR, si In special formele mai severe ale
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acestor boli, sunt Incd necesari. WO 2019/018395 se referd la un compus si/sau sare acceptabild
farmaceutic a acestuia compuse dintr-o compozitie farmaceutici si metode de utilizare a acestora pentru a
trata fibroza chisticd. WO 2018/064632 se referd la compusi, sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora,
derivati deuterati ai oricdrora dintre cele anterioare, si metaboliti ai oricdrora dintre cele anterioare,
precum si la compozitii farmaceutice care le contin, metode pentru tratarea fibrozei chistice utilizandu-le,
s1 metode pentru fabricarea acestora. WO 2017/173274 se referd la un compus sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru tratamentul bolilor mediate de CFTR, cum ar fi fibroza chistica, precum si
la compozitii farmaceutice, metode de tratare, si truse ale acestuia. WO 2016/057572 se referd la un
compus sau la o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru tratamentul bolilor mediate de CFTR, cum
ar fi fibroza chisticd, precum si compozitii farmaceutice, metode de tratare, si truse ale acestuia.

Astfel, un aspect din divulgare furnizeazd compusul de modulare al CFTR (11R)-6-(2,6-
dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-yl1-9-0xa-21°-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triond (Compusul I) si
sdruri acceptabile farmaceutic si derivati deuterati ai acestuia. Un alt nume pentru Compusul I este 3,3-
dioxid de (R)-1°-(2,6-dimetilfenil)-7-izobutil-6-(spiro[2,3 ]hexan-5-il)-9-oxa-3-tia-2,6-diaza-1(2,4)-
pirimidina-4(1,3)-benzenaciclononafan-5-ond. Compusul I poate fi reprezentat ca avand urmétoarea

structura:
}}3
0
[N Q.0 o

L
Exemplele de derivati deuterati ai Compusului I includ urmatorii compusi:

I, =t id.

Exemplele de sdruri ale Compusului I si de derivati deuterati ai Compusului I includ sdruri de
potasiu, sdruri de sodiu, si sdruri de calciu.

Divulgarea furnizeazd de asemenea compozitii farmaceutice cuprinzind cel putin unul dintre
Compusul I, derivati deuterati ai Compusului I, si sdruri acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale
derivatilor sdi deuterati. in unele realizdri, compozitiile pot include in plus cel putin un ingredient
farmaceutic activ suplimentar gi/sau cel putin un purtitor. De asemenea sunt divulgate metode pentru
tratarea bolit CF mediate de CFTR, cuprinzdnd administrarea a cel putin unuia dintre Compusul I,
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derivati deuterati ai Compusului I i sdruri acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor
sai deuterati. In unele realizdri, metoda poate include optional administrarea unuia sau mai multor
ingrediente farmaceutice active suplimentare. In unele realizari, ingredientul farmaceutic activ
suplimentar este un modulator CFTR. In unele realiziri, modulatorul CFTR este ales dintre potentiatori
CFTR si corectori CFTR.

Divulgarea furnizeazd de asemenea metode pentru tratarea bolii CF mediate de CFTR,
cuprinzdnd administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a cel putin unuia dintre Compusul 1,
derivati deuterati ai Compusului I, i sdruri acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor
sdi deuterati, In combinatie cu unul sau mai mul{i dintre compusii selectati dintre (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-i1)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-
1H-indol-5-i1) ciclopropancarboxamidéd (Compusul II):

H
OH
FXO O N
\\COH

OH

11,
N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxochinolin-3-carboxamida (Compusul III):

OH
0] Q

N

o8
N
H

111,

N-(2-(tert-butil)-5-hidroxi-4-(2-(metil-d3)propan-2-il-1,1,1,3,3,3-d6)fenil )-4-oxo-1,4-dihidrochinolin-3-

carboxamidd (Compusul III-d):
OH CDj

CDs
0O O co,
N
LY
N
H

III-d,
si acid 3-(6-(1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)ciclopropancarboxamido)-3-metilpiridin-2-

ihbenzoic (Compusul IV):
O OH
H
F><O N | Nx
F" % 0 Z
v

s1 saruri acceptabile farmaceutic ale compusilor II, II1, ITI-d, si IV.
Definitii

Asa cum s-a utilizat In acest document, un ,.derivat deuterat” al Compusului I se referd la un
compus avand aceeasi structurd chimicd ca si Compusul I, dar cu unul sau mai multi atomi de hidrogen
inlocuiti cu un atom de deuteriu.

Asa cum s-a utilizat In acest document, ,,mutatiile” se pot referi la mutatii in gena CFTR sau in
proteina CFTR. O ,mutatie genetici CFTR” se referd la o mutatie in gena CFTR, si o ,,mutatie a proteinei
CFTR” se referd la o mutatic in proteina CFTR. In general, un defect genetic sau mutatie, sau o
modificare in nucleotide Intr-o gend conduce la o mutatie In proteina CFTR translatatd din gend, sau o
deplasare cadru.

Termenul ,F508del” se referd la o proteind CFTR mutantd cédreia ii lipseste aminoacidul
fenilalanind la pozitia 508.
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Asa cum s-a utilizat In acest document, un pacient care este ,,homozigot” pentru o anumita
mutatie genetica are aceeasi mutatie pe ambele alele.

Asa cum s-a utilizat in acest document, un pacient care este ,heterozigot” pentru o anumita
mutatie genetica are aceastd mutatie pe o aleld, si o mutatie diferita pe celelalte alele.

Asa cum s-a utilizat 1n acest document, termenul ,,modulator” se referd la un compus care creste
activitatea unui compus biologic cum ar fi o proteind. De exemplu, un modulator CFTR este un compus
care creste activitatea CFTR. Cresterea In activitate care rezultd dintr-un modulator CFTR include, dar nu
este limitatd la, compusi care corecteazi, potentiazi, stabilizeazd si/sau amplificd CFTR.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,corector CFTR” se referd la un compus care
faciliteaza procesarea si traficul CFTR pentru a creste cantitatea de CFTR la suprafata celulei. Compusii
L II, 51 IV, si sdrurile lor acceptabile farmaceutic si derivatii deuterati sunt corectori CFTR.

Asa cum s-a utilizat 1n acest document, termenul ,,potentiator CFTR” se referd la un compus care
creste activitatea canalului de proteinda CFTR situat la suprafata celulei, conducdnd la sporirea
transportului de ioni. Compusii III si III-d sunt potentiatori CFTR.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,ingredient activ farmaceutic” sau ,,API” se
referd la un compus activ biologic.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,sare acceptabild farmaceutic” se referd la o
forméd de sare dintr-un compus al acestei divulgéri in care sarea este netoxicd. Sdrurile acceptabile
farmaceutic ale compusilor din aceastd divulgare le includ pe cele derivate din acizi si baze anorganice si
organice adecvate. Sdrurile acceptabile farmaceutic sunt bine cunoscute in domeniu. De exemplu, S. M.
Berge, si colab. descriu sdruri acceptabile farmaceutic in detaliu in J. Pharm. Sci., 1977, 66, 1-19.

Séarurile adecvate acceptabile farmaceutic sunt, de exemplu, cele divulgate in S. M. Berge, si
colab. J. Pharm. Sci., 1977, 66, 1-19. De exemplu, Tabelul 1 din acel articol furnizeaza urmétoarele saruri
acceptabile farmaceutic:

Tabelul 1. Saruri acceptabile farmaceutic

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

Acetat Iodura fBenzatiné .
Benzensulfonatlsenonat ............................................................ c10roprocam5
EBenzoat gLactat éColiné

EBicarbonat ‘Lactobionat :

\éBitamat Maleat ...........................................

Bromurg ...................................................... Maleat ...................................................................................................................................
gEdetat de calciu gMandeIat :

Camsﬂat ........................................................ Mezﬂat .................................................................................................................................
Carbonat ............................................... Metl]bromura .............................................

Clorura Metilnitrat

Citrat Metilsulfat

chlorhld_rat ............................................... Muc at ................................................................. Potas m ..................................................
EEdetat gNapsilat ESodiu

Edisilat Nitrat Zinc
Estolatpamoat(Embonat) ...........................................................................................................
Esﬂatpantotenat ...........................................................................................................................
EFumarat gFosfat/difosfat

Gluceptat Poligalacturonat : i
Gluconatsahcﬂat
Glutamat Stearat

EGlicolilarsanilat ‘Sub acetat

Hem]resorcmat .................................. succmat ........................................................

R R R R R R R

EHidrabaminé Sulfat




10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3946595 T2 2024.05.31

Brombhidrat
\Clorhidrat

idroxinaftoat

Exemplele nelimitative de sédruri acceptabile farmaceutic derivate din acizi adecvati includ:
sdruri formate cu acizi anorganici, cum ar fi acid clorhidrie, acid brombhidric, acid fosforic, acid sulfuric,
sau acid percloric; saruri formate cu acizi organici, cum ar fi acid acetic, acid oxalic, acid maleic, acid
tartric, acid citric, acid suceinic, sau acid malonic; si sdruri formate prin utilizarea altor metode utilizate in
domeniu, cum ar fi schimbarea de ioni. Exemplele nelimitative de saruri acceptabile farmaceutic includ
sdruri adipat, alginat, ascorbat, aspartat, benzensulfonat, benzoat, bisulfat, borat, butirat, camforat,
camforsulfonat, citrat, ciclopentanpropionat, digluconat, dodecilsulfat, etansulfonat, format, fumarat,
glucoheptonat, glicerofosfat, gluconat, hemisulfat, heptanoat, hexanoat, iodhidrat, 2-hidroxi-etansulfonat,
lactobionat, lactat, laurat, lauril sulfat, malat, maleat, malonat, metansulfonat, 2-naftalinsulfonat,
nicotinat, nitrat, oleat, oxalat, palmitat, pamoat, pectinat, persulfat, 3-fenilpropionat, fosfat, picrat, pivalat,
propionat, stearat, succinat, sulfat, tartrat, tiocianat, p-toluensulfonat, undecanoat, si valerat. Exemplele
nelimitative de saruri acceptabile farmaceutic derivate din baze adecvate includ sdruri de metale alcaline,
metale alcaline pdmantose, amoniu, si N*(Ci4alchil)s. Aceastd divulgare are de asemenea in vedere
cuaternizarea oricdror grupdri bazice care contin azot ale compusilor divulgati aici. Exemplele
nelimitative adecvate de sédruri alcaline si de metale alcaline padmantoase includ sodiu, litiu, potasiu,
calciu, si magneziu. Alte exemple nelimitative de sdruri acceptabile farmaceutic includ amoniu, amoniu
cuaternar, i cationi amind formati utilizdnd contraioni cum ar fi halogenura, hidroxid, carboxilat, sulfat,
fosfat, nitrat, sulfonat alchil inferior, si aril sulfonat. Alte exemple nelimitative adecvate, de séruri
acceptabile farmaceutic includ sdruri besilat si glucozamina.

Asa cum s-a utilizat In acest document, termenul ,,amorf™ se referd la un material solid care nu
are o ordine pe un interval lung in pozitia moleculelor sale. Solidele amorfe sunt in general lichide
superrdcite In care moleculele sunt dispuse intr-o manierd aleatoare astfel incat nu existd un aranjament
bine definit, de exemplu, Impachetare moleculard, si nici o ordine pe un interval lung. Solidele amorfe
sunt In general izotropice, adicd prezintd proprietdti similare 1n toate directiile si nu au puncte de topire
definite. De exemplu, un material amorf este un material solid care nu are nici un maxim cristalin
caracteristic ascutit in tiparul siu de difractie de putere cu raze X (XRPD) (adicd, nu este cristalin dupa
cum s-a determinat prin XRPD). In schimb, unul sau citeva maxime largi (de exemplu, halouri) apar in
tiparul sau XRPD. Maximele largi sunt caracteristice ale unui solid amorf. Vezi, US 2004/0006237 pentru
o comparatie a XRPD al unui material amorf i al unui material cristalin.

Termenii ,,pacient” §i ,,subiect” sunt utilizati interschimbabil si se referd la un animal, inclusiv
oameni.

Termenii ,,doza eficientd” si ,,cantitate eficientd” sunt utilizati interschimbabil aici si se referd la
acea cantitate dintr-un compus care produce efectul dorit pentru care este administratd (de exemplu,
imbunitatire a CF sau a unui simptom al CF, sau atenuarea severitatii CF sau a unui simptom al CF).
Cantitatea exactd dintr-o dozi eficientd va depinde de scopul tratamentului, si va fi constatabild de cétre
o persoand calificatd In domeniu utilizand tehnici cunoscute (vezi, de exemplu, Lloyd (1999) The Art,
Science and Tehnologie of Pharmaceutical Compounding).

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenii ,tratament”, ,tratareca”, si altele asemeneca
inseamnd in general imbunititirea CF sau a simptomelor acesteia sau atenuarea severitdtii CF sau a
simptomelor acesteia, sau o intdrzierea a debutului CF sau a simptomelor acesteia, la un subiect.
Tratament”, asa cum s-a utilizat in acest document, include, dar nu este limitat la, urmaétoarele:
accelerarea cresterii subiectului, cresterea castigului In greutate, reducerea mucusului In pldmani,
imbunitatirea functiondrii pancreasului si/sau a ficatului, reducerea infectiilor toracice, si/sau reduceri ale
tusei sau ale dificultdtilor de respiratie. Imbunatatirile sau atenuarea severititii oricdrora din aceste
simptome poate fi cu usurintd evaluatd in conformitate cu metodele si tehnicile standard cunoscute in
domeniu.

Asa cum s-a utilizat In acest document, termenul ,,in combinatie cu”, cand se referd la doi sau
mai multi compusi, agenti, sau ingrediente active farmaceutic suplimentare, inseamna administrarea a doi
sau mai multi compusi, agenti, sau ingrediente active farmaceutic pacientului Inainte de, simultan cu, sau
ulterior unul cu celalalt. In unele realizari, metodele din divulgare utilizeaza administrarea la un pacient
care are nevoie de aceasta a cel putin unui compus ales dintre Compusul I, derivati deuterati ai
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Compusului I, si sdruri acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, si pot
utiliza optional administrarea a cel putin unui compus selectat dintre:

Compusul i

\‘;2
RS 4
2 T g
. ;
F 0»“ T
1
ompused
Sy
UL
> 2
- N
{E) {\ ‘ S \EQ{« N
i i i
. N
A S A M
8§ 0 0§ #Hod
—\‘\";‘:‘y\ ‘\\E = v("l\?‘\'m
K 3

Compusut IV

[§38

s1 saruri acceptabile farmaceutic ale compusilor IL, II1, ITI-d, si IV.

Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau drivatii sdi deuterati pot fi administrati in mod independent o datd zilnic, de doud ori
zilnic, sau de trei ori zilnic, optional in combinatie cu unul sau mai multi dintre Compusii IL, IT1, ITI-d, si
1V, si sarurile acceptabile farmaceutic si derivatii deuterati ai acestora. In unele realizari, cel putin un
compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sii deuterati, este administrat o dati zilnic. In unele realizari, cel putin un
compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, este administrat de doud ori zilnic, optional In combinatie
cu unul sau mai multi dintre Compusii II, III, III-d, IV, si sdrurile acceptabile farmaceutic si derivatii
deuterati ai acestora.

Cineva avand calificare obisnuitd in domeniu ar recunoaste cd, atunci cand o cantitate dintr-un
,compus sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia” este divulgatd, cantitatea de formd de sare
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acceptabild farmaceutic a compusului este cantitatea echivalentd cu concentratia de bazd liberd a
compusului. Se observd cd, cantititile divulgate ale compusilor sau ale sarurilor lor acceptabile
farmaceutic de aici se bazeazd pe forma lor de baza liberd. De exemplu, ,,10 mg din cel putin un compus
ales dintre Compusul I si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestuia includ 10 mg de Compus I si o
concentratie dintr-o sare acceptabild farmaceutic a Compusului I echivalenta cu 10 mg de Compus 1.

fn unele realizari, cel putin un compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului
I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, este administrat in
combinatie cu cel putin un compus ales dintre Compusul II, derivatii deuterati ai Compusului II, sau
sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului II sau ale derivatilor séi deuterati.

fn unele realizari, cel putin un compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului
I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, este administrat in
combinatie cu cel putin un compus ales dintre Compusul III, derivatii deuterati ai Compusului III, si
sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului III sau ale derivatilor sai deuterati. in unele realizari,
derivatul deuterat al Compusului III este Compusul ITI-d.

fn unele realizari, cel putin un compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului
I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, este administrat in
combinatie cu cel putin un compus ales dintre derivatii deuterati ai Compusului IV, si sdrurile acceptabile
farmaceutic ale Compusului IV sau ale derivatilor sai deuterati.

fn unele realizari, cel putin un compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului
I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, este administrat in
combinatie cu Compusul II sau cu o sare acceptabild farmaceutic sau derivat deuterat al acestuia si cel
putin cu un compus ales dintre Compusul III, derivatii deuterati ai Compusului III, sau sdrurile
acceptabile farmaceutic ale acestuia. In unele realizdri, derivatul deuterat al Compusului III este
Compusul II1-d.

fn unele realizari, cel putin un compus ales dintre Compusul I, si sarurile acceptabile farmaceutic
ale Compusului I sau derivatii sdi deuterati, este administrat in combinatie cu cel putin un compus ales
dintre Compusul II1, derivatii deuterati ai Compusului II1, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestuia,
si cu cel putin un compus ales dintre Compusul IV, derivatii deuterati ai Compusului IV, si sarurile
acceptabile farmaceutic ale acestuia. In unele realizdri, derivatul deuterat al Compusului III este
Compusul II1-d.

Oricare dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sirurile acceptabile
farmaceutic ale Compusului I sau ale derivatilor sai deuterati, impreund cu unul sau mai multi dintre
Compusii I1, II1, III-d, si IV, si derivatii lor deuterati si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora, pot
fi combinate intr-o singurd compozitie farmaceuticd sau in compozitii farmaceutice separate. Astfel de
compozitii farmaceutice pot fi administrate o daté zilnic sau de mai multe ori zilnic, cum ar fi de doud ori
zilnic. In unele realizari, divulgarea prezintd o compozitie farmaceuticd cuprinzand cel putin un compus
ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor séi deuterati, si cel putin un purtitor acceptabil farmaceutic.

fn unele realizari, divulgarea prezinti o compozitie farmaceutica cuprinzand cel putin un compus
ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, cel putin un compus ales dintre Compusul II, derivatii
deuterati ai Compusului II, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestuia, si cel putin un purtétor
acceptabil farmaceutic.

fn unele realizari, divulgarea prezintd o compozitie farmaceutica cuprinzand cel putin un compus
ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sédi deuterati, cel putin un compus ales dintre Compusul III, derivatii
deuterati ai Compusului IIl, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestuia, si cel putin un purtitor
acceptabil farmaceutic. In unele realiziri, derivatul deuterat al Compusului ITI este Compusul ITI-d.

fn unele realizari, divulgarea prezintd o compozitie farmaceutica cuprinzand cel putin un compus
ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, cel putin un compus ales dintre Compusul IV, derivatii
deuterati ai Compusului IV, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestuia, si cel putin un purtitor
acceptabil farmaceutic.

in unele realizari, divulgarea prezintd o compozitie farmaceutici cuprinzand (a) cel putin un
compus ales dintre Compusul I, derivatii deuterati ai Compusului I, si sarurile acceptabile farmaceutic ale
Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, (b) cel putin un compus ales dintre Compusul II si sérurile
acceptabile farmaceutic ale acestuia, (¢) cel putin un compus ales dintre Compusul III, Compusul III-d,
s1 sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora, si (d) cel putin un purtitor acceptabil farmaceutic.
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In unele realizari, divulgarea prezintdi o compozitie farmaceutici cuprinzand (a) cel putin
Compusul I, derivati deuterati ai Compusului I, si sdruri acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale
derivatilor sédi deuterati, (b) cel putin un compus ales dintre Compusul III, Compusul III-d, si sdrurile
acceptabile farmaceutic ale acestora, (c¢) cel putin un compus ales dintre Compusul IV si sdrurile
acceptabile farmaceutic ale acestuia, si (d) cel putin un purtitor acceptabil farmaceutic.

fn oricare din realizarile descrise mai sus sau pe parcursul acestei descrieri, sarea farmaceutici a
Compusului I poate fi o sare de potasiu. In oricare din realizrile descrise mai sus sau pe parcursul acestei
descrieri, sarea farmaceuticd a Compusului I poate fi o sare de sodiu. In oricare din realizarile descrise
mai sus sau pe parcursul acestei descrieri, sarea farmaceuticd a Compusului I poate fi o sare de calciu.

In oricare din realizarile descrise mai sus sau pe parcursul specificatiei, derivatul deuterat al
Compusului I poate fi selectat dintre:

1d.

5i

In unele realizri, derivatul deuterat al Compusului I este Compusul Ia sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia. In unele realizari, derivatul deuterat al Compusului I este Compusul Ib sau o sare
acceptabila farmaceutic a acestuia. In unele realizari, derivatul deuterat al Compusului I este Compusul Ic
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In unele realizari, derivatul deuterat al Compusului I este
Compusul Id sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Oricare din realizarile descrise mai sus pot cuprinde cel putin un ingredient suplimentar activ
farmaceutic. In unele realizdri, acel cel putin un ingredient suplimentar activ farmaceutic este un
modulator CFTR. In unele realizéri, acel cel putin un ingredient suplimentar activ farmaceutic este un
corector CFTR. In unele realizari, acel cel putin un ingredient suplimentar activ farmaceutic este un
potentiator CFTR.

fn unele realizari, cel putin un ingredient suplimentar activ farmaceutic este selectat dintre agenti
mucolitici, bronhodilatatori, antibiotice, agenti antiinfectiosi, si agenti antiinflamatori.

Cum s-a descris mai sus, compozitiile farmaceutice divulgate aici pot cuprinde cel putin un
purtitor acceptabil farmaceutic. Acel cel putin un purtdtor acceptabil farmaceutic poate fi ales dintre
adjuvanti si vehicule. Acel cel putin un purtitor acceptabil farmaceutic, aga cum s-a utilizat in acest
document, include oricare i toti solventii, diluantii, alte vehicule lichide, adjuvanti de dispersie, adjuvanti
de suspensie, agenti activi de suprafatd, agenti izotonici, agenti de ingrosare, agenti de emulsionare,
conservanti, lianti solizi, si lubrifianti, surfactanti, dezintegranti, si umpluturi ca adecvate la forma de
dozare particulard doritd. Remington: The Science and Practice of Pharmacy, a 21-a editie, 2005, ed. D.B.
Troy, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, and Enciclopedia of Pharmaceutical Technology, eds.
J. Swarbrick si J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, New York divulgd diferiti purtitori utilizati in
formularea compozitiilor farmaceutice si tehnici cunoscute pentru prepararea acestora. Cu exceptia
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cazului in care orice purtator conventional este incompatibil cu compusii acestei divulgéri, cum ar fi prin
producerea oricarui efect biologic nedorit sau altfel prin interactiunea Intr-o manierd daunitoare cu orice
altd componentd a compozitiei farmaceutice, utilizarea sa este avutd in vedere ca fiiind in domeniul
acestei divulgdri. Exemplele nelimitative de purtitori adecvati acceptabili farmaceutic includ, dar nu sunt
limitate la, schimbitoare de ioni, alumini, stearat de aluminiu, lecitind, proteine serice (cum ar fi
albumina din serul uman), substante tampon (cum ar fi fosfati, glicind, acid sorbic, si sorbat de potasiu),
amestecuri partiale de gliceride de acizi grasi vegetali saturati, apd, sdruri, si electroliti (cum ar fi sulfatul
de protamind, fosfatul de acid disodic, fosfatul de acid potasic, clorurd de sodiu, si saruri de zinc), siliciu
coloidal, trisilicat de magneziu, polivinil pirolidond, poliacrilati, ceruri, polimeri bloc polietilena-
polioxipropilend, grasime din 1and, zaharuri (cum ar fi lactoza, glucoza si zaharoza), amidonuri (cum ar fi
amidonul din porumb si amidonul din cartofi), celulozi si derivatii sdi (cum ar fi carboximetil celulozad de
sodiu, etil celulozd si acetat de celulozd), pulbere de tragacant, malf, gelatina, talc, excipienti (cum ar fi
untul de cacao si cerurile pentru supozitoare), uleiuri (cum ar fi uleiul de arahide, uleiul din seminte de
bumbac, uleiul de sofranel, uleiul de susan, uleiul de mésline, uleiul de porumb si uleiul de soia), glicoli
(cum ar fi propilen glicolul si polietilen glicolul), esteri (cum ar fi oleatul de etil si lauratul de etil), agar,
agenti de tamponare (cum ar fi hidroxidul de magneziu si hidroxidul de aluminiu), acid alginic, apa
apirogend, solutie salind izotonicd, solutie Ringer, alcool etilic, solutii tamponate cu fosfat, lubrifianti
netoxici compatibili (cum ar fi stearatul de magneziu), surfactanti (cum ar fi lauril sulfatul de sodiu),
agenti de colorare, agenti de eliberare, agenti de acoperire, agenti de indulcire, agenti de aromatizare,
agenti de parfumare, conservanti, si antioxidanti.

Se va aprecia de asemenea cd o compozifie farmaceuticd a acestei divulgdri, incluzand o
compozitie farmaceuticd care cuprinde oricare din combinatiile descrise anterior, poate fi utilizatd in
terapii de combinatie; ceea ce inseamna ca, compozitiile pot fi administrate concomitent cu, Tnainte de,
sau ulterior cel pufin unui ingredient activ farmaceutic sau unei proceduri medicale. Compozitiile
farmaceutice cuprinzand Compusul I, derivati deuterati ai Compusului I, si saruri acceptabile farmaceutic
ale Compusului I sau ale derivatilor sdi deuterati, si optional incluzdnd oricare din combinatiile descrise
mai sus pot fi utilizate pentru a trata CF.

Orice compozitii farmaceutice adecvate cunoscute in domeniu pot fi utilizate pentru Compusul I,
derivatii deuterati ai Compusului I, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale Compusului I sau ale
derivatilor sidi deuterati, Compusul II, Compusul III, Compusul III-d, Compusul IV, si sdrurile
acceptabile farmaceutic ale acestora. Unele compozitii farmaceutice exemplificative pentru Compusul II
si sdrurile sale acceptabile farmaceutic pot fi gisite In WO 2011/119984, WO 2014/014841, si WO
2015/160787. Unele compozitii farmaceutice exemplificative pentru Compusul III s sdrurile sale
acceptabile farmaceutic pot fi gésite In WO 2007/134279, WO 2010/019239, WO 2011/019413, WO
2012/027731, st WO 2013/130669. Unele compozitii farmaceutice exemplificative pentru Compusul II1-
d si sdrurile sale acceptabile farmaceutic pot fi gisite in WO 2017/053455 s1 WO 2018/080591. Unele
compozitii farmaceutice exemplificative pentru Compusul IV si sdrurile sale acceptabile farmaceutic pot
fi gésite In WO 2010/037066, WO 2011/127241, WO 2013/112804, s1 WO 2014/071122.

Tn unele realiziri, compozitiile farmaceutice sunt o tableta. Tn unele realizari, tabletele sunt
adecvate pentru administrare orald.

Aceste combinatii sunt utile pentru tratarea CF cauzata de o mutatie in gena CFTR.

O mutatie CFTR poate afecta cantitatea CFTR, adica, numérul de canale CFTR la suprafata
celulei, sau ea poate impacta functionarea CFTR, adica, capacitatea functionald a fiecdrui canal de a
deschide si transporta ioni. Mutatiile care afecteaza cantitatea de CFTR includ mutatii care cauzeaza
sintezd defectuoasd (defect de clasa I), mutatii care cauzeaza procesare si trafic defectuoase (defect de
clasa II), mutatii care cauzeazi sinteza redusd a CFTR (defet de clasd V), si mutatii care reduc stabilitatea
suprafetei CFTR (defect de clasd VI). Mutatiile care afecteaza functionarea CFTR includ mutatii care
cauzeazid deschidere defectuoasd (defect de clasa IIT) si mutatii care cauzeazd conductantd defectuoasi
(defect de clasd IV). Unele mutatiit CFTR prezintd caracteristici ale mai multor clase.

Tn unele realiziri, sunt divulgate In acest document metode pentru tratarea, atenuarea severitatii,
sau tratarea simptomaticd a CF la un pacient cuprinzand administrarea unei cantitati eficiente dintr-un
compus, sare acceptabild farmaceutic a acestuia, sau analog deuterat al oricarora dintre cele anterioare;
sau o compozitie farmaceuticd a acestei divulgéri la un pacient, cum ar fi un om, in care pacientul are CF.
In unele realizari, pacientul are un genotip F508del/functionare minimd (MF), un genotip
F508del/F508del (homozigot pentru mutatia F508del), un genotip F508del/deschidere, sau un genotip
F508del/functionare reziduala (RF). In unele realizari, pacientul este heterozigot pentru mutatia F508del.

Asa cum s-a utilizat In acest document, ,,mutatiile de functionare minima (MF)” se referd la
mutatiile genei CFTR asociate cu functionarea minimd CFTR (functionarea micd pana la nici una a
proteinei CFTR) si include, de exemplu, mutatiile asociate cu defectele severe in capacitatea canalului
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CFTR de a se deschide si inchide (cunoscutd ca deschiderea defectuoasd a canalului sau ,mutatii de
deschidere™); mutatiile asociate cu defectele severe din procesarea celulard a CFTR si livrarea acestuia la
suprafata celulei; mutatiile asociate fard (sau cu o minima) sintezd CFTR; si mutatiile asociate cu defecte
severe 1n conductanta canalului.

fn unele realizari, pacientul are o mutatic F508del pe o aleld si o mutatie pe celelate alele

selectatd din Tabelul 2.

Tabelul 2. Mutatii CFTR
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lMutatie 3
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fn unele realizari, compozitiile divulgate in acest document sunt utile pentru tratarea sau
atenuarea severitatii CF la pacientii cu anumite genotipuri care prezintd activitate CFTR rezidual.

fn unele realizdri, compozitiile divulgate in acest document sunt utile pentru tratarea, atenuarea
severititii, sau tratarea simptomaticd a CF la pacientii cu anumite fenotipuri clinice, de exemplu, un
fenotip clinic usor pand la moderat care de obicei se coreleazd cu cantitatea de activitate CFTR reziduala
din membrana apicald a epiteliului. Astfel de fenotipuri includ pacienfii care prezintd suficientd
pancreatica.

fn unele realizari, compozitiile divulgate in acest document sunt utile pentru tratarea, atenuarea
severititii, sau tratarea simptomaticd a pacientilor diagnosticati cu suficientd pancreaticd, pancreatitd
idiopaticd, si absenta bilaterald congenitald a vasului deferent, sau boald pulmonard usoard, in care
pacientul prezinta activitate CFTR reziduala.

fn unele realizari, aceasta divulgare se referd la o metodd de sporire sau inducere a activitatii
canalului anionic in vitro sau in vivo, cuprinzand punerea in contact a canalului cu o compozitie divulgata
aici. In unele realiziri, canalul anionic este un canal clorurat sau un canal bicarbonat. in unele realizari,
canalul anionic este un canal clorurat.

Cantitatea exactd a unei compozitii farmaceutice necesare va varia de la subiect la subiect,
depinzdnd de specii, varstd, si afectiunea generald a subiectului, severitatea bolii, agentul particular,
modul sdu de administrare, §i altele asemenea. Compusii acestei divulgéri pot fi formulati in forme
unitare de dozare pentru usurinta administrarii si uniformitatea dozajului. Expresia ,,formd unitard de
dozare” asa cum s-a utilizat in acest document se referd la o unitate discretd fizic a agentului adecvat
pentru pacientul care trebuie tratat. Se va intelege, totusi, cd utilizarea zilnicd totald a compusilor si
compozitiilor acestei divulgéri va fi decisd de citre medicul curant in cadrul rationamentului medical.
Nivelul dozei eficiente specifice pentru orice pacient particular sau organism va depinde de o varietate de
factori incluzand tulburarea care este tratatd si severitatea tulburdrii; activitatea compusului specific
utilizat; compozitia specificd utilizatd; vérsta, greutatea corporald, sdndtatea generald, sexul, si dieta
pacientului; momentul administrarii, calea de administrare, §i rata de excretie a compusului specific
utilizat; durata tratamentului; medicamentele utilizate in combinatie sau simultan cu compusul specific
utilizat, si factori aseméanatori bine cunoscuti In domeniul medical.

n unele realizari, divulgarea este directionatd de asemenea spre metode de tratament care
utilizeazd derivati marcati izotopic ai compusilor anterior mentionati, care au aceleasi structuri cum s-a
divulgat aici cu exceptia faptului ca unul sau mai multi atomi ai acestora au fost Inlocuiti cu un atom sau
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atomi avand o masa atomici sau numdr de masa care diferd fatd de masa atomica sau fatd de numarul de
masd ale atomului care apare uzual natural (marcat izotopic). Exemplele de izotopi care sunt disponibili
comercial si adecvati pentru divulgare includ izotopi de hidrogen, carbon, azot, oxigen, fosfor, fluor si
clor, de exemplu 2H, 3H, 1*C, 1'C, N, 70, #0, , *'P, 32P, 3°S, 8F, si respectiv **CL

Compusii marcati izotopic si sdrurile pot fi utilizate intr-un numér de modalitéti benefice. Ei pot
fi adecvati pentru medicamente si/sau diferite tipuri de teste, cum ar fi testele de distributie a tesutului
substratului. De exemplu, compusii marcati cu tritiu (*H)- si/sau carbon-14 (}*C) sunt in special utili
pentru diferite tipuri de teste, cum ar fi testele de distributie a tesutului substratului, din cauza prepararii
relativ simple si excelentei detectabilititi. De exemplu, cei marcati cu deuteriu (?H)- sunt utili terapeutic
cu potentiale avantaje terapeutice fati de compusii marcati cu non®H-. In general, compusii marcati cu
deuteriu (°H) si sdrurile pot avea stabilitate metabolici mai ridicatd in comparatie cu cei care nu sunt
marcati izotopic din cauza efectului izotopic cinetic descris mai jos. Stabilitatea metabolicd mai ridicata
se translateaza direct Intr-o perioadd de Injumatitire crescutd in vivo sau In dozaje mai scdzute, ceea ce ar
putea fi de dorit. Compusii marcati izotopic si sdrurile pot fi preparati uzual prin efectuarea procedurilor
divulgate in schemele de sinteza si descrierea asociatd, in partea de exemple si In partea de preparare din
prezentul document, Inlocuind un reactiv marcat non-izotopic cu un reactiv marcat izotopic, disponibil cu
usurinta.

In unele realizari, compusii marcati izotopic si sdrurile sunt unii marcati cu deuteriu (marcati cu
(H)). In unele realizari specifice, compusii marcati izotopic si sarurile sunt marcate cu deuteriu, in care
unul sau mai multi atomi de hidrogen ai acestora au fost inlocuiti cu deuteriu. In structurile chimice,
deuteriul este reprezentat ca ,.”H” sau ,D.”

Compusii marcati cu deuteriu si sdrurile pot manipula metabolismul oxidativ al compusului pe
calea efectului izotopic cinetic primar. Efectul izotopic cinetic primar este o modificare a ratei pentru o
reactie chimici care rezultd din schimbul nucleelor izotopice, care la randul sdu este cauzat de schimbul
energiilor stirii fundamentale necesar pentru formarea legiturii covalente dupd acest schimb izotopic.
Schimbul unui izotop mai greu conduce uzual la o scadere a energiei stirii fundamentale pentru o legétura
chimica si astfel cauzeazd o reducere a ruperii legiturii care limiteaza viteza. Dacd ruperea legiturii are
loc n, sau in vecindtatea unei regiuni a punctului sa de-a lungul coordonatei unei reactii cu mai multe
produse, rata de distributie a produselor poate fi alterata substantial. Pentru explicatie: daca deuteriul este
legat la un atom de carbon la o pozitie non-schimbabild, diferentele de vitezd de km/kp = 2-7 sunt tipice.
Pentru o discutie suplimentara, vezi S. L. Harbeson si R. D. Tung, Deuterium In Drug Discovery and
Development, Ann. Rep. Med. Chem. 2011, 46, 403-417; si T.G. Gant ,.Using deuterium in drug
discovery: leaving the label in drug” J. Med. Chem. 2014, 57, 3595-3611.

fn compusii din aceasta divulgare, orice atom denumit nespecific ca izotop particular, se intelege
cd reprezintd orice izotop stabil al acelui atom. Dacd nu se afirma altfel, cand o pozitie este denumita
specific ca ,H” sau ,hidrogen”, se intelege cd pozitia are hidrogen in compozitia sa izotopicd de
abundenta naturala.

Concentratia de izotopi (de exemplu, deuteriu) incorporati in compusii marcati izotopic si
sdrurile din divulgare poate fi definitd de catre factorul de imbogétire izotopicd. Termenul ,factor de
imbogatire izotopicd” asa cum s-a utilizat In acest document inseamnd raportul intre abundenta izotopica
si abundenta naturald ale unui izotop specificat. In unele realizdri, dacd un substituent dintr-un compus
din divulgare este denumit deuteriu, un astfel de compus are un factor de imbogéatire izotopicd pentru
fiecare atom de deuteriu desemnat de cel putin 3500 (52,5% incorporare de deuteriu la fiecare atom de
deuteriu desemnat), de cel putin 4000 (60% incorporare de deuteriu), de cel putin 4500 (67,5%
incorporare de deuteriu), de cel putin 5000 (75% incorporare de deuteriu), de cel putin 5500 (82,5%
incorporare de deuteriu), de cel putin 6000 (90% incorporare de deuteriu), de cel putin 6333,3 (95%
incorporare de deuteriu), de cel putin 6466,7 (97% incorporare de deuteriu), de cel putin 6600 (99%
incorporare de deuteriu), sau de cel putin 6633,3 (99,5% Incorporare de deuteriu).

Cand se descoperd si se dezvoltd agentii terapeutici, persoana calificatd In domeniu incearcd si
optimizeze parametrii farmacocinetici in timp ce mentine proprietatile dorite in vitro. Poate fi rezonabil sa
se presupund cd multi compusi cu profile farmacocinetice slabe sunt susceptibili la metabolismul
oxidativ.

Cineva avand calificare obisnuitd in domeniu ar intelege cd deuterarea uneia sau mai multor
pozitii labile metabolic pe un compus sau metabolit activ poate conduce la imbunétatirea uneia sau mai
multor proprietdti DMPK superioare 1n timp ce se mentine activitate biologicd, In comparatie cu analogii
hidrogen corespunzitori. Proprietatea sau proprietatile DMPK superioare pot avea un impact asupra
expunerit, perioadei de Injumaétatire, elimindrii, metabolismului, si/sau chiar a necesitatilor de alimentatie
pentru absorbtia optimd a produsului medicamentos. Deuterarea poate modifica de asemenea
metabolismul la alte pozitii nedeuterate ale compusului deuterat.
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Divulgarea furnizeazad un proces pentru prepararea Compusului I, cuprinzand punerea in reactie

a unui compus 8:
Cl

N\ 2

]
LAY COH
R

8

8

3
s1 0 bazi si agent de cuplare pentru a produce Compusul 1.

In unele realiziri, baza este tert-butoxid de sodiu.

fn unele realizari, agentul de cuplare este HATU.

Divulgarea furnizeazd un proces alternativ pentru prepararea Compusului I, cuprinzand:
a) punerea in reactie a unui compus 8 si a compusului 3 cu o bazi, si ulterior tratamentul cu HCI pentru a
produce compusul 9:

cu compusul 3:

b) punerea in reactie a unui compus 9 cu o bazd si agent de cuplare pentru a produce Compusul 1.
In unele realiziri, baza din etapa a) este ferf-butoxid de sodiu.
fn unele realizari, baza din etapa b) este trietilamina.
fn unele realizari, agentul de cuplare este HATU.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 8, cuprinzand:

a) punerea In reactie a unui compus 7:
Cl

cu 3-clorosulfonilbenzoat de metil si o primd bazd, urmand tratamentul cu o a doua bazi, urmatd de
tratarea amestecului de reactie cu un acid pentru a produce compusul 8.

In unele realizari, prima bazi este terf-amoxid de litiu.

Tn unele realiziri, cea de a doua bazi este hidroxid de sodiu.

Tn unele realiziri, acidul este HCI.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 7, cuprinzind tratarea
compusului 7-HCI:



MD/EP 3946595 T2 2024.05.31

16

Cl
B

7
N™ "NHy HCI

7-HC1
cu o bazd pentru a produce compusul 7.
Tn unele realiziri, baza este hidroxid de sodiu.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 7-HCI, cuprinzand punerea
5 in reactie a unui compus 6:

Cl
B
N/)\N, Boc
Boc
6

cu HCl pentru a produce compusul 7-HCL
Divulgarea mai furnizeaza un proces pentru prepararea compusului 6, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 5:
Cl

B
/)\ .Bac

Cl N I?I

Boc

10 s
cu acid 2,6-dimetilfenilboronic, un catalizator metalic de tranzitie, i o baza pentru a produce compusul 6.

In unele realizari, catalizatorul metalic de tranzitie este Pd(dppf)Cla.
In unele realizéri, baza este carbonat de cesiu.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 5, cuprinzand punerea In

15 reactie a unui compus 4:
Cl

cu Boc,O si o bazi pentru a produce compusul 5.
In unele realizari, baza este DMAP.
Divulgarea mai furnizeaza un proces pentru prepararea compusului 3:

e

20 >

cuprinzand:
>}; N2
HO

a) punerea In reactie a unui compus 1:
1

cu compusul 2:
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0]
2

s1 un agent reducétor pentru a produce compusul 3.
fn unele realizari, agentul reducitor este NaBH(OAc)s.
Divulgarea furnizeazd un proces pentru prepararea Compusului Ia, cuprinzand punerea in reactie
5 a unui compus 20:

| WP
P
N)\N ,S\©/C02H
H
20

cu o bazd si agent de cuplare pentru a produce Compusul Ia.
Tn unele realiziri, baza este DIEA.
fn unele realizari, agentul de cuplare este HATU.
10 Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 20, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 19:
>}NH2 HCl
0

| O
N/)\”,\S’\©/002H

s1 a compusului 17:

17
15 cu un agent reducétor pentru a produce compusul 20.
In unele realizari, agentul reducétor este NaBH(OAc)s.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 19, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 18:
>}NHBOC
0]
| O
N7
N/)\H,S\©/C02H

18
20 cu HClI pentru a produce compusul 19.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 18, cuprinzand:
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a) punerea In reactie a unui compus 8:
Cl
~
N
LR conm
e
H
8
cu compusul 1:
>}NH2
HO
1

5 s1 0 bazi si
b) punerea in reactie produsului din etapa a) cu BocO pentru a produce compusul 18.
In unele realiziri, baza este ferf-butoxid de sodiu.
Divulgarea furnizeaza un proces pentru prepararea compusului 17, cuprinzand punerea in reactie

a unui compus 16:
D2C_CD2

OH

10 16
cu un oxidant pentru a produce compusul 17.
In unele realiziri, oxidantul este CrOs/piridina.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 16, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 15:
Dzo_CDz

<

O

15 15
cu Hy si un catalizator metalic de tranzitie pentru a produce compusul 16.
In unele realizari, catalizatorul metalic de tranzitie este paladiu pe carbon.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 15, cuprinzdnd punerea In

reactie a unui compus 14:
Dz Dy

- L

20 14
cu un agent reducétor pentru a produce compusul 15.

In unele realizari, agentul reducator este Zn.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 14, cuprinzand:
a) punerea In reactie a unui compus 13:
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D, D;

HO/C$C “OH

o}

13
cu o clorurd sulfonil si o baza, si
b) punerea in reactie a produsului din etapa a) cu o sursd de iodurd pentru a produce compusul 14.
Tn unele realiziri, clorura de sulfonil este clorurd de metansulfonil.
5 In unele realiziri, sursa de iodurd este iodurd de sodiu.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 13, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 12:

oo)\

o) 0)

12
cu un agent reducétor pentru a produce compusul 13.
10 In unele realizéri, agentul reducétor este LiAlD..
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 12, cuprinzdnd punerea In

reactie a unui compus 11:
Br

o

11
cu un dialchilmalonat si o bazd pentru a produce compusul 12.
15 In unele realizari, dialchilmalonatul este propandioat de diizopropil.
Tn unele realiziri, baza este hidrurd de sodiu.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 11, cuprinzand transformarea
compusului 10:

OH
@)
EJ) OH
10

20 incompusul 11.
In unele realizari, conversia compusului 10 in compusul 11 este efectuati cu CBry si PPhs.
Divulgarea furnizeazd un proces pentru prepararea Compusului Ib, cuprinzdnd punerea In reactie
a unui compus 22:
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)\ \\//

O/C()zH
22

cu o bazd si un agent de cuplare pentru a produce Compusul Ib.
Tn unele realiziri, baza este DIEA.
fn unele realizari, agentul de cuplare este HATU.
5 Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 22, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 19 cu compusul 21:
DQC/V

)//CD2

21
s1 un agent reducitor pentru a produce compusul 22.
In unele realizari, agentul reducitor este NaBD;CN.
10 Divulgarea mai furnizeaza un proces pentru prepararea compusului 21, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 2 cu o baza si o sursd de deuteriu pentru a produce compusul 21.
In unele realiziri, baza este carbonat de potasiu.
In unele realiziri, sursa de deuteriu este D>O.
Divulgarea furnizeazd un proces pentru prepararea Compusului Ie, cuprinzand punerea in reactie
15 a unui compus 23:

NH HCI

\\ /,
\©C02H

cu o bazd si un agent de cuplare pentru a produce Compusul Ic.
Tn unele realiziri, baza este DIEA.
In unele realizari, agentul de cuplare este HATU.
20 Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 23, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 19 cu compusul 2 si un agent reducétor pentru a produce compusul 23.
In unele realizari, agentul reducitor este NaBD;CN.
Divulgarea furnizeaza un proces pentru prepararea Compusului Id:



10

15

MD/EP 3946595 T2 2024.05.31

"

sy

1d,
cuprinzand punerea in reactie a unui compus 35:

@ﬁi

\\ /,

\©/002H

35
cu o bazd si un agent de cuplare pentru a produce Compusul Id.
Tn unele realiziri, baza este DIEA.
fn unele realizari, agentul de cuplare este COMU.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 35, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 34:

CD,

cl
CDy

\\ /,

\©/C02H

>}NH
HO HC

3-HC1

cu compusul 3-HCI:

si o bazd pentru a produce compusul 35.

In unele realiziri, baza este fer-butoxid de sodiu.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 34, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 33:

ci
CDy (N
P /)\Qé°o CO,Me
N” N~ 2
H
CD;

33
cu o bazd pentru a produce compusul 34.
In unele realizari, baza este hidroxid de sodiu.
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Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 33, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 32:
Cl

PP
N” “NH,
CDg3

32
cu 3-clorosulfonilbenzoat de metil si o bazd pentru a produce compusul 33.
In unele realiziri, baza este ferf-amoxid de litiu.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 32, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 31:

Cl
CDj3 | ~N
N/J\I}I,Boc
CD; Boc
31

cu un acid pentru a produce compusul 32.
In unele realizari, acidul este HCI.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 31, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 5:
Cl

O
cl N¢]\|I\|/BOC

Boc

cu compusul 30:

30

si cu un catalizator metalic de tranzitie si o bazd pentru a produce compusul 31.

Tn unele realiziri, baza este carbonat de cesiu.

fn unele realizari, catalizatorul metalic de tranzitie este Pd(dppf)Cla.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 30, cuprinzand
a) transformarea compusului 29:

CD;
Br

CDs

29
in derivat aril de iodurd de magneziu,

b) punerea in reactie a produsului din etapa a) cu un borat de trialchil, si

¢) punerea in reactie a produsului din etapa b) cu un acid pentru a produce compusul 30.
In unele realiziri, etapa a) este efectuatd cu Mg si Io.
Tn unele realiziri, boratul de trialchil este borat de trimetil.
Tn unele realiziri, acidul este HCI.

Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 29, cuprinzand punerea in

reactie a unui compus 28:
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_B
D,CT

Br

B
c r
D2

28
cu un agent reducétor pentru a produce compusul 29.
in unele realizari, agentul reducitor este LiAlD,.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 28, cuprinzénd transformarea
compusului 27:

_OH
D,C

C
C,-OH

D>

27
in compusul 28.
In unele realizari, conversia compusului 27 in compusul 28 este efectuati cu CBry si PPhs.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 27, cuprinzdnd punerea In
reactie a unui compus 26:
CO.,Me
Br

CO,Me

26
cu un agent reducétor pentru a produce compusul 27.
in unele realizari, agentul reducitor este LiAlD,.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 26, cuprinzand punerea in
reactie a unui compus 25:
CO,H
Br

CO,H

25
cu o bazd si un agent de alchilare pentru a produce compusul 26.
In unele realiziri, baza este carbonat de potasiu.
fn unele realizari, agentul de alchilare este iodometan.
Divulgarea mai furnizeazd un proces pentru prepararea compusului 25, cuprinzdnd punerea In
reactie a unui compus 24:

Br

24
cu un oxidant pentru a produce compusul 25.
fn unele realizari, oxidantul este permanganat de potasiu.
Divulgarea mai furnizeaza un proces pentru prepararea compusului 3-HCIL, cuprinzind tratarea
compusului 3 cu HCI pentru a produce compusul 3-HCL
Realizarile exemplificative din divulgare includ:
1. un compus selectat dintre Compusul I:
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L

e

derivati deuterati ai Compusului L si saruri acceptablle farmaceutic ale acestora.
2. Compusul din realizarea 1, In care compusul este Compusul 1.
3. Compusul din realizarea 1, in care derivatul deuterat al Compusului I este selectat dintre:

Comgusul la

N

Compasut iy,

Compusul e
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s1 sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora.
4. Compusul din realizarea 1 sau 2, In care compusul este o sare de potasiu.
5 5. Compusul din realizarea 1 sau 2, in care compusul este o sare de sodiu.

6. Compusul din realizarea 1 sau 2, In care compusul este o sare de calciu.
7. O metodd de tratare a tulburdrii mediate de CFTR, cuprinzand administrarea unei cantitati eficiente de
compus din oricare dintre realizérile 1 pand la 6 la un pacient care are nevoie de aceasta.
8. Metoda din realizarea 7, in care tulburarea mediatd de CFTR este CF.

10 9. Metoda din realizarea 7, in care compusul este Compusul I sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia.
10. Metoda din oricare dintre realizarile 7 pana la 9, cuprinzand in plus administrarea unuia sau mai
multor compusi selectati dintre:

Compusut i

=
x

FVKJQ“’“?JQ}*" h ”w}»_ﬁ:“%w—“\\ I

Nt T £ N
O TR

113
15
Compusul HE
W
{ § o
S, L
DD &yt
.
. f’\k\ o \? LN Nf\\,\‘,
L 2
f«.,\:t;s- Ns“ r\f‘?"\%
B i
i1,

ompresed fi-d

{3"‘1 f; f}\
] ox‘g’a‘{“ tR Y 3
‘J‘ G&.‘:\
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Caormpusut IV

W .
prﬁ;\x A e *\w’& -

”
Mg «*\

Y,

s1 saruri acceptabile farmaceutic ale compusilor IL, II1, ITI-d, si IV.
11. Metoda din realizarea 10, cuprinzand administrarea Compusului I si Compusului III sau Compusului
5 I11-d.
12. Metoda din realizarea 10, cuprinzand administrarea Compusului I, Compusului II, si Compusului III
sau Compusului ITI-d.
13. Un proces pentru prepararea Compusului I, cuprinzdnd punerea in reactie a unui compus 8:
Cl

\\/,

s\©/cogH
>}NH
HO
pentru a produce Compusul L.

14. Un proces pentru prepararea Compusului I, cuprinzénd:
a) punerea in reactie a unui compus 8 cu compusul 3, si tratamentul ulterior cu HCI pentru a produce

15 Compusul 9:

\\ /,

\(jCOQH

10 cu compusul 3:

s
b) transformarea compusului 9 In Compusul L
15. Procesul din realizarea 13 sau 14, in care compusul 8 este preparat prin:

20 a) punerea In reactie a unui compus 7:
Cl

SN
IN/)\

NH;

7

cu 3-clorosulfonilbenzoat de metil si o primé baza,
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b) tratamentul cu o a doua baza, si

¢) tratarea amestecului de reactie cu HCI pentru a produce compusul 8.

16. Procesul din realizarea 15, in care compusul 7 este preparat prin transformarea compusului 7-HCI:
Cl

B

N/)\NHZ HCI

7-HC1
in compusul 7.
17. Procesul din realizarea 16, in care compusul 7-HCI este preparat prin transformarea compusului 6:

B
N/)\I}I'BOC
Boc

6
in compusul 7-HCL

18. Procesul din realizarea 17, in care compusul 6 este preparat prin punerea in reactie a unui compus 5:

)
cl N/*l}l’ Bac
Boc

5
cu acidul 2,6-dimetilfenilboronic pentru a produce compusul 6.
19. Procesul din realizarea 18, in care compusul 5 este preparat prin transformarea compusului 4:

~N
L L

CI” N7 NH,

4
in compusul 5.

20. Procesul din realizarea 13 sau 14, in care compusul 3:

nE

este preparat prin punerea in reactie a unui compus 1:

NH,
HO

cu compusul 2:

0]

2
pentru a produce compusul 3.

21. Un proces pentru prepararea Compusului Ia, cuprinzand transformarea compusului 20:
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| e
N/)\N,‘S’\©/COQH
H
2

0
in Compusul Ia.
22. Procesul din realizarea 21, in care compusul 20 este produs prin punerea In reactie a unui compus 19:

NH, .HC|
o)

I (\S /O
N/)\”, ’\©,002H

5 si a compusului 17:

17
pentru a produce compusul 20.
23. Procesul din realizarea 22, in care compusul 19 este preparat prin transformarea compusului 18:

NHBoc
0

0
\Y
| N/)\H ,\s”\©/cogH

18
10 incompusul 19.
24. Procesul din realizarea 23, in care compusul 18 este preparat prin:
a) punerea in reactie a unui compus 8 cu compusul 1:

>}NH2
HO

1
b) transformarea produsului din etapa a) in compusul 18.
15 25. Procesul din realizarea 22, in care compusul 17 este preparat prin transformarea compusului 16:
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DQC_CDZ

OH

16
in compusul 17.

26. Procesul din realizarea 25, in care compusul 16 este preparat prin transformarea compusului 15:
DzC_CDZ

15
5 in compusul 16.

27. Procesul din realizarea 26, in care compusul 15 este preparat prin transformarea compusului 14:
D, Dy
~CC~

14
in compusul 15.

28. Procesul din realizarea 27, in care compusul 14 este preparat prin transformarea compusului 13:
D, D,

HO/C¢C§OH

o)

10 13
in compusul 14.
29. Procesul din realizarea 28, in care compusul 13 este preparat prin transformarea compusului 12:

/400 )\

0 0

12
in compusul 13.
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30. Procesul din realizarea 29, in care compusul 12 este preparat prin punerea in reactie a unui compus
11: .
.
Br

11

cu propandioat de diizopropil pentru a forma compusul 12.
5 31. Procesul din realizarea 30, in care compusul 11 este preparat prin transformarea compusului 10:

OH
@]
@) OH
10

in compusul 11.
32. Un proces pentru prepararea Compusului Ib, cuprinzénd transformarea compusului 22:

D C
2 002
NH HCI
\\/,

S\©/COZH

22
10 in Compusul Ib.

33. Procesul din realizarea 32, In care compusul 22 este preparat prin punerea in reactie a unui compus 19

cu compusul 21:
D,C i
2 }//CDZ

21
pentru a produce compusul 22.

15 34. Procesul din realizarea 33, in care compusul 21 este preparat prin transformarea compusului 2 in
compusul 21.
35. Un proces pentru prepararea Compusului Ie, cuprinzand transformarea compusului 23:

NH HCI

\\ /,
\©/COQH

in Compusul Ic.
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36. Procesul din realizarea 35, In care compusul 23 este preparat prin punerea in reactie a unui compus 19
cu compusul 2 pentru a produce compusul 23.
37. Un proces pentru prepararea Compusului Id:

@g

\N

1d,
cuprinzand transformarea compusului 35:
>}NH HCI
CD;
\\ //
35

in Compusul Id.
38. Procesul din realizarea 37, In care compusul 35 este preparat prin punerea in reactie a unui compus

34:
Cl

0
PN )‘S"\©,002H
H

>:}NH
HO HCl

3-HC1

CD;

cu compusul 3-HCI:

pentru a produce compusul 35.
39. Procesul din realizarea 38, in care compusul 34 este preparat prin transformarea compusului 33:
|

/4

A\ /
~Z
N)\N/S\©/COZMG
H
CDs

33
in compusul 34.
40. Procesul din realizarea 39, In care compusul 33 este preparat prin punerea in reactie a unui compus
32:
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32

cu 3-clorosulfonilbenzoatul de metil pentru a produce compusul 33.

41. Procesul din realizarea 40, in care compusul 32 este preparat prin transformarea compusului 31:
Cl

CD;3 | \)N\
N/ [}l,Boc
cD, Boc
31

in compusul 32.

42. Procesul din realizarea 41, In care compusul 31 este preparat prin punerea in reactie a unui compus 5:

B
cl N/J\II\I’BOC
Boc

5

CD; OH
B.

@ >
CD;

30

cu compusul 30:

pentru a produce compusul 31.
43. Procesul din realizarea 42, in care compusul 30 este preparat prin transformarea compusului 29:

CD,
C[Br
CD;

29
in compusul 30.

44, Procesul din realizarea 43, in care compusul 29 este preparat prin transformarea compusului 28:

.Br
D;C

od

B

c r
D,

28
in compusul 29.
45. Procesul din realizarea 44, in care compusul 28 este preparat prin transformarea compusului 27:
~OH
D,C
Br
C,OH
D2

27
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in compusul 28.
46. Procesul din realizarea 45, In care compusul 27 este preparat prin transformarea compusului 26:
COQMG
Br

CO,Me

26
in compusul 27.
47. Procesul din realizarea 46, in care compusul 26 este preparat prin transformarea compusului 25:
O,H
Br

CO.H

25
in compusul 26.
48. Procesul din realizarea 47, in care compusul 25 este preparat prin transformarea compusului 24:

Br

24
in compusul 25.
49. Procesul din realizarea 38, in care compusul 3-HCI este preparat prin tratarea compusului 3 cu HC1
pentru a produce compusul 3-HCL
Exemple
Abrevieri

Boc anhidrida ((Boc)20): dicarbonat de di-tert-butil

DCM: diclorometan

DIEA (DIPEA): N,N-diizopropiletilamina

DMAP: 4-Dimetilaminopiridina

DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: sulfoxid de dimetil

HATU: 3-oxid hexafluorofosfat de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] piridiniu
COMU: hexafluorofosfat de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbeniu
MeOH: metanol

THEF: tetrahidrofuran

EtOAc: acetat de etil

Pd(dpph)Cl,: [1,1'-Bis(difenilfosfino)ferocen]dicloropaladiu(II)

MeTHEF: 2-Metiltetrahidrofuran

Metode analitice UPLC/HPLC generale

Metoda LC A: UPLC analitica cu faza inversd utilizand o coloana Acquity UPLC BEH C18 (50
x 2,1 mm, particule de 1,7 um) realizatd de Waters (pn: 186002350), si o rulare cu gradient dual de la 1-
99% faza mobild B timp de 3,0 min. Fazd mobild A = H,0 (0,05% CF3CO-H). Fazd mobild B = CH:CN
(0,035% CF3CO-H). Debit = 1,2 mL/min, volum de injectie = 1,5 pL, si temperatura coloanei = 60°C.

Metoda LC B: Coloana Merck Millipore Chromolith SpeedROD Cis (50 x 4,6 mm) si o rulare
cu gradient dual de la 5 - 100% fazd mobild B timp de 6 min. Fazd mobild A = apd (0,1% CFiCO.H).
Fazad mobilad B = acetonitril (0,1% CF3zCO,H).

Metoda LC C: Coloand Merck Millipore Chromolith SpeedROD Cis (50 x 4,6 mm) si o rulare
cu gradient dual de la 5 - 100% fazd mobild B timp de 12 min. Fazd mobild A = api (0,1% CF3CO.H).
Fazad mobilad B = acetonitril (0,1% CF3zCO,H).

Exemplul 1: Sinteza de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-
oxa-2).%-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8] nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-
triona (Compus D)

Sinteza de (2R)-4-Metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (3)
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Un amestec de spiro [2,3]hexan- 5 -ond (100 g, 1,040 mol) si (2R)-2-amino-4-metil-pentan-1-ol
(123,5 g, 1,054 mol) in dicloroetan (DCE) (1,5 L) a fost agitat la temperatura ambianta timp de 1 ord. La
amestec s-a addugat triacetoxiborohidrurd de sodiu (228 g, 1,076 mol) in portii. Amestecul a fost agitat la
temperatura ambianta timp de 18 ore. Amestecul de reactie a fost diluat cu HCI (1,1 L de 2 M, 2,200 mol)
pand cand pH a fost ~1. Faza apoasi a fost separatd si faza organicad extrasd cu HCl (600 mL de 2 M,
1,200 mol). Faza organicd a fost separatd si stratul apos a fost alcalinizat cu NaOH (550 g de 50% g/g,
6,875 mol) rezultdnd o solutie la ~ pH 12. Amestecul a fost extras 2X cu EtOAc (1 L) si fazele organice
combinate au fost spalate cu saramurd (150 mL), uscate pe MgSO,, filtrate, si concentrate in vid pentru a
da (2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (160,7 g, 78%) ca ulei clar. Utilizat fara
purificare suplimentard. ESI-MS m/z calc. 197,17796, gasit 198,2 (M+1)*; Timp de retentie: 0,54 minute
(Metoda LC A).
Sinteza de N-tert-butoxicarbonil-N-(4,6-dicloro-pirimidin-2-il)carbamat de tert-butil (5)

Cl Cl

N/)\NHZ ' cl N/J\I}I’BOC
Boc

La o solutie de 4,6-dicloropirimidin-2-amina (300 g, 1,829 mol) In DCM (2,1 L) s-a addugat
(Boc),0 (838 g, 3,840 mol) urmat de DMAP (5,6 g, 45,84 mmol). Amestecul a fost agitat la temperatura
ambiantd timp de 6 ore. S-a addugat DMAP suplimentar (5,6 g, 45,84 mmol) si s-a continuat agitarea
reactiei la temperatura ambiantd timp de 24 ore. Amestecul a fost diluat cu apd (2,1 L) si faza organicd a
fost separatd. Faza organici a fost spalatd cu apd (2,1 L), 2,1 L. de saramurd, uscatd pe MgSOy, filtratd pe
celite si concentratd in vid rezultind un ulei portocaliu deschis care a avut un ndmol in suspensie.
Amestecul a fost diluat cu ~500 mL de heptan si filtrat utilizdnd un filtru M. Precipitatul (materia prima)
a fost spélat cu 250 mL de heptan. Filtratul a fost concentrat in vid rezultind un ulei gros portocaliu care a
fost Insdmantat cu solid dintr-un experiment anterior §i cristalizat la repaus, pentru a da N-tert-
butoxicarbonil-N-(4,6-dicloropirimidin-2-il)carbamatul de tert-butil (645 g, 97%) ca solid tare portocaliu
deschis. 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 8 8,07 (s, 1H), 1,44 (s, 18H). ESI-MS m/z calc. 363,07526, giisit
364,1 M+1)*; Timp de retentie: 2,12 minute Metodd LC A).
Sinteza de N-tert-butoxicarbonil-N-[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il] carbamat de tert-
butil (6)

Cl Cl

(] ()
N/)\'?‘,Boc _— N&‘\I}I,Boc
Boc Boc

Toti solventii au fost degazati 1nainte de utilizare. La o suspensie de N-tert-butoxicarbonil-N-
(4,6-dicloropirimidin-2-il)carbamat de tert-butil (88 g, 241,6 mmol), acid (2,6-dimetilfenil)boronic
(aproximativ 36,24 g, 241,6 mmol) s-au addugat Cs,COs (aproximativ 196,8 g, 604,0 mmol) in DME
(704 mL) si apd (176 mL). S-a addugat Pd(dppf)Cl, (aproximativ 8,839 g, 12,08 mmol) si amestecul a
fost agitat viguros sub N la 80°C (reflux) timp de 1 ord (nu a rdmas nici o materie primd). Reactia a fost
ricitd la temperatura ambiantd si diluata cu apd (704 mL). Faza apoasi a fost separatd si extrasd cu EtOAc
(704 mL). Faza organicd a fost spélatd cu 700 mL de saramurd, uscatd pe MgSO,, filtratd si concentrata in
vid. Produsul brut a fost cromatografiat pe o coloand de 1500 g cu gel de siliciu eluand cu 0-30%
EtOAc/hexani. Fractiunile de produs (eluat la 15% EtOAc) au fost combinate §i concentrate in vid
rezultind N-tert-butoxicarbonil-N-[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-ilJcarbamat de tert-butil (81,3
g, 78%) ca ulei clar, care a cristalizat in repaus. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 7,88 (s, 1), 7,30 (dd, J
= 8,2, 7,0 Hz, 1H), 7,21 - 7,16 (m, 2H), 2,03 (s, 6H), 1,38 (s, 18H). ESI-MS m/z calc. 433,17682, gsit
4341 (M+1)*; Timp de retentie: 2,32 minute (Metoda LC A).
Sinteza de 4-Cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-amina (sare clorhidrat) (7-HCI)
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Cl Cl
| \/)N\ Boc _ | \/N
N l}l’ N NHy HCI

Boc

N-tert-butoxicarbonil-N-[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-ilJcarbamatul ~ de  tert-butil
(514,8 g, 915,9 mmol) a fost dizolvat In diclorometan (4 L). S-a addugat acid clorhidric in p-dioxan (1 L,
4 mol) si amestecul a fost agitat peste noapte la temperatura ambiantd. Precipitatul rezultat a fost colectat
prin filtrare in vid si uscat in vid pentru a obtine clorhidratul de 4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-
amind (213,5 g, 64%) ca solid alb (213,5 g, 82%). 'H RMN (250 MHz, DMSO-ds) 8 7,45-6,91 (m, 3H),
6,73 (s, 1H), 2,08 (s, 6H). ESI-MS m/z calc. 233,072, gasit 234,1 (M+1)*; Timp de retentie: 2,1 minute
(Metoda LC C).
Sinteza de 4-Cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-amina (7)

cl cl
N NH, HCl NéI\NHz

4-Cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-amina (sare clorhidrat) (166 g, 614,5 mmol) si 4-cloro-6-
(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-amina (sare clorhidrat) (30 g, 111,0 mmol) au fost suspendate in DCM (2,5
L), tratate cu NaOH (725 mL de 1 M, 725,0 mmol) si agitate la temperatura ambiantd timp de 1 ord.
Amestecul a fost transferat Intr-o palnie separatoare si lasat in repaus peste noapte. Faza DCM a fost
separata si faza apoasd cu material insolubil a fost extrasd de doud ori mai mult cu DCM (2 x 500ml).
Fazele DCM maro combinate au fost agitate cu sulfat de magneziu si carbune timp de 1 ord, filtrate si
solutia galbend concentratd pand la un volum de ~ 500 mL. Solutia a fost diluatd cu heptan (750 mL) si
DCM a fost indepdrtat sub presiune redusd la 60°C pentru a da o suspensie cremoasi. Ea a fost agitata la
temperatura ambianta timp de 1 ord, filtratd, spalatd cu heptan rece si uscatd pentru a da 4-cloro-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-amini (157 g, 91%) ca solid cremos. 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) & 7,28 -
7,14 (m, 3H), 7,10 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 6,63 (s, 1H), 2,06 (s, 6H). ESI-MS m/z calc. 233,07198, gasit
2340 (M+1)*; Timp de retentie: 1,45 minute (Metoda LC A).
Sinteza de acid 3-[[4-Cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il]Jsulfamoil ]benzoic (8)

i Cl

Q.0 N o
~N Y ' AN /o
+ S CO;Me Z
| /)\ CI/ 2  — N//I\N/S CO,H
N NH, H

4-Cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-amina (235 g, 985,5 mmol) a fost dizolvatd in MeTHF
(2,3 L) si récitd intr-o baie cu gheatd sub agitare §i azot. La solutia rece s-a addugat intro portie 3-
clorosulfonilbenzoat de metil (347 g, 1,479 mol) (pare usor endotermic) si la solutia rece galben pal s-a
addugat In picdturd o solutie de 2-metil-butan-2-ol (sare de litiu) (875 mL of 3,1 M, 2,712 mol) (in
heptan) timp de 1,25 ore (exotermic, temperatura internd de la 0°C pand la 10°C). Baia cu gheatd a fost
indepartata si solutia verzuie a fost agitata timp de 4 ore la temperatura ambiantd. La solutia verzuie rece
s-a addugat HC1 (2 L de 1,5 M, 3,000 mol), fazele au fost separate si faza organica a fost spalatd o datd cu
apd (1L) si o datd cu saramurd (500 mL). Faza apoasd a fost extrasd inapoi o datd cu MeTHF (350 mL) si
fazele organice au fost combinate. Aceastd solutie galbend de MeTHF de 3-[[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)
pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoat de metil (ESI-MS m/z calc. 431,07065, gésit 432,0 M+1)*; Timp de
retentie: 1,81 minute) a fost tratatd cu NaOH (2,3 L de 2 M, 4,600 mol) si agitatd la temperatura ambianta
timp de 1 ord. Fazele au fost separate si faza NaOH a fost spalatd de doud ori cu MeTHF (2 x 500 mL) si
fazele organice combinate au fost extrase o datd cu 2M NaOH (1 x 250 mL).

Fazele NaOH combinate au fost combinate, agitate intr-o baie cu gheata si acidulate Incet prin
addugarea de HC1 (416 mL de 36% g/g, 4,929 mol) in timp ce s-a mentinut temperatura internd intre 10 si
20°C. La sfarsitul addugarii (pH ~5-6) pH-ul final a fost ajustat la 2-3 prin addugarea de acid citric solid.
Suspensia lipicioasa galbend formatd a fost agitatd la temperatura ambiantd peste noapte pentru a da o
suspensie crocantd cremoasd. Solidul a fost colectat prin filtrare, spélat cu multa apd si uscat prin aspirare
timp de 3 ore. Solidul a fost uscat sub presiune redusi cu o scurgere de azot la 45-50°C timp de 120 ore.
Acidul 3-[[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (395 g, 96%) a fost izolat ca un
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solid alburiu. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 13,44 (s, 1H), 12,46 (s, 1H), 8,48 - 8,39 (m, 1H), 8,25 -
8,15 (m, 1H), 8,15 - 8,08 (m, 1H), 7,68 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,28 - 7,18 (m, 1H), 7,10 (d, J =
7,6 Hz, 2H), 1,84 (s, 6H). ESI-MS n/z calc. 417,055, gésit 418,0 M+1)*; Timp de retentie: 1,56 minute.

(Metoda LC A).

Sintezd de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-oxa-24’-tia-
3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]-nonadeca-1(17),4(19),5,7, 14(18),15-hexan-2,2,13-triona
(Compus I)

S NH >

9,0
| N/)\N,‘\s"\©,cozH
H

(2R)-4-Metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-olul (1,42 g, 7,197 mmol), acidul 3-[
cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil |benzoic (3,077 g, 7,209 mmol), si tert-butoxidul de
sodiu (2,731 g, 28,42 mmol) au fost combinate in THF (25 mL) si agitate la temperatura ambiantd timp de
1 ord (exotermd usoard). Dupa 1 ord, amestecul de reactie a fost addugat in picdturd la o solutie agitatd de
HATU (5,436 g, 14,30 mmol) In DMF (50 mL). Reactia a fost agitatd incd 16 ore suplimentare la
temperatura ambiantd. Reactia a fost evaporaté la un ulei. Uleiul rezultat a fost partitionat intre acetat de
etil (100 mL) si o solutie de HCl 1M (100 mL). Organicele au fost separate, spdlate cu HCl1 1 M
suplimentar (100 mL), apoi cu saramurd (100 mL). Organicele au fost uscate pe sulfat de sodiu si
evaporate.

Produsul brut a fost purificat prin cromatografie pe gel de siliciu eludnd cu 0-80% acetat de etil
in hexani pentru a da (11R)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-oxa-215-
tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8] nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona amorfa
(1,73 g, 42%). '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 4 13,07 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,96 - 7,85 (m, 1H), 7,77 -
7,60 (m, 2H), 7,30 - 7,20 (m, 1H), 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,12 (dd, J = 10,6, 4,2 Hz, 1H),
4,40 (t, I = 11,1 Hz, 1H), 4,23 (p, J = 8,5 Hz, 1H), 3,78 - 3,66 (m, 1H), 3,31 - 3,22 (m, 2H), 2,23 - 1,83
(m, 8H), 1,72 - 1,60 (m, 1H), 1,30 (s, 1H), 1,20 - 1,10 (m, 1H), 0,73 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 0,56 - 0,41 (m,
4H), 0,21 (d, J = 6,3 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 560,2457, gdsit 561,4 (M+1)*, Timp de retentie: 2,01
minute (Metodd LC A).

Sintezd alternativd a Compusului 1
Sinteza de acid 3-[[4-(2,6-Dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-
ilamino)pentoxi]pirimidin-2-ilJsulfamoil] (sare clorhidrat) (9)

NH

\NOO NH

R

HO \\ //

W r,o

| WS HO |
N)\”,S\©/COQH N/)\H,S\Q/COZH

La o solutie de (2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (52,26 g, 264,9 mmol) si
acid 3-[[4-cloro-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (103 g, 242.8 mmol) in MeTHF (700
mL) s-a addugat ferf-butoxid de sodiu (93,4 g, 971,9 mmol) In portii mentindnd temperatura reactiei
<40°C. Adaugarea este exotermicd §i temperatura reactiei a fost controlatd utilizdnd o baie de apa cu
gheatd si viteza de addugare a bazei. Reactia a fost agitata timp de 2 ore la temperatura ambiantd. Reactia
a fost stinsd prin addugarea lentd de HC1 (1,2 L de 1 M, 1,200 mol) si agitatd timp de 5 min. Amestecul a
fost transferat la o palnie separatoare utilizand MeTHF. Faza apoasd a fost separatd si extrasd cu 250 mL
de MeTHF. Fazele organice combinate au fost spilate cu 500 mL de saramuri, uscate pe MgSO,, filtrate
s1 concentrate in vid. Solidul galben deschis a fost suspendat cu EtOAc (200 mL) si agitat timp de 1 ora.
Solidul a fost colectat utilizand o fritd M si spéland de 3 ori cu 10 mL de EtOAc. Solidul alburiu a fost
uscat In aer si uscat in vid timp de 20 ore pentru a obtine acidul 3-[[4-(2,6-dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-
(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentoxi] pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (120 g, 76%). ESI-
MS m/z calc. 578,2563, gasit 579,2 M+1)*, Timp de retentie: 1,02 minute. Metodd LC A).
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Sintezi de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-oxa-2.5-tia-
3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8nonadeca-1(17),4(19),5,7, 14(18),15-hexan-2,2,13-triona

(Compus I)
0
Y L&p o
N/)\H,S’\Q/COQH

Acidul 3-[[4-(2,6-Dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]Thexan-5-ilamino)
pentoxi]pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (4,41 g, 7,169 mmol) si HATU (2,80 g, 7,364
mmol) au fost combinate iIn DMF (100 mL) si s-a addugat trietilamina (3,0 mL, 21,52 mmol). Reactia a
fost agitata la temperatura ambianta timp de 5 ore. Amestecul de reactie a fost turnat Intr-o solutie agitata
de apa (150 mL) si HCI (35 mL de 1 M, 35,00 mmol). Amestecul a fost agitat timp de 20 min si solidul
alb rezultat a fost colectat prin filtrare. Solidul a fost dizolvat in acetat de etil (100 mL) si spélat cu 1M
HCI (100 mL), saramurd (100 mL), apoi uscat pe sulfat de sodiu si evaporat. Produsul brut a fost purificat
prin cromatografie pe gel de siliciu eluand cu 0-70% acetat de etil in hexani pentru a da (11R)-6-(2,6-
dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-i1}-9-oxa-2A5-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8nonadeca-1 (17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona amorfd (2,94 g,
73%). '"H RMN (400 MHz, DMSO-de) & 13,07 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,91 (larg s, 1H), 7,68 (larg s, 2I),
7,25 (t,J =79 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,12 (dd, J = 10,7, 4,2 Hz, 1H), 4,40 (t, ] =
11,1 Hz, 1H), 4,23 (p, J = 8,5 Hz, 1H), 3,79 - 3,65 (m, 1H), 3,31 - 3,22 (m, 2H), 2,21 - 1,84 (m, 8H), 1,72
- 1,61 (m, 1H), 1,36 - 1,23 (m, 1H), 1,21 - 1,10 (m, 1H), 0,73 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,55 - 0,41 (m, 4H),
0,21 (d, J = 6,2 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 560,2457, gasit 561,5 M+1)*; Timp de retentie: 2,02 minute
(Metoda LC A).

Sarurile Compusului I au fost preparate in conformitate cu urméatoarele Exemple.

Exemplul 2: Sinteza a unei saruri de potasiu a Compusului I

oy —@m&

( 11R)-6-(2,6-Dimet1lfeml) 11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-oxa-2A\5-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (2 g, 3,448 mmol) a
fost dizolvata in metanol (20 mL) si tratatd incet cu KOH (6,896 mL de 0,5 M, 3,448 mmol) (in metanol)
sub agitare. Solutia clard a fost agitatd la temperatura ambiantd timp de 1 ord, evaporatd pentru a da un
vid sticlos si uscatd sub o carcasi cu scurgere de azot la 50-55°C timp de 16 ore pentru a da (11R)-6-(2,6-
dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il} -9-oxa-21°-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]-nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona amorfd (ioni de
potasiu) (2,033 g, 98%) ca un solid alburiu. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 8,40 (s, 1H), 7,82 - 7,74
(m, 1H), 7,53 - 7,46 (m, 2H), 7,12 (t, I = 7,5 Hz, 1H), 7,03 (d, ] = 7,6 Hz, 2H), 5,78 (s, 1H), 5,09 (dd, J =
10,5, 4,3 Hz, 1H), 4,17 (p, J = 8,6 Hz, 1H), 4,06 (t, ] = 11,0 Hz, 1H), 3,88 (dq, J = 11,1, 7,3, 5,5 Hz, 1H),
3,28 (dt, J = 14,5, 9,3 Hz, 2H), 2,07 (dt, J = 24,5, 9,2 Hz, 2H), 1,96 (s, 6H), 1,58 (ddd, J = 14,0, 10,9, 2,8
Hz, 1H), 1,29 (ddt, T = 13,3, 6,9, 2,8 Hz, 1H), 1,17 (ddd, J = 13,7, 10,6, 2,9 Hz, 1H), 0,71 (d, J = 6,6 Hz,
3H), 0,52 (dd, J = 8,3, 5,6 Hz, 2H), 0,50 - 0,40 (m, 2H), 0,21 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Exemplul 3: Sinteza a unei saruri de sodiu a Compusului I
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(11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il }-9-0xa-2)°-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (2 g, 3,448 mmol) a
fost suspendatd in apa (25 ml) si tratatd incet cu NaOH (3,448 mL de 1 M, 3,448 mmol) sub agitare.
Suspensia a fost agitatd la temperatura ambiantd timp de 1,25 ore pentru a da o solutie tulbure. Solutia
tulbure a fost filtratd clar cu un filtru de seringd (0,2 pm) si filtratul incolor clar a fost liofilizat timp de
douad zile pentru a da (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3] hexan-5-il}-9-oxa-25-
tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8nonadeca-1(17),4(19), 5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona amorfa
(sare de sodiu) (2 g, 99%) ca solid incolor pufos. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 8,40 (s, 1), 7,78
(ddd, I =5,6, 3,5, 1,6 Hz, 1H), 7,52 - 7,45 (m, 2H), 7,12 (t, ] = 7,5 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 5,77
(s, 1H), 5,09 (dd, J = 10,5, 4,3 Hz, 1H), 4,16 (p, J = 8,5 Hz, 1H), 4,06 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,89 (dq, J =
11,3, 7,5, 5,6 Hz, 1H), 3,28 (dt, J = 14,5, 9,3 Hz, 2H), 2,07 (dt, J = 24,7, 9,3 Hz, 2H), 1,96 (s, 6H), 1,58
(td, J = 11,3, 10,8, 5,7 Hz, 1H), 1,28 (ddd, J = 9,6, 6,5, 3,0 Hz, 1H), 1,17 (ddd, J = 13,6, 10,5, 2,8 Hz,
1H), 0,71 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,52 (dd, J = 8,3, 5,6 Hz, 2H), 0,50 - 0,41 (m, 2H), 0,21 (d, J = 6,4 Hz, 3H).
Exemplul 4: Sinteza a unei saruri de calciu a Compusului I

N
d{\ OM; ;] |N/I\I ﬁ?\s’i\[o ; °

(11R)-6-(2,6- D1met1lfen1l) 11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il } -9-o0xa-2\° -tia-
3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (sare de
sodiu) (500 mg, 0,8566 mmol) a fost agitatd in apd (5 mL) timp de 10 min pentru a da o solutie clara. S-a
addugat o solutie de CaCl, (46,8 mg, 0,4217 mmol) in apd (0,5 mL) conducéand la precipitarea unui solid
gelatinos pentru a da o masd semisolidd. S-a addugat o altd portiune de apa (5 mL) si suspensia a fost
agitatd la temperatura ambianta timp de 23 ore. Solidul a fost colectat prin filtrare, spalat cu multd apa (~3
x 5-10 mL) si uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55-60°C timp de 14 ore pentru a da (11R)-6-(2,6-
dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3]hexan-5-il} -9-oxa-2A°-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo-
[12,3,1,14,8]nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18), 15-hexan-2,2,13-triona amorfa (sare de calciu (0,5)) (423
mg, 85%) ca un solid alburiu. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 8,40 (s, 1H), 7,78 (td, ] = 4,4, 1,6 Hz,
1H), 7,50 (d, J = 4,7 Hz, 2H), 7,13 (t,J = 7,5 Hz, 1H), 7,03 (d, ] = 7,5 Hz, 2H), 5,81 (s, 1H), 5,09 (dd, J =
10,5, 4,3 Hz, 1H), 4,17 (p, ] = 8,6 Hz, 1H), 4,08 (t, ] = 11,0 Hz, 1H), 3,87 (dq, J = 11,1, 7,3, 5,4 Hz, 1H),
3,28 (dt, J = 14,2, 9,3 Hz, 2H), 2,07 (dt, J = 24,3, 9,1 Hz, 2H), 1,99 - 1,95 (m, 6H), 1,59 (ddd, J = 14,0,
10,8, 2,8 Hz, 1H), 1,28 (tt, J = 6,4, 3,0 Hz, 1H), 1,17 (ddd, J = 13,6, 10,4, 2,8 Hz, 1H), 0,71 (d, J = 6,6 Hz,
3H), 0,55 - 0,40 (m, 4H), 0,21 (d, J = 6,4 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 560,2457, gasit 561,0 M+1)*; Timp
de retentie: 2,1 minute (Metodd LC A).

Exemplul 5: Sinteza de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-[(1,1,2,2-
tetradeutero)spiro[2,3]hexan-5-il]-9-oxa-2).%tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1, 14,8nonadeca-
1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (Compus Ia)

Sinteza de [2-Bromo-1-(bromometil)etoxiJmetilbenzen (11)
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La o solutie de 2-benziloxipropan-1,3-diol (24,3 g, 129,36 mmol) In CH»Cl, anhidru (350 mL)
sub atmosferd de argon la 0°C, s-a addugat PhsP (72,177 g, 272,43 mmol) urmat de CBrs (91,258 g,
272,43 mmol) (adaugarea unei portii a cauzat o generare uriasd de gaz). Amestecul de reactie a fost agitat
la 0°C timp de 2,5 ore. La amestecul de reactie s-a adaugat apd (150 mL) si diclorometan (600 mL).
Stratul organic a fost separat, uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat sub presiune redusd. Apoi, s-a
addugat 10% eter in hexan (500 mL), s-a sonicat si s-a filtrat. Turta solidad a fost spélatd cu 10% eter in
hexan (300 mL). Solidul a fost eliminat si filtratele combinate au fost concentrate sub presiune redusa
pentru a da produsul brut. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie rapidd (incircat in CH,Cl»)
(330g SiOq, eluand O pani la 4% eter in hexan) pentru a da [2-bromo-1-(bromometil)etoxi]metilbenzen
(23,39 g, 59%) ca lichid incolor. 'H RMN (500 MHz, Cloroform-d) & 7,49 - 7,30 (m, 5H), 4,70 (s, 2H),
3,83 (p, ] =5,2 Hz, 1H), 3,60 (d, J = 5,2 Hz, 4H). ESI-MS m/z calc. 305,92548, nu s-a observat nici un
MS. Timp de retentie: 5,47 minute (Metodd LC C).
Sinteza de Diizopropil 3-benziloxiciclobutan-1,1-dicarboxilat (12)

Br

’Lo o) )\

NaH (6,42 g, 160,52 mmol, 60% suspensie uleioasd) a fost suspendat in DMF uscat (280 mL)
sub argon. S-a addugat In picdturd propandioat de diizopropil (26,49 g, 26,731 mlL, 139,33 mmol) in
DMF anhidru (20 mL) in timp ce s-a mentinut temperatura in jur de 20°C. La Incetarea evolutiei gazului,
s-a addugat [2-bromo-1-(bromometil)etoxi]-metilbenzen (21,334 g, 69,264 mmol) in DMF anhidru (20
mL). Amestecul de reactie a fost agitat la 140°C timp de 26 ore inainte de a fi ricit la temperatura
ambiantd si turnat Intr-o solutie apoasd saturatd de NH4Cl (500 mL) pentru a preveni formarea emulsiei.
Solutia a fost extrasd cu hexan (3 x 500 mL), spalatd cu apd (300 mL), saramura (300 mL), uscatd pe
Na;SOy anhidru, filtratd si concentratd sub presiune redusd pentru a indepérta hexanul. Produsul brut
obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (incircatd in hexani) (330g SiO-, eluand O pani la 15%
eter 1n hexan) pentru a da 3-benziloxiciclobutan-1,1-dicarboxilatul de diizopropil (26,84 g, 90%) ca lichid
incolor. Notd: Produsul a continut 22% propandioat de diizopropil. 'H RMN (250 MHz, CDCls) & 7,58 -
7,14 (m, 5H), 5,22 - 4,90 (m, 2H), 4,43 (s, 2H), 4,15 (p, I = 7,2 Hz, 1H), 2,89 - 2,68 (m, 2H), 2,63 - 2,40
(m, 2H), 1,43 - 0,99 (m, 12H). ESI-MS m/z calc. 334,178, gasit 335,3 M+1)*; Timp de retentie: 5,94
minute (Metoda LC C).

Sinteza de [3-Benziloxi-1-[dideuterio(hidroxi)metil]ciclobutil]-dideuterio-metanol (13)

/<o o D, Dp
_C G~
>\ HO ? OH
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La o solutie de 3-benziloxiciclobutan-1,1-dicarboxilat de diizopropil (26,84 g, 62,604 mmol) In
THF anhidru (250 mL) la 0°C s-a addugat tetradeuterioalumanuid de litiu (6,11 g, 145,55 mmol) portiune
cu portiune. Dupd ce addugarea a fost completd, reactia a fost agitatd la temperatura ambianta timp de 2
zile Inainte de a fi rerdcitd la 0°C. S-a adaugat apa (6,2 mL) In picaturd urmatd de 15% hidroxid de sodiu
apos (6,2 mL) si apd (18,6 mL). Solutia rezultatd a fost agitatd la temperatura ambiantd timp de 30 min
inainte de a fi filtratd prin Celite si spalatd cu THE. Filtratul a fost concentrat sub presiune redusa.
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Reziduul obtinut a fost dizolvat in acetat de etil (450 mL), spdlat cu apa (100 mL x 3) st
saramurd (100 mL). Stratul organic a fost separat, si stratul apos a fost extras cu eter (3 x 150 mL).
Straturile organice combinate au fost uscate pe sulfat de magneziu anhidru, filtrate, si concentrate sub
presiune redusd pentru a da un solid alb brut. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie rapida
(incdrcat In CH2Cly) (330g SiO», eludnd O pand la 50% acetond in hexan) pentru a da [3-benziloxi-1-
[dideuterio(hidroxi)metil]ciclobutil]-dideuterio-metanol (9,95 g, 68%) ca solid alb. 'H RMN (500 MHz,
Cloroform-d) & 7,40 - 7,32 (m, 4H), 7,32 - 7,28 (m, 1H), 4,42 (s, 2H), 4,17 - 3,99 (m, 1H), 2,48 - 2,05 (m,
4H), 1,87 - 1,79 (m, 2H). ESI-MS m/z calc. 226,1507, gasit 227,4 (M+1)*, timp de retentie 2,94 minute
(Metoda LC C).

Sinteza de [3,3-Bis[dideuterio(iodo)metil]ciclobutoxi]-metilbenzen (14)

D, D D; D2
HO/CE SC~0H I/CE SC\|
O _ O

La o solutie de [3-benziloxi-1-[dideuterio(hidroxi)metil]-ciclobutil]-dideuterio-metanol (9,95 g,
43,967 mmol) in CH,Cl, anhidru (420 mL) s-a adaugat EtsN (17,860 g, 24,6 mL, 176,50 mmol), apoi a
fost racitd la 0°C. S-a addugat In picatura clorurd de metansulfonil (14,652 g, 9,9 mL, 127,91 mmol), si
solutia rezultatd a fost agitatd la aceastd temperaturd timp de 2 ore inainte de a fi stinsd cu solutie saturata
de bicarbonat de sodiu (200 mL). S-a addugat diclorometan (400 mL); stratul organic a fost separat, spélat
cu saramurd (150 mL), uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat si concentrat sub presiune redusa.
Reziduul obtinut a fost plasat sub vid Inaintat pentru a da intermediarul bis-mezilat ca lichid galben pal.
Bis-mezilatul a fost dizolvat in acetond anhidrd (300 mL), si s-a addugat Nal (49,08 g, 327,43 mmol).
Solutia de reactie a fost incélzitd la 50°C timp de 5 zile. Solutia de reactie a fost filtratd si spélatd cu
acetond.

Filtratul a fost concentrat sub presiune redusd. La reziduul obtinut s-a addugat eter (800 mL) si o
solutie 10% de sulfit de sodiu (250 mL x 2). Solutia organica a fost separatd, uscatd pe sulfat de sodiu
anhidru, filtratd, si concentratd sub presiune redusd. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie
rapidd (incdrcat in CH)Cly) (330g SiO», eluand O pénd la 5% eter In hexan) pentru a da [3,3-
bis[dideuterio(iodo)metil]ciclobutoxi]metilbenzen (15,813 g, 81%) ca ulei galben pal. 'H RMN (500
MHz, Cloroform-d) & 7,42 - 7,28 (m, 5H), 4,42 (s, 2H), 3,93 (tt, I = 7,2, 6,1 Hz, 1H), 2,40 - 2,23 (m, 2H),
2,07 - 1,92 (m, 2H).
ESI-MS m/z calc. 445,9542, gasit 464,3 (M+18)*; Timp de retentie: 6,53 minute (Metoda L.C C).

Sinteza de S-Benziloxi-1,1,2,2-tetradeuterio-spiro[2,3]hexan (15)

D; D>
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La o solutie de [3,3-bis[dideuterio(iodo)metil]ciclobutoxi]-metilbenzen (15,81 g, 35,441 mmol)
intr-un amestec de etanol (70 mL) si apd (30 mL) a fost addugat Zn (9,96 g, 152,32 mmol). Solutia
rezultatd a fost refluxatd timp de 2 ore. Solutia de reactie a fost récitd la temperatura ambianta, si apoi
diluata cu diclorometan (400 mL) si apd (100 mL). Stratul organic a fost separat, spilat cu saramurd,
uscat pe sulfat de magneziu anhidru, filtrat, si concentrat sub presiune redusd. Produsul brut a fost
purificat prin cromatografie rapidd (incédrcat in CH»Cly) (220g SiOs, eluand O pand la 4% eter in hexan)
pentru a da 5-benziloxi-1,1,2,2-tetradeuterio-spiro[2,3]hexan (6,77 g, 94%) ca ulei incolor. 'H RMN (250
MHz, CDCls) & 7,60 - 7,09 (m, SH), 4,45 (s, 2H), 4,30 (p, J = 6,9 Hz, 1H), 2,41 - 2,22 (m, 2H), 2,22 -
1,99 (m, 2H). ESI-MS m/z calc. 192,14522, nu a fost observat nici un MS. Timp de retentie: 5,62 minute
(Metoda LC C).

Sinteza de 1,1,2,2-Tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-0l (16)
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La o solutie de 5-benziloxi-1,1,2,2-tetradeuterio-spiro[ 2,3 hexan (6,58 g, 34,219 mmol) in acetat
de metil (35 mL) a fost addugat 5% Pd/C (1,01g, 9,4907 mmol), si amestecul a fost agitat sub atmosfera
de hidrogen timp de 20 ore. O altd cantitate de 5% Pd/C (0,51g, 4,7923 mmol) a fost adaugati la
amestecul de reactie, si ea a fost agitatd sub o atmosferd de hidrogen timp de alte 20 de ore. Catalizatorul
a fost separat prin filtrare si clatit cu dietil eter (30 ml). Solventul a fost distilat incet la presiune
atmosfericd. Reziduul a fost distilat sub vid Bpxw = 72°C) pentru a da 1,1,2,2-
tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ol (3,18 g, 91%) ca lichid clar. '"H RMN (250 MHz, CDCls) 8 4,53 (q, J =
6,5 Hz, 1H), 2,28 - 2,19 (m, 4H), 1,72 (d, I = 5,7 Hz, 1H).

Sinteza de 1,1,2,2-Tetradeuteriospiro[2,3]Jhexan-5-ona (17)

D,C—CD, D,C—CD,

OH 0]

Complexul CrOs/piridind a fost obtinut prin addugarea CrOs (9,95 g, 99,506 mmol) in piridind
(95 mL). La aceastd solutie s-a addugat in picdturd o solutie de 1,1,2,2-tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ol
(3,16 g, 30,929 mmol) in piridind (35 mL). Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura ambianta
timp de 21 ore. Dupa récire, s-a addugat apd (50 mL) si apoi s-a extras cu dietil eter (200 mL x 3). Faza
organicd a fost spélatd cu 2N HCI apos pand cand faza apoasd a atins pH=4, apoi a fost spilatd cu
NaHCO3 apos saturat (200 mL) si apd (200 mL). Dupd ce a fost uscat pe sulfat de sodiu, solventul a fost
indepartat incet prin distilare la presiune atmosfericd. Reziduul a fost distilat (Bpi4 = 40-43°C) pentru a
obfine 1,1,2,2-tetradeuteriospiro[2,3]Thexan-5-ond (2,36 g, 71%). 'H RMN (500 MHz, Cloroform-d) &
3,16 (s, 4H).
Sinteza de acid 3-[[4-[(2R)-2-(tert-butoxicarbonilamino)-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (18)
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La o solutie agitatd de (2R)-2-amino-4-metil-pentan-1-ol (12,419 g, 105,97 mmol) in THF
anhidru (200 mL) la temperatura ambiantd sub azot a fost addugat tert-butoxid de sodiu (15,276 g, 158,95
mmol). Amestecul de reactie a fost agitat timp de 10 min si a fost addugat acidul 3-[[4-cloro-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-il] sulfamoil] benzoic (22,14 g, 52,983 mmol). Amestecul de reactie a fost plasat
pe o baie cu apa preincilzitd la 60°C si agitat timp de 20 min. Dupd récirea la temperatura ambianta, s-a
addugat dicarbonat de di-tert-butil (69,381 g, 317,90 mmol) si amestecul de reactie a fost agitat timp de 3
ore. Reactia a fost stinsd cu clorurd de amoniu apoasd saturatd (150 mL). Volatilele au fost indepartate
sub vid si stratul apos a fost acidulat la pH ~3 cu 10% acid citric apos. Produsul a fost extras cu acetat de
etil (3 x 200 mL). Straturile organice combinate au fost spélate cu saramurd (80 mL), uscate pe sulfat de
sodiu anhidru si concentrate la un volum rezidual de ~250 mL. Produsul a fost precipitat in hexani in
exces (750 mL) si colectat prin filtrare In vid. Solidul alb obtinut a fost repurificat prin cromatografie pe
gel de siliciu utilizdnd 0-40% gradient de acetond (0,15% tampon de acid acetic) in hexani (0,15%
tampon de acid acetic) pentru a da acidul 3-[[4-[(2R)-2-(ter{-butoxicarbonilamino)-4-metil-pentoxi]-6-
(2,6-dimetilfenil) pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (20,73 g, 61%) ca solid alb. ESI-MS m/z calc.
598,2461, gasit 599,4 (M+1)*; Timp de retentie: 5,85 minute (Metoda L.C C).
Sinteza de acid 3-[[4-[(2R)-2-Amino-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-
illsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (19)
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La o solutie agitatd de acid 3-[[4-[(2R)-2-(tert-butoxicarbonilamino)-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-il|sulfamoil]benzoic (20,73 g, 34,624 mmol) in DCM (200 mL) la temperatura
ambiantd a fost addugat HC1 (87 mL de solutie 4 M in 1,4-dioxan, 346,24 mmol). Amestecul de reactie a
fost agitat timp de 2 ore. Volatilele au fost Indepartate sub vid si solidul obtinut a fost triturat cu dietil eter
(150 mL). Dupa indepartarea volatilelor, produsul a fost uscat sub vid pentru a da acidul 3-[[4-[(2R)-2-
amino-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (19,68 g,
100%) ca solid alb. 'H RMN (250 MHz, DMSO-de) 5 8,56 - 8,27 (m, 4H), 8,14 (t, ] = 6,8 Hz, 2H), 7,70
(t,J=7,8 Hz, 1H), 7,34 - 7,18 (m, 1H), 7,17 - 7,02 (m, 2H), 6,31 (s, 1H), 4,42 - 4,23 (m, 1H), 4,23 - 4,06
(m, 1H), 3,5-3,4 (m, 1H, overlapped cu apd), 2,01 (s, 6H), 1,82 - 1,31 (m, 3H), 1,02 - 0,78 (m, 6H). ESI-
MS m/z calc. 498,1937, gasit 499,3 M+1)*; Timp de retentie: 1,63 minute (Metodd LC B).

Sinteza de acid 3-[[4-(2,6-Dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-[(1,1,2,2-tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-
iJamino]pentoxi]pirimidin-2-il]Jsulfamoil]-benzoic (sare clorhidrat) (20)
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O fiola de 4 mlL a fost incdrcatd cu acid 3-[[4-[(2R)-2-amino-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]lbenzoic (sare clorhidrat) (100 mg, 0,1869 mmol), 1,1,2,2-
tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-oni (53 mg, 0,5292 mmol), DCM anhidru (0,30 mL) si acetoxiborohidrura
de sodiu (sare de sodiu) (133 mg, 0,6275 mmol). Fiola a fost purjatd scurt cu azot i amestecul a fost
agitat la temperatura ambiantd timp de 1,5 ore, timp In care LCMS a prezentat o conversie de 87%. S-a
adaugat mai multd borohidrurd (90 mg) si amestecul a fost agitat timp de 30 de min suplimentare. S-a
adaugat putin metanol si amestecul a fost concentrat si dizolvat iIn DMSO (volum final total de 3 mL).
Amestecul a fost purificat prin HPLC preparativd cu fazd inversd (C18) utilizdnd un gradient de
acetonitril 1n apd (1 pana la 99% timp de 15 min) si HC] ca modificator. Fractiunile pure au fost colectate
si  solventii evaporati pentru a da acidul 3-[[4-(2,6-dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-[(1,1,2,2-
tetradeuteriospiro [2,3]hexan-5-il)amino]pentoxi]pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (93
mg, 80%) ca solid alb. Produsul (94,5% pur, contine 5,5% de M+3 = impuritate 585,51) a fost utilizat
pentru etapa urmditoare fard nici o purificare suplimentard. ESI-MS m/z calc. 5822814, gasit 583,46
(M+1)*; Timp de retentie: 1,27 minute Metoda LC A).

Sinteza de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-(2-metilpropil)-12-[(1,1,2,2-tetradeutero) spiro[2,3]hexan-
5-il]-9-oxa-2i°-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8] nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-
2,2,13-triona (Compus Ia)
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Un flacon de 20 mL a fost incércat sub azot cu HATU (157 mg, 0,4129 mmol), DMF anhidru (6
mL), si DIEA (0,15 mL, 0,8612 mmol). O solutie de acid 3-[[4-(2,6-dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-
[(1,1,2,2-tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-il)amino] pentoxi]pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (sare
clorhidrat) (93 mg, 0,1502 mmol) in DMF anhidru (4 mL) a fost addugatd in piciturd prin seringd intr-o
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pericadd de 4 min. Amestecul a fost agitat la temperatura ambiantd timp de 17 ore. Amestecul a fost
concentrat si diluat cu DMSO (2 mL). Solutia a fost microfiltratd printr-un disc de filtru de seringa
Whatman 0,45 uM PTFE si purificatd prin HPLC preparativd cu fazd inversd (C18) utilizdnd un gradient
de acetonitril 1n apd (1 pand la 99% timp de 15 min) si HC] ca modificator. Evaporarea a dat un reziduu
5 care a fost triturat In DCM/hexani. Evaporarea solventilor a dat (11R)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-(2-
metilpropil)-12-[(1,1,2,2-tetradeutero)spiro[2,3]hexan-5-il]-9-oxa-2)°-tia-3,5,12,19-
tetraazatriciclo[12,3,1,14,8] nonadeca-1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (48 mg, 54%) ca un
solid alburiu. 'H RMN (500 MHz, DMSO-de) 8 13,01 (larg s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,92 (d, J=7,5 Hz, 1H),
7,78 - 7,60 (m, 2H), 7,26 (t, 1 = 7,6 Hz, 1H), 7,13 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,13 (dd, J = 10,7, 4,2
10 Hz, 1H), 4,39 (t,J = 11,1 Hz, 1H), 4,23 (p, I = 8,5 Hz, 1H), 3,73 (t, ] = 11,6Hz, 1H), 3,30 - 3,20 (m, 2H),
2,31 -1,77 (m, 8H), 1,67 (t, I = 13,9, Hz, 1H), 1,32 - 1,24 (m, 1H), 1,16 (ddd, J = 13,7, 10,4, 2,7 Hz, 1H),
0,73 (d, I = 6,6 Hz, 3H), 0,22 (d, J = 6,3 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 564,2708, gésit 565,46 (M+1)*; Timp
de retentie: 2,05 minute (Metoda LC A).
Continutul de deuteriu a fost determinat prin spectrometrie de maséd cu cromatografie de lichide
15 utilizand un instrument Sciex triple quad. Aproximativ 0,1 mg/ml, de mostrd au fost dizolvati In MeOH.
10 uL. de mostra au fost diluati In 1 mL. MeOH. 1 pul. de mostrd a fost injectat in instrument. Coloana:
Phenomenex Synergy Fusion RP 4 pm, 80A 50x2 mm. Debit: 0,5 mL/min. Gradient: 40% B péni la 95%
B in 3,5 min. Fazd mobild A: 0,1% acid formic in apa. B: acetonitril. A fost utilizatd metoda selectata de
monitorizare a ionilor. Spectrometrul de masd a fost operat intr-un mod de ionizare pozitivd cu o sursad
20 ESI. Procentajul fiecdrui ion monitorizat a fost dupd cum urmeaza: Ds: 98,52%, Ds: 1,45%, D2:0,00%,
D1:0,02%; Dg:0,02%.
Exemplul 6: Sinteza a unei saruri de potasiu a Compusului Ia
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25 Compusul Ia este dizolvat in metanol si tratat Incet cu KOH (0,5 M 1n metanol) sub agitare.
Solutia este agitatd la temperatura ambianta timp de | ord, evaporatd, $i uscatd sub carcasi in vid cu
scurgere de azot la 50-55°C timp de 16 ore pentru a da Compusul Ia (ioni de potasiu).

Exemplul 7: Sinteza a unei saruri de sodiu a Compusului Ia
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Compusul Ia este suspendat in apd si tratat Incet cu NaOH (1 M) sub agitare. Suspensia este

agitatd la temperatura ambianta timp de 1,25 ore. Solutia este filtratd clar cu un filtru de seringd (0,2 um)
si filtratul clar este liofilizat timp de doud zile pentru a da Compusul Ia (sare de sodiu).
Exemplul 8: Sinteza a unei saruri de calciu a Compusului Ia

D,C~
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Compusul Ia (sare de sodiu) este agitat in apa timp de 10 min. Se adaugd o solutie de CaCl; in
apd. Se adaugd o altd portiune de apd si suspensia este agitatd la temperatura ambianta timp de 23 ore.
Solidul este colectat prin filtrare, spalat cu multa apd, si uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55-60°C
timp de 14 ore pentru a da Compusul Ia (sare de calciu (0,5)).

Exemplul 9: Sinteza de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-izobutil-2,2-dioxo-12-(4,4,5, 6,6~
pentadeuteriospiro[2,3]hexan-5-il)-9-0xa-24°-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo[ 12, 3,1,14,8nonadeca-
1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-13-ona (Compus Ib)

Sinteza de 4,4,6,6-Tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ona (21)

- . >//CD2
O

Un amestec de spiro[2,3]hexan-5-ond (2,17 g, 22,574 mmol) s1 carbonat de potasiu (8 g, 57,885
mmol) in triglim (24 mL) si D2O (8 mL) a fost agitat la 70°C timp de 24 de ore. Dupd ricire la
temperatura ambiantd, reactia a fost extrasd cu eter (5 x 16 mL). Straturile combinate de eter au fost
uscate pe sulfat de sodiu anhidru si filtrate. Filtratul a fost concentrat sub presiune atmosfericd pentru a
indeparta dietil eterul, si apoi el a fost distilat sub presiune redusi (50-60 mBar, 50 pana la 60°C) pentru a
furniza 4,4,6,6-tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ona (1,07 g, 13%) ca lichid clar.

A fost rulatd o a doua reactie. Un amestec de spiro[2,3]hexan-5-ond (2 g, 20,806 mmol) si
carbonat de potasiu (7,0 g, 50,649 mmol) in triglim (21 mL) si D-O (7 mL) a fost agitat la 70°C timp de
24 de ore. Dupd ce a fost racitd la temperatura ambiantd, solutia a fost extrasd cu dietil eter (5 x 14 mL).
Straturile combinate de eter au fost uscate pe sulfat de sodiu anhidru. Eterul a fost indepartat sub presiune
atmosfericd. Reziduul a fost distilat sub vid (50-60 mbar, 50-60°C) pentru a furniza 4,4.6,6-
tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ona (1,222 g, 37%) ca lichid clar. Ambele loturi de produs brut au fost
combinate si supuse la o altd reactie cu schimb de deuteriu.

Intr-o solutie de 4,4,6,6-tetradeuteriospiro[2,3]Thexan-5-ond brutd (2,29 g, 8,4601 mmol) in
triglim (6 mL) s-a addugat o solutie de carbonat de potasiu (2,9231 g, 21,150 mmol) in D>O (3 mL).
Amestecul de reactic a fost agitat la 70°C timp de 24 de ore. Dupd ce a fost ricitd la temperatura
ambiantd, reactia a fost extrasd cu dietil eter (3 x 10 mL). Straturile combinate de eter au fost uscate pe
sulfat de sodiu anhidru $i concentrate sub presiune atmosfericd. La reziduu s-a addugat o solutie saturata
de bisulfit de sodiu (20 mL), si s-a agitat timp de 1 ord. Stratul apos a fost extras cu dietil eter (3 x 20
mlL). Stratul organic a fost eliminat. Stratul apos a fost alcalinizat cu 10% NaOH (apos), si apoi el a fost
extras cu dietil eter (3 x 20 mL). Eterul a fost indepartat prin distilare sub o presiune de 1 atm pentru a
furniza o solutie 9,01% de 4,4,6,6-tetradeuteriospiro[2,3Thexan-5-ond (2,55 g, 27%) in triglim si dietil
eter. Aceastd solutie de triglim a fost utilizatd pentru etapa urmitoare fard nici o purificare suplimentara.
'H RMN (250 MHz, Cloroform-d) 3 0,77 (d, J = 0,3 Hz, 4H).

Sinteza de acid 3-[[4-(2,6-Dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-[(4,4,5,6,6-pentadeuteriospiro[2,3]hexan-5-
i)amino]pentoxi]pirimidin-2-il]Jsulfamoil] benzoic (sare clorhidrat) (22)



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3946595 T2 2024.05.31

45

D,C E
NH
0 D,G HCI

(@)
+ CDp — =
N
N
| 0.0 O>// | N

N O
o i Aoy C

O fiold de 4 mL a fost Incircatd sub azot cu acid 3-[[4-[(2R)-2-amino-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]lbenzoic (sare clorhidrat) (43 mg, 0,08037 mmol), 4,4,6,6-
tetradeuteriospiro[2,3]hexan-5-ond (157 mg de 9% g/g, 0,1411 mmol) (9% material pur in solutie
triglim), i ciano(trideuterio)boranuid (sare de sodiu) (19 mg, 0,2885 mmol). Fiola a fost purjatd cu azot,
acoperitd si suspensia rezultatd a fost agitatd viguros la temperatura ambiantd timp de 1 ord si 15 min.
Reactia a fost stinsd prin addugarea de metanol-ds deuterat (1 mL, 24,68 mmol). Solutia a fost
microfiltratd printr-un disc de filtru de seringd Whatman 0,45 uM PTFE si purificatd prin HPLC
preparativd cu faza inversd (C18) utilizdnd un gradient de acetonitril in apa (1 pand la 99% timp de 15
min) si HCI ca modificator. Fractiunile pure au fost colectate si solventii evaporati cu un genevac pentru a
da acidul 3-[[4-(2,6-dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-[(4,4,5,6,6-pentadeuterio-spiro[2,3Thexan-5-
il)amino]pentoxi]pirimidin-2-il] sulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (24 mg, 48%). ESI-MS m/z calc.
583,28766, gasit 584,45 M+1)*; Timp de retentie: 1,26 minute. Prezenta semnificativa a produsului d4 a
fost de asemenea vizibila (M+H = 583) (Metodd LC A).

Sinteza de (11R)-6-(2,6-Dimetilfenil)-11-izobutil-2,2-dioxo-12-(4,4,5,6,6-
pentadeuteriospiro[2,3]hexan-5-il)-9-o0xa-215-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo[12,3,1, 14,8Inonadeca-
1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-13-ona (Compus Ib)
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Un flacon de 100 mL a fost incéarcat sub azot cu acid 3-[[4-(2,6-dimetilfenil)-6-[(2R)-4-metil-2-
[(4,4,5,6,6-pentadeuter1osp1r0[2,3]hexan-5-11)am1n0]pent0x1]p1r1m1d1n -2-il]sulfamoil Jbenzoic (sare
clorhidrat) (24 mg, 0,03870 mmol), HATU (53 mg, 0,1394 mmol), DMF anhidru (2,5 mL) i DIEA (40
pl, 0,2296 mmol). Amestecul a fost agitat la temperatura ambiantd timp de 2.5 zile. Amestecul a fost
concentrat si diluat cu DMSO (2 mL). Solutia a fost microfiltratd printr-un disc de filtru de seringa
Whatman 0,45 uM PTFE si purificatd prin HPLC preparativd cu fazd inversd (C18) utilizdnd un gradient
de acetonitril In apa (1 pani la 99% timp de 15 min) si HCI ca modificator. Evaporarea genevac a dat
(11R)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-izobutil-2,2-dioxo-12-(4,4,5,6,6-pentadeuteriospiro[2,3Thexan-5-il)-9-oxa-
2)5-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo [12,3,1,14,8]nonadeca-1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-13-oni (4,2 mg, 19%)
ca un solid alburiu. 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) 8 13,41 - 11,69 (larg m, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,91 (d, J
=74 Hz, 1H), 7,77 - 7,60 (m, 2H), 7,25 (t, 1 = 7,7 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,12
(dd, 1 = 10,8, 4,2 Hz, 1H), 4,39 (t, J = 11,1 Hz, 1H), 3,72 (td, J = 11,4, 6,0 Hz, 1H), 2,25 - 1,85 (m, 6H),
1,66 (ddd, J = 14,0, 10,6, 2,8 Hz, 1H), 1,39 - 1,25 (m, 1H), 1,15 (ddd, J = 13,8, 10,5, 2,8 Hz, 1H), 0,72 (d,
J = 6,6 Hz, 3H), 0,54 - 0,36 (m, 4H), 0,21 (d, J = 6,3 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 565,2771, gasit 566,43
(M+1)*; Timp de retentie: 2,04 minute. (Metoda LC A).

Continutul de deuteriu a fost determinat prin spectrometrie de maséd cu cromatografie de lichide
utilizand un instrument Sciex triple quad. Aproximativ 0,1 mg/ml. de mostrd au fost dizolvati iIn MeOH.
10 uL. de mostra au fost diluati In 1 mL. MeOH. 1 pul. de mostrd a fost injectat in instrument. Coloana:
Phenomenex Synergy Fusion RP 4 pm, 80A 50x2 mm. Debit: 0,5 mL/min. Gradient: 40% B péni la 95%
B in 3,5 min. Fazd mobild A: 0,1% acid formic in apa. B: acetonitril. A fost utilizatd metoda selectata de
monitorizare a ionilor. Spectrometrul de masd a fost operat intr-un mod de ionizare pozitivd cu o sursad
ESI. Procentajul fiecdrui ion monitorizat a fost dupd cum urmeaza: Ds: 58,66%, Da4: 34,01%, Ds: 6,81%,
D1:0,47%, D1:0,03%; Do:0,02%.
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Exemplul 10: Sinteza a unei saruri de potasiu a Compusului Ib
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Compusul Ib este dizolvat in metanol si tratat incet cu KOH (0,5 M in metanol) sub agitare.

5 Solutia este agitatd la temperatura ambiantd timp de 1 ord, evaporatd, si uscatd sub carcasd in vid cu
scurgere de azot la 50-55°C timp de 16 ore pentru a da Compusul Ib (ioni de potasiu).
Exemplul 11: Sinteza a unei saruri de sodiu a Compusului Ib
D :
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10 Compusul Ib este suspendat in apd si tratat incet cu NaOH (1 M) sub agitare. Suspensia este
agitatd la temperatura ambianta timp de 1,25 ore. Solutia este filtratd clar cu un filtru de seringd (0,2 um)
si filtratul clar este liofilizat timp de doud zile pentru a da Compusul Ib (sare de sodiu).
Exemplul 12: Sinteza a unei saruri de calciu a Compusului Ib
D,C~ E D,C
><CD2 ><CD2
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Compusul Ib (sare de sodiu) este agitat in apa timp de 10 min. Se adaugd o solutie de CaCl, in
apd. Se adaugd o altd portiune de apa si suspensia se agitd la temperatura ambianta timp de 23 de ore.
Solidul este colectat prin filtrare, spalat cu multa apd, si uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55-60°C
timp de 14 ore pentru a da Compusul Ib (sare de calciu (0,5)).

20 Exemplul 13: Sinteza de (11R)-12-(5-Deuteriospiro[2,3Jhexan-5-il)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-izobutil-
2,2-dioxo0-9-0xa-2)%-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo[12,3,1, 14,8]nonadeca-1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-
13-ona (Compus Ic)

Sinteza de acid 3-[[4-[(2R)-2-[(5-Deuteriospiro[2,3]hexan-5-il)amino]-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (23)
25
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O fiola de 4 mlL a fost incdrcatd cu acid 3-[[4-[(2R)-2-amino-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-
dimetilfenil)pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (99 mg, 0,1850 mmol), spiro[2,3]hexan-5-
ond (50 mg, 0,5201 mmol), DCM anhidru (0,30 mL) si cianoborodeuteridd de sodiu (36 mg, 0,5466
mmol). Fiola a fost purjatd scurt cu azot si amestecul (suspensie groasd la inceput) a fost agitat viguros la
temperatura ambianti timp de 2 ore, timp 1n care LCMS a prezentat o conversie de aproximativ 50%. S-a
adaugat metanol-ds deuterat (I mL, 24,62 mmol) si amestecul a fost concentrat si dizolvat in DMSO
(volum final total de 3 mL). Amestecul a fost purificat prin HPLC preparativd cu fazd inversd (C18)
utilizdnd un gradient de acetonitril in apd (1 pénd la 99% timp de 15 min) $i HCl ca modificator.
Fractiunile pure au fost colectate si solventii evaporati pentru a da acidul 3-[[4-[(2R)-2-[(5-
deuteriospiro[2,3]hexan-5-il)amino]-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-dimetilfenil )-pirimidin-2-
ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (28 mg, 25%) ca solid alb. EST-MS m/z calc. 579,2626, gésit 580,42
(M+1)*; Timp de retentie: 1,42 minute Metoda LC A).

Sinteza de (11R)-12-(5-Deuteriospiro[2,3]hexan-5-il)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-izobutil-2,2-dioxo-9-
oxa-21%-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-13-oni

(Compus Ic)
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Un flacon de 20 mL a fost Incércat sub azot cu HATU (48 mg, 0,1262 mmol), DMF anhidru (2
mlL) si DIEA (45 uL, 0,2584 mmol). O solutie de acid 3-[[4-[(2R)-2-[(5-deuteriospiro[2,3]hexan-5-
il)amino]-4-metil-pentoxi]-6-(2,6-dimetilfenil)pirimidin-2-il] sulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (28 mg,
0,04544 mmol) In DMF anhidru (1 mL) a fost addugata in picatura prin seringd si amestecul a fost agitat
la temperatura ambianta timp de 14 ore. Amestecul a fost concentrat si diluat cu DMSO (2 mL). Solutia a
fost microfiltratd printr-un disc de filtru de seringd Whatman 0,45 uM PTFE si purificatd prin HPLC
preparativd cu faza inversd (C18) utilizdnd un gradient de acetonitril 1n apa (1 pand la 99% timp de 15
min) si HCI ca modificator. Evaporarea a dat un reziduu care a fost triturat in DCM/hexani. Evaporarea
solventilor a dat (11R)-12-(5-deuteriospiro[2,3]hexan-5-il)-6-(2,6-dimetilfenil)-11-izobutil-2,2-diox0-9-
oxa-2A%-tia-3,5,12,19-tetrazatriciclo[12,3,1,14,8]nonadeca-1(18),4,6,8(19),14,16-hexan-13-oni (11 mg,
42%) ca solid alb. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,52 (larg m, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,90 (br s, 1H),
7,67 (br s, 2H), 7,24 (t, 1 =7,9 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 6,37 (br s, 1H), 5,11 (dd, J = 10,8, 4,2
Hz, 1H), 4,39 (t, J = 11,0 Hz, 1H), 3,74 (d, ] = 11,4 Hz, 1H), 3,27 (dd, J = 10,1, 5,0 Hz, 2H), 2,24 - 1,81
(m, 8H), 1,66 (t,J = 11,8 Hz, 1H), 1,38 - 1,23 (m, 1H), 1,23 - 1,00 (m, 1H), 0,72 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,59
- 0,37 (m, 4H), 0,21 (d, J = 6,2 Hz, 3H). 'H RMN prezinti aproximativ 95% din analogul D; si
aproximativ 5% din analogul nedeuterat. ESI-MS m/z cale. 561,252, gésit 562,48 (M+1)*; Timp de
retentie: 2,07 minute Metoda LC A).
Exemplul 14: Sinteza a unei saruri de potasiu a Compusului Ic

>}NH2 HCI S;D
! ;
N N
COLH

|\
Nxs
H
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Ic
Compusul I¢ este dizolvat in metanol si tratat incet cu KOH (0,5 M 1n metanol) sub agitare.

Solutia este agitatd la temperatura ambiantd timp de | ord, evaporatd, si uscatd sub carcasa in vid cu
scurgere de azot la 50-55°C timp de 16 ore pentru a da Compusul Ic (ioni de potasiu).
Exemplul 15: Sinteza a unei saruri de sodiu a Compusului I¢

B — ey

Ic
Compusul Ic este suspendat in apa si tratat incet cu NaOH (1 M) sub agitare. Suspensia este

agitatd la temperatura ambianta timp de 1,25 ore. Solutia este filtratd clar cu un filtru de seringd (0,2 um)
si filtratul clar este liofilizat timp de doud zile pentru a da Compusul Ic (sare de sodiu).
Exemplul 16: Sinteza a unei saruri de calciu a Compusului Ic

@\\/, 6\\/,

(Ca*)os

Compusul Ic¢ (sare de sodiu) este agitat in apd timp de 10 min. Se adaugi o solutie de CaCl; in
apd. Se adaugd o altd portiune de apd si suspensia este agitatd la temperatura ambianta timp de 23 de ore.
Solidul este colectat prin filtrare, spélat cu multd apd, si uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55-60°C
timp de 14 ore pentru a da Compusul I¢ (sare de calciu (0,5)).
Exemplul 17: Sinteza de (11R)-6-[2,6-di(trideutero)metilfenil]-11-(2-metilpropil)-12-
{spiro[2,3]hexan-5-il}-9-0xa-21°-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8] nonadeca-
1(17),4(19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-triona (Compus Id)
Sinteza de acid 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilic (25)

COsH
Br

COH
Lao solutie agitatd de 2-bromo-1,3-dimetil-benzen (35,25 g, 190,48 mmol) intr-un amestec de
tert-butanol (150 mL) si apd (150 mL) la temperatura ambiantd a fost addugat In portii permanganat de
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potasiu (61 g, 385,99 mmol). Dupd ce addugarea a fost completd, amestecul de reactie a fost incalzit la
85°C timp de 3 ore. Dupa ricire la temperatura ambianti, s-a addugat o altd portiune de permanganat de
potasiu (62 g, 392,32 mmol). Amestecul de reactie a fost apoi incélzit la 85°C timp de 16 ore. Amestecul
de reactie a fost filtrat fierbinte printr-un strat de celite, si turta de filtru a fost spalatd cu un amestec
fierbinte 1: 1 de tert-butanol si apd (2 x 100 mL). Filtratele combinate au fost concentrate sub vid la un
volum rezidual de ~200 mL si acidulate la pH ~1 cu acid sulfuric concentrat. Amestecul a fost ricit la 0°C
s lasat in repaus timp de 2 ore. Produsul precipitat a fost colectat prin filtrare, si filtratul apos a fost extras
suplimentar cu acetat de etil (2 x 80 mL). Straturile organice combinate au fost spélate cu saramuri (40
mlL), uscate pe sulfat de sodiu anhidru si concentrate. Toate fractiunile de produs au fost combinate,
spélate cu hexani (2 x 100 mL), si uscate sub vid pentru a da acidul 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilic
(24,86 g, 51%) ca solid alb. Produsul a fost preluat in continuare In etapa urmitoare farad nici o purificare
suplimentard.

'H RMN (250 MHz, DMSO-ds) 8 7,71 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,53 (t, J = 7,6 Hz, 1H). ESI-MS nV/z calc.
243.9371, gasit 2453 (M+1)*; Timp de retentie: 1,63 minute Metodad L.C C).

Sintezi de 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilat de dimetil (26)

COQH COzMe
Br Br
COQH C02M6

La o solutie agitatd de acid 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilic (25,15 g, 102,64 mmol) In DMF
anhidru (250 mL) la temperatura ambianta sub azot a fost addugat K»COj3 anhidru (31,5 g, 227,92 mmol),
urmat de iodometan (32,376 g, 14,2 mL, 228,10 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la aceasta
temperaturd timp de 24 de ore. Amestecul de reactie a fost turnat in saramura (750 mL), si produsul a fost
extras cu acetat de etil (3 x 250 mL). Straturile organice combinate au fost spilate cu saramurad (450 mL),
uscate pe sulfat de sodiu anhidru si concentrate pentru a da 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilat de dimetil
(28,45 g, 94%) ca un ulei chihlimbariu. Produsul a fost transferat in etapa urmitoare fard purificare
suplimentard. '"H RMN (250 MHz, DMSO-dg) 8 7,91 - 7,74 (m, 2H), 7,70 - 7,52 (m, 1H), 3,88 (s, 6H).
ESI-MS m/z calc. 271,9684, gasit 273.4 (M+1)*, Timp de retentie: 4,23 minute (Metodd LC C).

Sinteza de [2-Bromo-3-[dideuterio(hidroxi)metil]fenil]-dideuterio-metanol (27)

LOH
COZMG ch
Br ©iBr
LOH
CO,Me c©
D-

La o suspensie agitatd de deuterurd de litiu aluminiu (200 mg, 5,0044 mmol) in THF anhidru (3
ml) la 0°C sub azot a fost addugatd in picdturd o solutie de 2-bromobenzen-1,3-dicarboxilat de dimetil
(585 mg, 2,1422 mmol) iIn THF anhidru (1 mL). Dupa ce addugarea a fost completd, amestecul de reactie
a fost agitat la aceastd temperaturd timp de 1 ord. Amestecul de reactie a fost diluat cu THF (10 mL) si
stins utilizadnd un protocol Fieser standard. Sarurile au fost separate prin filtrare si spalate cu THF (2 x 10
mL). Filtratele combinate au fost concentrate sub vid pentru a da [2-bromo-3-
[dideuterio(hidroxi)metil]fenil]-dideuterio-metanolul (416 mg, 79%) ca solid alb. Produsul a fost
transferat in etapa urmatoare fara purificare suplimentar.
'H RMN (250 MHz, DMSO-de) 8 7,44 - 7,39 (m, 3H), 5,37 (s, 2H). ESI-MS m/z calc. 220,0037, gisit
203,3 (M+1-18)*; Timp de retentie: 1,8 minute (Metodd L.C C).
Sintezi de 2-Bromo-1,3-bis[bromo(dideuterio)metil]benzen (28)

LOH B
D,c° D,c" "
Br Br
— >
C,OH C,Br
D; D>

La o suspensie agitatd de [2-bromo-3-[dideuterio(hidroxi)metil]fenil]-dideuterio-metanol (12,56
g, 56,811 mmol) in DCM anhidru (370 mL) la temperatura ambiantd sub azot a fost addugata
tetrabromura de carbon (45,3 g, 136,60 mmol), urmaté de o addugare in portiuni de trifenilfosfina (35,8 g,
136,49 mmol) pe o perioadd de 15 minute. Dupd ce addugarea a fost completa, amestecul de reactie a
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devenit o solutic omogena si a fost agitat la aceastd temperaturd timp de 1 ord. Amestecul de reactie a fost
concentrat sub vid la un volum rezidual de ~100 mL si turnat in dietil eter (600 mL). Precipitatul alb a
fost separat prin filtrare si spélat cu dietil eter (2 x 50 mL). Filtratele combinate au fost colectate si
concentrate sub vid la un volum rezidual de ~100 mL si turnate in hexani (600 mL). Precipitatul alb a fost
separat prin filtrare si spilat cu hexani (2 x 100 mL). Filtratele combinate au fost colectate si concentrate
sub vid. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie pe gel de siliciu utilizand un gradient O - 10% de
acetat de etil In hexani pentru a da 2-bromo-1,3-bis[bromo(dideuterio)metil]benzen (15,56 g, 71%) ca
solid alb. 'H RMN (250 MHz, DMSO-de) 8 7,60 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,39 (t, J= 7,5 Hz, 1H).

Sintezia de 2-Bromo-1,3-bis(trideuteriometil)benzen (29)

.B
DQC ' CDS
Cr CC
C,Br CDs
D2

La o suspensie agitatd de deuterurd de litiu aluminiu (3,65 g, 91,330 mmol) in THF anhidru (70
mL) la 0°C sub azot s-a addugat 1n piciturd o solutie de 2-bromo-1,3-bis[bromo(dideuterio)metil]benzen
(15,5 g, 40,216 mmol) in THF anhidru (70 mL). Dupa ce adaugarea a fost completd, amestecul de reactie
a fost agitat la aceasta temperaturd timp de 1 ord. Amestecul de reactie a fost diluat cu THF (100 mL), si
stins utilizadnd un protocol de prelucrare Fieser standard. Sarurile au fost separate prin filtrare si spalate cu
THF (2 x 50 mL). Filtratele combinate au fost concentrate sub vid. Reziduul a fost redizolvat In hexani
(200 mL), filtrat si concentrat sub vid pentru a da 2-bromo-1,3-bis(trideuteriometil)benzen (5,58 g, 68%)
ca ulei galben pal. Produsul a fost transferat in etapa urmitoare fard purificare suplimentara.
"H RMN (250 MHz, DMSO-d¢) 8 7,23 - 7,11 (m, 3H).
Sintezi de acid [2,6-bis(trideuteriometil)fenil]boronic (30)

CD; CD3 OH
¢ e
CD; CD;

La o suspensie agitatd de cotituri de magneziu (1,8 g, 74,059 mmol) si iod (15 mg, 0,0030 mL,
0,0591 mmol) In THF anhidru (20 mL) la temperatura ambianta sub azot s-a addugat incet o solutie de 2-
bromo-1,3-bis(trideuteriometil)benzen (9,89 g, 46,578 mmol) in THF anhidru (50 mL). Odatd initiata,
reactia este exotermicd si rata de addugare a fost ajustatid pentru a mentine temperatura reactiei sub
punctul de fierbere al THF. Dupé ce addugarea a fost completd, amestecul de reactie a fost agitat la 65°C
timp de 1 ord. Solutia preparata din reactivul Grignard a fost racitéd la temperatura ambianta si addugatd in
picaturd la o solutie de borat de trimetil (24,232 g, 26 mL, 233,20 mmol) in THF anhidru (60 mL) racita
la -78°C sub azot. Dupa ce addugarea a fost completd, amestecul de reactie a fost agitat la -78°C timp de
3 ore, apoi ldsat sd se Incdlzeascd pand la temperatura ambiantd si agitat peste noapte. Amestecul de
reactie a fost ricit la 0°C si s-a adaugat incet HCI apos (95 mL de 1 M, 95,000 mmol). Dupé ce addugarea
a fost completd, amestecul de reactie a fost incélzit pand la temperatura ambianta si agitat timp de 3 ore.
S-a addugat apa (100 mL) si volatilele au fost indepdrtate sub vid. Stratul apos a fost extras cu acetat de
etil (3 x 200 mL). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramurd (80 mL), uscate pe sulfat de
sodiu anhidru §i concentrate. Reziduul obtinut a fost triturat cu hexani (100 ml). Produsul precipitat a fost
colectat prin filtrare si uscat sub vid pentru a da acidul [2,6-bis(trideuteriometil)fenil]boronic (4,667 g,
61%) ca solid alb. 'H RMN (500 MHz, DMSO-de) 3 8,11 (larg s, 2H), 7,06 (dd, J = 7,9, 7,1 Hz, 1H), 6,91
(d,J=7,5Hz, 2H).
Sinteza de N-[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il]-N-tert-butoxicarbonil -
carbamat de tert-butil (31)

Cl Cl
Ll S e . L
OH cl N/ I}I’BOC N/ N,Boc
CD, Boc Boc

CDs
O solutie agitatd de acid [2,6-bis(trideuteriometil)Yfenil[boronic (1,565 g, 10,031 mmol) si N-tert-
butoxicarbonil-N-(4,6-dicloropirimidin-2-il)carbamat de tert-butil (5,48 g, 15,046 mmol) intr-un amestec
de 1,2-dimetoxietan (30 mL) si apa (10 mL) la temperatura ambiantd a fost degazatd cu azot timp de 30
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min. Sub azot, s-au adiugat carbonat de cesiu (8,18 g, 25,106 mmol) si [1,1'-bis(difenilfosfino)-
ferocen]dicloropaladiu(Il) (735 mg, 1,0045 mmol). Amestecul de reactie a fost incéilzit 1a 80°C timp de 3
ore. Dupd racirea la temperatura ambiantd, amestecul de reactie a fost diluat cu apa (120 mL), si produsul
a fost extras cu acetat de etil (3 x 150 mL). Straturile organice combinate au fost spélate cu saramura (50
ml), uscate pe sulfat de sodiu anhidru si concentrate. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie pe
gel de siliciu utilizdnd 0 - 10% gradient de dietil eter in hexani pentru a da N-[4-[2,6-
bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il]-N-tert{-butoxicarbonil-carbamat de tert-butil (3,6919 g,
79%) ca ulei galben pal. ESI-MS m/z calc. 439,2145, gasit 4404 (M+1)*; Timp de retentie: 7,48 minute
(Metoda LC C).

Sinteza de 4-[2,6-Bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-amina (32)

CD;

La a solutie agitatd de N-[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il]-N-tert-
butoxicarbonil-carbamat de tert-butil (3,66 g, 8,3188 mmol) in DCM (30 mL) la temperatura ambianta s-a
addugat o solutie de HCI1 (12 mL de 4 M, 48,000 mmol) in 1,4-dioxan. Amestecul de reactie a fost agitat
la aceastd temperaturd timp de 20 de ore. Volatilele au fost indepartate sub vid, solidul alb obtinut a fost
resuspendat in NaHCOs3 apos saturat (150 mL) si agitat la temperatura ambiantd timp de 15 min. Produsul
a fost extras cu acetat de etil (3 x 100 mL). Straturile organice combinate au fost spilate cu saramurd (50
mL), uscate pe sulfat de sodiu anhidru §i concentrate pentru a da 4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-
cloro-pirimidin-2-amind (1,842 g, 87%) ca solid alb. ESI-MS m/z calc. 239,1096, gasit 240,3 (M+1)*;
Timp de retentie: 4,44 minute Metoda L.C C).

Sinteza de 3-[[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-ilJsulfamoil] benzoat de metil
(33)

Cl
\\ /, CD,

COZMe | \)N\ Q0
)
\©/ N N .S \@/COZMG
H
CD;3

La o solutie agitatd de 4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro- p1r1m1d1n -2-amind (1,8 g, 7,5083
mmol) si 3-clorosulfonilbenzoat de metil (2,64 g, 11,250 mmol) in THF anhidru (50 mL) la 0°C sub azot
s-a addugat 1n picédturd o solutie de tert-amoxid de litiu (3,2120 g, 11 mL of 40 % g/g, 13,656 mmol) in
heptani. Dupi ce addugarea a fost completd, amestecul de reactie a fost agitat la aceastd temperaturd timp
de 2 ore. Amestecul de reactie a fost stins cu 1 M HCI apos rece (120 mL), apoi incilzit pana la
temperatura ambianta si volatilele au fost indepartate sub vid. Produsul a fost extras cu acetat de etil (3 x
150 mL). Straturile organice combinate au fost spélate cu saramurd (50 mL), uscate pe sulfat de sodiu
anhidru si concentrate. Produsul brut a fost purificat prin cromatografie pe gel de siliciu utilizand O - 20%
gradient de acetat de etil in hexani pentru a da 3-[[4-[2,6-bis(trideuterio-metil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-
il] sulfamoil]benzoatul de metil (2,786 g, 80%) ca solid alb. ESI-MS m/z calc. 437,1083, gasit 438,3
(M+1)*; Timp de retentie: 5,95 minute. Puritatea finald a fost determinatd prin HPLC cu fazi inversa
utilizand metoda L.C C.

Sinteza de acid 3-[[4-[2,6-Bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il] sulfamoil]benzoic (34)

Cl Cl
P \\// % I \/NL O“//O
CO,Me - > N/ N,S CO,H
fj A
CD3
La o solutle agitatd de  3-[[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il]

sulfamoil|benzoat de metil (2,751 g, 6,2818 mmol) iIn THF (40 mL) la temperatura ambianta s-a addugat
NaOH apos (26 mL de 1 M, 26,000 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la aceastd temperaturd timp
de 2 ore. S-a adaugat apa (100 mL), si volatilele au fost indepértate sub vid. Stratul apos rezidual a fost
extras cu acetat de etil (1 x 100 mL), si stratul organic a fost eliminat. Stratul apos a fost acidulat cu 2 M
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HCI apos la pH ~1, si produsul a fost extras cu acetat de etil (3 x 100 mL). Straturile organice combinate
au fost spalate cu saramurd (50 mL), uscate pe sulfat de sodiu anhidru si concentrate pentru a da acidul 3-
[[4-[2,6-bis(trideuterio-metil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-il]sulfamoil]benzoic (1,719 g, 62%) ca solid alb.
'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 3 13,43 (s, 1H), 12,44 (s, 1H), 8,44 (t, J = 1,8 Hz, 1H), 8,18 (dt, ] = 7.8,
1,4 Hz, 1H), 8,13 (ddd, J = 7.9, 2,0, 1,2 Hz, 1H), 7,68 (t, ] = 7,8 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,24 (dd, J = 8,0,
7,2 Hz, 1H), 7,10 (d, T = 7,6 Hz, 2H). ESI-MS m/z calc. 423,0927, gasit 424,0 M+1)*; Timp de retentie:
2,28 minute (Metodd LC B).

Sinteza de acid 3-[[4-[2,6-Bis(trideuteriometil)fenil]-6-[(2R)-4-metil-2-(spiro[2,3] hexan-5-
ilamino)pentoxi]pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (35)

c. & ot

NH >

CcD CD =N
¢ l HO HCl ® | _ Q

N

i o“s”o CO,H : AP CO.H

give Save
D, D,

Intr-un flacon de 20 mL, acidul 3-[[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-cloro-pirimidin-2-
il]sulfamoil|benzoic (157 mg, 0,3704 mmol) si (2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-olul
(sare clorhidrat) (90 mg, 0,3850 mmol) au fost incércate sub azot cu THF anhidru (2 mL) (suspensie). S-a
adaugat tery-butoxid de sodiu (156 mg, 1,623 mmol) (usoard exotermd si dizolvare de solide). Suspensia a
fost agitatd la temperatura ambianta timp de 5,5 ore. Amestecul a fost partitionat intre acetat de etil (30
mL) si IM HCI apos (30 mL) si saramurad (20 mL). Dupa separare, faza apoasd a fost extrasi suplimentar
cu EtOAc (2 x 30 ml). Extractele combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si solventii au fost evaporati
pentru a da un material brut. Materialul a fost dizolvat in DMSO (4 mL). Solutia a fost microfiltrata
printr-un disc de filtru de seringd Whatman 0,45 uM PTFE si purificata prin HPLC preparativd cu faza
inversd (C18) utilizdnd un gradient de acetonitril in apa (1 pand la 99% timp de 15 min) si HCI ca
modificator. Evaporarea a dat acidul 3-[[4-[2,6-bis(trideuterio-metil)fenil]-6-[(2R)-4-metil-2-
(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentoxi]pirimidin-2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (135 mg, 59%) ca
solid alb. ESI-MS m/z cale. 584,29395, gasit 585,73 (M+1)*; Timp de retentie: 1,22 minute (Metoda L.C
A).

Sinteza de (2R)-4-Metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (sare clorhidrat) (3-HCI)

nE

S-a addugat HC1 (354 mL de 4 M, 1,416 mol) (4 M 1n dioxan) la o solutie agitatd (mecanic) de
(2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (254 g, 1,287 mol) in dietil eter (2,286 L) intr-o
baie de apd/gheatd timp de 20 minute, mentindnd temperatura internd intre 10°C si 22°C. Dupa ce
addugarea a fost completa, solutia a fost agitata la temperatura ambianta timp de 1,5 ore. Produsul a fost
filtrat si clatit cu 2000 mL dietil eter. Exact acelasi procedeu a fost repetat din nou la exact aceeasi scarad
(a fost utilizat un total de 508 g de materie primd de aminoalcool). Produsul a fost uscat sub vid la 35°C
peste noapte si a dat 562,3 g. (2R)-4-metil-2-(spiro[2,3]hexan-5-ilamino)pentan-1-ol (sare clorhidrat)
(562,3 g, 93%). 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 9,17 - 8,84 (m, 2H), 5,38 (s, 1H), 3,99 (p, J = 7,2 Hz,
1H), 3,70 - 3,60 (m, 1H), 3,55 - 3,45 (m, 1H), 3,03 - 2,91 (m, 1H), 2,63 - 2,54 (m, 2H), 2,20 - 2,05 (m,
2H), 1,73 - 1,60 (m, 1H), 1,60 - 1,48 (m, 1H), 1,43 - 1,30 (m, 1H), 0,93 - 0,83 (m, 6H), 0,55 - 0,45 (m,
2H), 0,45 - 0,36 (m, 2H).

Sinteza de (11R)-6-[2,6-di(trideutero)metilfenil]-11-(2-metilpropil)-12-{spiro[2,3] hexan-5-il}-9-oxa-
2)5-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo[12,3,1,14,8Inonadeca-1(17),4 (19),5,7,14(18),15-hexan-2,2,13-trioni
(Compus 1d)
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>}7NH.HC|

0 - . 0

~
Chs (SN o o G0 N \\,
LAY CO,H A

N H'\Cr 2 N

CDs

CD,

Un flacon de 20 mL a fost Incércat sub azot cu COMU (244 mg, 0,5697 mmol), DMF anhidru (8
mL) si DIEA (0,22 mL, 1,263 mmol). O solutie de acid 3-[[4-[2,6-bis(trideuteriometil)fenil]-6-[(2R)-4-
metil-2-(spiro[2,3]Thexan-5-ilamino)pentoxi]pirimidin -2-ilJsulfamoil]benzoic (sare clorhidrat) (135 mg,
0,2173 mmol) in DMF anhidru (4 mL) a fost addugaté in picaturd prin seringé intr-o perioadd de 3 min.
Amestecul a fost agitat la temperatura ambiantd timp de 17 ore. Amestecul a fost concentrat si diluat cu
DMSO (2 mL). Solutia a fost microfiltratd printr-un disc de filtru de seringd Whatman 0,45 uM PTFE si
purificatd prin HPLC preparativa cu faza inversd (C18) utilizand un gradient de acetonitril In apa (1 pana
la 99% timp de 15 min) si HCl ca modificator. Evaporarea a dat un reziduu care a fost triturat in
DCM/hexani. Evaporarea solventilor a dat (11R)-6-[2,6-di(trideutero)-metilfenil]-11-(2-metilpropil)-12-
{spiro[2,3]hexan-5-il }-9-oxa-2)°-tia-3,5,12,19-tetraazatriciclo-[12,3,1,14,8]nonadeca-
1(17),4(19),5,7,14(18), 15-hexan-2,2,13-triona (73,4 mg, 60%) ca un solid alburiu. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-dg) 6 13,47 - 11,72 (larg m, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,99 - 7,81 (m, 1H), 7,82 - 7,52 (m, 2H), 7,26 (t, ] =
7,7 Hz, 1H), 7,12 (d, Y = 7,6 Hz, 2H), 6,37 (br s, 1H), 5,12 (dd, J = 10,7, 4,2 Hz, 1H), 4,39 (t, ] = 11,1 Hz,
1H), 4,23 (p, I = 8,5 Hz, 1H), 3,72 (t, ] = 10,4 Hz, 1H), 3,30 - 3,22 (m, 2H, suprapus cu apd), 2,09 (dt, ] =
19,0,9,4 Hz, 2H), 1,66 (t, ] = 12,5 Hz, 1H), 1,38 - 1,24 (br m, 1H), 1,15 (dd, J = 14,0, 10,4 Hz, 1H), 0,72
(d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,61 - 0,35 (m, 4H), 0,21 (d, J = 6,2 Hz, 3H). ESI-MS m/z calc. 566,2834, gisit
567,69 (M+1)*; Timp de retentie: 2,05 minute (Metoda LC A).

Continutul de deuteriu a fost determinat prin spectrometrie de maséd cu cromatografie de lichide
utilizand un singur instrument quad. Aproximativ 0,1 mg/mL de mostrd au fost dizolvati In MeOH. 10 uL.
de mostrd au fost diluati in 1 mL. MeOH. 1 ulL de mostra a fost injectat in instrument. Coloand: Agilent
SB C18, 1,8 um, 2,1 x 50 mm. Debit: 0,7 mL./min. Gradient: 40% B pand la 100% B in 2,5 min. Faza
mobild A: 0,1% acid trifluoroacetic in apa. B: acetonitril. A fost utilizatd metoda selectatd de monitorizare
a ionilor. Spectrometrul de masi a fost operat Intr-un mod cu ionizare pozitivad cu o trusd ESI. Procentajul
fiecarui ion monitorizat a fost dupd cum urmeaza: Dg: 88,49%, Ds: 8,14%, Da: 0,93%, Ds: 0,52%,
D1:1,93%, D1:0,00%; Dg:0,00%.

Exemplul 18: Sinteza a unei saruri de potasiu a Compusului Id

<f (\j N @E@S
A 7

Id
Compusul Id este dizolvat in metanol si tratat incet cu KOH (0,5 M in metanol) sub agitare.

Solutia este agitatd la temperatura ambiantd timp de 1 ord, evaporatd, i uscatd sub carcasa in vid cu
scurgere de azot la 50-55°C timp de 16 ore pentru a da Compusul Id (ioni de potasiu).
Exemplul 19: Sinteza a unei saruri de sodiu a Compusului Id
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Id
Compusul Id este suspendat in apd si tratat incet cu NaOH (1 M) sub agitare. Suspensia este
agitatd la temperatura ambianta timp de 1,25 ore. Solutia este filtratd clar cu un filtru de seringd (0,2 um)
si filtratul clar este liofilizat timp de doud zile pentru a da Compusul Id (sare de sodiu).
Exemplul 20: Sinteza a unei saruri de calciu a Compusului Id

CD; [

(032+)o.5

Compusul Id (sare de sodiu) este agitat In apa timp de 10 min. Se adaugd o solutie de CaCl, in
apd. Se adaugd o altd portiune de api si suspensia este agitatd la temperatura ambianta timp de 23 de ore.
Solidul este colectat prin filtrare, spalat cu multa apd, si uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55-60°C
timp de 14 ore pentru a da Compusul Id (sare de calciu (0,5)).

Teste de bioactivitate
Solutii

Mediul bazic (ADF+++) a constat din F12 DMEM/Ham avansat, 2 mM Glutamax, 10 mM
HEPES, 1ug/ml penicilind/streptomicina.

Mediul de intretinere enteroid intestinal (IEMM) a constat din ADF+++, supliment 1x B27,
supliment 1x N2, 1,25 mM cisteind N-acetil, 10 mM nicotinamida, 50 ng/ml. hEGF, 10 nM gastrin, 1
pg/mL hR-spondin-1, 100 ng/mL hNoggin, inhibitor TGF-b de tip 1 A-83-01, 100 pg/mL primocin, 10
uM inhibitor P38 MAPK SB202190.

Tamponul de baie 1 a constat din 1 mM MgCl,, 160 mM NaCl, 4,5 mM KCl, 10 mM HEPES,
10 mM glucozd, 2 mM CaCl,.

Tamponul fara clorurd a constat din 1 mM gluconat de magneziu, 2 mM gluconat de caleiu, 4,5
mM gluconat de potasiu, 160 mM gluconat de sodiu, 10 mM HEPES, 10 mM glucozi.

Solutia de colorant pentru baia 1 a constat din tampon de baie 1, 0,04% F127 pluronic, 20 uM
oxonol de metil, 30 pM CaCCinh-A01, 30 uM Chicago cer albastru.

Solutia de colorant farad clorurd a constat din tampon fara clorurd, 0,04% F127 pluronic, 20 pM
oxonol de metil, 30 pM CaCCinh-A01, 30 uM Chicago cer albastru.

Solutia de stimulare a colorantului farad clorurd a constat din solutie de colorant fara clorura, 10
uM forskolind, 100 uM IBMX, si 300 nM Compus III.

Cultura celulara

Celulele enteroide epiteliale intestinale umane au fost obtinute de la Institutul Hubrecht pentru
Biologie Dezvoltatoare si Cercetarea Celulelor Stem, Utrecht, Olanda si expandate in flacoane T cum s-a
descris anterior (Dekkers JF, Wiegerinck CL, de Jonge ORE, Bronsveld I, Janssens HM, de Winter-de
Groot KM, Brandsma AM, de Jong NWM, Bijvelds MIC, Scholte BJ, Nieuwenhuis EES, van den Brink
S, Clevers H, van der Ent CK, Middendorp S si M Beekman JM. A functional CFTR assay using primary
cystic fibrosis intestinal organoids. Nat. Med. 2013 Jul; 19(7):939-45.

Recoltarea si insaimantarea celulelor enteroide

Celulele au fost recuperate in solutie de recuperare celulard, colectate prin centrifugare la 650

rpm timp de 5 min la 4°C, resuspendate in TryPLE si incubate timp de 5 min la 37°C. Celulele au fost
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apoi colectate prin centrifugare la 650 rpm timp de 5 min la 4°C si resuspendate in [EMM contindnd 10
pM inhibitor ROCK (RI). Suspensia de celule a fost trecutd printr-un filtru celular de 40 um i
resuspendatd la 1x106 celule/ml. in IEMM contindnd 10 uM RI. Celulele au fost insdmantate la 5000
celule/godeu 1n placi multi-godeu si incubate peste noapte la 37°C, umiditate de 95% si 5% CO; Inainte
de test.
Test de colorare al potentialului membranei

Celulele enteroide au fost incubate cu compus de testat in [EMM timp de 18-24 ore la 37°C,
umiditate de 95% si 5% CO, Dupd incubdrile compusului, a fost utilizat un test de colorare al
potentialului membranei utilizdnd un FLIPR Tetra pentru a a misura direct potenta si eficacitatea
compusului de testat asupra transportului de clorurd mediat de CFTR dupd adaugarea acutd a 10 uM
forskolind si 300 nM  N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxochinolin-3-
carboxamida. Pe scurt, celulele au fost spilate de 5 ori In tamponul de baie 1. S-a addugat solutia de
colorant pentru baia 1 si celulele au fost incubate timp de 25 min la temperatura ambiantd. Dupa
incubarea colorantului, celulele au fost spilate de 3 ori In solutie de colorant fara clorurd. Transportul
clorurii a fost initiat prin addugarea de solutie de stimulare a colorantului fard clorurd si semnalul
fluorescent a fost citit timp de 15 min. Transportul de clorurd mediat de CFTR pentru fiecare afectiune a
fost determinat din AUC a raspunsului fluorescent la stimulare cu forskolind acutd si 300 nM N-[2,4-
bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxochinolin-3-carboxamidd. Transportul clorurii a fost
apoi exprimat ca procentaj din transportul clorurii dupd tratamentul cu 1 uM (145)-8-[3-(2-
{Dispiro[2,0,2,1]heptan-7-il }etoxi)-1H-pirazol-1-il]-12,12-dimetil-2)5-tia-3,9,11,18,23-
pentaazatetraciclo[17,3,1,111,14,05,10]-tetracosa-1(22),5,7,9,19(23),20 -hexan-2,2 4-triond, 3 uM ((R)-1-
(2,2-difluoro-benzo[d][1,3]dioxol-5-i1)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-
il)-1H-indol-5-il) ciclopropancarboxamidd si 300 nM control pozitiv de combinatie tripld de N-[2,4-
bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxochinolin-3-carboxamidd (% activitate). Tabelul 3
furnizeaza activitatea de modulare a CFTR pentru Compusul I si derivatii deuterati exemplificativi ai
Compusului I.
Tabelul 3. Activitatea de modulare a CFTR pentru Compusul I si derivatii deuterati exemplificativi
ai Compusului I

:Compus tructurd chimica
‘Compus I
Iy
O
~
PS'IVa
N N~
H
lCompus Ia l +++ +++
D2C~cp
Sy
O
BN
B 0
P~ -~
N N
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§C0mpus éStructuré chimicd

i Activitate max.

‘ECso

%Compus Ic

%Compus Id

: N

. CDs | N Q o o
: L

NN

H

CDs

+++

e+

F RS SRR R RRE RN

Alte realizari

Discutia anterioard divulgd si descrie numai realizdri exemplificative ale acester divulgiri. O
persoand calificatd In domeniu va recunoaste cu usurintd, dintr-o astfel de discutie si din revendicirile

-~ A

insotitoare, cd diferite schimbdri, modificdri, si variatii pot fi facute aici fard indepartarea de domeniul

acestei divulgéri cum s-a definit in urméatoarele revendicari.
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(§7) Revendicari:

1. Un compus selectat dintre Compusul I:

derivati  deuterati a1 Compusului, i s@ruri  acceptabile  farmaceutic ale acestuia.

2. Compusul conform revendicdrii 1, In care compusul este:
(a) Compusul I si/sau
(b) o sare de potasiu, o sare de sodiu, sau o sare de calciu.

3. Compusul conform revendicdrii 1, in care derivatul deuterat al Compusului I este selectat
dintre:

Compusut la:

“'i\,,\
Bafg

Compusad b
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Compusul le:

o
o

0
"

02000

Compusut d:

",

_

rr0,

s1 sdruri acceptabile farmaceutic ale acestora.
4. O comporzitie farmaceuticd cuprinzand compusul conform oricdreia dintre revendicdrile

pani la 3 si un purtdtor acceptabil farmaceutic.
5. Compusul conform oricéreia dintre revendicérile 1 pénd la 3, sau compozitia farmaceutica in

conformitate cu revendicarea 4, pentru utilizare intr-o metodd de tratare a unei tulburdri mediate de

CFTR, in care tulburarea mediatd de CFTR este CF.
6. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 4, sau compusul sau compozitia

pentru utilizare conform revendicarii 5, In care compusul este Compusul Isau o sare acceptabild

farmaceutic a acestuia.
7. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 4 sau 6, cuprinzand in plus unul sau

mai multi compusi selectati dintre:
Compusut i

1,
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Campusul 8

Compuesut #i-d:

Compusul IV

I
: b

s1 saruri acceptabile farmaceutic ale compusilor IL, II1, ITI-d, si IV.

8. Compusul sau compozitia pentru utilizare conform revendicdrii 5 sau 6 In care metoda
cuprinde 1n plus administrarea unuia sau mai multor compusi selectati dintre:

Compusut
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Compusul B¢k

S
I e
by H 3

b “i 3
AV
N
N
B

+H

Hid, s

Compusud IV

Iy,

s1 saruri acceptabile farmaceutic ale compusilor IL, II1, ITI-d, si IV.

9. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 7, In care compozitia farmaceutica
cuprinde:

(a) Compusul I si Compusul III sau Compusul III-d; sau

(b) Compusul I, Compusul II, si Compusul III sau Compusul ITI-d.

10. Compusul sau compozitia pentru utilizare conform revendicéarii 8, In care metoda cuprinde
administrarea:

(a) Compusului I si Compusului III sau Compusului III-d; sau

(b) Compusului I, Compusului II, si Compusului IIT sau Compusului III-d.

11. Un procedeu pentru prepararea Compusului I in conformitate cu revendicarea 1 cuprinzéand:
(1) punerea In reactie a unui compus 8:

cu compusul 3:

NH
HO

pentru a produce Compusul I; sau

(i1)

a) punerea In reactie a unui compus 8 cu compusul 3, si tratamentul ulterior cu HCI pentru a
produce compusul 9:
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b) transformarea compusului 9 in Compusul I.

12. Procedeul conform revendicérii 11, in care:

(i) compusul 8 este preparat prin:
a) punerea in reactie a unui compus 7:

cu 3-clorosulfonilbenzoatul de metil si o primé baza,
b) tratamentul cu o a doua bazi, si
¢) tratarea amestecului de reactie cu HCI pentru a produce compusul 8; si/sau

(ii) compusul 3:
>}NH
HO
3

este preparat prin punerea in reactie a unui compus 1:

>}NH2
HO

1
cu compusul 2:

pentru a produce compusul 3.

13. Un procedeu pentru prepararea Compusului Ia in conformitate cu revendicarea 3, cuprinzand
transformarea compusului 20:
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D2C~cp,

s
O
N a0
N/)\N,S\Q/COZH
H
20
in Compusul Ia.

14. Procedeul conform revendicarii 13, In care compusul 20 este produs prin punerea in reactic a

unui compus 19:

>}NH2 Hcl

0]

~N

| /)N\ O‘\s”o CO,H

e
H
19

s1 a compusului 17:

17

pentru a produce compusul 20.

15. Procedeul conform revendicérii 14, in care compusul 19 este preparat prin transformarea

compusului 18:
>}NHBOC
o
SN
| /)N\ X COH
N m/ \©/ 2

18

in compusul 19, in care optional compusul 18 este preparat prin:
a) punerea in reactie a unui compus 8 cu compusul 1:

>}»NH2
HO

1

b) transformarea produsului din etapa a) In compusul 18.

16. Procedeul conform revendicérii 14, in care compusul 17 este preparat prin transformarea
compusului 16:
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D2C_CD2

OH

16
in compusul 17.

17. Procedeul conform revendicérii 16, in care compusul 16 este preparat prin transformarea

compusului 15:
D2C_CD2

15
in compusul 16.

18. Procedeul conform revendicérii 17, in care compusul 15 este preparat prin transformarea

compusului 14:
D, D
~C L

14
in compusul 15.

19. Procedeul conform revendicérii 18, in care compusul 14 este preparat prin transformarea

compusului 13:
D, D
C.C~oH

HO™ ;S

0]

13
in compusul 14.

20. Procedeul conform revendicarii 19, in care compusul 13 este preparat prin transformarea
compusului 12:
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12
in compusul 13.

21. Procedeul conform revendicdrii 20, in care compusul 12 este preparat prin punerea in reactie

a unui compus 11:
Br

e

11
cu propandioatul de diizopropil pentru a forma compusul 12.

22. Procedeul conform revendicédrii 21, in care compusul 11 este preparat prin transformarea

compusului 10:
OH

@f’%’“

0
in compusul 11.

23. Un procedeu pentru prepararea Compusului Ib in conformitate cu revendicarea 3 cuprinzdnd
transformarea compusului 22:
CD2

NH HC

|\N0o

N/)\ s

S ACOH
H ol
=

22
in Compusul Ib.

24. Procedeul conform revendicdrii 23, in care compusul 22 este preparat prin punerea in reactie
a unui compus 19 cu compusul 21:
C i

D, cD,
r

21
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pentru a produce compusul 22, in care optional compusul 21 este preparat prin transformarea compusului
2 in compusul 21.

25. Un procedeu pentru prepararea Compusului Ic in conformitate cu revendicarea 3 cuprinzdnd
transformarea compusului 23:

NH HCI

N
Yo
s -COH
O
g

in Compusul Ic, In care optional compusul 23 este preparat prin punerea In reactie a unui compus
19 cu compusul 2 pentru a produce compusul 23.

26. Un procedeu pentru prepararea Compusului Id in conformitate cu revendicarea 3:

cuprinzand transformarea compusului 35:
>}NH HCI
O
0
A ¥ CO,H
0]

35

CDj3

in Compusul Id.

27. Procedeul conform revendicdrii 26, in care compusul 35 este preparat prin punerea in reactie

a unui compus 34:
Cl

CDs

\\ /,

\©/002H

34
cu compusul 3-HCI:
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@NH
HO Hcl

3-HC1
pentru a produce compusul 35.

28. Procedeul conform revendicérii 27, in care:
(a) compusul 34 este preparat prin transformarea compusului 33:

N
| /)N\Q‘s”o COLM
. S ohe
H
D,

33

CDs

in compusul 34; si/sau
(b) compusul 3-HCI este preparat prin tratarea compusului 3 cu HCI pentru a produce compusul
3-HCL

29. Procedeul conform revendicarii 28, in care compusul 33 este preparat prin punerea in reactie

a unui compus 32:
Cl

I8!
N” NH,
CD,

32
cu 3-clorosulfonilbenzoatul de metil pentru a produce compusul 33.

30. Procedeul conform revendicdrii 29, in care compusul 32 este preparat prin transformarea
compusului 31:

Cl
CD3 | ~N
N/)\N,Boc
CDs Boc
31

in compusul 32.

31. Procedeul conform revendicarii 30, in care compusul 31 este preparat prin punerea in reactie

a unui compus 5:
Cl
'y
cl N/)\N .Boc
Boc

5

cu compusul 30:
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CD; OH

B.
OH

CD;

30
pentru a produce compusul 31.

32. Un compus selectat dintre compusul 8:
Cl

Q
N
PN O\\S,p CO,H
N” N7 2
H
8

b

>}NHBOC

o

~N

| /)N\ W CO,H
aee

18,

o
~
N
L L P CO.H
Sies

19,
derivati deuterati ai acestora, si sdruri acceptabile farmaceutic ale oricdrora dintre cele anterioare.

compusul 18:

compusul 19:
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