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(54) Methods of use for trisubstituted benzotriazole derivatives as

dihydroorotate oxygenase inhibitors

(57) Abstract:

1

The present invention provides methods
for treating a cancer in a subject and for
inhibiting tumor growth, metastasis or a
dihydrorotate oxygenase enzyme activity of a
tumor or cancer cell. At least one trisubstituted
benzotriazole derivative with the formula (I) is
administered to the subject or is contacted with
the cancer cell. Compounds of formula (I)

2
have substituents R1, R2 and R3 which have
the meanings given in the specification, and
pharmaceutically acceptable salts thereof.
Claims: 15
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

BAZELE INVENTIEI
Domeniul inventiei

Prezenta inventie se referd la noi derivati de benzotriazol trisubstituifi cu formula (I) care sunt
inhibitori de dehidrogenazi dihidroorotatd. In particular, inventia se referd la noi compusi, care inhibi
activitatea enzimei DHODH, la un procedeu pentru fabricarea lor si la compozitii farmaceutice care le
contin, si la utilizarea lor pentru tratamentul si prevenirea bolilor sau tulburdrilor, in particular utilizarea
lor in boli sau tulburdri unde existi un avantaj in inhibarea DHODH.

Descrierea domeniului inrudit

DHODH este o proteind care catalizeazd una din etapele noii cii biosintetice a nucleotidei
pirimidine. (Greene si colab. Biochem Farmacol 1995, 50:861-7; Davis J.P si colab. FASEB J 1996,
10(6): Abst C23). Ea catalizeazd singura reactic de oxidare/reducere in acea cale, care este etapa de
transformare a DHO (dihidroorotat) in orotat cu ajutorul cofactorului flavin i a unui acceptor de
electroni. Inhibitorii de dehidrogenaz dihidroorotata au fost gasiti ca avand aplicatii pe scard mai larga
ca agentii chimioterapeutici. (Kensler si colab. 1989 in: Design of Enzyme Inhibitors as Drugs; Sandler,
M., si Smith, H. J. Eds., pp 379-401 Oxford Univ Press, Oxford England; Cody si colab. Am. J. Clin.
Oncol. 16, 526-528 (1993)).

Ca un exemplu pentru inhibitorii DHODH, derivatul chinolind Brequinar (acid 6-fluoro-2-(2'-
fluoro[1,1'-bifenil]-4-il)-3-metil-4-chinolincarboxilic) prezintd o activitate anticancer citre leucemia
murind L1210 (Andreson LW. si colab. Cancer Commun. 1989; 1(6), 381-7; Chen SF. si colab. Cancer
Res. 1986 Oct; 46(10): 5014-9). S-a ardtat de asemenea cd Brequinar potentiaza activitatea antitumorala
a S-fluorouracilului intr-o tumoare a colonului 38, model murin, prin modulare specificd tesutului de
grupuri de nucleotide uridine. (G Pizzorno si colab. Cancer Res. 1992 Apr 1; 52:1660-5).

Inhibitorii DHODH pot fi de asemenea utili in tratamentul bolilor mediate viral (vezi US
6.841.561). Mai mult, se stie ca inhibarea DHODH este o tintd promititoare pentru tratarea respingerii
transplantului, artritei reumatoide, psoriazisului precum si bolilor autoimune (Kovarik, J. M. si colab.
Expert Opin. Emerg. Drugs 2003, 8, 47; Allison, A.C. Transplantation Proc. (1993) 25(3) Suppl. 2, 8-
18); Makowka, L., Immunolog Rev. (1993) 136, 51-70; Davis J.P si colab. Biochemistry 1996, 35:
1270-3).

Leflunomida, un inhibitor DHODH bine cunoscut este un medicament sintetic comercializat in
prezent, un medicament cu masi moleculara scizutd din clasa
izoxazol(vezi EP0527736, JP1993506425, 1P1999322700, JP1999343285, US5494911, US5532259, W
019991017748) si utilizat in tratamentul artritei reumatoide si este de asemenea sub evaluare pentru
utilizare in tratamentul bolii inflamatorie intestinale si respingerea cronica a alogrefei.

In vivo, leflunomida este transformatd repede in metabolitul sdu activ teriflunomidi care
exercitd efectele sale antiinflamatoare, antiproliferative si imunosupresive prin mecanisme care nu sunt
complet intelese. Teriflunomida nu este numai un inhibitor potential de protein tirozin kinaza in vivo ci
si un inhibitor de 100-1.000 de ori mai puternic de DHODH (Davis J.P si colab. FASEB J 1996, 10(6):
Abst C23; Davis J.P si colab. Biochemistry 1996, 35:1270-3).

W02014/128669 divulgd ,.derivati de benzotriazol trisubstituifi ca compusi inhibitori de
oxigenazi dihidroorotatd cu formula (I), care pot fi utili terapeutic ca inhibitori DHODH. (I) in care, Ry,
R» si Rz au intelesurile date in specificatie, si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora care sunt utile
in tratamentul si prevenirea bolilor sau tulburdrilor, in particular utilizarea lor in bolile sau tulburirile
unde existd un avantaj in inhibarea DHODH*®.

Cu cresterea numarului de pacienti afectati de bolile autoimune si inrudite, existd o necesitate
nesatisficutd pentru noi medicamente care pot trata mai eficient astfel de boli. Existd incd o necesitate
cruciald pentru agenti imunosupresivi, care sunt mai departe utili intr-o largd varietate de boli
inflamatorii autoimune §i cronice, incluzind lupusul eritematos sistemic, artrita cronicd reumatoida,
scleroza multipld, diabetul zaharat de tip I, bolile inflamatorii intestinale, ciroza biliard, uveita si alte
tulburdri cum ar fi boala Crohn, colita ulcerativa, pemfigoidul bulos, sarcoidoza, psoriazisul, miozita
autoimund, granulomatoza Wegener, ihtioza, oftalmopatia Graves, dermatita atopica si astmul. Ei pot fi
de asemenea utili ca o parte din regimurile chimioterapeutice pentru tratamentul cancerelor,
limfoamelor si leucemiilor, singuri sau in combinatie cu compusi antitumorali bine cunoscuti de o
persoani calificatd in domeniu.

REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie este directionatd spre un compus pentru utilizare in tratamentul leucemiei
mieloide acute, mielomului multiplu, leucemiei B-prolimfocitare, limfomului non-Hodgkin, limfomului
difuz cu celule B mari, limfomului anaplazic cu celule mari, limfomului cu celule manta, cancerului la
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san triplu negativ, melanomului, cancerului la prostatd, sau cancerului la esofag, in care compusul este
selectat dintre:
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Divulgatd dar nu parte a inventiei, este o metodd pentru inhibarea cresterii si/sau metastazei
celulelor tumorale 1a un subiect. Metoda cuprinde etapa de administrare citre subiect o datd sau de mai
multe ori a unei cantitifi eficiente terapeutic din cel putin un compus in conformitate cu formula (I) :

Ry @

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In structurd, liniile punctate [....] din inel pot reprezenta o
legdturd optionald care poate fi prezentd in orice combinatie stabild. R; poate fi hidrogen si alchil.
R, poate fi -A-R4. A poate fi arilen sau arilen tetrasubstituit unde substituentul este halogen. Rz poate fi
hidroxi si amino. R4 poate fi un aril substituit optional si un heteroaril substituit optional. Substituentii
optionali pot fi unul sau mai multi Rs. Rs poate fi alchil si -(CH»).N(R.)Rs. Rasi Ry pot fi in mod
independent hidrogen, alchil si - C(O)alchil sau, alternativ, R, $i Ry pot fi luate impreund cu atomul de
azot la care ei sunt atasati pentru a forma un heterociclil cu 4-6 membri substituit optional continind 0-2
heteroatomi suplimentari selectati in mod independent dintre O si N unde substituentul optional este
alchil si 'n' poate fi un numadr intreg 0 si 1.

Este de asemenea divulgati o metodd pentru inhibarea activititii enzimei oxigenaza
dihidrorotat intr-o celuld tumorald. Metoda cuprinde etapa de punere in contact a celulei tumorale o
datd sau de mai multe ori cu o cantitate eficientd terapeutic din cel putin un compus in conformitate cu
formula (I) :
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Ry @

sau o sare acceptabili farmaceutic a acestuia. In structurd, liniile punctate [....] din inel pot reprezenta o
legdturd optionald care poate fi prezentd in orice combinatie stabild. R; poate fi hidrogen si alchil.
R, poate fi -A-R4. A poate fi arilen sau arilen tetrasubstituit unde substituentul este halogen. Rz poate fi
hidroxi si amino. R4 poate fi un aril substituit optional si un heteroaril substituit optional. Substituentii
optionali pot fi unul sau mai multi Rs. Rs poate fi alchil si -(CH»).N(R.)Rs. Rasi Ry pot fi in mod
independent hidrogen, alchil si - C(O)alchil sau, alternativ, Ra si Ry pot fi luati impreund cu atomul de
azot la care ei sunt atasati pentru a forma un heterociclil cu 4-6 membri substituit optional continind 0-2
heteroatomi suplimentari selectati in mod independent dintre O si N unde substituentul optional este
alchil si 'n' poate fi un numir intreg O si 1.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

FIG. 1 prezinti sensibilitatea unui panou de (0400 linii de cancer uman de origine hemapoietica si non-
hemapoieticd citre cresterea inhibdrii cu Compusul 1 al inventiei. Cercurile gri reprezintd linii celulare
notate ca sensibile (care prezintd >75% crestere inhibare maxima si o valoare GIS0 <1,5uM).

FIG. 2 prezintd sensibilitatea unui panou suplimentar de linii de cancer uman de descendenti hema citre
cresterea inhibdrii cu Compusul 1 al inventiei.

FIG. 3 prezintd abilitatea concentratiilor fiziologice (5 uM) si suprafiziologice (25 pM, 100 pM) de
uridini exogend de a salva efectele citotoxice de 10 pM ale compusului pe liniile de cancer indicate.
FIG. 4A prezintd rata de crestere relativa vs. profilul de sensibilitate al concentratiei de linii celulare
MV411, Kasumi-1, THP-1, DB, Toledo si WSU-DLCL2 citre concentratii variabile ale Compusului 1.
FIG. 4B prezintd rata de crestere relativa vs. profilul de sensibilitate al concentratiei de linii celulare
MV411, Kasumi-1, THP-1, DB, Toledo si WSU-DLCL?2 citre concentratii variabile de citarabina.

FIG. 4C prezintd rata de crestere relativad vs. profilul de sensibilitate al concentratiei de linii celulare
MV411, Kasumi-1, THP-1, DB, Toledo si WSU-DLCL?2 citre concentratii variabile de doxorubicina.
FIG. 5A prezintd curbele de crestere tumorali MOLM-13 la soarecii CB17 SCID cand sunt lisati
netratati (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID, misurat in decursul a 14 zile.
FIG. 5B prezintd profilurile farmacocinetice ale Compusului 1 (dozaj = 100 mg/kg, BID) in plasma
soarecilor CB17 SCID si in tumorile MOLM-13 implantate 1a momentele de timp indicate dupa ultima
doz3 la sfarsitul studiului.

FIG. 5C prezinti nivelurile DHO la tumorile MOLM-13 netratate (vehicul) si la tumorile tratate cu
Compusul 1, masurate in decursul a 12 ore dupi ultima doza la sfarsitul studiului.

FIG. 5D prezintd nivelurile de uridind 1a tumorile MOLM-13 netratate (vehicul) si la tumorile tratate cu
Compusul 1, misurate in decursul a 12 ore dupa ultima doz4 la sfarsitul studiului.

FIG. 6A prezinti curbele de crestere tumorald AML 1 derivate de la pacient la soarecii CB17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.

FIG. 6B prezinti curbele de crestere tumorald AML 2 derivate de la pacient la soarecii CB 17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.

FIG. 6C prezinti curbele de crestere tumorald AML 3 derivate de la pacient la soarecii CB 17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.

FIG. 6D prezintd curbele de crestere tumorala AML 4 derivate de la pacient la soarecii CB 17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.

FIG. 6E prezintd curbele de crestere tumorald AML 5 derivate de la pacient la soarecii CB 17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.

FIG. 7A prezintd curbele de crestere tumoralda DLBCL 1 derivate de la pacient (modelul cu triplu
impact) la soarecii CB17 SCID cind sunt 13sati netratati (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de
Compus 1, BID.

FIG. 7B prezinti curbele de crestere tumorald DLBCL_1 derivate de la pacient la soarecii CB17 SCID
cand sunt ldsati netratafi (vehicul) sau cind sunt tratati cu 100 mg/kg de Compus 1, BID.
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FIG. 8 este a curbd prezentind rata de crestere relativa a liniilor celulare OCILY18, SC-1 si de limfom
difuz cu celule B mari CARNAVAL cu dublu impact (DLBCL) tratate cu diferite concentratii de
Compus 1 timp de 96 ore.
FIG. 9A prezintd curbele de crestere tumorald a limfomului difuz cu celule B mari, cu dublu impact,
OCILY-19 (DLBCL) la soarecii CB17 SCID cand sunt lasati netratafi (vehicul) sau cand sunt tratati cu
10 mg/kg de Compus 1, BID; 30 mg/kg de Compus 1, BID; 100 mg/kg de Compus 1, BID; si 200
mg/kg de Compus 1, QD, toate misurate in decursul a 14 zile.
FIG. 9B prezinta profilul farmacocinetic al Compusului 1, administrat la dozajele descrise pentru FIG.
9A, in plasma soarecilor CB17 SCID, la momentele de timp indicate dupd ultima doza la sfarsitul
studiului.
FIG. 9C prezintd nivelurile DHO la tumorile OCILY-19 netratate (vehicul) si la tumorile tratate cu
Compusul 1 la dozele indicate, misurate in decursul a 12 ore dupa ultima dozi la sfarsitul studiului.
FIG. 9D prezintd nivelurile de uridind la tumorile OCILY-19 netratate (vehicul) si la tumorile tratate cu
Compusul 1 la dozele indicate, madsurate in decursul a 12 ore dupa ultima doza 1a sfarsitul studiului.
FIG. 10 este o curbd prezentind rata de crestere relativa a liniei de cancer la san triplu negativ DU4475
tratatd cu diferite concentratii de Compus 1 timp de 96 ore.
DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI

Sunt divulgati derivati de benzotriazol trisubstituiti ca inhibitori de oxigenaza dihidroorotata.

Acesti derivati sunt utili ca medicament in tratamentul tulburdrilor autoimune si inflamatorii
cum ar fi scleroza multipld, artrita reumatoida si bolilor precum cancerul.

Sunt divulgati in acest document compusi cu formula (I),

R4 M

sau o sare acceptabild farmaceutic sau un regioizomer acceptabil farmaceutic ale acestuia, in care;
liniile punctate [....] din inel reprezintd o legiturd optionald care poate fi prezenti in orice combinatie
stabila;
R este selectat dintre hidrogen si alchil;
R; este -A-Ry;
A este arilen sau arilen tetrasubstituit; in care substituentul este halogen;
R; este selectat dintre hidroxi si amino;
R4 este selectat dintre aril substituit optional si heteroaril substituit optional; in care substituentii
optionali sunt selectati dintre unul sau mai multi Rs;
Rs este selectat dintre alchil si -(CH2),N(R2)Ry;
R. si Ry, sunt selectati in mod independent dintre hidrogen, alchil si -C(O)alchil;
alternativ Ra si Ry, pot fi luati impreund cu atomul de azot la care ei sunt atasati pentru a forma un
heterociclil cu 4-6 membri substituit optional continind 0-2 heteroatomi suplimentari selectati in mod
independent dintre O si N; in care substituentul optional este alchil; si
'n' este un numir intreg selectat dintre 0 si 1.

De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I), in care R; este alchil; in particular alchilul
este metil.

De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I), in care R este -A-Ry4; in care -A- este
selectat dintre arilen si arilen tetrasubstituit.

De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (1), in care R; este selectat dintre
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De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I), in care R4 este selectat dintre fenil
substituit optional, in care substituentii optionali sunt selectati dintre metil, acetilamino,
izopropilaminometil, metilaminometil, dimetilaminometil,

-
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De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I), in care R, este selectat dintre 2,5-dimetil-
1H-pirol;

De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I), in care R3 este -OH si -NH2.

Este de asemenea divulgat compusul cu formula (I) care este un compus cu formula (Ia)

Rs (Ta)

in care, linia punctata [---], Ri, Rz i R4 sunt aceleasi cum s-au descris in formula (I).
Este de asemenea divulgat compusul cu formula (I) care este un compus cu formula (Ib)

(Ib)

in care, linia punctata [---], Ri, Rz i R4 sunt aceleasi cum s-au descris in formula (I).

Este de asemenea divulgat procedeul pentru prepararea derivatilor de benzotriazol trisubstituiti
cu formula (I).

Procedura pentru compusii cu formula (I) este detaliatd aici mai jos in specificatia pe etape
incluzind sinteza generald a diferifilor intermediari implicati in procedeul de fabricare al compusilor in
conformitate cu prezenta inventie.

Mai special, este divulgatd utilizarea compusilor cu formula (I) sau a unei siruri acceptabile
farmaceutic sau a unui regioizomer al acestuia, incluzand amestecuri ale acestora in toate rapoartele ca
un medicament, prin inhibarea activitdfii enzimei oxigenaza dihidroorotatd in tratarea tulburdrilor
precum scleroza multipla si a altor boli cum ar fi tulburdrile inflamatorii, artrita renmatoida si cancerul.

Derivatii trisubstituiti de benzotriazol cu formula (I) din prezenta inventie posedd un rol
terapeutic de inhibare a enzimei dehidrogenazi dihidroorotati (DHODH sau DHOD). Compusii cu
formula (I) pot fi utili pentru tratarea si/sau prevenirea, dar fara a fi restrictionati la, bolilor inflamatorii
autoimune §i cronice, incluzind lupusul eritematos sistemic, artrita cronicd reumatoidd, scleroza
multipld, diabetul zaharat de tip I, bolile inflamatorii intestinale, ciroza biliard, uveita si alte tulburdri
cum ar fi boala Crohn, colita ulcerativa, pemfigoidul bulos, sarcoidoza, psoriazisul, miozita autoimund,
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granulomatoza Wegener, ihtioza, oftalmopatia Graves, dermatita atopicd si astmul. Compusii cu
formula (I) si cu formule inrudite pot fi de asemenea utili ca o parte din regimurile chimioterapeutice
pentru tratamentul cancerelor, limfoamelor si leucemiilor singuri sau in combinatie cu compusi
antitumorali clasici bine cunoscuti de o persoand calificatd in domeniu.

Urmitoarele definitii sunt furnizate pentru a-i ajuta pe cei calificati in domeniu in intelegerea
descrierii detaliate a prezentei inventii.

,Alchil® se referd la o catend de hidrocarburd care poate fi o catend liniard sau ramificata,
continand numarul indicat de atomi de carbon, de exemplu, o grupare alchil C;-C¢ poate avea de la 1
pand la 6 (inclusiv) atomi de carbon in ea. Exemple de grupiri alchil C;-Cs si Ci-Cs includ, dar nu se
limiteazd la, metil, etil, propil, butil, pentil, hexil, izopropil, izobutil, sec-butil, tert-butil, isopentil,
neopentil, si isohexil. O grupare alchil poate fi nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai multe grupari
adecvate.

,Amino® se referd la o grupare -N-, atomul de azot al respectivei grupdri fiind atasat la un
hidrogen, alchil, cicloalchil, aril, heterociclil sau la orice grupare adecvatd. Exemple reprezentative ale
unei grupdri amino includ, dar nu se limiteaza la -NH,, -NHCH;3 si -NH-ciclopropil. O grupare amino
poate fi nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai multe grupdri adecvate.

LAril© se referd la un sistem inelar carbociclic aromatic monocilic, biciclic sau policiclic
substituit optional, de aproximativ 6 pand la 14 atomi de carbon. Exemple de o grupare aril Cs-
Cisinclud, dar nu se limiteazd la fenil, naftil, bifenil, antril, tetrahidronaftil, fluorenil, indanil,
bifenilenil, si acenaftil. Gruparea aril poate fi nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai multe grupari
adecvate.

LArilen™ inseamni un inel carbociclic divalent, monociclic sau biciclic, saturat, nesaturat sau
aromatic avand 6 pana la 14 atomi de carbon care pot fi nesubstituiti sau substituifi cu una sau mai
multe grupdri adecvate.

-Halogen* sau ,.halo” includ fluor, clor, brom sau iod.

,,Hidroxi* se referd la gruparea -OH.

Termenul , heterociclil® include definitiile de ,heterocicloalchil® si | heteroaril”. Termenul
,heterocicloalchil” se referd la un sistem inelar non-aromatic, saturat sau partial saturat, monociclic sau
policiclic de 3 pani la 10 membri avind cel putin un heteroatom sau heterogrup selectat dintre O, N, S,
S(0), S(O),, NH si C(O). Exemple de grupdri heterocicloalchil includ piperdinil, piperazinil, morfolinil,
tiomorfolinil, 1,3-dioxolanil, 1,4-dioxanil si altele asemeneca. O grupare heterocicloalchil poate fi
nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai multe grupiri adecvate.

,,Heteroaril“ se referd la un sistem inelar nesaturat, monociclic, biciclic, sau policiclic aromatic
care contine cel putin un heteroatom selectat dintre oxigen, sulf si azot. Exemple de grupiri heteroaril
C5-Cyp includ furan, tiofen, indol, azaindol, oxazol, tiazol, tiadiazol, izoxazol, izotiazol, imidazol, N-
metilimidazol, piridind, pirimidind, pirazind, pirol, N-metilpirol, pirazol, N-metilpirazol, 1,3,4-
oxadiazol, 1,2,4-triazol, 1-metil-1,2,4-triazol, 1H-tetrazol, 1-metiltetrazol, benzoxazol, benzotiazol,
benzofuran, benzizoxazol, benzimidazol, N-metilbenzimidazol, azabenzimidazol, indazol, chinazolina,
chinolind, si izochinolind. Grupdrile heteroaril biciclice le includ pe cele unde un inel de fenil, piridina,
pirimidind sau piridazind este fuzionat la un inel heterociclil monociclic cu 5 sau 6 membri avand unul
sau doi atomi de azot 1n inel, un atom de azot impreund cu un atom fie de oxigen sau fie de sulf in inel,
sau un atom de O sau S in inel. O grupare heteroaril poate fi nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai
multe grupdri adecvate.

,,Hetero atom™ se referd la un atom de sulf, azot sau oxigen.

,Substituit optional sau substituit“ asa cum s-au utilizat in acest document inseamni ci cel
putin un atom de hidrogen al grupdrii substituite optional a fost substituit cu substitutii adecvate cum s-a
exemplificat, dar fird a se¢ limita la, halogen, nitro, ciano, hidroxi, oxo (=0), tio (=S), -N(alchil C;-
C)C(O)(alchil  Ci-Cs), -NHC(O)(alchil  C;-Cg), -NHC(O)(cicloalchil), -NHC(O)(aril), -
NHC(O)(heterociclil), -NHC(O)(heteroaril), -NHC(O)H, -C(O)NH,, -C(O)NH(alchil C;-Cg), -
C(O)NH(cicloalchil), -C(O)NH(heterociclil), -C(O)NH(heteroaril), -C(O)N(alchil C;-Cs)(alchil C1-Co),
-S(O)NH(alchil C;-Cg), -S(0)>NH(alchil C;-Cs), -S(O)NH(cicloalchil), - S(O);NH(cicloalchil), carboxi,
-C(O)O(alchil C;-Cq), -C(O)(alchil C;-Cg), =N-OH, alchil substituit sau nesubstituit, haloalchil
substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit, haloalcoxi substituit sau nesubstituit,
alchenil substituit sau nesubstituit, alchinil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilalchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil substituit sau nesubstituit, cicloalchenilalchil substituit
sau nesubstituit, cicloalchenil substituit sau nesubstituit, amino substituit sau nesubstituit, heteroaril
substituit sau nesubstituit, heterociclil substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau
nesubstituit, inel heterociclic substituit sau nesubstituit.

Compusii particulari ai prezentei inventii fard a se indepérta de domeniul definitiilor date sub
compusii cu formula (I) si compusii particulari emanati din formula (I) sunt rezumati aici mai jos,
tabelul cuprinzind integral domeniul compusilor cu compusul cu formula (I).
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Nr. compus

Nume IUPAC

acid 1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7- carboxilic;

1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][ 1,2,3]triazol-7-carboxamida;

acid 5-([1,1'-bifenil]-4-il)-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

acid 6-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-metil-2H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

acid 6-([1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

6-([1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxamidi;

acid 6-([1,1'-bifenil]-4-il)-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

el Bl Bl ol Bl el 5 o

acid 2-metil-6-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3 ]triazol-4-carboxilic;

9. acid 1-metil-6-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

10. 1-metil-6-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][ 1,2,3]triazol-4-carboxamida;

11. 2-metil-6-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][ 1,2,3]triazol-4-carboxamida;

12. acid 5-(4-(2,5-dimetil-1H-pirol- 1-il)fenil)- 1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

13. acid 6-(4-(2,5-dimetil-1H-pirol- 1-il)fenil)-2-metil-2H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

14. acid 6-(4-(2,5-dimetil-1H-pirol-1-il)fenil)- 1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

15. acid 1-metil-5-(3'-(morfolinometil)-[1,1"-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-carboxilic;

16. acid 2-metil-6-(3'-(morfolinometil)-[1,1"-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-carboxilic;

17. acid 1-metil-5-(3'-(pirolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-
carboxilic;

18. acid 1-metil-6-(3'-(morfolinometil)-[1,1"-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-carboxilic;

19. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-carboxilic;

20. acid 1-metil-6-(3'-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-
carboxilic;

21. acid 1-metil-6-(3'-(pirolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-
carboxilic;

22. acid 1-metil-5-(3'-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo [d][1,2,3]triazol-7-
carboxilic;

23. acid 2-metil-6-(3'-(piperidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil ]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-
carboxilic;

24. acid 2-metil-6-(2,3,5,6-tetrafluoro-[ 1, 1'-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-carboxilic;

25. acid 1-metil-5-(2'-(morfolinometil)-[1,1"-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-carboxilic;

26. acid 2-metil-6-(2'-(morfolnometil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-carboxilic;

27. acid 1-metil-5-(2'-(pirolidin-1-ilmetil)-[1,1-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-
carboxilic;

28. acid 2-metil-6-(2'-(pirolidin-1-ilmetil)-[1,1'-bifenil |-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3] triazol-4-
carboxilic;

29. acid 1-metil-5-(2'-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-3a,7a-dihidro- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

30. acid 2-metil-6-(2'-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-2H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-
carboxilic;

31. acid 1-metil-5-(4'-(morfolinometil)-[1,1"-bifenil]-4-il)- 1H-benzo[d][1,2,3] triazol-7-carboxilic;

32. acid 5-(3'-acetamido-[1,1'-bifenil]-4-il)-1-metil- 1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

33. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-(morfolinometil)-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

34. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-(piperidin-1-ilmetil)-[ 1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic. acid 2,2,2-trifluoroacetic;

35. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-((4-metilpiperazin- 1-ilymetil)-[1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

36. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-((izopropilamino)metil)-[ 1,1'-bifenil]-4-il)- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

37. acid 1-metil-5-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-((metilamino)metil)-[ 1,1'-bifenil ]-4-il)- 1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic;

38. acid 2-metil-6-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-(piperidin- 1 -ilmetil)-[ 1,1 -bifenil]-4-il)-2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic;

39. acid 2-metil-6-(2,3,5,6-tetrafluoro-3'-(morfolinometil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilic; si

40. acid 5-(3'-((dimetilamino)metil)-2,3,5,6-tetrafluoro-[ 1,1'-bifenil]-4-il)-1-metil- 1H-

benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilic,
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestora sau un regioizomer acceptabil farmaceutic al acestora.

De asemenea sunt divulgati compusi cu formula (I) pentru utilizare in tratamentul tulburdrilor
inflamatorii si bolilor autoimune sau cu raspuns imun hiperactiv. Este de asemenea divulgata utilizarca
compusilor cu formula (I) pentru tratamentul sclerozei multiple, artritei reumatoide si respingerii
transplantului.

Este de asemenea divulgati utilizarea compusilor cu formula (I) sau a derivatilor acceptabili
farmaceutic, sdrurilor si regioizomerilor acestora, incluzand amestecuri ale acestora in toatel rapoartele
ca medicament.

Utilizarea compusilor ca mai sus si a derivatilor utilizabili farmaceutici, sirurilor si
regioizomerilor acestora, incluzand amestecuri ale acestora in toate rapoartele, pentru prepararea unui
medicament pentru tratamentul si/sau profilaxia unei tulburdri asociate cu dehidrogenaza dihidroorotata.

Utilizeazad compusilor ca mai sus in care tulburarea asociati cu dehidrogenaza dihidroorotata
este o tulburare autoimuni sau afectiune asociata cu un raspuns imun hiperactiv.

Utilizarea compusilor ca mai sus si a derivatilor utilizabili farmaceutic, sdrurilor si
regioizomerilor acestora, incluzand amestecuri ale acestora in toate rapoartele, pentru prepararea unui
medicament pentru tratamentul si/sau profilaxia unei anormalitifi imunoregulatoare.

Utilizarea compusilor ca mai sus in care anormalitatea imunoregulatoare este scleroza multipla
sau artrita reumatoida.

Utilizarea compusilor ca mai sus pentru prepararca unui medicament pentru tratamentul si
profilaxia bolilor canceroase, bolii inflamatorie intestinale sau artritei reumatoide.

Este de asemenea divulgatd o formulare farmaceuticd care cuprinde cel putin un compus in
conformitate cu formula (I) si/sau derivati utilizabili farmaceutic, sdruri §i regioizomeri ai acestuia,
incluzand amestecuri ale acestora in toate rapoartele, si cel putin un ingredient activ suplimentar.

Este de asemenca divulgatd o compozitie farmaceuticd cuprinzind cel putin un compus in
conformitate cu formula (I) si/sau derivati utilizabili farmaceutic, sdruri §i regioizomeri ai acestuia,
incluzand amestecuri ale acestora in toate rapoartele, eventual un ingredient activ suplimentar, si
excipienti.

Termenii ,,sare acceptabild farmaceutic* sau ,,derivati acceptabili farmaceutic™ sunt luati pentru
a insemna un ingredient activ, care cuprinde un compus cu formula (I) In forma uneia din sirurile sale,
in particular dacd aceastd formi de sare conferd proprictiti farmacocinetice imbundtitite ingredientului
activ comparativ cu forma liberd din ingredientul activ sau orice altd forma de sare din ingredientul
activ utilizatd mai devreme. Forma de sare acceptabild farmaceutic din ingredientul activ poate furniza
de asemenea acest ingredient activ pentru prima datd cu o proprictate farmacocinetica doritd pe care nu
a avut-0 mai devreme §i poate avea chiar o influentid pozitivd asupra farmacodinamicilor acestui
ingredient activ fatd de eficacitatea sa terapeutica in corp.

Termenii ,,regioizomer” sau ,regioizomeri® s¢ referd la izomeri pozitionali, care sunt o
categorie de izomeri structurali, In care pozitia sau substituentul, modificd pozitia pe stuctura pdrinte.
Aici termenul regioizomer fira a se indepirta de domeniul compusului cu formula (I) include inerent
toti regioizomerii fie ca regioizomeri puri sau fie ca amestec de doi sau mai multi regioizomeri ai
acestuia. Deoarece activitatea farmaceuticd a compusilor regioizomeri din prezenta inventie poate diferi,
se poate dori utilizarea regioizomerilor. In aceste cazuri regioizomerii pot fi separafi in oricare din
etapele posibile fie ca un intermediar sau fie ca un produs final printr-un procedeu bine cunoscut unei
persoane calificate in domeniu sau chiar utilizati ca atare in sintezd. Regioizomerii compusilor cu
formula (I) se referd la urmétoarele structuri
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Formulirile farmaceutice pot fi adaptate pentru administrare prin orice metodd adecvata dorit,
de exemplu prin metodd orald (incluzind bucald sau sublinguald), rectald, nazald, topicd (incluzand
bucald, sublinguali sau transdermald), vaginald sau parenterald (incluzand subcutanatd, intramusculara,
intravenoasd sau intradermald). Astfel de formuliri pot fi preparate utilizind toate procedeele cunoscute
in domeniul farmaceutic prin, de exemplu, combinarea ingredientului activ cu excipientii sau adjuvantii.

Formularile farmaceutice adaptate pentru administrare orald pot fi administrate ca unitifi
separate, cum ar fi, de exemplu, capsule sau tablete; pulberi sau granule; solutii sau suspensii in lichide
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apoase sau non-apoase; spume comestibile sau spume alimentare; sau emulsii lichide de ulei-in-apa sau
emulsii lichide de api-in-ulei.

De exemplu, in cazul administrarii orale ca tabletd sau capsuld, componenta de ingredient activ
poate fi combinati cu un excipient inert oral, non-toxic si acceptabil farmaceutic, cum ar fi, de exemplu,
etanol, glicerol, apa si altele asemenea. Pulberile sunt preparate prin pulverizarea compusului la o
dimensiune adecvat de find si amestecarea acestuia cu un excipient farmaceutic pulverizat intr-o
manierd similard, cum ar fi, de exemplu, un carbohidrat comestibil, cum ar fi, de exemplu, amidonul sau
manitolul. Pot fi de asemenea prezente in mod aseméindtor o aromd, un conservant, un dispersant si un
colorant.

Capsulele sunt produse prin prepararea unui amestec de pulbere cum s-a descris mai sus si
umplerea cu acesta a carcaselor de gelatind in formd. La amestecul de pulbere pot fi addugati agenti
reologici si lubrifianti, cum ar fi, de exemplu, acid silicic cu dispersare ridicatd, talc, stearat de
magneziu, stearat de calciu sau polietilen glicol in forma solida inainte de operatia de umplere. Un
dezintegrant sau solubilizator, cum ar fi, de exemplu, agar-agar, carbonat de calciu sau carbonat de
sodiu, pot fi adiugati in mod asemdandtor pentru a imbundta{i disponibilitatea medicamentului dupa ce
au fost luate capsulele.

in plus, dacd se doreste sau este necesar, liantii, lubrifiantii §i dezintegrantii precum si
colorantii adecvati pot fi Incorporati in mod asemdndtor in amestec. Liantii adecvati includ amidon,
gelatind, zaharuri naturale, cum ar fi, de exemplu, glucoza sau beta-lactoza, indulcitori ficuti din
porumb, cauciuc natural si sintetic, cum ar fi, de exemplu, acacia, tragacant sau alginat de sodiu,
carboximetilcelulozd, polietilen glicol, ceruri, si altele asemenea. Lubrifiantii utilizati in aceste forme de
dozare includ oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu,
clorurd de sodiu si altele asemenea. Dezintegrantii includ, fard a fi restrictionati la acestia, amidon,
metilceluloza, agar, bentonitd, gumi xantan si altele asemenca. Tabletele sunt formulate prin, de
exemplu, prepararea unui amestec de pulbere, granularea sau presarea uscatd a amestecului, addugarea
unui lubrifiant si a unui dezintegrant si presarea intregului amestec pentru a da tabletele. Un amestec de
pulbere este preparat prin amestecarea compusului pulverizat intr-o manierd adecvatd cu un diluant sau
cu o bazi, cum s-a descris mai sus, si optional cu un liant, cum ar fi, de exemplu, carboximetilceluloza,
un alginat, gelatind sau polivinil-pirolidond, un agent de intarziere a dizolvdrii, cum ar fi, de exemplu,
parafind, un accelerator de absorbtie, cum ar fi, de exemplu, o sare cuaternard, si/sau un absorbant, cum
ar fi, de exemplu, bentonitd, caolin sau fosfat dicalcic. Amestecul de pulbere poate fi granulat prin
umezirea lui cu un liant, cum ar fi, de exemplu, sirop, pastd de amidon, mucilagiu de acadia sau solutii
de celulozd sau materiale polimerice si presarea acestuia printr-o sitd. Ca o alternativd la granulare,
amestecul de pulbere poate fi rulat printr-o masind de tabletare, dind bulgari de forma neuniforma care
sunt rupti pentru a forma granule. Granulele pot fi lubrifiate prin addugarea de acid stearic, o sare de
stearat, talc sau ulei mineral pentru a preveni lipirea pe matritele de turnare a tabletelor. Amestecul
lubrifiat este apoi presat pentru a da tabletele. Ingredientele active pot fi de asemenea combinate cu un
excipient inert care curge liber si apoi presate direct pentru a da tabletele fird efectuarea etapelor de
granulare sau de presare uscati. Pot fi preznte un strat de protectie transparent sau opac constind dintr-
un strat de etansare cu selac, un strat de zahir sau polimer material si un strat lucios de ceard. La aceste
acoperiri se pot adduga coloranti pentru a fi capabild diferentierea intre diferitele unititi de dozare.

Lichidele orale, cum ar fi, de exemplu, solutiile, siropurile si elixirele, pot fi preparate in forma
de unititi de dozare astfel incit o cantitate datd cuprinde o cantitate prespecificatd de compusi.
Siropurile pot fi preparate prin dizolvarea compusilor intr-o solutie apoasa cu o aroma adecvatd, in timp
ce elixirele sunt preparate utilizand un vehicul alcoolic netoxic. Suspensiile pot fi formulate prin
dispersia compusilor intr-un vehicul netoxic. Solubilizatorii §i emulgatorii, cum ar fi, de exemplu,
alcooli isostearili etoxilati si eterii sorbitol polioxietilen, conservantii, aditivii de aromd, cum ar fi, de
exemplu, uleiul de mentd sau indulcitorii naturali sau zaharina, sau alfi indulcitori artificiali si altele
asemenea, pot fi addugate in mod asemanitor.

Formulirile de doze unitare pentru administrare orald pot fi, daci se doreste, incapsulate in
microcapsule. Formularea poate fi de asemenea preparatd intr-un astfel de mod incat eliberarea si fie
extinsd sau intarziatd, cum ar fi, de exemplu, prin acoperirea sau incorporarea de materialului sub forma
de particule in polimeri, ceard si altele asemenea.

Noii derivati trisubstituifi de benzotriazol cu formula (I) si sdrurile acceptabile farmaceutic si
derivatii functionali fiziologici ai acestora si celelalte ingrediente active pot fi de asemenea administrate
sub forma sistemelor de livrare lipozomale, cum ar fi, de exemplu, veziculele mici unilamelare,
veziculele mari unilamelare si veziculele multilamelare. Lipozomii pot fi formati din lipide adecvate sau
fosfolipide sau din ambele, cum ar fi, de exemplu, colesterol, stearilamind sau fosfatidilcolind sau altele
asemenca.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru administrare transdermald pot fi administrate ca
acoperiri independente pentru contactul extins, inchis cu epiderma destinatarului. Astfel, de exemplu,
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ingredientul activ poate fi livrat din acoperire prin iontoforeza, cum s-a descris in termeni generali
in Pharmaceutical Research, 3(6), 318 (1986).

Compusii farmaceutici adaptati pentru administrare topica pot fi formulati ca unguente, creme,
suspensii, lotiuni, pulberi, solutii, paste, geluri, pulverizatoare, acrosoli sau uleiuri.

Pentru tratamentul ochiului sau altui fesut extern, de exemplu gurd si piele, formuldrile sunt
aplicate preferabil ca unguent sau cremi topice. in cazul formulirii care trebuic si dea un unguent,
ingredientul activ poate fi utilizat fie cu o bazd de cremd parafinicd sau fie amestecabild in apa.
Alternativ, ingredientul activ poate fi formulat pentru a da o cremd cu o bazi de cremi de ulei-in-apa
sau cu o bazi de api-in-ulei.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru aplicare topicd la ochi includ picaturi pentru ochi, in
care ingredientul activ este dizolvat sau suspendat intr-un purtitor adecvat, in particular un solvent apos.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru aplicare topici in gurd cuprind tablete, pastile si ape
de gura.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru administrare rectald pot fi administrate sub forma de
supozitoare sau clisme.

Formularile farmaceutice adaptate pentru administrare nazald, in care substanta purtitoare este
un solid, cuprind o pulbere grosierd avand o dimensiune a particulei, de exemplu, in intervalul de 20-
500 microni, care este administratd Intr-o manierd In care se face prizarea, adicd prin inhalare rapida
prin pasajele nazale dintr-un recipient continind pulberea menfinutd aproape de nas. Formularile
adecvate pentru administrare ca pulverizator nazal sau picituri nazale cu un lichid ca substantd
purtitoare cuprind solutii de ingredient activ in ap3 sau ulei.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru administrare prin inhalare cuprind pulberi sau
aglomerdri fine de particule, care pot fi generate prin diferite tipuri de dozatoare presurizate cu aerosoli,
nebulizatoare sau insufldtoare.

Formulirile farmaceutice adaptate pentru administrare vaginald pot fi administrate ca formulari
de pesare, tampoane, creme, geluri, paste, spume sau pulverizare. Formuldrile farmaceutice adaptate
pentru administrare parenterald includ solutii injectabile sterile apoase §i neapoase care cuprind
antioxidanti, tampoane, bacteriostatice si substante dizolvate, prin intermediul cirora formularea este
redatd izotonic cu singele destinatarului care urmeaza si fie tratat, si suspensii sterile apoase si
neapoase, care pot cuprinde mediul de suspensie si agenti de ingrosare. Formularile pot fi administrate
in recipiente pentru o singurd dozi sau pentru mai multe doze, de exemplu fiole etansate si flacoane, si
depozitate in stare criodesicatd (liofilizatd), astfel incit si fie necesara doar addugarea lichidului purtitor
steril, de exemplu apa in scopuri de injectare, imediat inainte de utilizare.

Solutiile si suspensiile pentru injectare preparate in conformitate cu reteta pot fi preparate din
pulberi sterile, granule si tablete.

Este de la sine inteles cd, in plus fatd de constituentii mentionati in special mai sus, formularile
pot cuprinde de asemenea alti agenti uzuali in domeniu fati de tipul particular de formulare; astfel, de
exemplu, formulirile care sunt adecvate pentru administrare orald pot cuprinde arome.

O cantitate eficienta terapeutic dintr-un compus cu formula (I) si dintr-un alt ingredient activ
depinde de un numadr de factori, incluzind, de exemplu, varsta si greutate animalului, afectiunea precisa
a bolii care necesitd tratament, §i severitatea acesteia, natura formuldrii si metoda de administrare, si
este in final determinatid de medicul curant sau de veterinar. Totusi, o cantitate eficientd dintr-un
compus este in general in intervalul de 1a 0,1 pand la 100 mg/kg din greutatea corporald a destinatarului
(mamiferului) pe zi si in special de obicei 1n intervalul de la 1 pand la 10 mg/kg din greutatea corporala
pe zi. Astfel, cantitatea actuala pe zi pentru un mamifer adult care cintdreste 70 kg este uzual intre 70 si
700 mg, unde aceastd cantitate poate fi administratd ca o doza individuala pe zi sau uzual intr-o serie de
doze partiale (cum ar fi, de exemplu, doud, trei, patru, cinci sau sase) pe zi, astfel incat doza totald
zilnicd sd fie aceeasi. O cantitate eficientd dintr-o sare sau solvat sau dintr-un derivat functional
fiziologic al acestora poate fi determinata ca fractiunea din cantitatea eficientd de compus per se.

Este de asemenea divulgatd o metoda pentru tratarea unui cancer la un subiect care are nevoie
de un astfel de tratament cuprinzand etapa de administrare citre subiect o datd sau de mai multe ori a
unei cantitdti eficiente terapeutic din cel putin un compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia
cum s-a divulgat aici.

Este de asemenea divulgatd o metodd pentru inhibarea cresterii si/sau metastazei celulelor
tumorale la un subiect, cuprinzind etapa de administrare cétre subiect o dati sau de mai multe ori a unei
cantitati eficiente terapeutic din cel putin un compus sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia cum s-a
divulgat aici.

Este de asemenea divulgati o metodd pentru inhibarea activititii enzimei oxigenaza
dihidroorotatd intr-o celuld tumorald, cuprinzind etapa de punere in contact a celulei tumorale o data
sau de mai multe ori cu o cantitate eficientd terapeutic din cel putin un compus sau sare acceptabild
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farmaceutic a acestuia cum s-a divulgat aici. In aceastd realizare celulele tumorale sunt puse in contact
n vivo, ex vivo sau in vitro.

Compusii, sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora si formuldrile farmaceutice si
compozitiile divulgate in acest document sunt utile pentru tratarea cancerului la un subiect care are
nevoie de un astfel de tratament. Concomitent, cresterea celulei tumorale si/sau metastazei sau a unei
activitdfi a enzimei oxigenazd dihidroorotatd in acestea pot fi inhibate. Compusii si compozitiile
farmaceutice pot fi administrate o datd sau de mai multe ori pentru a obtine un efect terapeutic. Asa cum
se cunoaste in domeniu, o persoand calificata este bine capabild sd determine doza, regimurile de dozare
si cdile de administrare depinzand de afectiuneca care trebuie tratatd si subiectul care necesitd tratament.
Exemple reprezentative ale unui cancer includ malignititi hematologice cum ar fi, dar far a se limita la,
leucemie mieloidd acutd, miclom multiplu, leucemic B-prolimfocitard, leucemie limfoblasticd acutd, si
leucemie limfocitard cronicd. Exemple reprezentative ale unui cancer includ limfoame cum ar fi, dar
fard a se limita la, boald Hodgkin, limfom non-Hodgkin, limfom folicular, limfom difuz cu celule B
mari, limfom anaplazic cu celule mari, si limfom cu celule manta. Exemple reprezentative ale unui
cancer includ un cancer solid cum ar fi, dar fard a se limita la, cancer pulmonar, cancer la sin, cancer la
san triplu negativ, melanom, glioblastom, cancer la prostati, cancer la colon, cancer pancreatic, cancer
0s0s, cancer la cap sau gat, cancer la piele, endometriu malign cutanat sau intraocular, carcinom de col
uterin, carcinom de vagin, carcinom de vulvd, cancer de esofag, cancer de intestin subtire, cancer de
sistem endocrin, cancer de glandi tiroidi, cancer de glanda paratiroidd, cancer de glanda suprarenald,
sarcom de tesut moale, cancer de uretrd, cancer de penis, tumori solide din copildrie, cancer de limfom
limfocitic al vezicii, cancer al rinichiului sau ureterei, carcinom de pelvis renal, neoplasm al sistemului
nervos central (CNS), limfom CNS primar, angiogenezd tumorald, tumoare a axei spinale, gliom de
stem cerebral, adenom pituitar, sarcom Kaposi, cancer epidermoid, cancer al celulei scuamoase, limfom
al celulei T, cancere induse de mediu incluzandu-le pe cele induse de azbest, si cancerele mutante
PTEN.

Este de asemenea divulgat un procedeu pentru prepararea derivatilor trisubstituifi de
benzotriazol cu formula (I).

Inhibitorii de dehidrogenaza dihidroorotatd conform formulei (I) pot fi preparati cu usurinta din
materii prime disponibile utilizand urmitoarele metode generale si proceduri. Se va aprecia ci unde
conditiile experimentale tipice sau preferate (adicd temperaturile de reactie, timpul, molii de reactivi,
solventi etc.) sunt date, alte conditii experimentale pot fi de asemenea utilizate daca nu se afirmi altfel.
Conditiile optime de reactie pot varia cu reactantii particulari sau solventii utilizati, dar astfel de conditii
pot fi determinate de persoana calificatd in domeniu, utilizand proceduri de optimizare de rutind. Mai
mult, prin utilizarea procedurilor descrise in detaliu, cineva avand calificare obisnuitd in domeniu poate
prepara compusi suplimentari ai prezentei inventii revendicati aici. Toate temperaturile sunt in grade
Celsius (°C) in afard de cazul cand s-a specificat altfel.

Intr-un alt aspect, compusii prezentei inventii pot contine de asemenea proportii nenaturale de
izotopi atomici la unul sau mai multi din atomii care constituie astfel de compusi. De exemplu, prezenta
inventie cuprinde de asemenea variante ctichetate izotopic ale prezentei inventii care sunt identice cu
cele enumerate aici, dar diferd prin faptul ci unul sau mai multi atomi ai compusului sunt inlocuiti cu un
atom care arc masa atomicd sau numair de masd diferite de masa atomicd predominantd sau de numarul
de masd uzual gasite in naturd pentru atom. Sunt avuti in vedere toti izotopii oricarui atom sau element
particular cum s-a specificat in domeniul compusilor inventiei, si utilizarilor lor. Exemple de izotopi
care pot fi incorporati in compusii inventiei includ izotopi de hidrogen, carbon, azot, oxigen, fosfor,
sulf, fluor, clor si iod, cum ar fi’H
(“D“), 3H, 11C’ 13C, 14C, 13N, 15N, 150’170’180’ 32P, 33P, 355, 18F, 36Cl 1231 $1 1251. COHlpllSll marca‘;i
izotopic ai prezentei inventii pot fi preparati in general urmand proceduri analoage cu cele divulgate in
Schemele si/sau in Exemplele de aici de mai jos, prin substituirea unui reactiv marcat izotopic cu un
reactiv nemarcat izotopic.

Urmitoarele abrevieri se referd respectiv 1a definitiile mai jos:

AcOH (acid acetic), ACN (acetonitril), ATP (trifosfat adenosidd), BSA (albumini din ser bovin),
CHCl; (cloroform), Cs>COs (carbonat de cesiu), DCM (diclorometan), DIPEA (di-izopropil etilamini),
DMSO (dimetil sulfoxid), DMF (N,N-dimetilformamidi), EDCIL.HCI (clorhidrat de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimidi), EtsN (trictilamind), EtOAc (acetat de etil), EtOH (etanol), HOBT
(hidroxibenzotriazol), HCI (acid clorhidric), KoCOs (carbonat de potasiu), KOAc (acetat de potasiu),
min (minut), MeOH (metanol), Mel (iodurd de metil), MgSO4 (sulfat de magneziu), NH1Cl (clorurd de
amoniu), NH4(CQOs3), (carbonat de amoniu), Pd(dppf).Cl; ([1,1-bis(difenilfosfino)-
ferocen]dicloropaladiu (IT)), NaH (hidrurd de sodiu), NaNO, (nitrit de sodiu), NaHCOj3 (bicarbonat de
sodiu), PetEter (eter de petrol), PBS (solutic salind tamponati cu fosfat), RT-temperatura camerei
(25°C-35°C), TEA (trietil amind), TFA (acid trifluoroacetic), THF (tetrahidrofuran), +-BuOK (tert-
butoxid de potasiu), TMSI (iodurd de trimetilsilil), TLC (cromatografie in strat subtire), H>O - apd; mL
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-mililitru; ore/h - ord; N - normalitate; M - molaritate; s- singlet; d - dublet; t - triplet; m-
multiplet; 'HNMR - rezonan{i magneticd nucleari cu protoni; MS - spectroscopic de masi; LC -
cromatografie de lichide; HPLC - cromatografie de lichide de inaltd performantd, /- constantid de
cuplare; 'H - proton; MHz - megaHertz (frecventdi); Hz - Hertz; ppm - pérti pe milion; bs - singlet mare;
ES - electropulverizare; conc.- concentratie; g - gram; mmol sau mM - milimolar; pM - micromolar; nM
- nanomolar; UV - ultraviolet; °C - grad Celsius, M*- ion molecular, % - procentaj; p - micron; §i o -
delta; anh. - anhidru; pH - potential de hidrogen;

Metodele utile pentru fabricarea compusilor cu formula (I) sunt stabilite in Exemplele de mai jos si
generalizate in Schema-1. O persoana calificatd in domeniu va recunoaste cd Schema I poate fi adaptata
pentru a produce compusii cu formula (I) si sirurile acceptabile farmaceutic ale compusilor cu formula
(D) in conformitate cu prezenta inventie. In care toate simbolurile/variabilele sunt cum s-au definit mai
devreme dacd nu se afirm3 altfel. Procesul este reprezentat prin Schema-I:
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Compusii inventiei pot fi preparati utilizind transformdrile sintetice ilustrate in Schema-1.
Materiile prime sunt disponibile comercial, pot fi preparate prin procedurile descrise aici, prin
procedurile din literaturd, sau prin proceduri care ar fi bine cunoscute unei persoane calificate in
domeniul chimiei organice. Materia primd metil 2,3-diamino-benzoat 5-substituit este preparati prin
procedurile descrise in WO 2010115736A2.

Etapa-a: Compusul-i este reactionat cu nitrit de sodiu in mediu acidic utilizind procedura
generali-A pentru a da compusul-ii.

Etapa-b: Compusul-ii este supus mai departe la N-alchilare utilizind iodurd de metil in conditii
bazice cum ar fi cele descrise in procedura generald-B pentru a da compusii cu formula-iii.

Etapa-c: Compusii cu formula-iii sunt reactionati cu diboran bispinacolat in mediu bazic in
prezenta catalizatorului de paladiu adecvat utilizAnd procedura generald-C pentru a da compusii cu
formula-iv.

Etapa-d: Compusii cu formula-iv sunt tratafi cu halogenurd aril substituitd in prezenta
catalizatorului de paladiu adecvat utilizind conditii cum ar fi cele descrise in procedura generald-D
pentru a da compusii cu formula-v.

Etapa-e: Alternativ, compusii cu formula-v pot fi preparati din compusii cu formula-iii prin
utilizarea acizilor boronici adecvati, in conditii adecvate cum ar fi cele descrise in procedurd generald-
D.

s

Etapa-f : Compusii rezultan{i cu formula-v sunt supusi hidrolizei cu ester In conditii bazice
cum ar fi cele descrise in procedura generali-F pentru a da compusi cu formula (I) (in care R:=OH).

Etapa-g: Acizi carboxilici cu formula (I) au fost tratafi cu clorurd de amoniu utilizand conditiile
care sunt descrise in procedura generald-G pentru a da respectivii compusi cu formula (I) (in care
R3=NH,).

Daci setul de mai sus de metode sintetice generale nu este aplicabil pentru a obtine compusi
conform formulei (I) si/sau intermediari necesari pentru sinteza compusilor cu formula (I), ar trebui sd
fie utilizate metode adecvate de preparare cunoscute de citre o persoand calificatd in domeniu. In
general, cdile de sintezd pentru orice compus individual cu formula (I) vor depinde de substituentii
specifici fiecirei molecule si de disponibilitatea imediata a intermediarilor necesari; din nou astfel de
factori vor fi apreciati de citre cei avand calificare obisnuitd in domeniu.

Compusii acestei inventii pot fi izolati in asociere cu molecule de solvent prin cristalizare din
evaporarea unui solvent adecvat. Sdrurile de aditie acidd acceptabile farmaceutic ale compusilor cu
formula (I), care contin un centru bazic, pot fi preparate intr-o manierd conventionald. De exemplu, o
solutie de bazi liberd poate fi tratatd cu un acid adecvat, fie pur sau fie intr-o solutie adecvatd, si sarea
rezultatd izolat fie prin filtrare sau fie prin evaporare sub vid al solventului de reactie. Sarurile de aditie
bazici acceptabile farmaceutic pot fi obtinute intr-o manierd analogi prin tratarea unei solutii a unui
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compus cu formula (I) cu o bazd adecvatd. Ambele tipuri de sdruri pot fi formate sau interconvertite
utilizind tehnici cu rasind si modificare de ioni.

EXEMPLE

General:

Datele MS furnizate in exemplele descrise mai jos au fost obtinute dupd cum urmeazi: spectru
de masi: LC/MS Waters ZMD (ESI) sau un Waters Acquity SQD (ESI).

Datele RMN furnizate in exemplele descrise mai jos au fost obtinute dupd cum urmeaza: 'H-
RMN: Bruker DPX-300MHz sau un Bruker DPX 400 MHz.

Datele HPLC furnizate in exemplele descrise mai jos au fost obtinute dupd cum urmeaza.

Conditia A: Coloand Waters XbridgeTM Cg 50 mm x 4,6 mm la un debit de 2 mL/min;
gradient de 8 min de 1a 0,1 % TFA in H>O pana la 0,07 % TFA in CH3CN.

Conditia B: C18 BDS (4,6X250) mm, SC\244 la un debit de 0,7 mL/min; gradient de 10 min
dela 0,1 % TFA in H,O to CH3CN.

Conditii HPLC preparative: coloana- Zorbax Eclipse XDB C18 PrepHT (150 X 21,2mm, 5p);
fazd mobila: (A) 0,01%TFA sau 0,1 %TFA; (B) ACN sau ACN: MeOH (1:1); debit: 20ml/min.

Purificdrile HPLC preparative au fost efectuate cu un Fractionlynx directionat spre masa de la
Waters echipat cu o coloand Sunfire Prep C18 OBD 19x100 mm 5 pm, in afari de cazul cind se
raporteazi altfel. Toate purificdrile prin HPLC au fost efectuate cu un gradient de ACN/H>O sau
ACN/HO/HCOOH (0,1%).

Compusii inventieci au fost denumiti in conformitate cu standardele utilizate in
programACD/Nume lot de la ,,Advanced Chemistry Development Inc., ACD/Labs (versiunea 7.00)".
Versiune produs: 7.10 construit: 15 septembrie 2003.

Procedura pentru compusii cu formula (I) este detaliatd aici mai jos, procedurile generale
incluzind sinteza generald a diferifilor intermediari implicati in procedeul de fabricare al compusilor in
conformitate cu prezenta inventie.

Procedura generala-A: preparare de [1,2,3]benzotriazoli substituiti

Un flacon continind ester diamino 6-substituit sau substituit (1-3 echiv) in acid acetic este
agitat timp de 10-20 min, preferabil 10 min, urmat de addugarea de (nitrit de sodiu, nitrit de potasiu,
preferabil nitrit de sodiu) (2,5-3,5 preferabil 2,5 echiv) in apd. Amestecul de reactic este agitat timp de
1-2 ore. Preferabil 1 ord la RT. Solidul separat este colectat prin filtrare si uscat sub vid pentru a obtine
produsele tinta.

Exemplu ilustrativ al procedurii generale-A:
Preparare # A,1: Sinteza de metil 6-bromo-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilat:

COOCH; COOCH;
NH, N
‘,N
Br NH, Br g

O solutie de metil 2,3-diamino-5-bromobenzoat (1,0 g, 4,08 mmol) (Ref:W02010/115736 A2)
in acid acetic (15 mL) a fost agitatd timp de 10 min la RT. S-a addugat nitrit de sodiu (0,309 g, 4,48
mmol) in apd (2 mL) si amestecul de reactic s-a agitat timp de aproximativ 30 min la RT. Solidul
precipitat a fost filtrat, spalat cu apa si uscat sub vid pentru a da produsul dorit (0,8 g, 77%); 'H RMN
(400 MHz, DMSO-d6): 6 16,19 (s, 1H), 8,70 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 3,99 (s, 3H) si LC-MS m/z: 258
(M+H)*.
Procedura generald-B: N-alchilarea benzotrizolilor substituiti

La o solutic agitatd de derivat de benzotriazoli-carboxilat substituit (1 echiv) intr-un solvent
organic (cum ar fi DMF, THF, dioxan, preferabil DMF) se adaugi o bazd adecvati (cum ar fi KoCOs,
CS>COs, NaH etc., preferabil KoCOs, 2 pand la 5 echivalenti preferabil 2. echiv) urmata de alchil
halogenurd (2 pana la 5 echiv, preferabil 3 echiv). Amestecul de reactie este agitat la RT timp de
aproximativ 1 pand la 10 ore (preferabil 3 ore). Amestecul de reactie este turnat in apd rece cu gheati si
solidul separat este colectat prin filtrare si uscat sub vid. Regioizomerii au fost separati prin
cromatografie pe coloand pentru a obtine produsele dorite.
Exemplu ilustrativ al procedurii generale-B:

Preparare # B,1: Sinteza de S5-bromo-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilat de
metil, 6-bromo-2-metil-2H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilat de metil si 6-bromo-1-metil-1H-
benzo[d][1,2,3] triazol-4-carboxilat de metil
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La o solutic agitatd de 6-bromo-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-4-carboxilat de metil (4,5 g, 17,5
mmol, preparare # A,1) in DMF (25 mL) s-a adiugat carbonat de potasiu (4,85 g, 35,15 mmol) urmat de
iodurd de metil (7,48 g, 52,73 mmol). Amestecul de reactic a fost agitat 1a RT timp de 1 ord. Amestecul
de reactie a fost stins cu apd rece cu gheatd (100 mL) si solidul separat a fost colectat prin filtrare, si
uscat sub vid. Compusul brut obtinut a fost purificat prin cromatografic pe coloani pe gel de siliciu
(100-200 mesh) utilizand 10% acetat de etil in hexan pentru a da Izomer-1 (B.1.a) (1,9 g); 'H RMN (400
MHz, CDCls) 6 8,40 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 4,57 (s, 3H), 4,01 (s, 3H) si LC-MS m/z: 272 (M+2)*; 15-
20% acetat de etil in hexan pentru a da Izomer-II (B.1.b) (1,4 g); 'H RMN (400 MHz, CDCl;) & 8,26 (s,
1H), 8,23 (s, 1H), 4,58 (s, 3H), 4,04 (s, 3H) si LC-MS m/z: 272,0 (M+2)*; 20-25% acetat de etil in
hexan pentru a da Izomer-III (B,1.c) (1,0 g); 'H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 8,67 (s, 1H), 8,13 (s,
1H), 4,45 (s, 3H), 3,96 (s, 3H) si LC-MS m/z: 272,0 (M+2)".

Procedura generala-C: prepararea esterului boronic

Un amestec dintr-un derivat halo aril (1,0 pand la 3,0 echiv, preferabil 1,0 echiv), o bazi
anorganicd adecvatd (cum ar fi KOAC sau Na,COs sau KoCOs sau Cs,COs, preferabil KOAC), diboran
bispinacolat (1,0 pand la 3,0 echiv, preferabil 1,1 echiv) in dioxan este degazat cu azot timp de
aproximativ 10 pind la 15 min si s-a addugat [1, 1-bis(difenilfosfino)-ferocen]dicloropaladiu(Il) (0,001
pand la 0,010 echiv, preferabil 0,05 echiv). Amestecul de reactic este agitat la temperatura de reflux sub
azot timp de aproximativ 3 ore pand la 12 ore (preferabil aproximativ 6 ore). Amestecul de reactie este
racit 1a RT si evaporat la sec sub presiune redusid. Reziduul obtinut este re-dizolvat in EtOAc, spdlat
succesiv cu apd si solutie de saramurd. Solutia organicd este uscatd pe Na,SO,, filtrati si concentratd
sub presiune redusd. Produsul este purificat prin cristalizare sau triturare dintr-un solvent adecvat sau
solventi sau prin HPLC preparativd sau cromatografie rapida.

Exemplu ilustrativ al procedurii generale-C:
Preparare # C,1: Sintezi de 1-metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilat de metil

COOCH; COOCH;

N N
y .

Br N O\/B N
O

Un amestec de 5-bromo-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilat de metil (1,0 g, 3,7
mmol, preparare # B.1.a), acetat de potasiu (0,627 g, 5,92 mmol), diboran bispinacolat (0,93 g, 3,7
mmol) in dioxan (60 mL) a fost degazat cu azot timp de aproximativ 15 min si s-a addugat [1, 1-bis
(difenilfosfino)-ferocen]dicloropaladiu(Il) (0,151 g, 0,018 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat 1a
temperatura de reflux timp de 6 ore sub azot. Amestecul de reactie a fost ricit la RT si evaporat 1a sec
sub presiune redusd. Reziduul obtinut a fost redizolvat in EtOAc, spilat succesiv cu apd si solufie de
saramurd si concentrat. Compusul brut obtinut a fost purificat prin cromatografie pe coloand pe gel de
siliciu (60-120 mesh) utilizand 30% acetat de etil in hexan pentru a da produsul dorit (0,9 g, 77%); 'H
RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,46 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 4,59 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 1,35 (s, 12H) si
LC-MS m/z = 318,2 (M+H)*.

Alti compusi sintetizati utilizand procedura generald C sunt descrisi in Tabelul C.1
Procedura generald-D: reactie Suzuki

Un amestec de acetonitril si apa (8:2) este degazat cu azot timp de aproximativ 10 pani la 15
min apoi s-a adidugat o bazi adecvati (cum ar fi Na,COjs sau K>COs sau Cs,COs, preferabil Na,COs)
urmati de derivat bromo aril (1,0 pand la 3,0 echiv, preferabil 1,0 echiv) si acid boronic adecvat (1,0
pand la 3,0 echiv, preferabil 1,5 echiv). Amestecul de reactie este din nou degazat timp de 15 min si in
final s-a addugat [1, 1-bis(difenilfosfino)-ferocen]dicloropaladiu(Il) (0,001 pand la 0,010 echiv,
preferabil 0,05 echiv). Amestecul de reactic este agitat la temperatura de reflux sub azot timp de



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3615027 T2 2021.11.30
23

aproximativ 3 ore pand la 12 ore (preferabil aproximativ 4 ore). Amestecul de reactie este ricit la RT si
evaporat la sec sub presiune redusi. Reziduul obtinut este re-dizolvat in EtOAc, spilat succesiv cu apa
si solutie de saramurd. Solutia organicd este uscatd pe Na SO, filtratd si concentrati sub presiune
redusd. Produsul este purificat prin cristalizare sau triturare dintr-un solvent adecvat sau solventi sau
prin HPLC preparativd sau cromatografie rapida.

Exemplu ilustrativ al procedurii generale-D:

Preparare # D,1: Sintezd de 1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d] [1,2,3] triazol-7-
carboxilat de metil

|
od 0/& 0s O
4 [
N %o N
N T O N
Br N O O N

Un amestec de acetonitril (80 mL) si apd (15 mL) a fost degazat cu azot timp de 10 min. S-a
adiugat carbonat de sodiu (2,74 g, 25,9 mmol) urmat de 5-bromo-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-
carboxilat de metil (3,5 g, 12,9 mmol) si 4.4,55-tetrametil-2-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1,3,2-
dioxaborolan (3,81 g, 12,0 mmol) (C,1,5). Amestecul de reactie a fost din nou degazat timp de 15 min.
In final s-a adiugat [1,1-bis(difenilfosfino)-ferocen]dicloropaladiu(Il) (0,526 g, 0,64 mmol). Amestecul
de reactic a fost agitat la temperatura de reflux timp de 5 ore sub azot. Amestecul de reactic a fost ricit
la RT si evaporat la sec sub presiune redusd. Reziduul obtinut a fost redizolvat in EtOAc, spilat
succesiv cu apd si solutie de saramurd si concentrat. Compusul brut obtinut a fost purificat prin
cromatografie pe coloani pe gel de siliciu (60-120 mesh) utilizand 30% acetat de etil in hexan pentru a
da produsul dorit (3,6 g, 77%); 'H RMN (400 MHz, CDCl): & 8,52 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,76-7,74 (d,
J=8,0 Hz, 2H), 7,48-7,46 (d, J=7,6, 2H), 7,31-7,28 (m, 4H), 4,63 (s, 3H), 4,08 (s, 3H), 2,34 (s, 3H) si
LC-MS m/z = 358,2 (M+H)*.

Alti compusi sintetizati utilizand procedura generald D sunt descrisi in Tabelul D.1.

Procedura generald-E: Aminare reductiva

Un amestec de aldehidd adecvatd si amind in solvent organic (cum ar fi DCM, THF, ACN,
DMF, DCE, sau dioxan) este agitat la temperatura camerei timp de 30 min pand la 4 ore. Amestecul de
reactic rezultat este ricit la 0°C si se addugi agent reducitor cum ar fi triacetoxiborohidrurd de sodiu in
portii mici urmat de o cantitate cataliticd de acid acetic. Amestecul de reactie rezultat este agitat la
temperatura camerei timp de 2-4 ore. Progresul reactiei este monitorizat prin TLC, si amestecul de
reactie este stins cu o solutic apoasd de bicarbonat de sodiu. Mai departe este extras cu acetat de etil,
straturile organice combinate sunt uscate pe sulfat de sodiu si concentrate sub vid pentru a da compusul
tintd. Optional, compusul tintd poate fi purificat prin cristalizare sau triturare dintr-un solvent sau
solventi adecvati, sau prin HPLC preparativi sau cromatografie rapida.

Exemplu ilustrativ al procedurii generale-E:
Preparare #E,1: Sinteza de 1-metil-5-(2'-(morfolinometil)-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilat de metil

o
Qo
-
Z. 2
z

L0
L & o
O CHO \’\Z]

O solutie de 5-(2'-formil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1-metil-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-carboxilat de
metil (0,300 g, 0,8 mmol, D,1,8) si morfolind (0,070 g, 0,8 mmol) in DCE (15 mL) a fost agitata timp
de 30 min la temperatura camerei. Amestecul de reactie a fost ricit la 0°C, s-a adiugat borohidrurad
triacetoxi de sodiu (0,342 g, 1,6 mmol) urmati de acid acetic (0,2 mL). Amestecul de reactic a fost
agitat timp de 2 ore la temperatura camerei. Amestecul de reactie a fost stins cu o solutie apoasa de
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bicarbonat de sodiu (50 mL). A fost extras cu acetat de etil (3 x 50 mL), straturile organice combinate
au fost uscate pe sulfat de sodiu si concentrate sub presiune redusd. Brutul obtinut a fost luat in ctapa
urmitoare fird purificare (0,200 g); 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 8,69 (s, 1H), 8,696 (s, 1H),
8,424-8,422 (d, J=8 Hz, 2H), 7,912-7,891 (d, J=8 Hz, 2H), 7,607 (m, 1H), 7,531-7,324 (m, 3H), 4,50 (s,
3H), 4,0 (s, 3H), 3,560 (m, 4H), 3,55 (s, 2H), 3,308 (m, 4H) si LC-MS m/z = 443,3 (M+H)".
Procedura generala-F: hidroliza esterului

La un flacon continind un ester alchil adecvat intr-un solvent apos organic (cum ar fi THF sau
metanol, 1,4 dioxan, preferabil 1,4 Dioxan) se adauga 1,5 echiv. de solutie apoasi de hidroxid de sodiu
si amestecul de reactie este refluxat timp de 1-8 ore (preferabil 4 ore). Terminarea reactiei este
monitorizatd prin TLC. Solventul in exces este indepdrtat sub vid si solutia este acidulatd cu 10% solutie
de HCL. Solidul separat este colectat prin filtrare i uscat sub vid pentru a obtine derivatul de acid
carboxilic tintd. Optional, compusul tintd poate fi purificat prin cristalizare sau triturare dintr-un solvent
sau solventi adecvati, sau prin HPLC preparativd sau cromatografie rapida.
Exemplu ilustrativ al procedurii generale-F:
Exemplu # 1: Sintezd de acid 1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-
carboxilic (Compus-1)

O(l) 0Oy _OH

/ /

N N
Oy —— LY
S S

La o solutic agitati de 1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-7-
carboxilat de metil (1,2 g, 3,361 mmol, D,1) in 1,4 dioxan (15 mL) s-a addugat 2N NaOH apos (15 mL).
Amestecul de reactie a fost refluxat timp de 4 ore. Dupd terminarea reactiei, amestecul de reactic a fost
racit la temperatura camerei, solventul in exces a fost indepartat sub presiune redusi si solutia a fost
acidulatd cu 10% solutie de HCI (pHO2). Solidul separat este colectat prin filtrare si uscat sub vid
pentru a da compusul din titlu ca un solid alburiu (1,1 g, 95%); 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): & 13,35
(bs, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,89-7,87 (d, J/=8,0 Hz, 2H), 7,51-7,49 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,32-7,25
(m, 4H), 4,58 (s, 3H) 2,30 (s, 3H) si LC-MS m/z = 344,1 (M+H)*.

Procedura generala-G: formarea amidei

La un flacon continind derivat de acid carboxilic adecvat (1,0 echiv) intr-un solvent organic
(cum ar fi DMF, THF sau CH.Cl,) se adaugd EDCLHCI (1,5 echiv), HOBT (1,5 echiv) si N-etil-N-
izopropilpropan-2-amind (3 echiv). Dupd agitare timp de aproximativ 10 min la aproximativ 25°C, se
adaugd amina adecvatd (1,5 echiv) si reactia este agitatd timp de inci 8-12 ore suplimentare (preferabil
12 ore). Solidul separat dupa addugarea de api este colectat prin filtrare si uscat sub vid pentru a obtine
derivatul de amida. Optional, compusul obtinut poate fi purificat prin cristalizare sau triturare dintr-un
solvent sau solventi adecvati, sau prin HPLC preparativa sau cromatografie rapida.

Exemplu ilustrativ al procedurii generale-G:
Exemplu # 2: Sintezd de 1-metil-5-(2'-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d] [1,2,3]triazol-7-
carboxamida (Compus-2)

0_OH Oy NH,
/

Cor
o o

La un flacon care contine acid 1-metil-5-(2"-metil-[1,1'-bifenil]-4-il)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-
7-carboxilic (0,150 g, 0,43 mmol, Compus-1) in DMF (3 mL) s-a addugat EDCLHCI (0,100 g, 0,52
mmol), HOBT (0,070 g, 0,52 mmol) si N-etil-N-izopropilpropan-2-amind (0,168 g, 1,31 mmol).
Amestecul a fost agitat la aproximativ 25°C timp de aproximativ 10 min §i s-a addugat clorurd de
amoniu (0,070 g, 1,31 mmol). Reactia a fost apoi agitatd timp de aproximativ 12 ore suplimentare si a
fost stinsd cu apa (50 mL). Solidul separat a fost colectat prin filtrare si uscat sub vid pentru a da
compusul dorit ca un solid alburiu (0,08 g, 53%); 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,47 (s, 1H), 8,37
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(s, 1H), 8,05 (s, 1H), 8,00 (s, 1H), 7,90-7,88 (d, J=8,0 Hz, 2H), 7,51-7,49 (d, I=7,6 Hz, 2H), 7,35-7,27
(m, 4H), 4,61 (s, 3H), 2,30 (s, 3H) si LC-MS m/z = 343,2 (M+H)".

Intermediarii de mai jos au fost preparati printr-o procedurd similard cu cea descrisd in
procedura generald-C cu variafii adecvate in reactanti, cantititile de reactivi si conditiile de reactie.

5 Caracteristicile fiziochimice ale compusilor sunt rezumate aici mai jos in Tabelul C.1.
Tabelul C.1.
Nr. Reactant/ Sursa .Structura. o Date analitice
int intermediard
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 8,46 (s, 1H), 8,31 (s, 1H),
| 0.0 4,59 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 1,35 (s, 12H) si LC-MS m/z = 318,2
0.0 M +
C.1.1 N ((MeHY
=N o NN_
N— ‘B
Br =N QXXO
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 7,80-7,78 (d, J=8 Hz, 2H),
B 7,27-7,25 (d, J=8 Hz, 2H), 5,80 (m, 2H), 1,96 (s, 6H), 1,31 (s,
g 0 12H) si LC-MS m/z = 298,2 (M+H)".
C.1.2 B.g
/N r
- o
'"H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 9,88 (s, 1H), 7,94 (d, J=7,2
Br Hz, 1H), 7,81-7,75 (m, 3H), 7,63-7,45 (m, 4H), 1,32 (s, 12H) si
O O)§< LC-MS m/z = 298,2 (M+H)*.
J i
C.1.3 CHO O o
JOC, 2008, vol .73, O
# CHO
14 p. 5558-65
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 10,04 (s, 1H), 7,92-7,91 (d,
Br o J=4 Hz, 1H), 7,83-7,58 (m, 4H), 7,41-7,33 (m, 2H), 2,06 (s,
O b 3H), 1,31 (s, 12H) si LC-MS m/z = 338,2 (M+H)".
~0
c14|C 0
a0 ®
HN.__O
EP1970377 Y
TH RMN (400 MHz, CDCL): & 7,87-7,85 (d, J=8 Hz, 2H),
Br 7,35-7,33 (d, J=8 Hz, 2H), 7,26-7,24 (m, 4H), 2,26 (s, 3H),
O 9’& 1,36 (s, 12H) si LC-MS m/z = 295,2 (M+H)*.
C.15 O O By
Synlett, 2005, # 11, O
p. 1775-78.
Intermediarii de mai jos au fost preparati printr-o procedurd similard cu cea descrisd in
procedura generald-D cu variatii adecvate in reactanti, cantititile de reactivi si conditiile de reactie.
10 Caracteristicile fiziochimice ale compusilor sunt rezumate aici mai jos in Tabelul-D.1.
Tabelul D.1.
Nr. int|Reactant/ Sursi Structurd intermediard |Date analitice

0y 0.

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,50 (s, 1H), 8,30 (s,
1H), 7,79-7,65 (m, 6H), 7,48-7,38 (m, 3H), 4,62 (s,
3H), 4,08 (s, 3H) si LC-MS m/z = 344 (M+H)".

D.1.2

TH RMN (400 MHz, CDCLy): 6 8,48-8,46 (d, J=8,8 Hz,
2H), 7,78-7,65 (m, 6H), 7,48-7,37 (m, 3H), 4,62 (s,
3H), 4,04 (s, 3H) si LC-MS m/z = 344 (M+H)".
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Tabelul D.1.
Nr. int|Reactant/ Sursa Structurd intermediard |Date analitice
OH O O
O Bon /
N
O Ly
S
Oy O

LC-MS m/z = 344 (M+H)*.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 16,05 (s, 1H), 8,73
(s, TH), 8,42 (s, 1H), 7,94-7,92 (d, J=8 Hz, 2H), 7,84-
7,82 (d, J=8 Hz, 2H), 7,76-7,74 (m, 2H), 7,53-7,38 (m,
3H), 4,03 (s, 3H) si LC-MS m/z = 330,2 (M+H)".

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,69 (s, 1H), 8,41
(s, 1H), 7,96-7,94 (d, J=8 Hz, 2H), 7,41-7,39 (d, J=8
Hz, 2H), 5,8 (s, 2H), 4,50 (s, 3H), 4,00 (s, 3H), 2,02 (s,
6H) si LC-MS m/z = 361,2 (M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,58 (s, 1H), 8,40
(s, 1H), 7,95-7,93 (d, J=8 Hz, 2H), 7,41-7,39 (d, J=8
Hz, 2H), 5,83 (s, 2H), 4,59 (s, 3H), 4,00 (s, 3H), 2,02
(s, 6H) si LC-MS m/z = 361,1 (M+H)".

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,57 (s, 1H), 8,39
(s, 1H), 7,95-7,93 (d, J=8 Hz, 2H), 7,41-7,39 (d, J=8
Hz, 2H), 5,83 (s, 2H), 4,59 (s, 3H), 4,00 (s, 3H), 2,02
(s, 6H) si LC-MS m/z = 361,2 (M+H)".

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6) - 6 10,13 (s, 1H), 8,71
(s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,29 (s,1H), 8,12-8,10 (d, J=8 Hz,

on 1H), 7.994-7.905 (m, SH), 7.75-7.72 (m. 1H), 4,49 (s,
B, 3H), 4.00 (s, 3H) si LC-MS m/z = 372,1 (M+H)".
D.1.8 O O oH
CHO
CHO
H RMN (400 MHz, DMSO-d6). 10,13 (s, 1H), 8.60
OH (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.3 (s, 1H), 8.13-8.11 (d, J=8 Hz.
b1 O Boom 1H), 7.99-7.92 (m, 5H), 7.76-7.72 (m. 1H), 4.60 (s,

3H), 4,01 (s, 3H) si LC-MS m/z = 372,2 (M+H)".
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Tabelul D.1.

Nr. int

Reactant/ Sursa

Structurd intermediara

Date analitice

OO

D.1.10

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 10,14 (s, 1H), 8,57
(s, 1H), 8,32 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,14-8,12 (d, J=8 Hz,
1H), 8,031-7,93 (m, 5H), 7,77-7,73 (m, 1H), 4,43 (s,
3H), 4,01 (s,

3H) si LC-MS m/z = 372,2 (M+H)".

D.1.11

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 10,08 (s, 1H), 8,72
(s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,04-7,92 (m, 8H), 4,49 (s, 3H),
4,00 (s, 3H) si LC-MS m/z = 372,1(M+H)".

D.1.12

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 9,98 (s, 1H), 8,73
(s, 1H), 7,99-7,97 (m, 3H), 7,82-7,80 (m, 1H), 7,784-
7,61 (m, 4H), 4,50 (s, 3H), 4,00 (s, 3H) si LC-MS m/z
=372,1 (M+H)".

D.1.13

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 9,98 (s, 1H), 8,61
(s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,98-7,96 (m, 3H), 7,80-7,79 (m,
1H), 7,64-7,59 (m, 4H), 4,60 (s, 3H), 3,98 (s, 3H) si
LC-MS m/z = 372,2 (M+H)".

D.1.14

Organic Letters, 2009,
vol. 11, # 15, p. 3346 -
49.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 8,30-8,28 (m, 2H),
7,54-7,50 (m, SH), 4,65 (s, 3H), 4,07 (s, 3H) si LC-MS
m/z = 416,1 (M+H)*.

D.1.15

Organic Letters, 2009

LC-MS m/z = 416,1 (M+H)".

vol. 11, # 15 p. 3346 -
49.

D.1.16

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 10,12 (s, 1H), 8,67
(s, 1H), 8,26 (s, 1H), 8,13-8,11 (m, 2H), 7,96 -7,83 (m,
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Tabelul

D.1.

Nr. int

Reactant/ Sursa

Structurd intermediara

Date analitice

O, O,

2H), 4,53 (s, 3H), 4,0 (s, 3H); LC-MS m/z = 444,1
(M+H)*.

D.1.17

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,52 (s, 1H), 8,37
(s, 1H), 4,64 (s, 3H), 4,10 (s, 3H); LC-MS m/z = 418
(M+H)*.

Compusii de mai jos au fost preparati printr-o procedura similara cu cea descrisd in procedurile
generale-E, F si G cu variatii adecvate in reactanti, cantitdtile de reactivi si conditiile de reactie.
Caracteristicile fiziochimice ale compusilor sunt rezumate aici mai jos in tabel.

Nr.
compus

Structura

Procedura
generald

Date analitice

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,34 (bs, 1H), 8,53 (s, 1H),
8,38 (s, 1H), 7,93-7,91 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,84-7,82 (d, J=8,8 Hz,
2H), 7,76-7,74 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,53-7,40 (m, 3H), 4,58 (s, 3H)
si LC-MS m/z = 330,1 (M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 8 13,34 (bs, 1H), 8,51 (s, 1H),
8,28 (s, 1H), 7,97-7,95 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,87-7,85 (d, J=8,4 Hz,
2H), 7,78-7,76 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,53-7,41 (m, 3H), 4,42 (s, 3H)
si LC-MS m/z = 330,1 (M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,34 (bs, 1H), 8,64 (s, 1H),
8,43 (s, 1H), 7,92 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,86 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,76
(d, =72 Hz, 2H), 7,55-741 (m, 3H) si LC-MS m/z = 316,1
(M+H)".

FsiG

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 15,9 (bs, 1H), 8,61 (s, 1H),
8,48 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,98 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,84 (d, J=8 Hz,
2H), 7,77-7,75 (m 3H), 7,52-7,38 (m, 3H) si LC-MS m/z = 315,1
(M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,9 (bs, 1H), 8,63 (s, 1H),
8,39 (s, 1H), 7,94-7,92 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,83-7,81 (d, J=8,4 Hz,
2H), 7,76-7,74 (d, 1=7,2 Hz, 2H), 7,52-7,40 (m, 3H), 4,52 (s, 3H)
si LC-MS m/z = 330,1 (M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,39 (bs, 1H), 8,50 (s, 1H),
8,28 (s, 1H), 7,93-7,91 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,54-7,52 (d, J=8,4 Hz,
2H), 7,35-7.27 (m, 4H), 4,41 (s, 3H) 2,30 (s, 3H) si LC-MS m/z =
344,1 (M+H)".

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,64 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,90-
7,88 (d, 1=8,4 Hz, 2H), 7,51-7,49 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,32-7,27 (m,
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Nr.
compus

Structura

Procedura
generald

Date analitice

4H), 4,52 (s, 3H) 2,30 (s, 3H) si LC-MS m/z = 344,2 (M+H)".

10

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 8,54 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 8,34
(s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,93 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,54 (d, J=8,4 Hz,
2H), 7,34 -7,28 (m, 4H), 4,45 (s, 3H), 2,30 (s, 3H) si LC-MS m/z =
343,2 (M+H)".

11

FsiG

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,54 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 8,34
(s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,93-7,91 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,54-7,52 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 7,34-7,28 (m, 4H), 4,45 (s, 3H), 2,30 (s, 3H) si LC-
MS m/z = 343,2 (M+H)".

12

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,8 (bs, 1H), 8,67 (s, 1H),
8,40 (s, 1H), 7,97 (d, J=8 Hz, 2H), 7,42 (d, J=8,4 Hz, 2H), 5,83 (s,
2H), 4,52 (s, 3H), 2,03 (s, 6H) si LC-MS m/z: 347,2 (M+H)".

13

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,38 (bs, 1H), 8,56 (s, 1H),
8,37 (s, 1H), 7,96 (d, J=8 Hz, 2H), 7,42 (d, J=8,4 Hz, 2H), 5,83 (s,
2H), 4,58 (s, 3H), 2,03 (s, 6H) si LC-MS m/z: 347,2 (M+H)".

14

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,38 (bs, 1H), 8,53 (s, 1H),
8,27 (s, 1H), 7,98 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,45 (d, J=8,4 Hz, 2H), 5,84
(s, 2H), 4,41 (s, 3H), 2,03 (s, 6H) si LC-MS m/z: 347,2 (M+H)".

15

EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,38 (bs, 1H), 8,62 (s, 1H),
8,38 (s, 1H), 7,93 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,82 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,67-
7,63 (m, 3H), 7,48-7,44 (m, 1H), 7,35 (d, =8 Hz, 1H), 4,5 (s, 3H),
3,61 (m, 6H), 2,43 (m, 4H) si LC-MS m/z: 429,2 (M+H)".

16

EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,38 (bs, 1H), 8,52 (s, 1H),
8,38 (s, 1H), 7,93 (d, J=8 Hz, 2H), 7,83 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,67-
7,64 (m, 2H), 7,48-7,45 (1, J=7,6 Hz, 1H), 7,36 (d, J=8 Hz, 1H),
4,58 (s, 3H), 3,60 (m, 6H), 2,43 (m, 4H) si LC-MS m/z: 429,2

(M+H)*.

17

EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 11,82 (bs, 1H), 8,20 (s, 1H),
8,06 (s, 1H), 7,83-7,61 (m, 6H), 7,44 (1, J=7.6 Hz, 2H), 7,34 (d,




MD/EP 3615027 T2 2021.11.30

30
Nr. Structura PI‘OCGdU:I‘a Date analitice
compus generald
N J=7,6 Hz, 1H), 4,54 (s, 3H), 3,74 (s, 2H), 1,74 (m, 4H), 1,23 (m,
N 4H) si LC-MS m/z: 413,2 (M+H)".
O O N
O
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,2 (bs, 1H), 8,49 (s, 1H),
N 8,27 (s, 1H), 7,96 (d, J=8 Hz, 2H), 7,85 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,67-
N 7,64 (m, 2H), 7,48-7,46 (m, 1H), 7,44-7,34 (m, 1H), 4,44 (s, 3H),
s O O 1|~r’N - 3,60-3,57 (m, 6H), 2,41 (m, 4H) si LC-MS m/z = 429,2 (M+H)".
N
@
'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,8 (bs, 1H), 8,60 (s, 1H),
7,59 (s, 1H), 7,65-755. (m, 5H), 4,45 (s, 3H) si LC-MS m/z =
402,1 (M+H)*.
19 F
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,37 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,81
ENL (s, 1H), 7,71-7,66 (m, 5H), 7,50-7,46 (m, 1H), 7,38-7,37 (m, 1H),
N 4,45 (s, 3H), 3,88 (s, 2H), 2,80-2,65 (m, 4H), 1,72-1,61 (m, 4H),
O v . 1,458 (m, 2H) si LC-MS m/z = 427,3 (M+H)".
20 Q O | EsiF
@,
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 12,2 (bs, 1H), 8,34 (s, 1H),
Oy O 8,21 (s, 1H), 7,91-7,81 (m, 4H), 7,70-7,63 (m, 2H), 7,46-7,36 (m,
O N 2H), 4,40 (s, 3H), 3,73 (s, 2H), 3,45-3,40 (m, 4H), 1,80-1,65 (m,
: 4H) si LC-MS m/z = 413,3 (M+H)*.
21 O N [EsiF )8
O
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 12,2 (bs, 1H), 8,58 (s, 1H),
g0 8,35 (s, 1H), 7,92 (d, J=8.,4 Hz, 2H), 7,81 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,67-
N 7,65 (m, 2H), 7,49-7,45 (m, 1H),7,35-7,33 (m, 1H), 4,52 (s, 3H),
O N . 3,65 (s, 2H), 2,87-2,67 (m, 4H), 2,62-2,56 (m, 4H), 2,50 (s, 3H) si
22 O O EsiF LC-MS m/z = 442,3 (M+H)".
N
SR
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 12,36 (bs, 1H), 8,51 (m, 1H),
HO, 0 8,37 (s, 1H), 7,92-7,80 (m, 4H), 7,68-7,64 (m, 2H),7,48-7,44 (m,
N 1H), 7,35-7,33 (m, 1H), 4,58 (s, 3H), 3,63 (s, 2H), 2,56-2,45 (m,
\N'N‘ 4H), 1,54-1,23 (m, 6H) si LC-MS m/z = 427,3 (M+H)".
23 ® EsiF
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TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,33 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,59-
7,45 (m, 5H), 4,59 (s, 3H) si LC-MS m/z = 402,1 (M+H)".
24 F
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,67 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,96-
HO. -0 7,94 (m, 3H), 7,54-7,50 (m, 4H), 7,41-7,40 (m, 1H), 4,53 (s, 3H)
N 438 (bs, 2H), 3,77-3,72 (m, 4H), 3,15 (m, 2H), 2,82 (m, 2H) si
O ol LC-MS m/z = 429,3 (M+H)".
25 O O EsiF
N,
(J
"H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,36 (s, 1H), 8,56 (s, 1H),
HO, ;0 8,41 (s, 1H), 7,95 (d, J=8 Hz, 2H), 7,81 (m, 1H), 7,59-7,51 (m,
_N 4H), 7,44-7,42 (m, 1H), 4,59 (s, 3H), 4,40 (bs, 2H), 3,82-3,72 (m,
\N,N— 4H), 3,18 (m, 2H), 2,82 (m, 2H) si LC-MS mv/z = 429,3 (M+H)".
26 O O EsiF
N
()
"H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,78 (bs, 1H), 8,67 (s, 1H),
HO_;0 8,42 (s, 1H), 8,04 (m, 1H), 7,97 (d, J=8 Hz, 2H), 7,53-7,40 (m,
N{ 4H), 7,39-7,38 (m, 1H), 4,52 (s, 3H), 4,39 (s, 2H), 3,4 (m, 2H),
O N 2,79 (m, 2H), 1,81 (m, 4H) si LC-MS m/z = 413,2 (M+H)".
27 O N |ESiF
O
"H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,36 (s, 1H), 8,56 (s, 1H),
HO_ 8,40 (s, 1H), 7,96 (d, J=8 Hz, 2H), 7,91-7,89 (m, 1H),7,55-7,39 (m,
N, 5H), 4,59 (s, 3H), 4,41 (s, 2H), 3,32 (m, 2H), 2,81 (m, 2H), 1,81
\N'N’ (m, 4H) si LC-MS m/z = 413,3 (M+H)".
28 O EsiF
O
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,21 (s, 1H), 8,66 (s, 1H),
o5 8,42 (s, 1H), 7,92 (d, J=8 Hz, 2H), 7,55 (d, J =8 Hz, 2H), 7,47 (m,
N 2H), 7,37 (m, 2H), 4,52 (s, 3H), 3,56 (s, 2H), 3,40 (m, 2H), 3,14
O O N (m, 4H), 2,74 (s, 3H) si LC-MS m/z = 442,3 (M+H)".
29 O EsiF
N.
ET]
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,26 (s, 1H), 8,55 (s, 1H),
30 EsiF 8,40 (s, 1H), 7,92 (d, J=8 Hz, 2H),7,56 (d, J =8 Hz, 2H), 7,48 (m,

2H), 7,38 (m, 2H), 4,59 (s, 3H), 3,93 (m, 2H), 3,44 -3,42 (m, 4H),
3,16-3,14 (m, 4H), 2,77 (s, 3H) si LC-MS m/z = 442,3 (M+H)".
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Nr. - Pri i ..
Structura Ocedl{ 4 |Date analitice
compus generald

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,63 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 7,92

o (d, J=8 Hz, 2H), 7,82 (d, J =8 Hz, 2H), 7,73 (d, J=8 Hz, 2H), 7,45
L (d, J=8 Hz, 2H), 4,52 (s, 3H), 3,61 (m, 6H), 2,74-2,61 (m, 4H) si
31 ® ¥ EsiF LC-MS m/z = 429,3
N.
(I
(M+H)*.

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,8 (bs, 1H), 10,06 (s, 1H),
8,63 (d, J=1,6 Hz, 1H), 8,38 (d, J=1,6 Hz, 1H), 7,98-7,93 (m, 3H),
7,75 (d, J=8,4 Hz, 2H),7,61-7,58 (m, 1H), 7,42-7,40 (m, 2H), 4,52
(s, 3H), 2,05 (s, 3H) si LC-MS m/z = 387,1 (M+H)".

32 F
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,98 (bs, 1H), 8,63 (s, 1H),
8,25 (s, 1H), 7,78-7,70 (m, 4H), 4,55 (s, 3H), 4,53 (s, 2H), 3,93-
3,79 (m, 4H), 3,21 (m, 4H) si LC-MS m/z = 501,2 (M+H)".

33 EsiF
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 8,39 (s, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,65-
7,54 (m, 4H), 4,54 (s, 3H), 3,87 (s, 2H), 2,68 (m, 4H), 1,63 (m,
4H), 1,47 (m, 2H) si LC-MS m/z = 499,2 (M+H)*.

34 EsiF
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 12,4 (bs, 1H), 8.4 (s, 1H), 8,04
(s, 1H), 7,51-7,49 (m, 4H), 4,55 (s, 3H), 3,63 (s, 3H), 2,74-2,67
(m, 6H), 2,25-2,22 (m, 4H) si LC-MS m/z = 514,2 (M+H)".

35 EsiF
TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 9.8 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 7,90

36 EsiF (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,64-7,53 (m, 3H), 4,53 (s, 3H), 4,24 (s, 2H),

3,36-3,16 (m, 1H), 1,34 (d, J=6,4 Hz, 6H) si LC-MS m/z = 4732
(M+H)*.
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Nr. 9 Procedura
Structura «
compus generald

Date analitice

37 EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,98 (bs, 1H), 8,95 (s, 1H),
8,63 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 7,71-7,65 (m, 4H), 4,55 (s, 3H), 4,26 (s,
2H), 2,63 (s, 3H) si LC-MS m/z = 445,1 (M+H)".

38 EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,46 (bs, 1H), 8,53 (s, 1H),
8,19 (s, 1H), 7,82-7,69 (m, 4H), 4,62 (s, 3H), 4,37 (s, 2H), 2,88-
2,66 (m, 2H) ,1,79-1,68 (m,5 H) 1,38-1,23 (m, 2H) si LC-MS m/z
= 499,2 (M+H)".

39 EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,48 (bs, 1H), 8,54 (s, 1H),
8,19 (s, 1H), 7,81-7,72 (m, 4H), 4,62 (s, 3H), 4,46 (s, 2H), 3,98 (m,
2H), 3,78-3,72 (m, 2H), 3,15 (m, 4H) si LC-MS m/z = 501,2
(M+H)*.

40 EsiF

TH RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,8 (bs, 1H), 8,62 (s, 1H),
8,25 (s, 1H), 7,78-7,70 (m, 4H), 4,55 (s, 3H), 4,38 (s, 2H), 2,75 (s,
6H) si LC-MS m/z = 459,2 (M+H)*.

10

15

ACTIVITATE FARMACOLOGICA

Maisurarea activitatii enzimei inhibitoare DHODH (teste in vitro)

Testul de activitate DHODH este un test de enzimi cuplat in care oxidarea DHO si reducerea
ulterioard de ubichinond sunt echivalente stoechiometric cu reducerea de DCIP (2,6-diclorofenol).
Reducerea de DCIP este insotitd de o pierdere de absorbanti la 610nm.

Preparare de solutii/reactivi:

Preparare tampon: 50 mM tris HCI, 150 mM KCl, si pH 8,0, 0,8% triton.

Solutie stoc de acid L-dihidroorotic de 20 mM in tampon.

Solutie stoc de hidrat de sare de 2, 6-dicloroindofenol de sodiu de 20 mM in tampon.
Solutie stoc de decilubichinond de 20 mM in tampon.

DMSO utilizat ca vehicul.
Procedura

5 pL de sulfoxid de dimetil sau un compus cu formula (I) in solutie DMSO a fost adiugat la
godeurile unei plici cu 96 de godeuri. Compusii cu formula (I) au fost masurati la 10 uM.

S-au addugat proteina impreund cu tamponul, astfel incit volumul total incluzind DMSO a fost
de 87 nL. Compusul si proteina au fost incubate timp de jumaitate de ord la temperatura camerei dupd
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amestecare. S-au adiugat 5 pL de 20 mM solutie de acid L-dihidroorotic, 5 pL de 2 mM solutie de
decilubichinon si 3 pL de 2 mM solutie de hidrat de sare de 2, 6-dicloroindofenol de sodiu la solutia de
mai sus (volum total de test de 100 pL). Amestecul a fost agitat timp de 2 min i s-a inregistrat
absorbanta la fiecare 10 min la 610 nanometeri.

Procentajul de inhibare este calculat dupi cum urmeaza:

1007 {{ Absg pentra reactia care contine compusul} - (A, pentry contrel positivii

{ Ahsye pontru reactia f5r8 enzime} ~{Abgcpenlu control poaitiv
Reactia care contine compusul are compus, tampon, enzima i substraturi
Controlul pozitiv contine DMSQ, tampon, enzimi si substraturi
Reactia fard enzima contine DMSO, tampon si substraturi
Determinarea ICso

A fost preparati o solutie stoc de 2 mM DMSO de benzoimidazol trisubstituit selectat si
derivati de benzotriazol cu formula (I) din prezenta inventie pentru a fi examinatd. Ulterior s-au facut
dilutii 1/3.

5 pL din fiecare stoc al compusului cu formula (I) au fost utilizati pentru fiecare test de 100
pL. Prin urmare, 5 pL de stoc de 2 mM au furnizat 100 uL. de 100 pM solutie a compusului cu formula
(D), cand a fost alcatuiti din tampon, proteind si substrat. Vezi de asemenea: Ulrich si colab. (2001) Eur.
I. Biochem,268, 1861-1868.

Valorile ICso ale compusilor selectati ai prezentei inventii au fost furnizate in tabelul de mai
jos, compusii care prezintd valori ICso < 0,1 pM au fost grupati ca 'a', compusii care prezintd valori
ICso in intervalul de 1a 0,101 pM pand la 1,0 pM au fost grupati ca 'b' si compusii care prezintd valori
ICs0>1,0 uM au fost grupati ca 'c'.

Tabelul: Activitatea de inhibare DHODH a compusilor selectati.

Grup Nr. compusi

a 1,2,8,12,19, 24.

b 3,4, 11, 13, 25, 29, 33, 34, 36, 38, 39, 40.
c 15, 16, 17, 20, 26, 27, 30, 31, 32, 35, 37.

ACTIVITATE PE BAZA DE CELULA
Test de proliferare Ramos (teste in vitro)

Testul de proliferare celulard este o metoda sensibild de cuantificare a celulelor viabile in testul
de citotoxicitate sau proliferare. Sistemul XTT (sare interioard de 2,3-bis[2-Metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2 H-tetrazolium-5-carboxianilidd) este un mijloc de masurare a activitdtii celulelor vii prin
dehidrogenaza mitocondriilor. Dehidrogenaza mitocondriilor celulelor viabile scindeazd inelul
tetrazoliu de XTT, rezultind cristale portocalii de formazon care sunt solubile in solutii apoase. Solutia
XTT este potentiatd prin addugarea unui agent de cuplare al electronilor, fenazin metosulfat (PMS) la
reactic. Culoarea portocalic rezultatd este misuratd spectrofotometric la 450 nm. O crestere sau o
scidere a numarului de celule conduce la o modificare concomitentd a cantititii de formazon formats,
care indica gradul de citotoxicitate cauzat de materialul de testat.

Preparare de solutii/reactivi
Prepararea mediului

Se dizolva 17,7g pulbere IMDM (mediu Dulbecco modificat Iscove), 1,5 g bicarbonat de sodiu
pH 7,2-7.4 in 1L de apd MiliQ, se adaugd 1% pencilind/streptomicind si 10% FBS.

Se dizolva 10,6g pulbere F12 Ham, 1,5 g bicarbonat de sodiu pH 7,2-7.4 in 1L de apa MiliQ,
se adauga 1% pencillind/streptomicina.

DMSO s-a utilizat ca vehicul.

1X PBS (solutie salind tamponati cu fosfat): se dizolva 5 tablete de PBS (Sigma: Cat#P4417)
in 1L de apa MiliQ.

Proceduri (determinarea ICso)

Celulele Ramos au fost resuspendate la o densitate de 1 x10° celule/ml in mediu IMDM
complet. 95 pL. din aceastd suspensie de celule au fost addugati la placa cu 96 de godeuri pentru a
insdmanta 0 10.000 celule pe godeu. Plicile au fost incubate 1a 37°C sub a atmosferd umidificata de 5%
CO, timp de O 1 ord inainte de adiugarea compusului.

Compusii testati (cu referire la Tabelul 1) au fost dizolvati in 100% DMSO pentru a genera o
solutie stoc 2/6/10/20 mM. O concentrafie 200X de concentratii finale necesare a fost preparatd in
DMSO. 10 pL din fiecare concentratie (200X) au fost apoi diluati in 90 pL. de mediu F12 Ham fara ser
pentru a da o concentratie intermediard de 20X in mediu. Concentratia DMSO in aceastd etapd este de
10% (dilutie intermediard). 5 pL. din fiecare dilutie intermediard au fost apoi addugati in triplicate in
placa cu 96 de godeuri insimantatd anterior. Concentratia de DMSO finala a fost de 0,5% in godeurile
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experimentale. Celulele tratate cu 0,5% DMSO au servit ca control pozitiv. 100 pL. de mediu IMDM
complet au servit ca mediu blanc pentru analiza datelor. S-au addugat 200 pL de 1X PBS in toate
colturile godeurilor plicii de test. Placile au fost apoi incubate timp de 72 ore intr-un incubator cu 5%
CO,1a 37°C.

In ziua terminarii, 100 pl de solutie XTT (1 mg/ml XTT suplimentat cu 25 uM PMS in mediu
F12 Ham) au fost addugati la fiecare godeu. Plicile au fost incubate timp de 2 ore. Cantitatea de
formazon produsd a fost determinati prin citirca absorbantei plicii utilizind cititorul de placa
multimarcat VICTOR X5 la lungimea de undd de 450 nm. Valorile ICso au fost determinate ca
concentratii care au redus viabilitatea celulard cu 50% si curba a fost reprezentatd grafic cu GraphPad
Prism 6.0.
Procentajul de inhibare este calculat dupa cum urmeaza: procentajul (%) de inhibare a fost calculat prin
normalizarea valorilor de control DMSO la 100% utilizand formula:

Compusul de testat contine celule, compus de testat, mediu IMDM si 0,5% DMSO
Controlul pozitiv contine celule, mediu IMDM si 0,5% DMSO

Blanc contine mediu IMDM

Nr. compus % inhibare maximi la 30 uM 1Cs0 (UM)
1 107 0,049
2 95 1,086
3 113 0,524
4 107 1,453
8 103 0,154
11 67 (la 10 uM) ND
12 103 0,362
13 100 3,882
15 96 8,406
16 124 6,141
17 50 ND
19 106 0,07
20 129 3,717
24 104 0,4
25 120 2,819
26 133 4,255
27 89 3,05
29 81 8,968
30 56 ND
31 81 (la 10 uM) 1,349
32 74 14,58
34 111 (1a 10 pM) 0,675
38 92 1,601
39 96 1,869
40 34 11,85

Cresterea inhibarii in vitro a liniilor celulare canceroase umane multiple de citre Compusul 1

Selectia panoului liniei celulare tumorale a vizat identificarea subseturilor de celule tumorale
care au fost in special sensibile la efectuarea inhibdrii DHODH cu Compusul 1. Compusul 1 este
reprezentat prin urmdtoarea formuld structurala:
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O OCH

Aceste linii celulare au fost tratate cu Compusul 1 pentru un total de 72 ore.

Evaluarea ratelor de crestere tumorale dupd tratamentul de 72 de ore, asa cum se aratd in FIG.
1 si Tabelul 1, a dezviluit ca un subset distinct de linii celulare (reprezentate prin puncte gri in FIG. 1) a
fost sensibil la Compusul 1. Majoritatea liniilor celulare care prezintd sensibilitate ridicatd la Compusul
1 sunt de origine hematopoietica desi unele tumori solide au prezentat de asemenea sensibilitate ridicati
(Tabelul 1). In scopul generdrii FIG. 1, liniile celulare sensibile au fost definite ca prezentand >75%
inhibare a cresterii maxime si o valoare Glso de <1,5 pM. Tabelul 1 este o listd a unora dintre linii
celulare sensibile la Compusul 1 impreuna cu valorile Glsg si rispunsul de crestere maxima. O inhibare
maxima de 100 reprezintd inhibarea completi a cresterii; o valoare de inhibare maxim3 >100 reprezintd
ucidere celulara.

A fost efectuatd o selectiec de monitorizare pe un panou expandat de linii celulare ale
descendentei heme in a 4-a zi a testului de crestere. Cresterea a fost evaluatd prin masurdtori Celula-
Titru Glo in ziua 0 si ziua 4. Asa cum se aratd in FIG. 2, 25% din liniile heme selectate (20/80) au
prezentat sensibilitate la Compusul 1, din care liniile limfomului difuz cu celule B mari (DLBCL) au
fost in special sensibile (8/11 sau 73%). Un subset de linii heme care au fost de sensibilitate
intermediard (definite ca inhibare a ratei de crestere >50% si <75%) sau insensibile (definite ca inhibare
a ratei de crestere <50%) la Compusul 1 in aceastd selectie de monitorizare au fost supuse la teste de
crestere extinsa pentru a evalua daca timpul crescut de tratament a modulat profilul lor de sensibilitate.
Specific, aceste linii heme au fost pretratate cu Compusul 1 timp de trei zile la concentratiile indicate si
apoi replacate pentru un test de crestere standard de 4 zile in mediu/medicament proaspit. Marea
majoritate a liniilor heme retestate au prezentat o sensibilitate puternicd la Compusul 1 dupa 7 zile de
tratament cu Compusul 1 (Tabelul 2).

Tabelul 1. Glsg si inhibarea cresterii maxime ale diferitelor linii celulare tratate cu Compusul 1

Linie Situs primar Boala Glso (uM)|Inhibarea
celulard cresterii
maxime

OCILYS Tesut hematopoietic si|Limfom difuz cu celule B mari 0,02 148,2
limfoid

SUDHLS  |Tesut hematopoietic si|Limfom difuz cu celule B mari 0,02 1172
limfoid

JVM13 Tesut hematopoietic si|Leucemie B-prolimfocitard 0,02 112,0
limfoid

MINO Tesut hematopoietic si|Limfom cu celule manta 0,03 1449
limfoid

SUDHLI1 Tesut hematopoietic si|Limfom anaplazic cu celule mari 0,04 186,5
limfoid

SR786 Tesut hematopoietic si|Limfom anaplazic cu celule mari 0,05 96,3
limfoid

MOLM13 |Tesut hematopoietic si|Leucemie mieloidd acutd 0,06 133,8
limfoid

RL Tesut hematopoietic si|Limfom non-Hodgkin 0,08 87,0
limfoid

DU4475 San Cancer la san triplu negativ 0,10 137,4

JYSE150  |Esofag Cancer de esofag (carcinom la esofag cu|0,10 78,4

celule scuamoase)
KYSE510 |Esofag Cancer de esofag (carcinom la esofag cu(0,13 97,5
celule scuamoase)
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Linie Situs primar Boala Glso (uM)|Inhibarea
celulard cresterii

maxime
SUMI59PT |San Cancer la san triplu negativ 0,14 91,2
MV411 Tesut hematopoietic si|Leucemie mieloidd acuta la copii 0,27 835

limfoid

DU145 Prostati Cancer la prostati 0,48 84,9
CIM Picle Melanom 0,62 77,4

Tabelul 2. Sensibilitatea in a 4-a zi si In a 7-a zi a diferitelor linii celulare heme tratate cu Compusul 1

Linie celulara Boala Sensibilitate
ad-azi a7-azi
REC-1 Limfom cu celule manta * Hkk
SUDHLA4 Limfom difuz cu celule B mari wE Hkk
U2668B 1 Mielom multiplu * A
LP1 Mielom multiplu * A
MOLP-2 Mielom multiplu ok A
KG-1 Leucemie mieloidi acutd * e
KMS12BM Mielom multiplu ok A
BDCM Leucemie mieloidi acutd ok ook
HuNS1 Mielom multiplu * A
GDM-1 Leucemie mieloidi acutd * ok
SKNO-1 Leucemie mieloidi acutd * ok
Kasumi-3 Leucemie mieloidi acutd * *
Kasumi-6 Leucemie mieloidi acutd * *
F36P Leucemie mieloidi acutd ok ook
THP-1 Leucemie mieloidi acutd ok ook
AML-193 Leucemie mieloidi acutd ok ook
TF1 Leucemie mieloidi acutd * e
HEL Leucemie mieloidi acutd ok ook

* - insensibil

** _ intermediar

*#%¥ _ gensibil

Inhibarea cregterii celulei canceroase de citre Compusul 1 este atribuita inhibarii de DHODH

DHODH catalizeaza a patra etapd in biosinteza de novo a pirimidinei, oxidand dihidroorotatul
la orotat in membrana mitocondriald internd. Orotatul se combind apoi cu pirofosfatul fosforibozil
(PRPP) pentru a forma orotidind-5'-monofosfat (OMP). Monofosfatul de uridind (UMP) este produs in
final din OMP in citosol unde este utilizat pentru a face pirimidina pentru biosinteza ARN/ADN precum
si pentru alte functii biosintetice importante cum ar fi glicozilarea proteinei/lipidei si producerea de
fosfolipide pentru biosinteza membranei.

Pentru a confirma cd efectele Compusului 1 in afectarea cresterii /viabilitdtii celulei s-au
datorat inhibdrii specifice a DHODH, testele de crestere celulard au fost efectuate cu cantititi variabile
de uridind suplimentatd in mediu. Mediul suplimentat cu concentratii de uridind aproape de fiziologic (5
M) a salvat partial efectele Compusului 1 in timp ce concentratiile suprafiziologice (25 uM si 100 pM)
au salvat complet efectele asupra cresterii de pana la 10 pM a Compusului 1. Aceste rezultate au indicat
ca efectele Compusului 1 asupra cresterii sunt pe-tintd (FIG. 3).

Comparatia profilului de sensibilitate al Compusului 1 cu profilurile de sensibilitate ale
citarabinei si doxorubicinei

Profilul de sensibilitate al Compusului 1 impotriva unui subset de linii heme a fost comparat cu
profilul de sensibilitate al altor agenti care sunt utilizati ca standard de ingrijire (SOC) in malignitatile
heme. In mod consistent cu diferitele sale mecanisme de actiune, Compusul 1 a afisat un profil de
sensibilitate (FIG. 4A) distinct fatd de profilul de sensibilitate al citarabinei (FIG. 4B) si doxorubicinei
(FIG. 4C).

Compusul 1 inhibi eficient DHODH in vivo si blocheaza cresterea tumorii in modelul de
xenogrefi AML

Studiile de eficacitate in vivo cu Compusul 1 au fost efectuate pentru a evalua translatia de la in
vitro la in vivo a efectelor asupra blocirii DHODH si inhibdrii cresterii celulei tumorale. Celulele 1 x
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10° MOLM-13 au fost implantate subcutanat in soareci CB17 SCID. Soarecii (n = 15/grup) au fost
tratafi cu vehicul sau Compus 1 la 100 mg/kg BID PO odati ce tumorile au atins o medie de -150 mm?®.
La sfarsitul studiului, tesuturile au fost colectate la momentele de timp indicate dupd ultima doza pentru
analizele farmacocinetice (PK) si de biomarker ale ciii.

Compusul 1 administrat la 100 mg/kg BID a fost bine tolerat si a condus aproape la inhibarea
completd a cresterii tumorale (TGI) a modelului de xenogrefd de leucemie mieloidd acuti MOLM-13
(AML) (FIG. 5A). Profilurile farmacocinetice masurate in plasmi si tumoare prezintd o scidere a
concentrafiilor de medicament in 12 ore, care sustin regimul de dozare BID (FIG 5B). Dovada clara a
angajamentului tintdi a fost observatd prin cresterea dramatici a nivelurilor tumorale ale
dihidroorotatului (DHO), substratului DHODH (FIG. 5C). Nivelurile DHO ale linici de bazi au fost sub
limita cuantificabild (BQL < 120ng/g). Grupurile de uridind tumorald au fost reduse concomitent cu -
60% depinzand de momentul de timp de evaluare (FIG. 5D).

Compusul 1 inhibd eficient DHODH in vivo si blocheaza cresterea tumorii la modelele de
xenogrefa AML si DLBCL derivate de la pacient

A fost efectuatd apoi o selectie utilizind un mic numdr de soareci/grup pentru a evalua
eficacitatea Compusului 1 in modelele de xenogrefa derivate de la pacient de AML si DLBCL. Soarecii
purtitori de tumori (n = 3/grup) au fost tratati cu vehicul sau Compus 1 la 100 mg/kg BID PO.

Asa cum se aratd in FIGURILE 6A-6E si 7A-7B, activitatea anti-tumorald a Compusului 1 a
fost observati in toate modelele testate, cu TGI >60% in doud din cinci modele AML (adicd, AML 2 si
AML _5) si unul din doud modele DLBCL (DLBCL_1). Modelul DLBCL 1 este caracterizat ca model
DLBCL cu triplu impact.

Inhibarea cresterii ir vitro a liniilor celulare canceroase umane de limfom difuz cu celule B mari
de catre Compusul 1

Trei linii celulare de limfom DBLCL derivate de la pacient clasificate ca DLBCL cu dublu
impact, si anume OCILY 18, SC-1 si CARNAVAL, au fost gasite ca fiind puternic sensibile la inhibare
de citre Compusul 1 intr-un test de crestere de 96 de ore (FIG. 8).

Compusul 1 blocheaza eficient cresterea tumorii in modelul de xenogrefa DLBCL derivat de la
pacient

O blocare puternicd a cresterii tumorii in vivo a fost observatd cu Compusul 1 in modelul de
xenogrefd OCILY-19 al limfomului difuz cu celule B mari (DLBCL). 7 ? 10° celule OCILY-19 au fost
implantate subcutanat in soarecii CB17 SCID. Soarecii (n = 15-18/grup) au fost tratati cu vehicul sau
Compus 1 la doza/frecventa indicate odati ce tumorile aun atins o medie de -150 mm?. Tesuturile au fost
colectate la momentele de timp indicate dupd ultima doza pentru analizele de PK si biomarker.

Gradul de modulare al ciii si de inhibare a cresterii tumorale a fost demonstrat ca fiind
dependent de doza si program (FIG. 9A). Regimul de dozare de 100 mg/kg BID a condus la o eficientd
superioard in comparatic cu ramurile de dozare de 10 si 30 mg/kg BID si acest lucru s-a corelat cu o
crestere mai mare a DHO tumorald (FIG. 9C) precum si cu o scidere a grupdrilor totale de uridind
tumorald (FIG. 9D). Regimul de 200 mg/kg QD a fost mai putind eficient decat regimul de dozare cu
100mg/kg BID din cauza perioadei scurte de injumatitire a Compusului 1 la soareci, conducind la
concentrafii mai scizute de medicament in circulatie cu dozarea QD (vezi FIG. 9B).

Inhibarea cresterii in vitro a liniilor celulare de cancer la san triplu negativ umane de catre
Compusul 1

Un panou de linii celulare de cancer triplu negativ (TNBC) a fost selectat pentru a evalua daci
un subset de TNBC ar putea beneficia potential de tratamentul cu Compusul 1 ca un agent singur.
Tratamentul cu Compusul 1 timp de 96 de ore a alterat robust viabilitatea/cresterea celulard in DU4475
pand la un grad comparabil cum s-a observat in liniile celulare de origine hema (vezi FIG. 10), in timp
ce patru alte linii TNBC (HCC1143, HCC38, BTS49 si HCC1806) au fost insensibile in conditiile
testate.



MD/EP 3615027 T2 2021.11.30
39
(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e  WO-A2-2014/128669

e VYAS V K ET AL: "Recent Developments in the Medicinal Chemistry and Therapeutic
Potential of Dihydroorotate Dehydrogenase (DHODH) Inhibitors”, MINI REVIEWS IN
MEDICINAL CHEMI, BENTHAM SCIENCE PUBL, NL, vol. 11, no. 12, 1 October 2011
(2011-10-01), pages  1039-1055, XP009185054, ISSN:  1389-5575, DOL
10.2174/138955711797247707

(57) Revendiciri:

1. Un compus pentru utilizare in tratamentul leucemiei mieloide acute, mielomului multiplu,
leucemiei B-prolimfocitare, limfomului non-Hodgkin, limfomului difuz cu celule B mari, limfomului
anaplazic cu celule mari, limfomului cu celule manta, cancerului la san triplu negativ, melanomului,
cancerului la prostatd, sau cancerului la esofag, in care compusul este selectat dintre:
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

2. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul leucemiei mieloide acute.

3. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul mielomului multiphi.

4. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul leucemiei B-prolimfocitare.

5. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul limfomului non-Hodgkin.

6. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul limfomului difuz cu celule B mari.

7. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul limfomului anaplazic cu celule mari.

8. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul limfomului cu celule manta.

9. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul cancerului la san triplu negativ.

10. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul melanomului.
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11. Compusul, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul cancerului 1a prostata.

12. Compusul, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in conformitate cu
revendicarea 1, in tratamentul cancerului la esofag.

13. Compusul pentru utilizare conform oricireia dintre revendicdrile 1-12, in care compusul
este

{
(2
4

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

14. Compusul pentru utilizare conform oricdreia dintre revendicarile 1-12, in care compusul
este

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

15. Compusul pentru utilizare conform oricireia dintre revendicdrile 1-12, in care compusul
este:

a)
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

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