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1 2
Inventia se referd la compusii cu formula unde X, Y, A1, Az, Rs, Rp, Re, Ra, Rs, Ry, T si
(n: Re Rs sunt definiti in descrierea inventiei, totodata

Rs reprezintd un fenil sau piridin-5-il,
substituit in pozitia para cu o grupare fosfat,
preferabil cu gruparea -OPO(O-Na*)(O-Na*).

Inventia se referd, de asemenea, la un
procedeu de obtinere a compusilor cu formula
(D), la compozitii farmaceutice, care confin un
compus cu formula (I) sau o sare de aditie a
acestuia cu un acid sau o baza acceptabila
U farmaceutic, si la utilizarea compozitiilor
farmaceutice in fabricarea medicamentelor
pentru  tratarea  cancerului,  maladiilor
autoimune si ale sistemului imunitar.
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(57) Abstract:
1
The invention relates to compounds of
formula (1):

0]

2

wherein X, Y, A1, A2, Ra, Ry, Re, Ry, R3, Ry, T
and Rs are as defined in the description,
wherein Ry is a substituted phenyl or pyridin-
5-yl at the para position by a phosphate group,
preferably by the -OPO(O-Na*)(O-Na*) group.

The invention also relates to a process for
the preparation of compounds of formula (1),
pharmaceutical compositions comprising a
compound of formula (I) or an addition salt
thereof with a pharmaceutically acceptable
acid or base and use of pharmaceutical
compositions in  the manufacture  of
medicaments for the treatment of cancer,
autoimmune and immune system-related
diseases.

Claims: 26

(54) Ilpou3BoAHbIE HA OCHOBE TETPArWAPOU30XHMHOIUHOB U N-
(pennndocdar)amuaon, cnocod MX NOJTYUEHUS U COAePIKALIME UX

(])apMaueBaneclme KOMITIO3UIHMHA

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCUTCS K COCAMHEHUSIM
dopmyst (1):

0}

rae X, Y, A1, Az, Ra, Ry, Re, Ry, Rs, Ra, T
Rs onpenenens! B onvcanny n300peTeHust, Npu
aToM R4 mpezacraBnser coOOil 3aMereHHBIN
(eHuIT WM TUPUIUH-5-1I B 1apa IOJI0KEHUH
dochaTHON  TPYNIIOH,  MPEIIOYTHTEIEHO
rpymmoit -OPO(0O-Na*)(0-Na”).

N3o0perenne Takxe OTHOCUTCS K CIIOCOOY
nomyuenus: coeaumHeHuit  gopmyinsr (1), x
(apMarneBTHIECKUM KOMITO3HITHSIM,
BKJTIOUAIOIUM coenuHenre dopmynsl (1) mm
€ro aJJUTHUBHYIO COJIb C (apMaleBTUYECKH
MIpUEeMJIEMON KHCIIOTOW WJIM OCHOBaHHEM, M K
MIPUMEHEHHIO (hapMareBTHYECKUX
KOMITO3HMLIMHA B TPOHM3BOJICTBE MEIMKAMEHTOB
JUIs  JIEYEHWs] paka, ayTOUMMYHHBIX |
CBSI3aHHBIX C UMMYHHOH CUCTEMOU OOJIC3HEH.

I1. popmymsr: 26
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Prezenta inventie se refera la noi compusi fosfati, la un procedeu de obtinere a lor i la
compozitii farmaceutice care i contin.

Compusii din prezenta inventie sunt noi si posedd caracteristici farmacologice si
farmacocinetice foarte valoroase pentru utilizarea in domeniul apoptozei si oncologiei.

Apoptoza, sau moartea programatd a celulelor, este un procedeu fiziologic, care este
crucial pentru dezvoltarea embrionara si mentinerea homeostazei tisulare.

Moartea de tip apoptotic a celulelor implicd modificari morfologice, cum ar fi
condensarea nucleului, fragmentarea ADN-ului si, de asemenea, fenomene biochimice, cum
ar fi activarea caspazelor care deterioreazd componentele structurale cheie ale celulei,
cauzand astfel dezasamblarea §i moartea ei. Reglarea procesului de apoptoza este complexa
si implica activarea sau reprimarea mai multor cdi de semnalizare intracelulara (Suzanne
Cory si Jerry M. Adams. The Bcl2 family: regulators of the cellular life-or-death switch.
Nature Review Cancer, 2002, vol. 2, nr. 9, p. 647-656).

Dereglarea apoptozei este implicatd in anumite patologii. Apoptoza sporita este asociata
cu bolile neurodegenerative, cum ar fi boala Parkinson, boala Alzheimer si ischemia.
Dimpotriva, deficitele In implementarea apoptozei joacd un rol semnificativ in dezvoltarea
formelor de cancer si chimiorezistenta acestora, in bolile autoimune, bolile inflamatorii si
infectiile virale. in consecinti, absenta apoptozei este una dintre carasteristicile fenotipice ale
cancerului (Douglas Hanahan si Robert A Weinberg. The Hallmarks of Cancer. Cell, 2000,
vol. 100, nr. 1, p. 57-70).

Proteinele anti-apoptotice din familia Bcl-2 sunt asociate cu numeroase patologii.
Implicarea proteinelor din familia Bcl-2 este descrisd in numeroase tipuri de cancer, cum ar fi
cancerul colorectal, cancerul la san, cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul pulmonar cu
celule non-mici, cancerul vezicii urinare, cancerul ovarian, cancerul de prostata, leucemia
cronica limfoida, limfomul folicular, mielomul, etc. Supra-expresia proteinelor anti-
apoptotice din familia Bcl-2 este implicata in tumorigeneza, in rezistenta la chimioterapie si
in prognosticul clinic al pacientilor afectati de cancer. Prin urmare, exista o necesitate
terapeuticd de compusi care inhiba activitatea anti-apoptotica a proteinelor din familia Bcl-2.

Pe langa faptul ca sunt noi, compusii din prezenta inventie au proprietdti farmacologice si
farmacocinetice, fapt ce permite utilizarea lor in patologii care implicd un defect in apoptoza,
cum ar fi, de exemplu, in tratamentul cancerului, bolilor autoimune si bolilor sistemului
imunitar.

Prezenta inventie se referd, mai indeosebi, la un compus fosfat cu formula (I):

0

unde:

X si Y reprezintd un atom de carbon sau un atom de azot, intelegdndu-se ci ei pot si nu
reprezinte simultan doi atomi de carbon sau doi atomi de azot;

A1 si A impreund cu atomii care ii poartd, formeazd un heterociclu Het, substituit
optional, aromatic sau nearomatic, compus din 5, 6 sau 7 membri inelari, care pot contine, pe
langa azot reprezentat de X sau Y, intre 1 - 3 heteroatomi selectati independent dintre oxigen,
sulf i azot, intelegandu-se ca azotul in cauza poate fi substituit cu o grupare ce reprezinta un
atom de hidrogen, o grupare alchil (C;-Ce) liniara sau ramificata sau o grupare -C(O)-O-Alk,
unde AlKk este o grupare alchil (C1-Cg) liniara sau ramificata;
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4

A; si Ay, independent unul de celilalt, reprezintd un atom de hidrogen, un polihaloalchil
(C1-Ce) liniar sau ramificat, o grupare alchil (C1-Cs) liniara sau ramificata sau un cicloalchil;

T reprezinta un atom de hidrogen, o grupare alchil (Ci-Cs) liniara sau ramificata,
substituitd optional cu unul - trei atomi de halogen, o grupare alchil(C;-Cs)-NR1R2, sau o
grupare alchil(C;-C4)-ORg;

R1 si Ry, independent unul de celélalt, reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil
(C1-Ce) liniara sau ramificata;

sau R; si R, formeaza cu atomul de azot care ii poarta un heterocicloalchil;

Rs reprezinta o grupare alchil (C1-Cg) liniara sau ramificatd, o grupare alchenil (C2-Ce)
liniard sau ramificatd, o grupare alchinil (C,-Cs) liniard sau ramificatd, o grupare cicloalchil,
0 grupare cicloalchil (Cs-Cio)alchil(Ci-Ce), in care fractiunea alchil este liniard sau
ramificata, o grupare heterocicloalchil, o grupare aril sau o grupare heteroaril, intelegandu-se
ca unul sau mai multi atomi de carbon din gruparile precedente, sau ai substituentilor posibili
ai acestora, pot fi deuterati;

R4 reprezinta o grupare aril, o grupare heteroaril, o grupare cicloalchil sau o grupare alchil
(C1-Ce) liniara sau ramificatd, totodatd se va intelege ca unul sau mai mul{i atomi de carbon
din grupele precedente, sau ai substituentilor posibili ai acestora, pot fi deuterati;

Rs reprezintd un atom de hidrogen sau halogen, o grupare alchil (Ci-Cs) liniard sau
ramificatd, sau o grupare alcoxi (C1-Cs) liniard sau ramificata;

Re reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil (C1-Ce) liniara sau ramificata;

Ra, Rb, Rc si Rg, independent unul de celalalt, reprezinta R7, un atom de halogen, o
grupare alcoxi (C1-Ce) liniara sau ramificatd, o grupare hidroxi, o grupare polihaloalchil (Ci-
Cs) liniara sau ramificatd, o grupare trifluorometoxi, -NR7R7', nitro, R7-CO-alchil(C;-Ce)-,
R7-CO-NH-alchil(C:-Ce)-, NR7R7'-CO-alchil(C:-Ce)-, NR7R;7'-CO-alchil(Co-Ce)-O-, R7-SO»-
NH-alchil(C1-Cg)-, R7-NH-CO-NH-alchil(C1-Ce)-, R;-O-CO-NH-alchil(C1-Cg)-, 0 grupare
heterocicloalchil, sau substituentii uneia dintre perechile (RsRp), (Ro,Rc) sau (Re,Ra)
formeaza impreund cu atomii de carbon care 1i poartd un inel compus din 5 - 7 membri
inelari, care pot contine 1- 2 heteroatomi selectati dintre oxigen si sulf, de asemenea,
intelegandu-se cd unul sau mai multi atomi de carbon ai inelului defini mai sus poate fi
deuterat sau substituit cu 1- 3 grupdri selectate dintre halogen sau alchil (C1-Cg) liniar sau
ramificat;

R7 si R7', independent unul de celalalt, reprezintd un hidrogen, un alchil (C1-Cs) liniar sau
ramificat, un alchenil (C»-Cs) liniar sau ramificat, un alchinil (C»-Cg) liniar sau ramificat, un
aril sau un heteroaril, sau R7 si R7', impreund cu atomul de azot care ii poarta, formeaza un
heterociclu compus din 5 - 7 membri inelari;

compusul cu formula (I) fiind astfel ca, cel putin, unul dintre atomii de carbon pe care 1i

continea este substituit cu una dintre urmditoarele grupari fosfat: -OPO(OM)(OM),
-OPO(OM)(O-M17), -OPO(O'M1")(O'M2"), -OPO(0)(0)Ms*,
-OPO(OM)(O[CH.CH20]nCHs), sau -OPO(O'M:")(O[CH.CH;0]sCHs), unde M si M,
independent unul de celalalt, reprezintda un atom de hidrogen, o grupare alchil (C1-Ce) liniara
sau ramificata, o grupare alchenil (C,-Cs) liniard sau ramificata, o grupare alchinil (C;-Cs)
liniard sau ramificatd, un cicloalchil sau un heterocicloalchil ambii compusi din 5 sau 6
membri inelari, in timp ce Mi* si My", independent unul de celdlalt, reprezintd un cation
monovalent acceptabil farmaceutic, si Ms?" reprezintd un cation bivalent acceptabil
farmaceutic §i n este un numar integru de la 1 pana la 5;

intelegandu-se ca:

- "aril" Inseamna o grupare fenil, naftil, bifenil sau indenil,

- "heteroaril" inseamna orice grupare mono- Sau bi-ciclicd compusid din 5-10 membri
inelari, avand cel putin o fractiune aromatica si continand 1-4 heteroatomi selectati dintre
oxigen, sulf si azot (inclusiv atomi de azot cuaternar);

- "cicloalchil" inseamna orice grupare mono-sau bi-ciclica, nearomaticd, carbociclica
care contine 3-10 membri inelari,

- "heterocicloalchil" inseamnd orice grupare mono-sau bi-ciclica, nearomatica,
condensata sau spiro compusa din 3 - 10 membri inelari si care contine 1-3 heteroatomi
selectati dintre oxigen, sulf, SO, SO si azot;

fiind posibil ca grupdrile aril, heteroaril, cicloalchil si heterocicloalchil astfel definite si
gruparile alchil, alchenil, alchinil si alcoxi sa fie substituite cu 1 - 3 grupari selectate dintre
alchil (C1-Ce) liniara sau ramificatd, substituita optional, spiro (Cs-Cs), alcoxi (C1-Ce) liniara
sau ramificatd, substituitd optional, (Ci-Ce)alchil-S, hidroxi, oxo (sau N-oxid, dupa caz),
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nitro, ciano, -COOR', -OCOR', NR'R", polihaloalchil (C:-C¢) liniar sau ramificat,
trifluormetoxi, (C;-Ce)alchilsulfonil, halogen, aril optional substituita, heteroaril, ariloxi,
ariltio, cicloalchil, heterocicloalchil, substituit optional cu unul sau mai multi atomi de
halogen sau grupari alchil, intelegandu-se ca R' si R", independent unul de celilalt,
reprezintd un atom de hidrogen sau o grupare alchil (Ci-Ce) liniard sau ramificata, substituita
optional,

fiind posibil ca gruparea Het definita in formula (I) sa fie substituitd cu una - trei grupari
selectate dintre alchil (C1-Cs) liniar sau ramificat, hidroxi, alcoxi (C1-Cs) liniar sau ramificat,
NRi'R1" si halogen, intelegindu-se ca Ri' si Ry sunt astfel precum sunt definiti pentru
gruparile R' si R" mentionate mai sus;

la enantiomerii si diastereoizomerii acestuia, si la sarurile de aditie ale acestora cu un acid
sau o baza acceptabila farmaceutic.

Printre acizii acceptabili farmaceutic pot fi mentionati, fara a se limita la acidul clorhidric,
brombhidric, sulfuric, fosforic, acetic, trifluoracetic, lactic, piruvic, malonic, succinic, glutaric,
fumaric, tartric, maleic, citric, ascorbic, oxalic, metansulfonic, camforic, etc.

Printre bazele acceptabile farmaceutic pot fi mentionate, fird a se limita la hidroxidul de
sodiu, hidroxidul de potasiu, hidroxidul de potasiu, trietilamina, tert-butilamina etc.

Compusi preferati ai inventiei includ compusi cu formula (I) unde R4 reprezinta fenil
substituit in pozitia para cu 0 grupare cu formula -OPO(OM)(OM'), -OPO(OM)(O"M1"),
-OPO(O'M")(O'M,*), -OPO(O")(0)Ms?*, -OPO(OM)(O[CH,CH,0],CHs), or -OPO(O-
M;*)(O[CH,CH;0],CHj3), unde M si M', independent unul de celélalt, reprezinta un atom de
hidrogen, o grupare alchil (C1-Ce) liniara sau ramificatd, o grupare alchenil (C,-Ce)) liniara
sau ramificatd, o grupare alchinil (C,-Ce) liniard sau ramificatd, un cicloalchil sau un
heterocicloalchil, ambii compusi din 5 sau 6 membri inelari, in timp ce Mi* si My",
independent unul de celilalt, reprezinti un cation monovalent acceptabil farmaceutic, si Ma?*
reprezintd un cation bivalent acceptabil farmaceutic i n este un numar integru de la 1 pana la
5, intelegandu-se ca gruparea fenil poate fi substituitd optional cu unul sau mai multi atomi
de halogen.

Se prefera compusi cu formula (I), unde R4 reprezintd o grupare fenil sau o grupare
pirimidin-5-il, ambele substituite in pozitia para cu o grupare cu formula OPO(O-M;")(O
M_*), si chiar mai indeosebi cu o grupare cu formula -OPO(O-Na*)(O-Na*).

In mod avantajos, X reprezinti un atom de carbon si Y reprezinti un atom de azot. Chiar
mai avantajos, gruparea:

reprezinta o 5,6,7,8-tetrahidroindolizina, o indolizind sau un pirol dimetilat.

De preferinta, T reprezintd o grupare metil, (morfolin-4-il)metil sau 3-(morfolin-4-
il)propil.

In compusii preferati ai inventiei, Ra si Ry reprezinta fiecare un atom de hidrogen si
(Rb,R¢), impreuna cu atomii de carbon care 1i poarta, formeaza o grupare 1,3-dioxolan sau o
grupare 1,4-dioxan; sau Ra, Rc si Rq reprezinta fiecare un atom de hidrogen si Ry reprezintd
un hidrogen sau un halogen.

Intr-o altd variantd de executare a inventiei, Ra si Rg reprezinta fiecare un atom de
hidrogen, Ry reprezintd un atom de halogen si Rc 0 grupare metoxi.

Alternativ, Ra, Ry si Rq reprezinta fiecare in mod avantajos un atom de hidrogen si R¢
reprezintd o grupare NR7R7'-CO-(Co-Ce)alchil-O-, si chiar mai preferabil R reprezintd o
grupare 2-0xo-2-(piperidin-1-il)etoxi.

In plus, Rs reprezintd in mod avantajos o grupare selectata dintre fenil, 1H-indol, 1H-
pirolo[2,3-b]piridina, piridind, 1H-pirazol, 1H-pirol si 2,3-dihidro-1H-pirolo[2,3-b]piridina,
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aceste grupari avand optional unul sau mai multi substituenti selectati dintre alchil (mai
preferabil metil) (C1-Ce) liniar sau ramificat, ciano si trideuteriometil.

Printre compusii preferati ai inventiei pot fi mentionati:

- A-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]Jcarbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil fosfat disodic,

- 4A-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1Hil]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat
disodic,

- 4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }[1-(trideuteriometil)-1H-pirazol-4-
ilJamino)fenil fosfat disodic,

- 4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic,

- 4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1-metil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic,

- 4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]Jcarbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic,

- 4-[(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il){[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-
3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic,

- A-({[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic,

enantiomerii si diastereoizomerii lor, si sarurile de aditie ale acestora cu un acid sau o
baza acceptabila farmaceutic.

Studiul farmacocinetic al compusilor fosfati cu formula (I) a ardtat ca acestia au fost
transformati in vivo in compusi cu formula (I'), caracterizati prin aceea ca functia fosfat a fost
metabolizatd intr-o functie hidroxi. Compusii cu formula (I) se comportd corespunzator ca
promedicamente ale compusilor cu formula (I') avand urmatoarea formula:

Rs

unde:

X si Y reprezintd un atom de carbon sau un atom de azot, intelegadndu-se ci ei pot si nu
reprezinte simultan doi atomi de carbon sau doi atomi de azot;

A1 si Ay impreund cu atomii care ii poartd, formeaza un heterociclu Het substituit
optional, aromatic sau nearomatic, compus din 5, 6 sau 7 membri inelari, care pot contine, pe
langa azot reprezentat de X sau Y, intre 1 - 3 heteroatomi selectati independent dintre oxigen,
sulf si azot, intelegdndu-se ca azotul In cauza poate fi substituit cu o grupare ce reprezinta un
atom de hidrogen, o grupare alchil (C;-Ce) liniara sau ramificata sau o grupare -C(O)-O-Alk,
unde AlK este o grupare alchil (C1-Cg) liniara sau ramificata;

sau A1 si A, independent unul de celalalt, reprezintd un atom de hidrogen, un
polihaloalchil (C:-Cs) liniar sau ramificat, o grupare alchil (C1-Cs) liniara sau ramificatd sau
un cicloalchil;
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T reprezinta un atom de hidrogen, o grupare alchil (Ci-Cs) liniara sau ramificata,
substituita optional cu unu - trei atomi de halogen, o grupare alchil (Ci-Cs)-NR1R2, sau o
grupare alchil (C1-C4)-ORes;

R1 si Ry, independent unul de celélalt, reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil
(C1-Ce) liniara sau ramificata;

sau Ri si R, formeaza cu atomul de azot care ii poartd un heterocicloalchil,

Rs reprezinta o grupare alchil (C1-Cg) liniarda sau ramificatd, o grupare alchenil (C2-Ce)
liniard sau ramificata, o grupare alchinil (C,--Ce) liniara sau ramificatd, o grupare cicloalchil,
0 grupare cicloalchil (Cs-Cio)-alchil(C:-Ce), in care fractiunea alchil este liniara sau
ramificata, o grupare heterocicloalchil, o grupare aril sau o grupare heteroaril, intelegandu-se
ca unul sau mai multi atomi de carbon din gruparile precedente, sau ai substituentilor posibili
ai acestora, pot fi deuterati;

R4 reprezinta o grupare aril, o grupare heteroaril, 0 grupare cicloalchil sau o grupare alchil
(C1-Ce) liniara sau ramificata, intelegandu-se ca unul sau mai multi atomi de carbon din
gruparile precedente, sau ai substituentilor posibili ai acestora, pot fi deuterati;

Rs reprezintd un atom de hidrogen sau halogen, o grupare alchil (C;-Ce) liniara sau
ramificatd, sau o grupare alcoxi (C1-Cs) liniard sau ramificata;

Re reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil (C1-Cs) liniara sau ramificata;

Ra, Rb, Rc si Rq, independent unul de altii, reprezintd Ry, un atom de halogen, o grupare
alcoxi (C1-Cg) liniard sau ramificata, o grupare hidroxi, o grupare polihaloalchil (C;1-Cg)
liniard sau ramificata, o grupare trifluorometoxi, -NR7R7', nitro, Rz-CO-alchil(Co-Ce)-, R7-
CO-NH-alchil(C:-Cg)-, NR7R;'-CO-alchil(Cp1-Cs)-, NR7R7'-CO-alchil(C:-Cg)-O-, R7-SO»-
NH-alchil(C1-Cg)-, R7-NH-CO-NH-alchil(C1-Cs), R7-O-CO-NH-alchil(C:-Cs )-, 0 grupare
heterocicloalchil, sau substituentii uneia dintre perechile (Ra,Rp), (Ro,Rc) sau (R¢,Rq formeaza
impreuna cu atomii de carbon care ii poartd un inel compus din 5-7 membri inelari, care pot
contine 1-2 heteroatomi selectati dintre oxigen si sulf, de asemenea, intelegdndu-se ca unul
sau mai multi atomi de carbon ai inelului definiti mai sus poate fi deuterat sau substituit cu 1-
3 grupari selectate dintre halogen sau alchil (C1-Ce) liniar sau ramificat;

Rz and R/, independent unul de celalalt, reprezintd un hidrogen, un alchil (C1-Cg) liniar
sau ramificat, un alchenil (C,-Cs) liniar sau ramificat, un alchinil (C,Cs) liniar sau ramificat,
un aril sau un heteroaril, sau R7 si R;', impreund cu atomul de azot care ii poartd, formeaza
un heterociclu compus din 5-7 membri inelari;

intelegandu-se ca:

- "aril" Inseamna o grupare fenil, naftil, bifenil sau indenil,;

- "heteroaril" inseamna orice grupare mono- sau bi-ciclicd compusa din 5-10 membri
inelari, avand cel putin o fractiune aromatica si continand 1-4 heteroatomi selectati dintre
oxigen, sulf si azot (inclusiv atomi de azot cuaternar);

- "cicloalchil" inseamnd orice grupare mono-sau bi-ciclica, nearomatica, carbociclica
care contine 3 -10 membri inelari;

- "heterocicloalchil" inseamna orice grupare mono-sau bi-ciclicd, nearomatica,
condensata sau spiro compusd din 3-10 membri inelari §i care contine 1-3 heteroatomi
selectati dintre oxigen, sulf, SO, SO, si azot;

fiind posibil ca grupdrile aril, heteroaril, cicloalchil si heterocicloalchil astfel definite si
gruparile alchil, alchenil, alchinil si alcoxi sa fie substituite cu 1 - 3 grupari selectate dintre
alchil (C1-Ce) liniar sau ramificat, substituit optional, spiro (C3-Cs), alcoxi (C1-Cs) liniar sau
ramificat, substituit optional, (Ci-Cg)alchil-S, hidroxi, oxo (sau N-oxid, dupd caz), nitro,
ciano, -COOR', -OCOR', NR'R", polihaloalchil (C.Ce) liniar sau ramificat, trifluormetoxi,
alchilsulfonil (C1-Cs), halogen, aril optional substituit, heteroaril, ariloxi, ariltio, cicloalchil,
heterocicloalchil substituit optional cu unul sau mai multi atomi de halogen sau grupari
alchil, intelegdndu-se ca R' si R", independent unul de celilalt, reprezintd un atom de
hidrogen sau o grupare alchil (C1-Ce) liniard sau ramificata, substituita optional;

fiind posibil ca gruparea Het definita in formula (I) sa fie substituitd cu una - trei grupari
selectate dintre alchil (C1-Cs) liniar sau ramificat, hidroxi, alcoxi (C1-Cs) liniar sau ramificat,
NR1'R1" si halogen, intelegandu-se ca Ry’ si R: sunt astfel cum sunt definiti pentru gruparile
R' si R" mentionate mai sus;

enantiomerii si diastereoizomerii lor, si sarurile de aditie ale acestora cu un acid sau o
baza acceptabila farmaceutic.

Compusii cu formula (I') posedd proprietati pro-apoptotice si ca rezultat prezintd un
interes terapeutic major in tratamentul formelor de cancer, bolilor autoimune si bolilor
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sistemului imunitar. in prezenta inventie s-a aratat ¢ prin administrarea compusilor fosfati cu
formula (I), a fost optimizatd expunerea in vivo la compusii cu formula (I'). Solubilitatea
compusilor cu formula (I) este, de fapt, mult mai mare, decat cea a compusiilor cu formula
(1. In consecinta, utilizarea compusilor cu formula (I) in fabricarea compozitiilor
5 farmaceutice este, in special, avantajoasa din punct de vedere galenic.

Inventia se refera, de asemenea, la un procedeu de obtinere a compusilor cu formula (I),
procedeul dat fiind caracterizat prin aceea ca in calitate de material initial este utilizat
compusul cu formula (11):

0O Br

(I
Ry Re

Re

10 unde Ra, Ry, Re si Rg sunt definiti ca in formula (I');
compusul cu formula (IT) fiind supus unei reactii Heck, intr-un mediu apos sau organic, in
prezenta unui catalizator de paladiu, unei baze, unei fosfine si compusului cu formula (III):

X
\ (I

Y
\A2

unde gruparile Az §i Az, X §i Y sunt astfel cum au fost definite pentru formula (I') si Alk
15  reprezintd un alchil (C;-Cg) liniar sau ramificat;
pentru a obtine compusul cu formula (IV):
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(V)

unde Ai, Az X, Y, Ry Ry, R si Rg sunt astfel cum au fost definiti pentru formula (I') si
Alk este astfel cum a fost definit mai sus;
compus cu formula (IV), a carui functie aldehida este oxidata in acid carboxilic pentru a
5  forma compusul cu formula (V):

Alk

(V)

unde Ai, Az, X, Y, Ry Ry, R si Rg sunt astfel cum au fost definiti pentru formula (I') si
Alk este astfel cum a fost definit mai sus;

compusul cu formula (V) fiind apoi supus cupldrii peptidice cu un compus cu formula
10 (VI):



10

15

20

25

30

MD 4551 B1 2018.02.28

10

NH
Rs (V1)

T

unde T si Rs sunt astfel cum au fost definiti pentru formula (I');
pentru a obtine compusul cu formula (VI1I):

(Vi

unde Ag, Az, X, Y, Ra, Ry, Re, Ry, T si Rs sunt astfel cum au fost definiti pentru formula
(I') si Alk este astfel cum a fost definit mai sus;

compusul cu formula (VII), a carui functie ester este hidrolizata pentru a se obtine acidul
carboxilic sau carboxilatul corespunzitor, care poate fi transformat intr-un derivat de acid,
cum ar fi clorura de acil sau anhidrida corespunzitoare inainte de a fi cuplat cu o amina
NHR3R4 in care Rs si Rq au aceleasi semnificatii ca pentru formula (I'), inainte de a fi supus
actiunii unui pirofosfat, fosfonat sau unui compus fosforil in conditii bazice, fiind posibil ca
compusul obtinut astfel si fie optional hidrolizat sau hidrogenolizat pentru a se obtine
compusul cu formula (1),

compusul cu formula (1) care poate fi purificat conform unei tehnici de separare
conventionale, care este transformat, la dorinta, in sarurile sale de aditie cu un acid sau o baza
acceptabilda farmaceutic si care este optional separat In izomerii sai conform unei tehnici de
separare conventionale;

intelegandu-se cd in orice moment considerat oportun in cursul procedeului descris mai
sus, anumite grupari (ex.: hidroxi, amino) de reactivi sau intermediari de sinteza pot fi
protejate si apoi deprotejate in conformitate cu cerintele de sinteza.

Compusii cu formulele (II), (IIT), (VI) si amina NHR3R4 sunt disponibili comercial sau
pot fi obtinuti de catre specialistul in domeniu prin reactii chimice obisnuite descrise in
literatura.

Mai exact, compusii fosfati cu formula (I) conform inventiei vor fi utili in tratamentul
formelor de cancer rezistente la chimio- sau radioterapie si, de asemenea, in hemopatii
maligne si cancerul pulmonar cu celule mici.

Printre tratamentele formelor de cancer prevazute pot fi mentionate, fara a se limita la
cancerul vezicii urinare, la creier, de san si uter, leucemiile limfoide cronice, cancerul
colorectal, formele de cancer la esofag si ficat, leucemiile limfoblastice, limfoamele non-
Hodgkin, melanoamele, hemopatiile maligne, mieloamele, cancerul ovarian, cancerul
pulmonar cu celule non-mici, cancerul de prostata si cancerul pulmonar cu celule mici.
Printre limfoamele non-Hodgkin, pot fi mentionate mai preferabil limfoamele foliculare,
limfoamele cu celule de manta, limfoame difuze cu celule mari B, limfoamele limfocitare
mici si limfoamele zonei marginale cu celule B.
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Prezenta inventie se referd, de asemenea, la compozitii farmaceutice care cuprind, cel
putin, un compus cu formula (I), in combinatie cu unul sau mai multi excipienti acceptabili
farmaceutic.

Printre compozitiile farmaceutice conform inventiei pot fi mentionate, in mod special,
cele care sunt adecvate pentru administrarea orald, parenterald, nazala, per- sau transcutanata,
rectald, perlinguald, oculara sau respiratorie, in special comprimatele sau drajeurile,
comprimatele sublinguale, pliculetele, capsulele, comprimatele sublinguale cu dizolvare lenta
(glossettes), tabletele, supozitoarele, cremele, unguentele, gelurile dermice, si fiolele buvabile
sau injectabile.

Doza variaza in functie de sexul, varsta si greutatea pacientului, calea de administrare,
natura indicatiei terapeutice, sau orice tratamente asociate, si variaza intre 0,01 mg si 1 g
pentru 24 ore in una sau mai multe administrari.

Pe langa aceasta, prezenta inventie se refera, de asemenea, la asocierea unui compus cu
formula (I) cu un agent anticanceros selectat dintre agentii genotoxici, toxinele mitotice, anti-
metaboliti, inhibitorii de proteazom, inhibitorii de kinazad si anticorpii, si, de asemenea, la
compozitii farmaceutice care cuprind acest tip de asociere si utilizarea acestora in fabricarea
medicamentelor pentru utilizarea in tratamentul cancerului.

Compusii din inventie pot fi, de asemenea, utilizati in asociere cu radioterapia in
tratamentul cancerului.

Urmatoarele Preparari si Exemple ilustreaza inventia fard a o limita in vreun oarecare
mod.

Prepararea 1.  Acidul  6-[1-(metoxicarbonil)-5,6,7,8-tetrahidro-3-indolizinil]-1,3-
benzodioxol-5-carboxilic

Etapa A: Acidul 1-formil-2-piperidina-carboxilic

La o solutie de 40 g de amestec racemic de acid 2-piperidina-carboxilic (0,310 mmol) in
300 ml de acid formic plasat la 0°C se adauga, prin picurare, 200 ml (2,15 mmol) de
anhidrida aceticd. Amestecul se agitd apoi la temperatura ambiantd timp de o noapte. Apoi,
amestecul de reactie se raceste pana la 0°C, se hidrolizeaza prin adaugarea a 250 ml de apa, si
se agitd timp de o jumatate de ora la 0°C inainte de a fi concentrat la sec. Uleiul astfel obtinut
este prelevat in 200 ml de metanol si apoi concentrat la sec. Produsul din titlu este obtinut sub
formé de ulei cu un randament de 98%. Acesta este utilizat direct, fara a fi purificat in alt
mod, in etapa urmatoare.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 13,0 (m, 1H OH); 8,0-8,05 (2s, 1H aldehidi);
4,9-4,5 (2d, 1H o al N i COOH) ; 4,1-2,6 (m, 2H aal N); 2,2-1,2 (m, 6H piperiding).

IR: v: -OH: 2000-3000 cm™ acid; v: >C=0 1703 cm™* banda larga.

Etapa B: 5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina-carboxilatul de metil

La o solutie de 10 g de acid carboxilic obtinut in Etapa A (63,6 mmol) in 65 ml de
dicloretan se adauga succesiv 13,4 g de clorura de tosil (70,4 mmol), 11,5 ml de 2-cloracrilat
de metil (113,5 mmol) si apoi, prin picurare, 17,8 ml de N,N,N-trietilamina (127,2 mmol).
Amestecul de reactie este apoi adus la reflux timp de 1 ord 30 minute. Acesta este plasat la
temperatura ambianta, si apoi se adauga 5 ml de 2-cloracrilat de metil (48,9 mmol) si, prin
picurare, 9 ml de N,N,N-trietilamina (64 mmol). Amestecul este incalzit la reflux timp de o
noapte.

Amestecul de reactie este apoi diluat cu clorurd de metilen, spélat succesiv cu solutie de
HCI 1M, solutie apoasa saturatda de NaHCOs3 si apoi cu saramura pana la obtinerea unui pH
neutru. Faza organica este ulterior uscata pe MgSQOs, filtratd, concentrata la sec si purificata
prin cromatografia pe gel de silice (gradient heptan/AcOEt). Produsul din titlu este obtinut
sub forma de ulei.

RMN *H: & (400 MHz; CDCls; 300°K): 6,55-6,40 (d, 2H, tetrahidroindolizind); 3,91 (t,
3H ester metilic); 3,78 (s, 3H tetrahidroindolizind); 3,08 (t, 2H, tetrahidroindolizind); 1,95-
1,85 (m, 4H, tetrahidroindolizina).

IR: v:i>C=0 1692 cm™ ester.

Etapa C: 3-(6-formil-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina-carboxilat
metilic
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La o solutie de 6,4 g de ester obtinut in Etapa B (35,7 mmol) in 12 ml de N,N-
dimetilacetamida se adauga succesiv 12,3 g de 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carbaldehida
(53,6 mmol) si 7 g de acetat de potasiu (71,4 mmol), si apoi amestecul se agitd sub argon
timp de 20 de minute. Apoi se adauga 1,3 g de catalizator de paladiu
diclorobis(trifenilfosfina)paladiu(Il) (PdCl2(PPhs)2) (1,8 mmol). Amestecul de reactie este
apoi incalzit la 130°C timp de o ord inainte de adaugarea a 139 ul de H,O la acesta.
Incilzirea este mentinuti la aceeasi temperaturd timp de noapte. Amestecul este lisat si
revind la temperatura ambianta si apoi este diluat cu AcOEt. Se adaugd carbune de origine
animala (25 g per g de produs) si amestecul se agita la temperatura ambianta timp de 1 ora si
apoi se filtreaza. Faza organica se spald apoi cu apd, se usuca pe sulfat de magneziu si se
concentreaza la sec. Produsul brut astfel obtinut este purificat prin cromatografie pe gel de
silice (gradient heptanl/AcOEt). Produsul din titlu este obtinut sub forma de ulei.

RMN *H: &:(400 MHz; dmso-d6; 353°K): 9,65 (s, 1H, H aldehidd); 7,3-7,15 (2s, 2H, H
aromatici); 6,45 (s, 1H tetrahidroindolizind); 6,20 (s, 2H metilenedioxi); 3,70 (s, 3H ester
metilic); 3,5-4,0 (m, 2H tetrahidroindolizind); 3,05 (m, 2H tetrahidroindolizind); 1,85 (m, 4H
tetrahidroindolizina).

IR: v: >C=0 1695 cm™ ester; v: >C=0 1674 cm™.

Etapa D: Acidul 6-[1-(metoxicarbonil)-5,6,7,8-tetrahidro-3-indolizinil]-1,3-benzodioxol-
5-carboxilic

Se prepara o solutie ce contine 3,37 g de compus obtinut in Etapa C (10,3 mmol) in 9,3
ml de acetona si 8,8 ml (80,24 mmol) de 2-metil-2-butena si se plaseaza la 0°C. La aceasta se
adauga, prin picurare, 9,3 ml de solutie apoasa care contine un amestec de 3,3 g de clorura de
sodiu (NaClO2) (36,05 mmol) si 3,6 g de monohidrat hidrogenfosfat de sodiu (NaH,PO.)
(25,75 mmol). Apoi amestecul se agita la temperatura ambiantd timp de 7 ore. Amestecul de
reactie este apoi concentrat pentru a inldtura acetona. Solidul obtinut se filtreaza, se spala cu
apa si apoi se usucd la 40°C sub vid timp de o noapte. Produsul din titlu este obtinut sub
forma de solid, care se utilizeaza ulterior fara a fi purificat in alt mod.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 12,10 (m, 1H, H acid carboxilic); 7,40-6,88
(2s, 2H, H aromatici); 6,20 (s, 1H tetrahidroindolizind); 6,18 (s, 2H metilenedioxi); 3,70 (s,
3H ester metilic); 3,55 (t, 2H tetrahidroindolizind); 3,00 (m, 2H tetrahidroindolizina); 1,80
(m, 4H, H tetrahidroindolizina).

IR: v: -OH: 3000-2000 cm acid; v: >C=0 1686-1676 cm™ ester+acid; v: >C=C< 1608
cm™.

Prepararea 2: Acidul 2-[1-(metoxicarbonil)-5,6,7,8-tetrahidro-3-indolizinil]benzoic
Procedura este in conformitate cu protocolul descris in Prepararea 1, inlocuind 6-brom-
1,3-benzodioxol-5-carbaldehida utilizatd in Etapa C cu 2-brom-benzaldehida.

Prepararea 3: Acidul 6-[1-(metoxicarbonil)-3-indolizinil]-1,3-benzodioxol-5-carboxilic

Etapa A: Bromura de 1-(carboximetil)-1,2-dihidropiridinium

La o solutie de 16,2 ml de piridind (200 mmol) in 120 ml de acetat de etil se adauga, in
portii, 27,8 g (200 mmoli) de acid bromacetic. Apoi amestecul se agitd la temperatura
ambianta timp de o noapte. Precipitatul astfel obtinut se filtreaza si apoi se spala cu acetat de
etil rece. Dupa uscare, produsul din titlu este obtinut sub forma de pudra, care este utilizata
direct in urmatoarea etapa.

RMN H: § (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 9,15 (d, 2H, H aromatici piridind); 8,7 (t, 1H, H
aromatic); 8,25 (t, 2H, H aromatic); 5,65 (s, 2H, H CH,COOH).

IR: v: C=0: 1732 cm™*; -OH acid: 2800 cm™.

Etapa B: Metil 1-indolizincarboxilat

La o suspensie de 6,55 g de sare de piridiniu obtinuta in Etapa A (30 mmol) in 240 ml de
toluen se adauga succesiv 16,7 ml de acrilat de metil (150 mmol), 4,2 ml de trietilamina (30
mmol) si apoi, in portii, 20,9 g de MnO; (240 mmol). Amestecul este apoi incilzit la 90°C
timp de 3 de ore. Dupa racire, amestecul de reactie se filtreazd pe o turtd de celitd si se
concentreazd la sec. Produsul din titlu se izoleaza apoi prin purificare pe gel de silice
(gradient heptan/AcOEt: 0-10%) sub forma de ulei care se cristalizeaza in stare rece.
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RMN H: § (300 MHz; dmso-d6; 300°K): 8,5 (d, 1H, H indolizind); 8,05 (d, 1H, H
indolizind); 7,6 (s, 1H, H indolizind); 7,15 (m, 2H, H indolizind); 6,85 (m, 1H, H indolizind);
4,25 (g, 2H, -C(O)CH>CHa); 1,35 (t, 3H, -C(O)CH,CHs).

IR: v: C=0 ester: 1675 cm™; fractiuni aromatice C=C: 1634 cm™.

Etapa C: Acidul 6-[1-(metoxicarbonil)-3-indolizinil]-1,3-benzodioxol-5-carboxilic
Procedura este in conformitate cu protocolul descris in Etapele C si D a Prepardarii 1.

Prepararea 4: Acidul 4-cloro-2-[4-(etoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-il]benzoic

Etapa A: 1,2-dimetil-1H-pirol-3-carboxilat de etil

La o solutie de 10 g de 2-metil-1H-pirol-3-carboxilat de etil (65,3 mmol) si 8,95 ml
(130,6 mmol) de iodurd de metil in 70 ml de dimetilformamida plasata la 0°C se adauga, in
trei portii , 2,61 g (65,3 mmol) de hidrurd de sodiu de 60%. Amestecul se agita apoi la 0°C
timp de o ora. Ulterior, amestecul de reactie este hidrolizat prin adaugarea a 420 ml de apa
rece ca gheata. Amestecul de reactie este apoi diluat cu acetat de etil, spalat succesiv cu
solutie de HC1 0,1 M, solutie apoasa saturata de LiCl si apoi cu saramura. Faza organica este
apoi uscatd pe MgSOs, filtratd, concentratd la sec si purificatd prin cromatografia pe gel de
silice (gradient eter de petrol/AcOEt).

RMN !H: § (400 MHz; dmso-d6; 300K): 6,65 (d, 1H pirol); 6,3 (1d, 1H pirol); 4,1 (1q,
2H, OCH2CHg); 3,5 (s, 3H N-pirol); 2,4 (s, 3H pirol); 1,5 (1t, 3H OCH,CH3).

IR: v: >C=0: 1688 cm?; v: C-O-C: 1172 cm™.

Etapa B: 5-(5-cloro-2-formilfenill)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-carboxilat de etil

La o solutie de 10,5 g de compus obtinut in Etapa A (62,8 mmol) in 65 ml de N,N-
dimetilacetamidd se adaugd succesiv 15,2 g de 2-bromo-4-clorobenzaldehida (69 mmol),
12,3 g de acetat de potasiu (125,6 mmol) si apoi amestecul se agitd sub argon timp de 20 de
minute. Apoi se adauga 2,2 g de catalizator de paladiu PdCl»(PPhs), (3,14 mmol). Amestecul
de reactie este apoi incidlzit la 130°C timp de o noapte. Amestecul este lasat sa revinad la
temperatura ambianta si apoi este diluat cu diclormetan. Se adaugd carbune de origine
animala (30 g) si amestecul se agita la temperatura ambianta timp de 1 ora si apoi se filtreaza.
Faza organica se spald apoi cu apa, se usuca pe sulfat de magneziu si se concentreaza la sec.
Produsul brut obtinut astfel este purificat prin cromatografie pe gel de silice (gradient eter de
petrol/AcOEt). Produsul din titlul este obtinut sub forma de solid.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300K): 9,8 (s, 1H, formil); 7,91-7,69-7,61 (d, 3H, H
aromatici); 6,5 (s, 1H pirol); 4,2 (g, 2H, OCH2CH3 ); 3,4 (s, 3H, CHs-N-pirol); 2,55 (s, 3H
pirol); 1,28 (t, 3H, OCH,CHs).

Etapa C: Acidul 4-cloro-2-[4-(etoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-il]benzoic

Se prepara o solutie care contine 12,85 g de compus obtinut in Etapa B (42 mmol) si 35,7
ml (336 mmol) de 2-metil-2-butena intr-un amestec care contine 20 ml de acetona si 20 ml de
tetrahidrofuran. Se adauga, prin picurare, 200 ml de o solutie apoasa care contine un amestec
de 13,3 g de clorura de sodiu (NaClOy) (147 mmol) si 14,5 g de monohidrat hidrogenfosfat
de sodiu (NaH,PO4H>O) (105 mmol). Amestecul se agita apoi viguros la temperatura
ambiantad timp de 7 ore. Amestecul de reactie este apoi concentrat pentru a inlatura acetona.
Se adauga acetat de etil, iar faza organica se spald cu apa si apoi se concentreaza la sec.
Reziduul este apoi prelevat intr-o cantitate minima de eter etilic. Solidul obtinut se filtreaza,
se spala cu eter si apoi se usucd sub vid la 40°C timp de o noapte. Produsul din titlu este
obtinut sub forma de solid, care este ulterior folosit fara a fi purificat in alt mod.

RMN *H: & (400 MHz; dmso-d6; 300K): 13 (s, 1H, COOH); 7,85-7,6-7,41 (d,dd, wd, 3H,
H aromatici); 6,3 (s, 1H, H pirol); 4,15 (g, 2H, OCH2CHg); 3,25 (s, 3H, CHs-N-pirol); 2,5 (s,
3H, CHzs-pirol); 1,25 (t, 3H, OCH,CHs).

IR: v: -OH: 3100-2500 cmacid; v: >C=0: 1681 cm ester + acid.

Prepararea 5: Acidul 6-[4-(etoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-il]-1,3-benzodioxol-5-
carboxilic

Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 4, inlocuind 2-bromo-4-
clorobenzaldehida utilizata in Etapa B cu 6-bromo-1,3-benzodioxol-5-carbaldehida.
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Prepararea 6: Acidul 4-fluoro-3-metoxi-2-[4-(etoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-
il]benzoic

Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 4, inlocuind 2-bromo-4-
clorobenzaldehida utilizatd in Etapa B cu 2-bromo-4-fluoro-3-metoxibenzaldehida.

Prepararea 7: Acidul 4-fluoro-2-[4-(etoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-il]benzoic
Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 4, inlocuind 2-bromo-4-
clorobenzaldehida utilizata in Etapa B cu 2-bromo-4-fluorobenzaldehida.

Prepararea 8: Acidul 7-[4-(metoxicarbonil)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-il]-2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-carboxilic

Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 4, inlocuind 2-metil-1H-pirol-
3-carboxilatul de etil in Etapa A cu 2-metil-1H-pirol-3-carboxilatul de metil si 2-bromo-4-
clorobenzaldehida utilizatd in Etapa B cu 7-bromo-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-
carbaldehida.

Prepararea 9: Acidul 5-benziloxi-2-(1-metoxicarbonil-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-3-
il)benzoic

Etapa A: 3-(4-benziloxi-2-formil-fenil)-5,6,7,8-tetrahidroindolizina-1-carboxilat metilic

Se introduce 5-benziloxi-2-bromo-benzaldehida (12,3 g, 42,2 mmol) intr-un balon in
prezenta acetatului de potasiu (8,3 g; 84,2 mmol) si 120 ml de dimetilacetamida. Dupa
degazare sub argon, se adauga diclorbis(trifenilfosfina)paladiu (II) (1,04 g, 1,5 mmol) si
amestecul este apoi degazat sub argon inainte de a fi incalzit la 100°C timp de 16 ore. Dupa
revenirea la temperatura ambianta, amestecul de reactie se toarnd in 200 ml de acetat de etil,
se filtreaza pe celita si se spala cu apa si apoi cu saramura. Fazele apoase combinate sunt
extrase cu acetat de etil. Fazele organice se usuca pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se
concentreaza sub presiune redusd. Reziduul obtinut se purifica prin cromatografie pe gel de
silice pentru a obtine produsul din titlu.

Etapa B: Acidul 5-benziloxi-2-(1-metoxicarbonil-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-3-il)benzoic

La o solutie de compus obtinut in Etapa B (4,63 g, 11,89 mmol) in 300 ml de acetona se
adauga 2-metil-2-butena (6,31 ml, 59 mmol). Apoi se toarna, prin picurare, o solutie de
monohidrat hidrogenfosfat de sodiu (6,56 g, 47,6 mmol) si clorurd de sodiu (2,69 g, 23,8
mmol) 1n 40 ml de apa, in timp ce temperatura se mentine sub 20°C. Dupa agitare timp de 30
minute la temperatura ambianta, amestecul este acidulat cu solutie de HC1 2M si apoi fazele
sunt separate. Faza apoasa este extrasd cu acetat de etil. Fazele organice combinate se usuca
pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se evapora la sec pentru a se obtine compusul preconizat.

Prepararea 1": (3S)-3-[4-(morfolinilmetil)-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

Etapa A: (3S)-3-(4-morfolinilcarbonil)-3,4-dihidro-2(1H)-izochinolincarboxilat de benzil

La o0 solutie de 5 g de acid de (3S)-2-[(benziloxi)carbonil] -1,2,3,4-tetrahidro-3-
izochinolincarboxilic (16 mmol) in 160 ml de diclormetan se adauga 1,5 ml de morfolina
(17,6 mmol), apoi 9 ml de N,N,N-trietilamind (64 mmol), 3,3 g de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimidda (EDC) (19,2 mmol) si 2,6 g de hidroxibenzotriazol
(HOBt) (19,2 mmol). Amestecul de reactie se agitd la temperatura ambiantd timp de o
noapte; apoi acesta se toarna in solutie apoasa de clorurd de amoniu si se extrage cu acetat de
etil. Faza organicd se usucd apoi pe sulfat de magneziu, si apoi se filtreaza si se evapora la
sec. Produsul brut astfel obtinut este apoi purificat prin cromatografie pe gel de silice
(gradient diclormetan/metanol). Produsul este obtinut sub forma de spuma.

RMN *H: & (400 MHz; dmso-d6; 353K): 7,30 (m, 5H benzil); 7,15 (m, 4H, H aromatici);
5,2-5,0 (m, 3H, 2H benzil, 1H dihidroizochinolin); 4,75-4,5 (2d, 2H dihidroizochinolin);
3,55-3,3 (m, 8H morfolina); 3,15-2,9 (2dd, 2H dihidroizochinolin).

IR: v: >C=0: 1694; 1650 cm™.

Etapa B: (3S)-3-(4-morfolinilcarbonil)-3,4-dihidro-2(1H)-izochinolincarboxilat de benzil
La o solutie de 5,3 g de produs obtinut in Etapa A (13,9 mmol) in 278 ml de
tetrahidrofuran se adaugd 14 ml de complex boran-dimetilsulfurd (BHsMe,S) (27,8 mmol) la
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temperatura ambianta. Amestecul este Incalzit timp de 4 ore la 80°C. Se lasa sa revina la
temperatura ambianta i apois se adauga 7 ml (14 mmol) de BHsMe;S. Amestecul de reactie
este Tncalzit din nou la 80°C timp de 2 ore. Tetrahidrofuranul este apoi evaporat si se adauga
lent metanol si apoi 5,6 ml de acid clorhidric 5M (27,8 mmol). Amestecul se agitd la
temperatura ambianta timp de o noapte si apoi la 80°C timp de 1 ord. Apoi se adauga solutie
apoasa saturatd de NaHCO3 la amestecul de reactie plasat la 0°C pana la obtinerea unui pH
de 8, si ulterior se extrage cu acetat de etil. Faza organica se usuca pe sulfat de magneziu, si
apoi se filtreaza si se evapora la sec. Produsul din titlu este obtinut sub forma de ulei.

RMN H: & (400 MHz; dmso-d6; 353K): 7,43-7,30 (varf fara rezolutie, SH benzil); 7,19
(m, 4H, H aromatici); 5,16 (m, 2H, 2H benzil); 4,79-4,29 (d, 2H dihidroizochinolin); 4,58 (m,
1H dihidroizochinolin); 3,50 (m, 4H morfolind); 3,02-2,80 (dd, 2H dihidroizochinolin); 2,42-
2,28 (varf fara rezolutie, SH, 4H morfolina, 1H morfolind); 2,15 (dd, 1H morfolind).

IR: v: >CH: 2810 cm®; v: >C=0: 1694 cm?; v: >C-O-C<: 1114 cm?; v:>CH-Ar: 751;
697 cm™.

Etapa C: (3S)-3-[4-(morfolinilmetil)-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

La o solutie de 4,9 g de compus din Etapa B (13,4 mmol) in 67 ml de etanol se adauga
0,980 g de dihidoxid de paladiu (20% in greutate) la temperatura ambiantd. Amestecul de
reactie se plaseaza sub 1,2 bari de hidrogen la temperatura ambianta timp de 4 ore. Acesta
este apoi trecut printr-un filtru Whatman si paladiul este ulterior clatit de mai multe ori cu
etanol. Filtratul este evaporat la sec. Produsul din titlu este obtinut sub forma de ulei.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300K): 7,12-7,0 (varf fara rezolutie, 4H, H aromatici);
3,92 (s, 2H tetrahidroizochinolind); 3,60 (t, 4H morfolind); 2,98 (m, 1H
tetrahidroizochinolind); 2,68 (dd, 1H tetrahidroizochinolind); 2,5-2,3 (varf fara rezolutie, 8H,
1H tetrahidroizochinolina, 6H morfolina, 1|H NH).

IR: v: >NH: 3322 cm™ v: >C-O-C<: 1115 cm™ v: >CH-Ar: 742 cm™™,

Prepararea 2': Clorhidrat de (3R)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

Etapa A: {(3S)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-il}metil  4-
metilbenzensulfonat

La o solutie de 30,2 g de [(3S)-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-ilmetanol (185 mmol) in
750 ml de diclorometan se adauga succesiv 91,71 g de clorura de tosil (481 mmol) si apoi,
prin picurare, 122,3 ml de N,N,N-trietilamina (740 mmol). Amestecul de reactie se agita apoi
la temperatura ambiantd timp de 20 ore. Apoi acesta este diluat cu diclormetan, spalat
succesiv cu solutie de HCI 1M, solutie apoasa saturatd de NaHCO3 si apoi cu saramura pana
la neutralitate. Faza organica se usucad apoi pe MgSOs, se filtreaza si se concentreaza la sec.
Solidul obtinut este apoi dizolvat intr-un volum minim de diclormetan si apoi se adaugd
ciclohexan pana la formarea unui precipitat. Acest precipitat este apoi filtrat gi spalat cu
ciclohexan. Dupa uscare, produsul din titlu este obtinut sub forma de cristale.

RMN !H: § (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 7,75 (d, 2H, H aromatici, orto O-tosil); 7,6 (d,
2H , H aromatici, orto N-tosil); 7,5 (d, 2H, aromatic Hs, meta O-tosil); 7,3 (d, 2H, H
aromatici, meta N-tosil); 7,15-6,9 (m, 4H, H aromatici, tetrahidroizochinolina); 4,4-4,15 (dd,
2H, H alifatici, tetrahidroizochinolind); 4,25 (m, 1H, H alifatic, tetrahidroizochinolind); 4,0-
3,8 (2dd, 2H, H alifatici, CH2-O-tosil); 2,7 (2dd, 2H, H alifatici, tetrahidroizochinolina); 2,45
(s, 3H, O-SO,-Ph- CHg); 2,35 (s, 3H, N-SO»-Ph- CHa).

IR: v: -SO2: 1339-1165 cm™.

Etapa B: (3R)-3-metil-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

La o suspensie de 8,15 g (214,8 mmol) de LiAlIHs in 800 ml de metil tert-butil eter
(MTBE) se adauga 101,2 g de compus ditosil obtinut in Etapa A (214,8 mmol) dizolvat in
200 ml de MTBE. Amestecul este apoi incalzit la 50°C timp de 2 de ore. Acesta este lasat sa
se raceasca si este plasat la 0°C, si apoi se adauga, prin picurare, 12 ml de solutie de NaOH
SM. Amestecul se agita la temperatura ambianta timp de 45 de minute. Solidul astfel obtinut
se filtreaza si se spala cu MTBE si apoi cu diclorometan. Dupa aceasta filtratul se
concentreaza la sec. Produsul din titlu este apoi obtinut sub forma de solid.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 7,70 (d, 2H, H aromatici, orto N-tosil); 7,38 (d,
2H, aromatic Hs, meta N-tosil); 7,2-7,0 (m, 4H, H aromatici, tetrahidroizochinolind); 4,4 (m,
2H, H alifatici, tetrahidroizochinolind); 4,3 (m, 1H, H alifatic, tetrahidroizochinolind); 2,85-
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2,51 (2dd, 2H, H alifatici, tetrahidroizochinolind); 2,35 (s, 3H, N-SO,-Ph- CHz); 0,90 (d, 3H,
tetrahidroizochinolina-CHs).
IR : v: -SO;: 1332-1154 cm™.

Etapa C: (3R)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

La o solutie de 31,15 g (103,15 mmol) de compus monotosil, obtinut in Etapa B, in 500
ml de metanol anhidru se adauga, in portii, 3,92 g (161 mmol) de aschii de magneziu.
Amestecul se agitd in prezenta ultrasunetelor timp de 96 de ore. Apoi amestecul de reactie se
filtreaza si solidul se spala de mai multe ori cu metanol. Dupid aceasta filtratul se
concentreaza la sec. Dupd purificare prin cromatografie pe gel de silice (gradient
diclormetan/EtOH /NH4OH), produsul din titlu este obtinut sub forma de ulei.

RMN 'H: & (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 7,05 (m, 4H, H aromatici,
tetrahidroizochinolina); 3,90 (m, 2H, H alifatici, tetrahidroizochinolin); 2,85 (m, 1H, H
alifatic, tetrahidroizochinolind); 2,68-2,4 (2dd, 2H, H alifatici, tetrahidroizochinoling); 1,12
(d, 3H, tetrahidroizochinolina-CHa); 2,9-2,3 (m, larg, 1H, HN (tetrahidroizochinolind)).

IR: v: -NH: 3248 cm™™.,

Etapa D: Clorhidrat de (3R)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

La o solutie de 14,3 g (97,20 mmol) de compus, obtinut in Etapa C, in 20 ml de etanol
anhidru se adauga, prin picurare, 100 ml de solutie de HCI 1M in eter. Amestecul se agita la
temperatura ambianta timp de o ord si apoi se filtreaza. Cristalele astfel obtinute se spald cu
eter etilic. Dupa uscare, produsul din titlu este obtinut sub forma de cristale.

RMN 'H: & (400 MHz; dmso-d6; 300°K): 9,57 (m, larg, 2H, NH"
(tetrahidroizochinolind); 7,22 (m, 4H, H aromatici, tetrahidroizochinolind); 4,27 (s, 2H, H
alifatici, tetrahidroizochinolind); 3,52 (m, 1H, H alifatic, tetrahidroizochinolina); 3,03--2,85
(2dd, 2H, H alifatici, tetrahidroizochinolina); 1,39 (d, 3H, tetrahidroizochinolina-CHz).

IR: v: -NH.": 3000-2300 cm™; v: aromatic -CH: 766 cm™.

Prepararea 3" (3R)-3-[3-(morfolin-4-il)propil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

Etapa A: {(3S)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-il}metil  4-
metilbenzensulfonat

Procedura este identica cu cea din Etapa A a Prepararii 2'.

Etapa B: 2-({(3R)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-il}metil)-3-
(morfolin-4-il)-3-oxopropanoat de tert-butil

La o suspensie de 1 g de NaH (60%) (25,08 mmol) in 30 ml de MTBE se adauga, prin
picurare, o solutie de 5 g de 3-morfolino-3-oxopropanoat de tert-butil (21,81 mmol) in 20 ml
de MTBE anhidru. Aceasta suspensie se agita la temperatura ambianta timp de o ora si apoi
compusul obtinut in Etapa A se adauga sub forma de pudra. Amestecul se agitd la 60°C timp
de 30 de ore. Se adaugd 100 ml de solutie apoasd saturatd de clorurd de amoniu. Solutia
rezultatd se extrage cu diclormetan. Faza organica se usuca apoi pe MgSQOs, se filtreaza si se
concentreazd la sec. Dupa purificare prin cromatografie pe gel de silice (gradient
diclormetan/MeOH), produsul preconizat este obtinut sub forma de ulei.

RMN *H (500 MHz, dmso-d6) & ppm: 7,63/7,59 (2d, 2 H), 7,3/7,26 (2d, 2 H), 7,13 (m,
2 H), 7,09/6,97 (2t, 2 H), 4,64/4,55/4,36/4,28 (2AB, 2 H), 4,25/4,11 (2m, 1 H), 3,81 (m, 1 H),
3,73-3,48 (m, 4 H), 3,57-3,32 (m, 4 H), 2,51 (m, 2 H), 2,32/2,31 (2s, 3 H), 1,88/1,79 (2m, 2
H), 1,39/1,38 (2s, 9 H).

IR (ATR) cm™: v: >C=0: 1731 (ester); v: >C=0: 1644 (amidd); v: -SO2 : 1334-1156; v:
>C-0-C<: 1115; y : >CH-Ar: 815-746-709.

Etapa C: Acidul 2-({(3R)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-
il}metil)-3-(morfolin-4-il)-3-oxopropanoic

La o solutie de 9,5 g (17,97 mmol) de compus obtinut in Etapa B in 40 ml de dioxan se
adauga, prin picurare, 20 ml de solutie de HCl 4M 1in dioxan. Amestecul se agita la
temperatura ambianta timp de 48 ore si apoi solutia se concentreaza la sec. Dupa uscare,
produsul preconizat este obtinut sub forma de ulei.

RMN *H (400 MHz, dmso-d6) & ppm: 12,75 (m, 1 H), 7,6 (2*d, 2 H), 7,3 (2*d, 2 H),
7,1/6,95 (2*m, 4 H), 4,7-4,2 (d, 2 H), 4,25/4,12 (2*m, 1 H), 3,9-3,3 (m, 9 H), 2,55 (d, 2 H),
2,3(2*s,3H), 1,8 (t, 2 H).
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IR (ATR) cm™: v: -OH: 3500 pana la 2000; v: >C=0: 1727 (acid); v: >C=0: 1634
(amida); v: -SO2: 1330-1155.

Etapa D: 3-{(3R)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina-3-il}-1-
(morfolin-4-il)propan-1-ona

La o solutie de 7,80 g (16,51 mmol) de compus obtinut in Etapa C in 100 ml de DMSO se
adauga 1,16 g (19,83 mmol) de clorura de sodiu solida (NaCl) si apoi, prin picurare, 5 ml de
apa. Amestecul se agita la 130°C timp de o ord si apoi solutia se concentreaza pana la ?.
Amestecul de reactie se dilueaza apoi cu diclormetan si se spald succesiv cu solutie apoasa
saturatd de clorura de litiu si apoi cu saramura. Faza organicd se usuca apoi pe MgSQy, Se
filtreaza si se concentreaza la sec. Dupd purificare prin cromatografie pe gel de silice
(gradient ciclohexan/acetat de etil), produsul preconizat este obtinut sub forma de ulei.

RMN H (400 MHz, dmso-d6) & ppm: 7,65 (d, 2 H), 7,3 (d, 2 H), 7,15/7 (2 m, 4 H), 4,6
(d, 1 H), 4,25, 1H),42(m,1LH),35(m 4H),34(2m,4H), 26 (2dd, 2 H), 2,35 (s, 3
H), 2,3 (m, 2 H), 1,5 (quad., 2 H).

IR (ATR) cm™*: v: >C=0: 1639; v: -S02: 1331-1156; y : >CH-Ar: 815-675.

Etapa E: (3R)-2-[(4-metilfenil)sulfonil]-3-[3-(morfolin-4-il)propil]-1,2,3,4-
tetrahidroizochinolina

La o solutie de 6,0 g (14,0 mmol) de compus obtinut in Etapa D in 60 ml de MTBE si 14
ml de diclormetan se adauga 1,06 g (28 mmol) de LAH in portii timp de 5 minute. Amestecul
se agita la temperatura ambianta timp de 15 de ore. Se adauga, prin picurare, 1,5 ml de apa si
se agitd timp de 15 minute. Apoi se adaugd, prin picurare, 1,5 ml de solutie de hidroxid de
sodiu 5M si se agita timp de 15 minute. Amestecul de reactie este apoi diluat cu MTBE si
diclormetan. Suspensia se filtreaza apoi si precipitatul se spald cu MTBE si diclormetan. Faza
organica se usuca apoi pe MgSOs, se filtreaza si se concentreaza la sec. Dupa purificare prin
cromatografie pe gel de silice (gradient diclormetan/EtOH/NH,OH), produsul preconizat este
obtinut sub forma de ulei.

RMN !H (400 MHz, dmso-d6) & ppm: 7,68 (d, 2 H), 7,32 (d, 2 H), 7,1 (varf fari rezolutie,
4 H), 4,65/4,23 (AB, 2 H), 4,2 (m, 1 H), 3,55 (t, 4 H), 2,7/2,6 (ABX, 2 H), 2,35 (s, 3 H), 2,25
(t,4H), 2,2t 2H),1,4/1,3 (2m, 4 H).

IR (ATR) cm™*: v: -SO2: 1333-1158.

Etapa F: (3R)-3-[3-(morfolin-4-il)propil]-1,2,3,4-tetrahidroizochinolin

La o solutie de 1,50 g (3,62 mmol) de compus obtinut in Etapa E in 20 ml de metanol
anhidru se adaugd, in portii, 2,0 g (82,3 mmol) de aschii de magneziu. Amestecul se agitd in
prezenta ultrasunetelor timp de 96 de ore. Apoi amestecul de reactie se filtreaza, solidul se
spala de mai multe ori cu metanol, iar filtratul se concentreaza la sec. Dupa purificare prin
cromatografie pe gel de silice (gradient diclormetan/EtOH/NH,OH), produsul preconizat este
obtinut sub forma de ulei.

RMN *H (400 MHz, dmso-d6) & ppm: 7,3 (d, 2 H), 7,1 (t, 2 H), 7,1 (d+t, 3 H), 7 (d, 2 H),
3,9 (s, 2H), 3,55 (t, 4 H), 2,75 (m, 1 H), 2,72/2,45 (dd, 2 H), 2,35 (t, 4 H), 2,25 (t, 2 H), 1,6
(m, 2 H), 1,45 (m, 2 H).

IR (ATR) cm*: v: >NH2+/NH+: 3500-2300; v: >C-O-C<: 1115.

Spectrometria de masa de 1nalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR):
Formula empirica: C,5 H,, N, O,

[M+H]" calculat 261,1961,

[M+H]" masurat: 261,1959.

Prepararea 4": (3R)-3-[4-(morfolinilmetil)-1,2,3,4-tetrahidroizochinolina

Procedura este n conformitate cu procedeul din Prepararea 1', inlocuind acidul (3S)-2-
[(benziloxi)carbonil]-1,2,3,4-tetrahidro-3-izochinolincarboxilic folosit in Etapa A cu acidul
(3R)-2-[(benziloxi)carbonil]-1,2,3,4-tetrahidro-3-izochinolincarboxilic.

Prepararea 1": 4-{[tert-butil(dimetil)sililJoxi}-N-fenilanilina

La o solutie de 12 g de 4-anilinofenol (64,7 mmol) in 200 ml de acetonitril se adauga, la
temperatura ambiantd, 6,7 g de imidazol (97,05 mmol) si 11,7 g de tert-
butil(cloro)dimetilsilan (77,64 mmol). Amestecul se agita la 70°C timp de 4 de ore. Apoi
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amestecul de reactie se toarnd in apd si se extrage cu eter. Faza organicd se usuca apoi pe
sulfat de magneziu, ulterior se filtreaza si se evapora la sec. Produsul brut astfel obtinut este
purificat prin cromatografie pe gel de silice (gradient eter de petrol/diclormethan). Produsul
din titlu este obtinut sub forma de pudra.

RMN !H: & (400 MHz; dmso-d6; 300K): 7,84 (s, IH NH); 7,17 (t, 2H anilind); 6,98 (d,
2H fenoxi); 6,94 (d, 2H anilind); 6,76 (d, 2H fenoxi); 6,72 (t, 1H anilind); 0,95 (s, 9H tert-
butil); 0,15 (s, 6H dimetil).

IR: v: >NH: 3403 cm; v:>Ar: 1597 cm™.

Prepararea 2": N-(4-{[tert-butil (dimetil)sililJoxi}fenil)-1-metil-1H-indol-5-amina
Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 5", inlocuind 4-bromo-1-
metil-1H-pirazol utilizat in Etapa B cu 5-bromo-1-metil-1H-indol.

Prepararea 3": N-(4-{[tert-butil (dimetil)sililJoxi}fenil)-1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-
amina

Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 5", inlocuind 4-bromo-1-
metil-1H-pirazol utilizat in Etapa B cu 5-bromo-1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridina (obtinuta in
conformitate cu un protocol din literatura: Heterocycles, 60(4), 865, 2003).

IR: v: -NH-: 3278 cm™%; v: fractiuni aromatice -C=C-: 1605 cm™.

Prepararea 4": N-(4-{[tert-butil(dimetil)sililJoxi}fenil)piridin-4-amina

Procedura este in conformitate cu procedeul din Prepararea 5", inlocuind 4-bromo-1-
metil-1H-pirazol utilizat in Etapa B cu 4-bromopiridina.

IR: v -NH-: 3200 i 2500 cm?; v -Si-O-: 902 cm™; v -Si-C-: 820 cm™.

Prepararea 5": N-(4-{[tert-butil (dimetil)sililJoxi}fenil)-1-metil-1H-pirazol-5-amina

Etapa A: 4-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}anilind

Compusul din titlu este obtinut pornind de la 4-aminofenol in THF in prezenta
imidazolului si tert-butil(cloro)dimetilsilanului in conformitate cu protocolul descris in
literatura (Sarah Knaggs et al. New prodrugs derived from 6-aminodopamine and 4-
aminophenol as candidates for melanocyte-directed enzyme prodrug therapy (MDEPT).
Organic & Biomolecular Chemistry, 2005, vol. 3, nr. 21, p. 4002-4010).

RMN H: § (400 MHz; dmso-d6; 300K): 6,45-6,55 (dd, 4H, H aromatici); 4,60 (m, 2H,
NH.-Ph); 0,90 (s, 9H, Si (CH2).CH(CHBa),); 0,10 (s, 6H, Si (CH2).CH(CHs)>).

IR: v:-NH.": 3300-3400 cm™.

Etapa B: N-[4-[tert-butil(dimetil)sililJoxifenil]-1-metil-pirazol-4-amina

La o solutie de 30,8 g (0,137 mol) de compus din Etapa A in 525 ml de toluen anhidru se
adauga succesiv 29,8 g de tert-butilat de sodiu (0,310 mol), 4,55 g de Pd.(dba)s (denumit, de
asemenea, tris(dibenzilidenacetond)dipaladiu (0)) (4,96 mmol), 4,81 g de 2-di-tert-
butilfosfino-2',4',6'-tri-izopropil-1,1'-bifenil (9,91 mmol) si 12,8 ml de 4-bromo-1-metil-1H-
pirazol (0,124 mol). Amestecul este degazat sub argon timp de 30 minute si apoi se incélzeste
la reflux timp de 3 ore. Se lasa sa se raceasca. Amestecul de reactie se concentreazi la sec si
apoi este prelevat in diclormetan, se filtreaza pe celita si apoi se concentreaza din nou la sec.
Reziduul este apoi purificat prin cromatografie pe gel de silice (gradient CH,Cl,/AcOEt)
pentru a se obtine produsul preconizat sub forma de solid.

RMN *H: § (400 MHz; dmso-d6; 300K): 7,55 (s, 1H, pirazol); 7,23 (s, 1H, pirazol); 7,18
(s larg, 1H, NH2-Ph); 6,64 (m, 4H, H aromatici); 3,77 (s, 3H, CHs-pirazol); 0,90 (s, 9H, Si
(CH2).CH(CHs)2); 0,12 (s, 6H, Si (CH2).CH(CHa)=).

IR: v -NH*: 3275 cm™; v Ar si C=N: 1577 si 1502 cm™; v -Si-C-: 1236 cm™; v -Si-O-:
898 cm?; v -Si-C-: 828, 774 cm™.

Prepararea 6":  N-{4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]fenil}-1-trideuteriometil-1H-pirazol-4-
amina

Etapa A: 4-bromo-1-trideuteriometil-1H-pirazol

Se adauga 4-bromo-1H-pirazol (9,05 g, 61,6 mmol), in portii, la o suspensie de hidrura de
sodiu (60% 1in ulei) (2,83 g, 70,8 mmol) in tetrahidrofuran (90 ml) racitd intr-0 baie de
gheatd. Dupa ce baia de gheata a fost inlaturata, solutia se agita la temperatura ambianta timp
de 0,5 ore. Aceasta este din nou ricita intr-o baie de gheati si se adauga iodmetan-ds (5,0 ml,
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80,3 mmol). Solutia se agitd la temperatura ambianta timp de 19 de ore. Ulterior suspensia
este concentratd. Reziduul de evaporare este triturat cu tert-butil metil eter (90 ml) si se
filtreaza. Filtratul este concentrat sub vid pentru a se obtine compusul preconizat sub forma
de ulei.

RMN !H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,37 (s, 1 H), 7,43 (s, 1 H).

Etapa B: N-{4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]fenil}-1-trideuteriometil-1H-pirazol-4-amina

Se adaugd 4-bromo-1-trideuteriometil-1H-pirazol (9,6 g, 58,5 mmol), 4-[(tert-
butildimetilsilil)oxiJanilind (14,4 g, 64,6 mmol) si toluen (150 ml) intr-un balon cu trei gaturi
de 500 ml. Solutia este degazatd cu azot timp de 15 minute, si apoi se adauga succesiv tert-
butilat de sodiu (11,4 g, 0,12 mol), 2-di-tert-butilfosfino-2',4',6'-triizopropilbifenil (0,77 g,
1,81 mmol) si tris(dibenzilidenacetona)dipaladiu(0) (1,64 g, 1,79 mmol). Suspensia este
incélzita la 85°C timp de 1,5 ore. Amestecul de reactie se raceste apoi pana la temperatura
ambianta si se adaugd apa (270 ml). Amestecul se agitd timp de 30 minute. Apoi se adauga
celita (30 g) si suspensia se filtreaza pe un strat de celitd. Fazele filtratului sunt separate si
faza apoasa este extrasa cu acetat de etil (3 x 200 ml). Fazele organice combinate sunt uscate
pe sulfat de sodiu si sunt filtrate. Produsul este purificat prin cromatografie pe gel de silice
(gradient acetat de etil/ heptan). Produsul obtinut este recristalizat din heptan (80 ml) pentru a
obtine compusul preconizat.

RMN H(400 MHz, CDCls) & ppm: 0,16 (s, 6 H), 0,97 (s, 9 H), 4,92 (s, 1 H), 6,61 — 6,73
(m, 4 H), 7,25 (s, 1 H), 7,36 (s, 1 H).

RMN C (100 MHz, CDCI3) & ppm: -4,37, 18,28, 25,86, 38,67 (sept., YJc.p = 21,0 Hz),
115,12, 120,73, 123,76, 126,52, 134,74, 141,07, 148,43.

MS (ESI): [M+H]*307,08.

Prepararea 7": 4-({4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]fenil}amino)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-
carbonitril

Etapa A: 4-bromo-1,5-dimetil-1H-pirol-2-carbonitril

Se adauga, prin picurare, o solutie de brom (6,58 ml, 0,13 mol) in acid acetic (60 ml) cu
ajutorul unei palnii picuratoare, la o solutie de 1,5-dimetil-1H-pirol-2-carbonitril (15,0 g, 0,12
mol) in acid acetic (300 ml). Amestecul se agita la temperatura ambiantd timp de 24 de ore.
Apoi amestecul de reactie se toarna intr-un pahar de laborator care contine 300 ml de apa.
Solidul format este filtrat si clatit cu apa. Apoi acesta se dizolva in diclormetan (300 ml) si
faza organica se spala cu saramurd, se usuca pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se concentreaza
sub vid pentru a se obtine produsul preconizat sub forma de solid.

RMN !H (CDCIs) 6 ppm: 2,25 (s, 3 H), 3,67 (s, 3H), 6,74 (s, 1 H).

Etapa B: 4-({4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]fenil}amino)-1,5-dimetil-1H-pirol-2-carbonitril

O solutie de compus din etapa precedenta (1,5 g, 7,53 mmol), 4-[(tert-butildimetilsilil)
oxi]anilind (2,02 g, 9,04 mmol), tert-butilat de sodiu (1,45 g, 15,06 mmol) si 2 di-tert-
butilfosfino-2',4',6'-triizopropilbifenil (0,13 g, 0,30 mmol) in toluen (20 ml) este purjata cu
azot. Se adauga tris(dibenzilidenacetona)dipaladiu(0) (0,28 g, 0,30 mmol), si apoi amestecul
de reactie este incilzit la 90°C pana la sfarsitul reactiei (monitorizata prin TLC). Incilzirea se
opreste si se lasa ca amestecul sa revina la temperatura ambiantd. Se adauga apa (75 ml) si
amestecul este extras cu acetat de etil (3 x 75 ml). Fazele organice combinate sunt spalate cu
saramurd $i apoi sunt concentrate. Produsul brut este purificat prin cromatografie pe gel de
silice (gradient acetat de etil/ heptan). Produsul astfel obtinut este dizolvat in heptan in stare
calda si se lasa sd se precipite, prin agitare, la temperatura ambiantd, si apoi la 0°C. Solidul
este filtrat si procesul se repeta pe filtrat pentru a se obtine compusul preconizat sub forma de
solid.

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0,15 (s, 6 H), 0,97 (s, 9 H), 2,13 (s, 3 H), 3,66 (s,
3 H), 4,68 (br, s, 1 H), 6,49 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 6,64 (s, 1 H), 6,66 (d, J = 8,7 Hz, 2 H).

RMN 1C (100 MHz, CDCls) & ppm: 4,34, 9,72, 18,30, 25,88, 32,94, 101,27, 114,37,
114,70, 116,41, 120,73, 124,52, 131,23, 141,54, 148,27.

MS (ESI+): [M+H]* masurat: 342,3.
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Prepararea 8" 4-[(4- {[tert-butil (dimetil)silil]Joxi}fenil)amino]-1-metil-1H-pirol-2-
carbonitril

Etapa A: 1-metil-1H-pirol-2-carbonitril

Se adaugd N,N-dimetilformamida (3 ml) si 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octan (0,49 g, 4,3
mmol) la o solutie de pirol-2-carbonitril (4 g, 43,4 mmol) in dimetil carbonat (56 ml). Solutia
se agitd la 90°C timp de 15 ore, si apoi se incalzeste la 110°C timp de 8 ore. Amestecul se
riceste pana la temperatura ambiantd, apoi se adaugd acetat de etil (80 ml). Fazele sunt
separate i faza organica este spalata cu apa (2 x 80 ml) si solutie apoasa de acid clorhidric
1M (1 x 80 ml). Fazele apoase combinate sunt extrase din nou cu acetat de etil (1 x 80 ml).
Fazele organice combinate se spald cu saramura (1 x 80 ml), se usuca pe sulfat de magneziu,
se filtreaza si se concentreaza sub vid pentru a se obtine produsul preconizat sub forma de
lichid.

RMN !H (400 MHz, CDCls) & ppm: 3,78 (m, 2 H), 6,12 - 6,18 (m, 1 H), 6,74 - 6,82 (m,
1 H).

Etapa B: 4-bromo-1-metil-1H-pirol-2-carbonitril

Se adauga N-bromosuccinimida (6,2 g, 34,9 mmol) la o solutie de 1-metil-1H-pirol-2-
carbonitril (3,7 g, 34,9 mmol) in N,N-dimetilformamida (150 ml). Solutia se agitd timp de 15
ore la temperatura ambiantd. Se adauga o alta cantitate de N-bromosuccinimida (2,0 g, 11
mmol) si amestecul se agitd timp de 3 ore. Produsul este purificat prin cromatografie pe gel
de silice (gradient acetatul de etil/ heptanul) pentru a se obtine compusul preconizat sub
forma de solid.

RMN H (400 MHz, CDClz) & ppm: 3,77 (s, 3 H), 6,75 (d, J = 1,7 Hz, 1 H), 6,80 (d, J =
1,7 Hz, 1 H).

Etapa C: 4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]fenil}amino)-1-metil-1H-pirol-2-carbonitril

Azotul se barboteazd intr-o solutie de 4-bromo-1-metil-1H-pirol-2-carbonitril (2,82 g,
15,2 mmol) si 4-[(tert-butildimetilsilil)oxi]anilina (4,08 g, 18,3 mmol) in toluen (55 ml) timp
de 5 minute. Apoi la amestecul de reactie se adauga tert-butilat de sodiu (2,92 g, 30,4 mmol),
tris(dibenzilidenacetona)dipaladiu(0) (556 mg, 0,6 mmol) si 2-di-tert-butilfosfino-2',4',6'-
triizopropilbifenil (255 mg, 0,6 mmol). Amestecul se agita timp de 1 ora la 80°C sub azot.
Apoi suspensia se raceste pana temperatura ambianta si se filtreaza pe celita. Ulterior turta de
celita se clateste cu acetat de etil. Filtratul se spald cu apa si apoi cu saramura. Faza organica
se usuca pe sulfat de magneziu, se filtreaza si se concentreaza sub vid. Produsul este purificat
de doua ori prin cromatografie pe gel de silice (gradient (AcOEt/heptan), si apoi prin triturare
in heptan pentru a se obtine produsul preconizat sub forma de solid.

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0,16 (s, 6 H), 0,97 (s, 9 H), 3,73 (s, 3 H), 6,57 (d, J =
1,9 Hz, 1 H), 6,64 - 6,66 (m, 1 H), 6,70 (s, 4 H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) & ppm: -4,48, 18,17, 25,72, 35,46, 103,01, 113,56, 113,69,
115,92, 119,55, 120,67, 129,04, 139,94, 148,85.

MS (ESI+): [M+H]* 328,25.

Aminele NHR3R; in care Rs si Rs, independent unul de celélalt, reprezinta o grupare aril
sau heteroaril, sunt obtinute in conformitate cu procedeele descrise in literatura (David S.
Surry si Stephen L. Buchwald. Dialkylbiaryl phosphines in Pd-catalyzed amination: a user's
guide. Chemical Science, 2011, vol. 2, nr. 1, p. 27-50; Mark D. Charles et al. Efficient Pd-
Catalyzed Amination of Heteroaryl Halides. Organic Letters, 2005, vol. 7, nr. 18, p. 3965-
3968). Reactia de protectie a functiei hidroxi a 4-anilinofenol descrisa in Prepararea 1' poate
fi aplicata diverselor amine secundare NHR3R4 (precum sunt definite mai sus), avand una sau
mai multe functii hidroxi, atunci cand acestea sunt disponibile pe piatd. Alternativ, aminele
secundare avand, cel putin, un substituent hidroxi pot fi sintetizate direct sub o forma
protejata, si anume pornind de la reactivii a caror functie hidroxi a fost protejata in prealabil.
Printre gruparile protectoare, tert-butil(dimetil)sililoxi si benziloxi sunt preferate in mod
special.

Printre aminele NHR3R: avand un substituent hidroxi, care sunt utilizate pentru
sintetizarea compugsilor inventiei, pot fi mentionate: 4-(4-toluidino)fenol, 4-(4-
cloroanilino)fenol, 4-(3-fluoro-4-metilanilino)fenol, 4-[4-(trifluorometoxi)anilino]fenol, 4-[4-
hidroxianilino]fenol,  {4-[(1-metil-1H-indol-6-il)amino]fenil}metanol, 4-(2,3-dihidro-1H-
indol-6-ilamino)fenol, 4-[(1-metil-2,3-dihidro-1H-indol-6-il)amino]fenol, 4-[(1-metil-1H-
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indol-6-il)amino]fenol, 4-[(1-metil-1H-indol-6-il)amino]ciclohexanol, 4-[(1-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-6-chinolinil)amino]fenol, 4-[(4-metil-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-7-
il)amino]fenol, 4-[4-(dietilamino)anilino]fenol, 4-(2,3-dihidro-1H-inden-5-ilamino)fenol, 4-
[(2-metil-1H-indazol-5-il)amino]fenol, 4-[(1'-metil-1',2'-dihidrospiro[ciclopropan-1,3'-indol]-
5'-il)amino]fenol, 4-[(1,3,3-trimetil-2,3-dihidro-1H-indol-5-il)amino]fenol, 4-[4-metoxi-3-
(trifluorometil)anilino]fenol, 4-[4-(metilsulfanil)-3-(trifluorometil)anilino]fenol, 2-fluoro-4-
[(2-metil-1H-indol-5-il)amino]fenol,  4-[(1-etil-1H-indol-5-il)amino]fenol,  4-[(1-etil-2,3-
dihidro-1H-indol-5-il)amino]fenol, 4-[(1-isopropil-2,3-dihidro-1H-indol-5-il)amino]fenol, 4-
(butilamino)fenol,  3-[(1-metil-1H-indol-5-il)amino]-1-propanol,  4-[(1-metil-1H-indol-5-
il)amino]-1-butanol, 4-[(3-fluoro-4-metilfenil)amino]fenol, 4-[(3-cloro-4-
metilfenil)amino]fenol, 4-[(4-fluorofenil)amino]fenol, 4-[(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-
il)amino]fenol,  4-[(4-fluorofenil)amino]fenol,  4-[(2-fluorofenil)amino]fenol,  4-[(3-
fluorofenil)amino]fenol, 4-[(2,4-difluorofenil)amino]fenol, 4-[(3,4-difluorofenil)amino]fenol,
3-[(4-hidroxifenil)amino]benzonitril, 4-[(3-metoxifenil)amino]fenol, 4-[(3,5-
difluorofenil)amino]fenol, 4-[(3-metilfenil)amino]fenol, 4-[(4-hidroxifenil)amino]benzonitril,
4-[(3-clorofenil)amino]fenol, 4-(pirimidin-2-ilamino)fenol, 4-[(ciclobutilmetil)amino]fenol,
2-[(4-hidroxifenil)amino]benzonitril,  4-{[(1-metil-1H-pirazol-4-il)metilJamino}fenol,  4-
[(ciclopropilmetil)amino]fenol, 4-{[(1-metil-1H-pirazol-3-il)metillJamino}fenol, 4-(but-2-in-
1-ilamino)fenol, 4-(pirazin-2-ilamino)fenol, 4-(piridin-2-ilamino)fenol, 4-(piridazin-3-
ilamino)fenol, 4-(pirimidin-5-ilamino)fenol, 4-(piridin-3-ilamino)fenol, 4-[(3,5-difluoro-4-
metoxifenil)amino]fenol, 4-(piridin-4-ilamino)fenol, 4-[(3-fluoro-4-metoxifenil)amino]fenol,
2-(fenilamino)pirimidin-5-ol,  5-[(4-hidroxifenil)amino]-2-metoxibenzonitril  si  4-{[3-
(trifluorometil)fenil]amino}fenol.

Functia(ile) hidroxi ale aminelor secundare enumerate mai sus este (sunt) protejata(e) in
prealabil de o grupare protectoare adecvatd inainte de orice cuplare la un derivat de acid al
compusului cu formula (V1) astfel cum este definit in procedeul general precedent.

Exemplul 1. 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil
fosfat disodic

Etapa A: 3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-isochinolinil)carbonil]-1,3-
benzodioxol-5-i1}-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina-carboxilat de metil

La o solutie de 2 g de compus din Prepararea 1 (5,83 mmol) in 20 ml de diclormetan se
adauga, la temperatura ambianta, 5,5 ml de N,N,N-trietilamina (6,96 mmol), 2,12 g de
compus din Prepararea 1' (6,96 mmol) si apoi 0,94 g de hidroxibenzotriazol (HOBT) si 1,34 g
de 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) (6,96 mmol). Amestecul de reactie
se agita apoi la temperatura ambiantd timp de o noapte §i apoi acesta se toarnd in solutie
apoasa saturatd de clorurd de amoniu si se extrage cu acetat de etil. Faza organica se usuca
apoi pe sulfat de magneziu, si apoi se filtreazd si se evapord la sec. Produsul brut astfel
obtinut este purificat prin cromatografie pe gel de silice (gradient heptanl/AcOEt). Produsul
din titlu este obtinut sub forma de ulei.

RMN H: § (500 MHz; dmso-d6; 300°K): 7,2-6,9 (m, 4H, H aromatici); 7,04-7,03-7,00
(m, 1H, H aromatic); 6,85 (m, 1H, H aromatic); 6,35-6,26-6,06 (m, 1H, H
tetrahidroindolizina); 6,15-6,12 (m, 2H, H metilenedioxi); 5,06-4,84 (m, 1H, H
dihidroizochinolina); 4,86-4,17 (m, 2H, H dihidroizochinolind); 3,65-3,6-3,55 (m, 3H, H
ester metilic); 3,43-4,26 (m, 2H, H tetrahidroindolizina); 3,58-3,5 (m, 4H, H morfolind);
2,37-3,05 (m, 4H, 2H dihidroizochinolina, 2H tetrahidroindolizina); 1,68-2,56 (m, 4H, H
morfolind); 1,4-2,0 (m, 4H, H tetrahidroindolizind).

IR: v: >C=0 1695 cm™ester; v: >C=0 1625 cm™ amidi; v: >C-O-C< 1214-1176-
1115 cm?; >CH-Ar 772-744 cm™.

Etapa B:  3-[6-[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolin-2-carbonil]-1,3-
benzodioxol-5-il]-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina-carboxilat de litiu

La o solutie de 4,6 g de compus din Etapa A (8,26 mmol) in 24 ml de dioxan se adauga o
solutie de hidroxid de litiu (675 mg, 16,1 mmol). Amestecul se plaseaza intr-un cuptor cu
microunde la 140W, 100°C pentru o perioadad de 2 ore 30 de minute. Amestecul de reactie se
filtreaza apoi si se evapora. Solidul astfel obtinut se usuca la 40°C intr-un cuptor in prezenta
P20s.
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RMN *H: & (400 MHz; dmso-d6; 353°K): 6,7-7,15 (varf fird rezolutie, 6H, H aromatici);
6,21 (s, 1H, H aromatic); 6,03 (s, 2H, H metilendioxi); 4,0-5,0 (varf fara rezolutie, 3H
dihidroizochinolina); 3,4-3,6 (varf fara rezolutie, 3H tetrahidroindolizina, 3H morfolina); 2,5-
3,1 (varf fara rezolutie, 4H, 2H tetrahidroindolizina, 2H morfolind); 1,5-2,4 (varf fara
rezolutie, 10H morfolind).

IR: v :>C=0 larg 1567 cm™ acetat ; v : 1236 cm™.

Etapa C: N-(4-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}fenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-mofolinilmetil)-3,4-
dihidro-2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il }-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-
indolizina carboxamida

La o solutie de 2,6 g compus din Etapa B (4,73 mmol) in 47 ml de diclormetan se adauga,
prin picurare, 1,2 ml de clorurad de oxalil (14,2 mmol) la 0°C. Amestecul de reactie se agita la
temperatura ambianta timp de 11 ore si apoi este co-evaporat de mai multe ori cu
diclormetan. Produsul astfel obtinut se pune in suspensie in 37 ml de diclormetan si apoi se
adauga la o solutie de 2,1 g de compus obtinut in Prepararea 1" (7,1 mmol) in 10 ml de
diclormetan in prezenta a 0,6 ml de piridind (7,1 mmol). Amestecul se agita la temperatura
ambianta timp de o noapte.

Amestecul de reactie este concentrat si purificat prin cromatografie pe gel de silice
(gradient diclormetan/metanol). Produsul din titlul este obtinut sub forma de spuma.

RMN !H: & (500MHz; dmso-d6; 300°K): 6,9-7,3 (9H, H aromatici); 6,88 (2H, H
aromatici); 6,72-6,87 (2H, H aromatici); 6,64 (2H, H aromatici); 6,13 (2H metilendioxi);
5,05-4,74 (1H dihidroizochinolind); 4,25-4,13 (2H dihidroizochinolind); 3,44-3,7 (4H
morfolind); 3,62-3,52 (2H tetrahidroindolizind); 3,0-2,6 (4H, 2H tetrahidroindolizind, 2H
dihidroizochinolind); 2,54-1,94 (6H morfolind); 1,91-1,53 (4H tetrahidroindolizind); 0,92
(9H tert-butil); 0,17 (6H dimetil).

IR: v:>C=0: 1632 cm®; v: >C-O-C<: 1237 cm?; v: -Si-O-C-: 1035 cm?; -Si-C-:
910 cm-*; >CH-Ar: 806 cm™.

Etapa D: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-
2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il}-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina
carboxamida

La o solutie de 1,9 g de compus obtinut in Etapa C (2,3 mmol) in 4 ml de metanol se
adauga 0,646 g (11,5 mmol) de hidroxid de potasiu dizolvat in 8 ml de metanol. Amestecul
se agita la temperatura ambianta timp de 30 de minute. Amestecul de reactie este apoi diluat
cu diclormetan si spalat succesiv cu solutie de HC1 1M, solutie apoasa saturata de NaHCOs si
apoi cu saramura, pana la obtinerea unui pH neutru. Faza organica se usuca apoi pe sulfat de
magneziu, se filtreaza si se evapord. Produsul brut astfel obtinut este purificat prin
cromatografie pe gel de silice (gradient diclormetan/metanol). Solidul este apoi dizolvat in
diclormetan, si se adauga 2 ml de HCI eteric 1M. Amestecul se agita la timp de 1 ora si apoi
se evapora la sec. Clorhidratul astfel obtinut este dizolvat intr-un amestec de apé/acetonitril
pana la dizolvarea completa, si apoi este liofilizat.

Microanaliza elementara: (%, teoreticd: masurata)

%C=69,11:68,95; %H=5,8:5,46; %N=7,5:7,51; %Cl=4,74:4,48.

Rotatia optici: (o) p?°= + 50.8° (¢ = 9 mg/mL, MeOH).

Etapa E: 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil
fosfat de dibenzil

La o suspensie de 82 mg de hidrura de sodiu (2,06 mmol) in 10 ml de THF anhidru se
adauga, in portii, si la 0°C, 700 mg de compus din Etapa D. Dupa agitare timp de 30 minute
la 0°C si timp de 30 minute la temperatura ambianta, se adauga pirofosfat de tetrabenzil la
0°C si amestecul de reactie se agitd timp de o noapte la temperatura ambiantd. Dupa
evaporarea solventului, produsul de reactie brut este diluat cu diclormetan (30 ml), spalat cu
solutie apoasa saturata de NaHCOs si apoi cu saramurd. Faza organicd este apoi uscatd pe
MgSQs,, filtratd, concentrata la sec si purificata prin cromatografia pe gel de silice (gradient
CH:Cl2/MeOH). Produsul din titlu este apoi obtinut sub forma de solid.

RMN H: & (500 MHz; dmso-d6; 300K): 7,34 (m, 10H, fenil); 7,30-6,71 (m, 15H, aril);
6,06 (s, 1H, metilendioxi); 5,30-4,97 (m, 1H, pirol); 5,11 (m, 4H, benzil): 5,03-3,64 (m, 1H,
C tertiar THIQ); 4,91-4,09 (m, 2H, C secundar THIQ); 3,99-3,48 (m, 2H, C secundar THIQ);
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3,54-3,44 (m, 4H, morfolind); 2,89-2,65 (m, 3H, C secundar THIQ); 2,51-1,87 (m, 4H, C
secundar THID); 2,36-1,85 (m, 2H, C secundar THIQ); 1,91-1,45 (m, 4H, C secundar THID).

Etapa F: 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil }(fenil)amino]fenil
fosfat disodic

Se adauga 50 mg de Pd(OH); la o solutie de produs obtinut in Etapa E (505 mg; 0,52
mmol) in metanol (10 ml), si apoi amestecul de reactie este plasat sub atmosfera de hidrogen
(1 bar) timp de 5 ore. Dupa filtrarea catalizatorului si concentrarea la sec, produsul de reactie
brut este dizolvat in metanol (5 ml) si tratat cu 0,95 ml de solutie de hidroxid de sodiu 1M.
Solventii sunt apoi evaporati si produsul de reactie brut este purificat prin cromatografie pe o
faza OASIS® (gradient acetonitril /H20) pentru a se obtine un solid de culoare alba.

Microanaliza elementara:

%C %H %N %Na
Calculat 61,87 4,95 6,71 5,51
Constatat 61,45 4,46 6,61 5,38

IR: v: -C=0: 1628 cm?; v: C-O-C: 1234 cm?; v: P=0: 115 cm™®; v: P-O: 985 cm™;
v: CH-Ar: 876 cm™.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: Ca3 Ha1 N4 Naz Og P

[M+H]+ calculat: 835,2479

[M+H]+ masurat: 835,2467.

Exemplul 2. 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A N-(4-hidroxifenil)-3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidroindolizind-1-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind produsul din Prepararea 1' in Etapa A cu cel din Prepararea 2',
intelegandu-se ca produsul astfel obtinut nu este supus unei etape de transformare in sare in
prezenta acidului clorhidric in eter.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=74,86:74,88; %H=5,64:5,31; %N=6,72:6,78

Etapa B: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele E si F din
Exemplul 1.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: CagHasN3OgP

[M+H]+ calculat: 706,2313

[M+H]+ masurat: 706,2324

Exemplul 3. 4-[(1-metil-1H-indol-5-i){[3-(2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-
ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 3-{5-cloro-2-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-
izochinolinil)carbonil]fenil}-N-(4-hidroxifenil)-N-(1-metil-1H-indol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidro-
1-indolizina carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 2 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 2".

Microanaliza elementara:

%C %H %N %CI

Calculat 68,04 5,72 8,82 4,91

Constatat 67,84 5,46 8,64 521
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Rotatia optici: (o) p?°= + 55.9° (¢ = 7 mg/mL, MeOH).

Etapa B: 4-[(1-metil-1H-indol-5-i){[3-(2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-
ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele E si F din
Exemplul 1.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: CasHssNsNa,O7P

[M-2Na+3H]" calculat: 800,3208

[M-2Na+3H]+ masurat: 800,3211

Exemplul 4. 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)amino]fenil
fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)indolizina-
1-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusii din Prepararile 1 si 1' utilizati in Etapa A cu
compusii din Prepararile 3 si 2' si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in
Etapa C cu cel din Prepararea 3".

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=69,14:70,09; %H=4,81:4,55; %N=9,83:10,09; %Cl=4,98:3,26.

Etapa B: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-il]carbonil }-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)amino]fenil
fosfat dietilic

La o suspensie de compus obtinut in etapa A (1,5 mmol) in 10 ml de CH2Cl; anhidru se
adauga trietilamind (0,42 ml, 3 mmol), si apoi cianofosfonat dietilic (0,24 ml; 1,65 mmol),
prin picurare, la temperatura ambiantad. Dupa agitarea timp de o noapte la temperatura
ambiantd, amestecul de reactie este diluat cu CH.Cly, spalat cu solutie apoasd saturata de
NaHCO:s si apoi cu saramura. Faza organica este apoi uscata pe MgSQOs, filtratd, concentrata
la sec si purificata prin cromatografia pe gel de silice (gradient CH,Cl,/MeQOH). Produsul din
titlu este apoi obtinut sub forma de solid.

Etapa C: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-il]carbonil }-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)amino]fenil
fosfat disodic

Se adauga, prin picurare, la temperatura ambiantd 0,4 ml de bromura de trimetilsilil (3
mmol) la o solutie de produs obtinut in Etapa B (0,78 mmol) in CH,Cl, (12 ml). Amestecul
de reactie se agita timp de 5 ore, si apoi se adauga lent, la 0°C, o solutie de Na,COs (580 mg)
in apa (4 ml). Dupa agitare timp de 30 minute, amestecul de reactie se concentreaza la sec, se
dilueaza cu metanol anhidru (25 ml) si este microfiltrat. Filtratul este uscat si purificat prin
cromatografie pe o fazd OASIS® (gradient acetonitril /H20).

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: CssHssNsNa,O7P

[M-2Na+3H]" calculat: 800,3211

[M-2Na+3H]+ masurat: 800,3201

Exemplul 5. 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(piridin-4-il)indolizina-1-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusii din Prepararile 1 si 1' utilizati in Etapa A cu
compusii din Prepararile 3 si 2' si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in
Etapa C cu cel din Prepararea 4".
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Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)
%C=69,24:69,12; %H=4,74:4,23; %N=8,5:8,45; %CI=5,38:5,2.

Etapa B: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat dietilic

La o suspensie de 950 g de compus obtinut in etapa A (1,5 mmol) in 10 ml de CH,CI,
anhidru se adauga trietilamina (0,42 ml, 3 mmol), si apoi cianofosfonat dietilic (0,24 ml; 1,65
mmol), prin picurare, la temperatura ambianta. Dupa agitarea timp de o noapte la temperatura
ambiantd, amestecul de reactie este diluat cu CH.Cly, spalat cu solutie apoasd saturata de
NaHCO:s si apoi cu saramura. Faza organica este apoi uscata pe MgSOs, filtratd, concentrata
la sec si purificata prin cromatografia pe gel de silice (gradient CH2Clo/MeOH). Produsul din
titlu este apoi obtinut sub forma de solid.

RMN *H: & (500 MHz; dmso-d6; 300K): 8,5-8, 0 (m, 5H); 7,2-7,1 (m, 1H); 6,85-6,65 (m,
1H); 7,3-6,8 (m, 10H); 6,25-6,10 (bs, 1H); 6,2 (bs, 2H); 5,1-3,7 (6d, 2H); 4,7-3,8 (m,1H);
4,15 (m, 4H); 3,0-1,7 (m,2H); 1,25 (m, 6H); 0,85-0,24 (m,3H).

Etapa C: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat disodic

0,4 ml de bromurad de trimetilsilil (3 mmol) se adaugd, prin picurare, la temperatura
ambianta, la o solutie de produs obtinut in Etapa B (591 mg; 0,78 mmol) in CH.Cl, (12 ml).
Amestecul de reactie se agita timp de 5 ore, si apoi se adaugd lent, la 0°C, o solutie de
Na>COs (580 mg) in apa (4 ml). Dupa agitare timp de 30 minute, amestecul de reactie se
concentreaza la sec, se dilueaza cu metanol anhidru (25 ml) si este microfiltrat. Filtratul este
uscat si purificat prin cromatografie pe o faza OASIS® (gradient acetonitril /H20).

RMN *H: § (500 MHz; D,0O; 300K): 8,23-7,98 (m, 2H, piridil); 7,01-6,97 (m, 2H, piridil);
7,88-7,80 (m, 1H, indolizind); 7,18-6,57 (m, 13H, H aromatici THIQ+aril+indolizina+fenol);
6,17-6,15 (m, 1H, indolizind): 5,96 (m, 2H, metilenedioxi); 4,61-3,76 (m, 1H, C ternar
THIQ); 4,16 (m, 2H, C secundar THIQ); 2,86-2,31 (m, 2H, C secundar THIQ); 0,94-0,76 (m,
3H, C primar THIQ)

IR: v: -C=0: 1620 cm?; v: C-O-C: 1218 cm’; v: P=0: 1107 cm? v: P-O: 981 cm™*
v: CH-Ar: 881-741 cm™™,

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: CagH29N4Na,OgP

[M-2Na+3H]* calculat: 703,1952

[M-2Na+3H]+ masurat: 703,1951

Exemplul 6. 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil
fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu protocolul descris in Etapele A-E din Exemplul 1.

RMN *H: & (500 MHz; DMSO-d6; 300K): 7,34 (m, 10H, fenil); 7,30-6,71 (m, 15H, aril);
6,06 (s, 1H, metilendioxi); 5,30-4,97 (m, 1H, pirol); 5,11 (m, 4H, benzil): 5,03-3,64 (m, 1H,
C tertiar THIQ); 4,91-4,09 (m, 2H, C secundar THIQ); 3,99-3,48 (m, 2H, C secundar THIQ);
3,54-3,44 (m, 4H, morfolind); 2,89-2,65 (m, 3H, C secundar THIQ); 2,51-1,87 (m, 4H, C
secundar THID); 2,36-1,85 (m, 2H, C secundar THIQ); 1,91-1,45 (m, 4H, C secundar THID).

Exemplul 7. 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)indolizin-1-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil dietil fosfat

Procedura este in conformitate cu protocolul descris in Etapele A si B din Exemplul 5.

RMN *H: § (500 MHz; DMSO-d6; 300K): 8,5-8, 0 (m, 5H); 7,2-7,1 (m, 1H); 6,85-6,65
(m, 1H); 7,3-6,8 (m, 10H); 6,25-6,10 (bs, 1H); 6,2 (bs, 2H); 5,1-3,7 (6d, 2H); 4,7-3,8 (m,1H);
4,15 (m, 4H); 3,0-1,7 (m,2H); 1,25 (m, 6H); 0,85-0,24 (m,3H).

Exemplul 8. Clorhidrat de 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-
il]carbonil}(fenil)amino]fenil dihidrogenofosfat

Se adaugd 100 mg de Pd(OH); la o solutie de produs obtinut in Etapa E din Exemplul 1
(500 mg; 0,51 mmol) In metanol (10 ml), si apoi amestecul de reactic este plasat sub
atmosfera de hidrogen (1 bar) timp de 5 ore. Dupa filtrarea catalizatorului si concentrarea la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4551 B1 2018.02.28

26

sec, produsul de reactie brut este purificat imediat prin cromatografie pe o faza C18 (gradient
acetonitril /H,O +HCI 0,2%) pentru a se obtine un solid.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: Ca3sHazN4OgP

[M+H]+ calculat: 791,2846

[M+H]* masurat: 791,2852

Exemplul 9. 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(piridin-4-il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}enil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(piridin-4-il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusii din Prepararile 1 si 1' utilizati in Etapa A cu
compusii din Prepararile 4 si 2' si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in
Etapa C cu cel din Prepararea 4".

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)
%C=66,99:66,88; %H=5,14:5,28; %N=8,93:8,87; %CI|=5,65:4,98.
Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: C3sHz2CIN4O3

[M+H]* calculat: 591,2157

[M+H]" masurat: 591,2178

Etapa B: 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3R)-3-metil-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(piridin-4-il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 4.

Exemplul 10. 4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-
b]piridin-5-il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-
5-il)-5-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]Jcarbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 5 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 3".

Microanaliza elementara: (%, masurata(teoretica))

%C=66,41(66,62);%H=5,08(5,59);%N=10,85(10,84);%CI-=4,68(4,57).

Etapa B:  4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-
b]piridin-5-il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 4.

Exemplul 11. 4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-
il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-(6-
{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-
il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
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compusul din Prepararea 5 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 5".
Microanaliza elementara: (%, masurata(teoretica))
%C=64,25(64,59);%H=5,4(5,7);%N=11,41(11,59);%Cl-=4,93(4,89).

Etapa B: 4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-
il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris n Etapele E si F din
Exemplul 1.

IR (cm™): v: C=0: 1628; v: (fosfat; eter): 1238, 1143,1113, 985; y: >CH Ar: 740.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 57,64 4,84 10,34
Constatat 56,62 454 10,14

Spectrometria de masa de 1nalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR):
Formula empirica: CagHzgCINgNa,OgP

[M-Na+H]* calculat: 791,2565

[M-Na+H]* masurat: 791,2564

Exemplul 12. 4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3R)-3-(morfolin-4-il)propil]-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-
1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-
5-il)-5-(6-{[(3R)-3-[3(morfolin-4-il)propil]-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil }-1,3-
benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusii din Prepararile 1 si 1' utilizati in Etapa A cu
compusii din Prepararile 5 si 3' si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in
Etapa C cu cel din Prepararea 3".

Microanaliza elementara: (%, masurata(teoretica))

%C=67,63(68,06);%H=5,27(5,95);%N=10,08(10,13);%Cl-=4,53(4,27).

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: C3sHz2CIN4O3

[M+H]* calculat: 793,3708

[M+H]* masurat: 793,3704

Etapa B: 4-[{[1,2-dimetil-5-(6-{[(3R)-3-(morfolin-4-il)propil]-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirolo[2,3-
b]piridin-5-il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele E si F din
Exemplul 1.

Cu exceptia cazului in care se mentioneaza altfel, compusii din urmatoarele Exemple sunt
sintetizati in conformitate cu procedeul din Exemplul 1 folosind: (i) acidul corespunzator
obtinut conform uneia dintre Prepararile 1-9 si (ii) compusul de tetrahidroizochinolinad
corespunzator obtinut conform uneia dintre Prepararile 1'-4' si, in Etapa C: (iii) amina
adecvatd NHR3R4 (o lista neexhaustiva este propusa in Preparirile 1"-8").

Exemplul  13.  4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1Hil]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat
disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(piridin-4-il)-1H-pirol-3-
carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 4 si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
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cu cel din Prepararea 4". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric 1M in eter. Dupa filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: C3gHssCIN5O4

[M+H]* calculat: 676,2685

[M+H]* masurat: 676,2684

Etapa B: 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1Hil]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat
disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (500 MHz, D;0) & ppm: -0,05.

IR (cm™): v: C=0: 1631, v: (fosfat; eter): 1243, 1136, 1112, 982; y: >CH Ar: 883, 745.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 58,54 4,66 8,75
Constatat 58,23 4,51 8,76

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):
Formula empirica: C3gHs7CINsNa,O7P
[M-Na+2H]" calculat: 778,2168

[M-Na+2H]" masurat: 778,2169

Exemplul 14. 4-({[5-(5-fluoro-4-metoxi-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-
pirazol-4-il)amino]fenil fosfat disodic

Exemplul  15.  4-({[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirazol-4-
il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-
pirazol-4-il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 7 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 5". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric in eter. Dupéd filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Microanaliza elementara: (%, masurata(teoretica))

%C=65,69(65,28);%H=5,38(5,77);%N=11,18(12,02);%CI-=5,61(5,07).

Etapa B: 4-({[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (400/500 MHz, CD3;0D) § ppm: -0,5

IR (cm™): v: C=0: 1628; v: (fosfat; eter): 1238, 1114, 983

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 58,02 4,87 10,68
Constatat 59,03 4,98 10,14

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):
Formula empirica: CsgHssFNgNa,O7P
[M-2Na+3H]* calculat: 743,2752

[M-2Na+3H]* masurat: 743,2760
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Exemplul 16. 4-[{[1,2-dimetil-5-(7-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H-il]carbonil}-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-
pirazol-4-il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-(7-
{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-il)-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 8 si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 5". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric 1M in eter. Dupa filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=64,99:64,67; %H=5,86:5,67; %N=11,37:11,27; %Cl=4,8:4,71

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+) :

Formula empirica: C40Hs3NeOs

[M+H]* calculat: 703,3236

[M+H]* masurat: 703,3239

Etapa B:  4-[{[1,2-dimetil-5-(7-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1H-pirrol-3-il]carbonil}(1-metil-1H-
pirazol-4-il)amino]fenil N,N,N',N'-tetrametilfosforodiamidat

La o solutie de 125 mg de compus din Etapa A (0,18 mmol) in diclormetan (6 ml) se
adauga 55 wl de diazabiciclo [5,4,0Jundec-7-ena (DBU; 0,36 mmol), si apoi 33 ul de clorura
de bisdimetilaminofosforil (0,19 mmol) si 2 mg de dimetilamino-4-piridina (0,02 mmol).
Amestecul de reactie se agita timp de 15 ore, se dilueaza cu diclormetan si apoi cu solutie
apoasa saturata de carbonat de sodiu. Faza apoasa se extrage cu diclormetan; fazele organice
sunt apoi combinate, spilate cu apa si cu saramurd si uscate pe sulfat de magneziu. Dupa
evaporarea solventilor, produsul de reactie brut este utilizat direct in etapa urmatoare.

Etapa C: 4-[{[1,2-dimetil-5-(7-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-
il]carbonil}-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-
il)amino]fenil fosfat disodic

4 ml de acid trifluoracetic se adauga, prin picurare, la o solutie de 125 mg de compus din
Etapa B (0,15 mmol) intr-un amestec 1:1 de acetonitril si apa (5 ml). Dupa agitare timp de 20
ore la temperatura ambianta, amestecul de reactie se evapora la sec, mentinadnd temperatura
baii de apa sub 40°C, si apoi reziduul este tratat cu o solutie de carbonat de sodiu (95 mg; 0,9
mmol) in apd (4 ml). Dupd agitare timp de 2 ore la temperatura ambianta, amestecul de
reactie se evapora la sec si apoi se adaugd 6 ml de etanol anhidru. Solidul se filtreaza, iar
filtratul se concentreazd la sec, si apoi se purifici pe o fazd OASIS® (gradient
acetonitril/apa).

RMN 3P (500 MHz, D;0) & ppm: 0,9.

IR (cm™): v: C=0: 1623; v: (fosfat; eter): 1235, 1162,1115, 1065, 985; y: >CH Ar:745.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: CaoHs1NeNa;OgP

[M-2Na+3H]* calculat: 783,2902

[M-2Na+3H]* masurat: 783,2907

Exemplul  17.  5-[{[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]pirimidin-2-il
fosfat disodic

Exemplul  18.  5-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]pirimidin-2-il
fosfat disodic



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4551 B1 2018.02.28

30

Exemplul  19.  4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}[1-(trideuteriometil)- 1H-pirazol-
4-ilJamino)fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(4-morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-[1-
(trideuteriometil)-1H-pirazol-4-il]-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 4 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 6". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric 1M in eter. Dupa filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=63,51:63,41; %H=5,63:5,42; %N=11,69:11,61; %Cl=4,93:4,85.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR, ESI-/FIA):

Formula empirica: Css Has Cl D3 Ng Oa

[M+H]* calculat: 682,2982

[M+H]* masurat: 682,2986

Etapa B: 4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }[1-(trideuteriometil)-1H-pirazol-4-
ilJamino)fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (500 MHz, D;0) & ppm: 4,8.

IR (cm™): v: C=0: 1626; v: (fosfat; eter): 1243, 1141,1115, 982; y: >CH Ar :880, 831.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI/FIA/HR si MS/MS):

Formula empirica: Css Has Cl D3 Ng Na; O7 P

[M+H]* calculat 806,2285

[M+H]* masurat: 806,2280

Exemplul  20. 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil}(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-
1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 4 si, pe de altd parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 7". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric 1M in eter. Dupa filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

RMN *H (500 MHz, dmso-d6) & ppm: 11,2 (bs, 1H), 9,39 (bs,1H), 7,83 (d, 1 H), 7,54 (d,
1H), 7,33 (s, 1 H), 7,24 (m, 2 H), 7 (m, 2 H), 6,8 (d, 2 H), 6,62 (d, 2 H), 6,57 (bs, 1 H), 5,26
(s, L H), 5,26 (m, 1 H), 4,64/4,03 (AB, 2 H), 4,01/3,92 (2m, 4 H), 3,75/3,43/3,15/3,02 (4m, 4
H), 3,59 (s, 3 H), 3,3/3,15 (2m, 2 H), 2,97 (s, 3 H), 2,69/2,52 (dd+d, 2 H), 2,06 (s, 3 H), 1,91
(s, 3H).

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=65,34:65,50; %H=5,62:5,15; %N=11,15:10,84 %Cl-=4,70:4,44.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: C41Hs1NeO4

[M+H]* calculat: 717,2952

[M+H]* masurat: 717,2951
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Etapa B: 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (500 MHz, dmso-d6) & ppm: 3,7.

IR (cm™): vi -CN: 2210 cm; vi C=0: 1623; v: (fosfat; eter): 1227, 1133, 1110, 982; v:
>CH Ar:884-741.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 58,54 4,79 9,99
Constatat 58,75 4,71 10,18

Spectrometria de masa de 1nalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR):
Formula empirica: C41 Hao Cl Ns Naz O7 P

[M-2Na+H]* calculat: 797,2614

[M-2Na+H]" masurat: 797,2618

Exemplul  21.  4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil}(5-ciano-1-metil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(5-ciano-1-metil-1H-pirol-3-il)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-1H-
pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 4 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 8". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric 1M in eter. Dupa filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=64,95:65,09; %H=5,45:5,20; %N=11,36:11,26; %Cl=4,79:4,62.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI/+):

Formula empirica: Cao Hzg Cl N O4

[M+H]* calculat: 703,2794

[M+H]* masurat: 703,2789

Etapa B: 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1-metil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (500 MHz, dmso-d6) & ppm: 4,5.

IR (cm™): v: -CN: 2215 cmt; v: C=0 1626; v: (Fosfat; eter): 1227, 1141, 1112, 982; vy
>CH Ar: 826-742.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR):

Formula empirica: Cao Hzs Cl Ng Na; O7 P

[M-2Na+3H]"* calculat: 783,2457

[M-2Na+3H]* masurat: 783,2462

Exemplul 22, 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil
fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-3-{6-[((3R)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-
2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il}-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina
carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind compusul din Prepararea 1' utilizat in Etapa A cu compusul din
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Prepararea 4'. Solidul este apoi dizolvat in diclormetan, si se adauga 2 ml de HC1 1M in eter.

Amestecul se agita timp de 1 ord si apoi se evapora la sec. Clorhidratul astfel obtinut este

dizolvat intr-un amestec de apa/acetonitril pana la dizolvarea completa, si apoi este liofilizat.
Microanaliza elementara:

%C %H %N %CI
Calculat 69,11 5,80 7,50 4,74
Constatat 68,89 5,23 7,41 4,62

Rotatia optici: (o) p?°= - 45,1° (¢ = 9 mg/mL, MeOH).

Etapa B: 4-[{[3-(6-{[(3R)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil
fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (400/500 MHz, dmso-d6) § ppm: 2,6.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 61,87 4,95 6,71
Constatat 61,33 4,93 7,14

Spectrometria de masa de 1nalta rezolutie (ESI+-/FIA/HR):
Formula empirica: Ca3HsiN4Na;OgP

[M-2Na+H]" calculat: 791,2840

[M-2Na+H]" masurat: 791,2845

Exemplul 23. 4-[(1-metil-2,3-dihidro-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-i1){[3-(2-{[(3S)-3-
(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H-il]carbonil}-4-[2-oxo0-2-(piperidin-1-
il)etoxi]fenil)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic

Etapa A:  3-[4-benziloxi-2-[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-
carbonil]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizina-1-carboxilat de metil

La o solutie de 14,19 g (35,0 mmol) de compus obtinut in Prepararea 9 in 200 ml de
dimetilformamida  se  adaugad  succesiv  4-[[(3S)-1,2,3,4-tetrahidroizochinolin-3-
illmetilJmorfolind (Prepararea 1'; 8,13 g; 35,0 mmol), hidroxibenzotriazol (6,15 g; 45,5
mmol), clorhidrat de 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)-carbodiimidd (6,70 g; 45,5 mmol) si
trietilamina (21,95 ml; 0,16 mol). Apoi amestecul se agita timp de o noapte la temperatura
ambiantd. Amestecul de reactie se toarna apoi in 400 ml de acetat de etil si apoi se spala
succesiv cu solutie apoasa saturatd de NaHCOs, apa si saramurd. Fazele apoase combinate
sunt extrase cu acetat de etil. Fazele organice rezultate se usuca pe sulfat de sodiu, se filtreaza
si se concentreaza sub presiune redusa. Produsul obtinut se purifica prin cromatografie pe gel
de silice pentru a se obtine compusul din titlu.

RMN H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 7,5-7,3 (m, 5 H), 7,38 (d, 1 H), 7,2-6,9 (m,
4H), 715 (dd, 1 H), 6,9 (d, 1 H), 6,35/6,25/6,08 (3*s, 1 H), 5,21/5,12 (3*s, 2 H),
5,09/4,85/3,7 (3*m, 1 H), 4,9-3,8 (8*d, 2 H), 4,2-3,4 (m, 2 H), 3,65/3,6/3,55 (3*s, 3 H), 3,6-
3,4 (m, 4 H), 3-2,4 (m, 2 H), 2,9-1,8 (6*dd, 2 H), 2,5-1,95 (4*m, 4 H), 2,35-1,7 (6*m, 2 H),
2-1,45 (6*m, 4 H).

Etapa B: Acidul 3-[4-benziloxi-2-[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-
2-carbonil]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizina-1-carboxilic

Se adauga 40,1 ml de solutie apoasd de LiOH 1M la o solutie de 12,7 g (20 mmol) de
compus obtinut in etapa precedentd in 40 ml de dioxan. Amestecul este incalzit la 100°C timp
de o noapte. Amestecul de reactie se toarnda in apa si apoi se extrage cu eter etilic. Faza
etericd se extrage Inca o datd cu apd. Fazele apoase combinate se aciduleaza la pH 4 prin
adaugarea acidului citric sub forma de pudra, si apoi se extrag cu diclormetan. Faza in
diclormetan se spald cu saramurd, se usucd pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se concentreaza
la sec. Produsul din titlul este obtinut sub forma de bezea.

RMN *H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 11,35 (bs, 1 H), 7,5-7,3 (m, 5 H), 7,38 (m,
1H), 7,2-6,9 (m, 4 H), 7,15 (m, 1 H), 6,9 (m, 1 H), 6,31/6,25/6,1 (3*s, 1 H), 5,22/5,2/5,15
(3*s, 2 H), 5,1/4,82/3,7 (3*m, 1 H), 4,85-3,8 (8*d, 2 H), 4,2-3,4 (m, 2 H), 3,6-3,45 (m, 4 H),
3-2,3(m, 2 H), 2,9-1,8 (m, 2 H), 2,5-1,9 (6*m, 4 H), 2,35-1,8 (6*m, 2 H), 1,9-1,3 (m, 4 H).
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Etapa C:  3-[4-benziloxi-2-[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-
carbonil]fenil]-N-[4-[tert-butil(dimetil)sililJoxifenil]-N-(1-metilpirolo[2,3-b]piridin-5-il)-
5,6,7,8-tetrahidroindolizina-1-carboxamida

Acidul obtinut in Etapa B (9 g; 11,8 mmol) este dizolvat in 90 ml de 1,2-dicloroetan. La
acesta se adaugda 1,9 ml de 1-cloro-N,N,2-trimetilpropenilamind (14 mmol). Dupa agitare
timp de 3 ore la temperatura ambiantd, se adaugd 90 ml de toluen si 4,62 g de N-[4-[tert-
butil(dimetil)silil]Joxifenil]-1-metil-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-amind  (Prepararea 3", 13
mmol). Amestecul de reactie este incalzit la 110°C timp de 20 de ore. Dupa revenirea la
temperatura ambianta, amestecul de reactie se spala cu saramura, se usucd pe Na,SOg, Se
filtreaza si se concentreaza la sec. Reziduul obtinut se purifica prin cromatografie pe gel de
silice (gradient diclormetan/etanol) pentru a se obtine produsul preconizat.

RMN !H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 7,95/7,8/7,75 (3*d, 1 H), 7,68/7,65/7,4
(3*d, 1 H), 7,4/7,3 (2*d, 1 H), 7,25-6,8 (m, 9 H), 7,05/6,9 (2*m, 1 H), 7-6,6 (3*bd, 2 H), 6,9
(m, 1 H), 6,75-6,45 (3*bd, 2 H), 6,7 (m, 1 H), 6,3 (2*d, 1 H), 5,15-4,95 (m, 2 H), 5,15/5,1/4,8
(3*s, 1 H), 4,95/4,6/3,5 (3*m, 1 H), 4,9-3,7 (8*d, 2 H), 3,8-3,3 (3*m, 2 H), 3,75/3,7/3,5 (3*s,
3 H), 3,45/3,3 (2*m, 4 H), 3-2,5 (3*m, 2 H), 3-2,3 (m, 2 H), 2,4-1,75 (5*m, 4 H), 2,25-1,7
(6*m, 2 H), 1,75-1,3 (m, 4 H), 0,7 (bs, 9 H), 0,1 (m, 6 H).

Etapa D: N-[4-[tert-butil(dimetil)silil]oxifenil]-3-[4-hidroxi-2-[(3S)-3-(morfolinometil)-
3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-carbonil]fenil]-N-(1-metilpirolo[2,3-b]piridin-5-il)-5,6,7,8-
tetrahidroindolizina-1-carboxamida

Se adaugd 0,9 g de Pd/C 10% la o solutie, in 100 ml de etanol, de 8,88 g (8,4 mmol) de
compus obtinut in Etapa C, in timp ce se barboteazd in argon. Amestecul de reactie se
plaseaza sub 1,2 bari de hidrogen la temperatura ambianta timp de 15 ore. Catalizatorul este
filtrat si solventul este evaporat sub presiune redusa pentru a se obtine compusul din titlu.

RMN H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 8,06/7,92/7,87 (3*d, 1 H), 7,75/7,5/7,39
(3*d, 1 H), 75 (m, 1 H), 7,28-6,9 (m, 5 H), 6,87/6,7 (2*m, 2 H), 6,76 (m, 1 H),
6,75/6,67/6,62 (3*m, 2 H), 6,67/6,46 (m, 1 H), 6,4/6,36 (2*m, 1 H), 5,19/5,13/4,9 (3*bs,
1H), 506/4,7/3,6 (3*m, 1 H), 4,97/4,2/4,15/4,07 (4*m, 2 H), 4,87/4,81 (bs, 1H),
3,86/3,56/3,39 (3*m, 2 H), 3,78/3,57 (2*m, 3 H), 3,59/3,44 (2*m, 4 H), 2,96-2,61 (2*m,
2 H), 2,88/2,6 (2*m, 2 H), 2,59-1,81 (m, 6 H), 1,87-1,42 (m, 4 H), 0,89 (s, 9 H), 0,12 (m,
6 H).

Etapa E: N-[4-[tert-butil(dimetil)sililJoxifenil]-N-(1-metilpirolo[2,3-b]piridin-5-il)-3-[2-
[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolin-2-carbonil]-4-[2-0x0-2-(1-
piperidil)etoxi]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizind-1-carboxamida

Compusul din Etapa D (3,0 g; 2,9 mmol) este dizolvat in 100 ml de toluen. La acesta se
adauga 1,53 g (5,8 mmol) de trifenilfosfina si 0,62 g (4,3 mmol) de 2-hidroxi-1-(1-
piperidil)etanond. Amestecul se incalzeste la 50°C, apoi se adaugd 1,01 g (4,3 mmol) de di-
tert-butil azodicarboxilat. Amestecul de reactie se agitd la 50°C timp de 1 ora si apoi este
lasat sa revina la temperatura ambianta inainte de adaugarea a 1 ml de acid trifluoracetic.
Dupa agitarea timp de o noapte la temperatura ambiantd, amestecul este spalat succesiv cu
apa, solutie saturatda de NaHCO3 si saramura. Fazele apoase combinate sunt extrase cu acetat
de etil. Fazele organice rezultate se usuca pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se concentreaza
sub presiune redusa. Produsul brut obtinut se purificd prin cromatografie pe gel de silice
(diclormetan/etanol 98/2) pentru a se obtine compusul preconizat.

RMN 'H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 8,06/7,92/7,87 (3*d, 1 H), 7,75/7,51/7,4
(3*d, 1 H), 7,49 (2*d, 1 H), 7,29-6,89 (m, 5 H), 6,93 (m, 1 H), 6,88/6,7 (m, 2 H), 6,75/6,67
(m, 1 H), 6,75/6,68/6,59 (3*m, 2 H), 6,4/6,36 (2*m, 1 H), 5,2/5,16/4,92 (3*m, 1 H),
5,06/4,69/3,58 (3*m, 1 H), 4,97/4,25/4,16/4,03 (4*d, 2 H), 4,89/4,81 (2*m, 2 H), 3,79/3,59
(2*m, 3 H), 3,59/3,43/3,4 (3*m, 6 H), 3,58/3,43 (2*m, 4 H), 3,03-2,61 (m, 2 H), 2,97-2,65
(m, 2 H), 2,57-1,74 (m, 6 H), 1,89-1,3 (m, 10 H), 0,89 (2bs, 9 H), 0,11 (m, 6 H).

Etapa F: N-(4-hidroxifenil)-N-(1-metilpirolo[2,3-b]piridin-5-il)-3-[2-[(3S)-3-
(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-carbonil]-4-[2-0x0-2-(1-
piperidil)etoxi]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizind-1-carboxamida

Se adaugd o solutie 1M de fluorura de tetrabutilamoniu (3,14 ml, 3 mmol) in
tetrahidrofuran, la temperatura ambianta, la o solutie, in 30 ml de tetrahidrofuran, de compus
obtinut in Etapa E (2,92 g, 2,9 mmol). Dupa agitare timp de 5 minute, amestecul de reactie se
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toarna intr-un amestec 50/50 de acetat de etil si solutie apoasd saturatd de NaHCOs. Faza
organica separata se spald cu apa si apoi cu saramura. Fazele apoase combinate sunt extrase
cu acetat de etil. Fazele organice rezultate se usuca pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se
concentreaza sub presiune redusa. Produsul brut obtinut se purifica prin cromatografie pe gel
de silice (gradient diclormetan/etanol/amoniac) pentru a se obtine compusul din titlu.

NMR !H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 9,4 (m, OH), 8,1-7,8 (3*d, 1 H), 7,7-7,3
(2*m, 1L H), 7,5/7,4 (2*m, 1 H), 7,3-6,9 (m, 4 H), 7,2 (m, 1 H), 6,9 (m, 1 H), 6,8-6,5 (m, 2 H),
6,7-6,5 (m, 2 H), 6,7 (m, 1 H), 6,4 (m, 1 H), 5,3-5 (m, 1 H), 5,1/4,7/3,6 (3*m, 1 H), 5-3,6 (m,
2 H), 5-3,6 (m, 2 H), 4,8 (m, 2 H), 3,8-3,6 (m, 3 H), 3,6/3,4 (m, 2 H), 3,4 (m, 6 H), 3,1-2,5
(m, 2 H), 2,9-1,9 (m, 2 H), 2,5-1,7 (m, 4 H), 1,8-1,4 (m, 6 H), 1,6-1,3 (m, 4 H).

Etapa A: N-(4-hidroxifenil)-N-(1-metil-2,3-dihidropirolo[2,3-b]piridin-5-il)-3-[2-[(3S)-3-
(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-carbonil]-4-[2-0x0-2-(1-
piperidil)etoxi]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizind-1-carboxamida

0,71 g (11 mmol) de cianoborohidrura de sodiu se adauga la o solutie, in 20 ml de acid
acetic, de compus obtinut in Etapa F (2,0 g, 2,2 mmol). Dupa agitare timp de 14 ore la
temperatura ambianta, se adaugad din nou 0,36 g (5,5 mmol) de cianoborohidrura de sodiu, si
apoi amestecul de reactie este Incalzit la 50°C timp de 3 ore Inainte de a doua adaugare a 0,1
echiv. de cianoborohidrurd de sodiu pentru a sfarsi reactia in 30 de minute la 50°C. Acidul
acetic este evaporat sub presiune redusa, si apoi reziduul este prelevat in diclormetan si spalat
cu solutie apoasa saturatd de NaHCOs, apa si saramura. Fazele apoase combinate sunt extrase
cu diclormetan. Fazele organice rezultate se usucd pe sulfat de sodiu, se filtreaza si se
concentreaza sub presiune redusa. Produsul brut obtinut se purificd prin cromatografie pe gel
de silice (gradient diclormetan/etanol/amoniac) pentru a se obtine compusul din titlu sub
forma de bezea.

NMR *H (500 MHz, dmso-d6, 300K) & ppm: 9,3 (bs, 1 H), 7,5/7,4/7,3 (3*m, 1 H), 7,2/6,7
(2*m, 1 H), 7,2 (m, 1 H), 7,1-6,8 (m, 4 H), 6,9/6,7 (m, 1 H), 6,9 (m, 1 H), 6,8-6,5 (m, 2 H),
6,7-6,5 (m, 2 H), 5,3-5,1 (2*d, 1 H), 5,1/4,7/3,6 (3*m, 1 H), 4,9/4,2-3,5 (2*m, 1 H), 4,9/4,2-
3,5 (2%, 1 H), 4,9-4,8 (m, 2 H), 3,6/3,4 (2*m, 4 H), 3,4/3,3 (m, 2 H), 3,4 (m, 6 H), 3,1-2,5 (m,
4 H), 3-2,4 (m, 2 H), 2,8/2,6 (m, 3 H), 2,6-1,7 (m, 6 H), 1,9-1,3 (m, 10 H).

Etapa H: Clorhidrat de N-(4-hidroxifenil)-N-(1-metil-2,3-dihidropirolo[2,3-b]piridin-5-
il)-3-[2-[(3S)-3-(morfolinometil)-3,4-dihidro-1H-izochinolina-2-carbonil]-4-[2-0x0-2-(1-
piperidil)etoxi]fenil]-5,6,7,8-tetrahidroindolizind-1-carboxamida

Baza obtinuta in Etapa G (0,60 g; 0,69 mmol) este dizolvata in acetonitril si apoi
transformata in sare folosind 0,7 mL (0,7 mmol) de solutie de HC1 1N. Solutia este filtrata,
congelata si apoi liofilizatd pentru a se obtine compusul din titlu sub forma de pudra.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=68,02:68,06; %H=6,49:6,21; %N=10,89:10,87; %Cl=4,14:3,94

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):

Formula empirica: Cs; Hs7 N7 Og

[M+H]* calculat: 864,4445

[M+H]* masurat: 864,4443

Etapa I: 4-[(1-metil-2,3-dihidro-1H-pirolo[2,3-b]piridin-5-il){[3-(2-{[(3S)-3-(morfolin-4-
ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-4-[2-ox0-2-(piperidin-1-il)etoxi]fenil)-
5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

IR (cm™): v: C=0: 1625; v: (fosfat; eter): 1229, 1138, 1115, 982; y: >CH Ar: 880-748-
745.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 62,00 571 9,92
Constatat 61,45 5,53 9,96

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):
Formula empirica: CsiHssN7Na,OgP
[M-2Na+3H]* calculat: 944,4106

[M-2Na+3H]* masurat: 944,4116
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Exemplul 24,  4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(1-metil-1H-pirazol-4-
il)amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de 5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-dimetil-N-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-pirol-
3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 4 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 5". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric in eter. Dupé filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Microanaliza elementara: (%, teoretica: masurata)

%C=63,77:62,83; %H=5,63:5,83; %N=11,74:11,29; %Cl=4,95:5,42.

Etapa B: 4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
ilJcarbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

IR (cm™): v: C=0: 1625; v: (fosfat; eter): 1241, 1146, 1112, 983.

Microanaliza elementara:

%C %H %N
Calculat 56,83 4,77 10,46
Constatat 56,82 4,58 10,43

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):
Formula empirica: Css Hazs Cl Ng Na, O7 P
[M-2Na+3H]* calculat: 759,2457

[M-2Na+3H]* masurat: 759,2465

Exemplul 25. 4-[(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il){[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-
ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic

Etapa A: Clorhidrat de N-(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il)-5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-
(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-N-(4-hidroxifenil)-1,2-
dimetil-1H-pirol-3-carboxamida

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele A-D din
Exemplul 1 inlocuind, pe de o parte, compusul din Prepararea 1 utilizat in Etapa A cu
compusul din Prepararea 7 si, pe de alta parte, compusul din Prepararea 1" utilizat in Etapa C
cu cel din Prepararea 7". Produsul obtinut este supus, la sfarsit, unei etape de transformare in
sare in prezenta acidului clorhidric in eter. Dupd filtrare si liofilizare intr-un amestec de
acetonitril/apa, se obtine compusul preconizat.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI/FIA/HR si MS/MS):

Formula empirica: Ca1 Ha1 F Ne O4

[M+H]* calculat: 701,3246

[M+H]* masurat: 701,3282

Etapa B: 4-[(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il){[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-
ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
ilJcarbonil}amino]fenil fosfat disodic

Procedura este in conformitate cu un protocol similar celui descris in Etapele B si C din
Exemplul 16.

RMN 3P (400/500 MHz, CDs0D) & ppm: -0,5.

IR (cm™): v: -CN: 2211 cm't; v: C=0: 1629; v: (fosfat; eter): 1236, 1114, 984.
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Microanaliza elementara:
%C %H %N
Calculat 59,71 4,89 10,19
Constatat 60,09 4,95 9,88

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (ESI+):
Formula empirica: C41 Hao F Ne Naz O7 P
[M-2Na+3H]* calculat: 781,2909

[M-2Na+3H]" masurat: 781,2898.

STUDII FARMACOLOGICE SI FARMACOCINETICE

in scopuri de clarificare, si in cele ce urmeazi, compusii cu formula (I') vor fi denumiti
"medicament din Exemplul x" din care acestia au fost obtinuti. De exemplu, N-(4-
hidroxifenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-
benzodioxol-5-i1}-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina  carboxamida va fi denumit
"medicament din Exemplul 1".

EXEMPLUL Al: Inducerea activitatii caspaze in vivo a compusiilor cu formula (I')

Capacitatea compusilor cu formula (I') de a activa caspaza 3 este evaluatd intr-un model
de xenogrefa a celulelor leucemice RS4;11.

1x107 celule RS4;11 sunt grefate subcutanat in soareci cu imunodepresie (tulpina SCID).
25 - 30 de zile dupa grefd, animalele sunt tratate oral cu diversi compusi. Saisprezece ore
dupa tratament, masele tumorale sunt recuperate si lizate, iar activitatea caspazei 3 este
masurata in lizatele tumorale.

Aceasta masurare enzimatica este realizatd prin analiza aspectului exterior al unui produs
de clivaj fluorigenic (activitatea DEVDase, Promega). Ea este exprimatd sub forma unui
factor de activare ce corespunde raportului dintre cele doua activitati caspaze: activitatea
pentru soarecii tratati divizatd de activitatea pentru soarecii de control.

A fost testatd N-(4-hidroxifenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-
izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il}-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina
carboxamida (denumiti, de asemenea, medicament din Exemplul 1). La o doza de 100 mg /
kg p.o., factorul de activare a caspazelor in vivo este de 29,3.

Rezultatele obtinute arata ca compusii cu formula (I') sunt capabili sd induca apoptoza in
celulele tumorale RS4;11 in vivo.

EXEMPLUL AZ2: Cuantificarea formei clivate a caspazei 3 in vivo determinatd de
compusii cu formula (T').

Capacitatea compusilor cu formula (I') de a activa caspaza 3 este evaluatd intr-un model
de xenogrefi a celulelor leucemice RS4;11.

1x107 celule RS4;11 sunt grefate subcutanat in soareci cu imunodepresie (tulpina SCID).
25 - 30 de zile dupa grefa, animalele sunt tratate oral cu diversi compusi. Dupa tratament,
masele tumorale sunt recuperate si lizate, iar forma clivata (activatd) a caspazei 3 este
cuantificatd 1n lizatele tumorale.

Cuantificarea se efectueaza cu ajutorul testului "Meso Scale Discovery (MSD) ELISA
platform", care testeaza in mod specific forma clivatd a caspazei 3. Aceasta este exprimata
sub forma unui factor de activare ce corespunde raportului dintre cantitatea caspazei clivate 3
in soarecii tratati impartita la cantitatea caspazei clivate 3 in soarecii de control.

Rezultatele arata ca compusii cu formula (I') sunt capabili sd inducad apoptoza in celulele
tumorale RS4;11 in vivo.

Tabelul 1: Factori de activare a caspazelor (testul MSD a caspazei clivate 3 in tumorile
soarecilor tratati comparativ cu soarecii de control) in vivo, dupa tratament pe cale orala

Compusul testat Doza (mg/kg) Timpul de Factorul de activare
prelevare a +/- S.E.M.
probelor

Medicamentul din Exemplul 12,5 2 ore 24,5 +/-7,5

13

Medicamentul din Exemplul 12,5 2 ore 13,5 +/-1,2

19

Medicamentul din Exemplul 12,5 2 ore 52,0 +/- 8,6
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20

Medicamentul din Exemplul 12,5
ﬁ/lledicamentul din Exemplul 25
ﬁ/ldfedicamentul din Exemplul 12,5
E/I:edicamentul din Exemplul 25

2 ore 22,6 +/-2,4

2 ore 45,7 +/- 2,0

2 ore 38,7 +/- 10,7

2 ore 29,8 +/- 4,0

EXEMPLUL A3: Cuantificarea formei clivate a caspazei 3 in vivo determinatd de
compusii cu formula (I).
Capacitatea compusilor cu formula (I) de a activa caspaza 3 este evaluata intr-un model
5  de xenogrefa a celulelor leucemice RS4;11 in conformitate cu protocolul prezentat in
Exemplul A2.

Tabelul 2: Factori de activare a caspazelor (testul MSD a caspazei clivate 3 in tumorile
soarecilor tratati comparativ cu soarecii de control) in vivo, dupa tratament pe cale orala

Compusul testat Doza (mg/kg) Timpul de prelevare a | Factorul de activare
probelor +/- S.E.M.
Exemplul 13 12,5 2 ore 58,6 +/- 4,6
Exemplul 1 50 2 ore 21,2+4/-1,3
Exemplul 19 12,5 2 ore 27,5 +/- 3,5
Exemplul 20 12,5 2 ore 62,1 +/-3,4
Exemplul 21 25 2 ore 55,2 +/- 6,2
Exemplul 24 25 2 ore 60,5 +/- 4,5
Exemplul 25 12,5 2 ore 61,8 +/- 8,9
Exemplul 15 25 2 ore 12,1+/-1,1
10
EXEMPLUL B: Solubilitatea compusilor cu formula (I)
Solubilitatea compusilor cu formula (I) in apa a fost masurata si comparatd cu cea a
compusiilor cu formula (I').
15 Mai exact, 4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-

ilJcarbonil}-1,3-benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil }(fenil)amino]fenil
fosfatul disodic (denumit, de asemenea, compusul din Exemplul 1) a fost testat si comparat
cu N-(4-hidroxifenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-
izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il}-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizina

20  carboxamida (denumita, de asemenea, medicamentul din Exemplul 1).

Solubilitatea compusului din Exemplul 1 in apa este mai mare sau egala cu 10 mg/ml
(12,6mM), in timp ce solubilitatea medicamentului asociat este de doar 40 pg/ml (56,2uM).
Solubilitatile compusilor au fost masurate, de asemenea, intr-un mediu tamponat la pH-ul
fiziologic (a se vedea Tabelul 3).

25
Tabelul 3: Solubilitatile in mediu apos (solutie tampon: fosfat 0,33M, pH = 7,4) ale
compusilor cu formula (I) si ale compusilor asociati cu formula (I'), masurate la patru
concentratii: 10uM, 20uM, 50uM si 100uM
Compusul testat Solubilitatea la Solubilitatea la | Solubilitatea Solubilitatea la
10uM 20uM la 50uM 100uM
Exemplul 19 Solubil Solubil Solubil Solubil
Medicamentul din. Exemplul Solubil Solubil Solubil Insolubil
Exemplul 20 Solubil Solubil Solubil Solubil
predicamentul din_ Exemplul Solubil Insolubil Insolubil Insolubil
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Exemplul 25 Solubil Solubil Solubil Solubil
gﬂsed'came”t“' din Exemplul Solubil Solubil Insolubil Insolubil
Exemplul 1 Solubil Solubil Solubil Solubil
Medicamentul din Exemplul 1 Insolubil Insolubil Insolubil Insolubil

Rezultatele arata ca compusii cu formula (I) sunt mult mai solubili decat compusii cu
formula (I'). Doar compusii cu formula (I) prezinta solubilitati mai mari sau egale cu 100uM.

EXEMPLUL C: Transformarea in vivo a compusilor cu formula (I)

Profilul farmacocinetic al compusilor fosfati cu formula (I) este evaluat intr-o formula
lipidicd si in solutie apoasd in soarecii SCID femele. Acesta este comparat cu profilul
farmacocinetic al compusilor cu formula (I') intr-o formuld lipidica. Mai exact, 4-[{[3-(6-
{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil }-1,3-benzodioxol-5-
il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil fosfatul disodic (denumit, de
asemenea, compusul din Exemplul 1) a fost testat si comparat cu N-(4-hidroxifenil)-3-{6-
[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-dihidro-2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il }-
N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-indolizind carboxamidd (denumita, de asemenea, medicamentul

Formula lipidica a compusului din Exemplul 1

Compusul din Exemplul 1 se prepara intr-un amestec de etanol anhidru/polietilen glicol
300/apa (10/40/50, v/v/v) destinat administrarii pe cale oralda p.o. Studiul se realizeaza in 2
grupuri de soareci SCID cérora le este administrat compusul din Exemplul 1 in urmatoarele

- Grupul 1: 3 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg),
- Grupul 2: 25 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg).
Probele de sange sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp (3 probe per animal si 3
animale pentru fiecare interval de timp): 0,25 ore, 0,5 ore, 1 ora, 2 ore, 6 ore si 24 ore dupa

Compusul din Exemplul 1 este, de asemenea, administrat pe cale orald intr-un mediu apos
- Grupul 1: 30 mg/kg p.o. dizolvat in solutie de carbonat de sodiu 1mM

- Grupul 2: 100 mg/kg p.o. 1n apa (gavaj, 10 ml/kg).
Probele de sange sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp (3 animale pentru fiecare
interval de timp si 1 proba per animal): 0,25 ore, 0,5 ore, 1 ord, 2 ore, 4 ore, 6 ore si 24 ore

Pentru toate formulele compusului din Exemplul 1, sangele colectat astfel este centrifugat
si plasma este transferatd in eprubete care contin acid clorhidric 1M. Concentratiile
plasmatice ale compusului fosfat (promedicament) si omologului sdu hidroxilat
(medicament) sunt determinate simultan folosind o metoda de cromatografie lichidd cuplata
cu detectia prin spectrometriec de masa (TFC-LC-MS/MS). Limita detectiei pentru ambele

Formula lipidica a medicamentului din compusul din Exemplul 1

Medicamentul din Exemplul 1 se prepara intr-un amestec de etanol anhidru/polietilen
glicol 300/apa (10/40/50, v/v/v) destinat administrarii pe cale orald p.o. Studiul se realizeaza
in cateva grupuri de soareci SCID cérora li se administreaza medicamentul din Exemplul 1 in

- Grupul 1: 3 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg),
- Grupul 2: 30 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg),
- Grupul 3: 25 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg),
- Grupul 4: 100 mg/kg p.o. (gavaj, 10 ml/kg).
Probele de sange sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp (3 animale pentru fiecare

5
10
din Exemplul 1).
15
conditii:
20
administrarea orala.
25 Formula apoasa a compusului din Exemplul 1
soarecilor SCID, in urmatoarele conditii:
(gavaj, 10 ml/kg),
30
dupa administrarea orala.
35
entitati este de 0,5 ng/ml.
40
urmatoarele conditii:
45
50

interval de timp si 3 probe per animal pentru Grupurile 1-2 si 1 proba per animal pentru
Grupurile 3 si 4):

- p.o.: inainte de administrare si apoi 0,25 ore, 0,5 ore, 0,75 ore, 1 ora, 2 ore, 4 ore, 6 ore,
8 ore, 16 ore si 24 ore dupad administrarea orala la 3 si 30 mg/kg,
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- p.o.: 0,5 ore, 2 ore, 6 ore, 16 ore si 24 ore dupa administrarea orala la 25 mg/kg si 0,5
ore, 1 ora, 2 ore, 6 ore, 16 ore, 30 ore si 48 ore dupa administrarea orala la 100 mg/kg.

Plasma din probele de sange colectate dupd administrarea formulelor lipidice ale
medicamentului din compusul din Exemplul 1 sunt analizate prin cromatografie lichida
cuplatid cu detectia prin spectrometrie de masa. Limita de cuantificare a medicamentului din
compusul din Exemplul 1 este mai mica sau egala cu 0,5 ng/ml.

Analiza farmacocineticdi necompartimentalda se realizeazd pe valorile medii ale
concentratiilor plasmatice ale compusilor testati. Rezultatele sunt prezentate in Tabelele 4 si
5 de mai jos.

Rezultatele arata ca, indiferent de doza (de la 3 pana la 100 mg/kg) si purtator (formula
lipidicd sau apoasd), cea mai mare parte a promedicamentului cu formula (I) este
transformata rapid in vivo in medicamentul corespunzator cu formula (I') (a se vedea Tabelul
4). Expunerea plasmaticd a promedicamentului (Cmax, AUC) este joasd in comparatie cu cea a
medicamentului corespunzator. De asemenea, rezultatele aratd ca concentratia plasmatica a
medicamentului astfel masurata (dupa administrarea promedicamentului) este echivalenta sau
chiar mai mare decat cea masuratd dupa administrarea directa a medicamentului pe cale orala
(a se vedea Tabelul 5).

Tabelul 4

Compusul administrat

Compusul masurat

Exemplul 1

Exemplul 1, 3 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (Ng/mL) = 16
Tmax (h)=0,25
AUC; (ng.h/mL) =5

Cmax (Ng/mL) = 342
Tmax (h)=0,25
AUC; (ng.n/mL) = 314

Exemplul 1, 25 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (ng/mL) = 244
Tmax (h)=0,25
AUC; (ng.h/mL) =92

Cmax (Ng/mL) = 6204
Tmax ()=0,5
AUC; (ng.n/mL) = 20952

Exemplul 1, 30 mg/kg p.o.
Formula apoasa

Cmax (ng/mL) = 391
Tmax (h)=1,0
AUC; (ng.h/mL) = 879

Cmax (Ng/mL) = 11967
Tmax ()=0,5
AUC; (ng.n/mL) = 49416

Exemplul 1, 100 mg/kg p.o.
Formula apoasa

Cmax (ng/mL) = 359
Tmax (h)=2,0
AUC; (ng.h/mL) = 797

Cmax (Ng/mL) = 28066
Tmax (h)=2,0
AUC; (ng.h/mL) = 168478

20 Tabelul 5

Compusul administrat

Compusul masurat

Medicamentul din Exemplul 1

Medicamentul din Exemplul 1
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Medicamentul din Exemplul 1, 3 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (ng/mL) =295
Tmax (h)=0,25
AUC; (ng.h/mL) = 225

Medicamentul din Exemplul 1, 25 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (ng/mL) = 5070
Tmax (h)=2,0
AUC; (ng.h/mL) = 20400

Medicamentul din Exemplul 1, 30 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (ng/mL) = 8580
Tmax (h)=1,0
AUC; (ng.h/mL) = 24200

Medicamentul din Exemplul 1, 100 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Crnax (ng/ML) = 25878
Trax (N)= 0,5
AUC; (ng.h/mL) = 148046

10

15

20

25

30

35

Mai exact, administrarea pe cale orald a promedicamentului intr-un purtator apos face
posibila obtinerea concentratiilor plasmatice ale medicamentului care sunt echivalente sau
chiar mai mari decét cele obtinute dupa administrarea directa pe cale orala a medicamentului
intr-un purtétor lipidic. Prin urmare, promedicamentul ofera avantajul facilitarii tehnologiei
de preparare comparativ cu medicamentul corespunzitor, in special intr-un mediu apos, ceea
ce este foarte avantajos in vederea dezvoltarii clinice. Intr-adevir, dupa cum arati Exemplul
D, medicamentul din Exemplul 1 este dificil de preparat intr-un mediu apos.

Formula apoasa a compusilor din Exemplele 20 si 25

Compusii din Exemplele 20 si 25 sunt administrati pe cale orala intr-un mediu apos
soarecilor SCID, in urmatoarele conditii:

- Grupul 1: 3 mg/kg p.o. in solutic de carbonat de sodiu 1M (gavaj,
10 ml/kg),

- Grupul 2: 25 mg/kg p.o. in solutie de carbonat de sodiu 1M (gavaj,
10 ml/kg).

Probele de sdnge sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp (3 animale pentru fiecare
interval de timp): 0,25 ore, 0,5 ore, 1 ora, 2 ore, 6 ore si 24 de ore dupa administrarea orala.

Sangele colectat astfel este centrifugat si plasma este transferata in eprubete care contin
acid clorhidric 1M. Concentratiile plasmatice ale compusului fosfat (promedicament) si
omologului sau hidroxilat (medicament) sunt determinate simultan folosind o metoda de
cromatografie lichidd cuplatd cu detectia prin spectrometrie de masd (TFC-LC-MS/MS).
Limita detectiei pentru ambele entitati este de 0,5 ng/ml.

Formula lipidica a medicamentului din compusii din Exemplele 20 si 25

Medicamentele din Exemplele 20 si 25 se prepara intr-un amestec de polietilen glicol
300/etanol/Phosal S0PG (30/10/60, v/v/v) destinat administrarii pe cale orald soarecilor
SCID, 1n urmatoarele conditii:

- Grupul 1: 3 mg/kg p.o. (gavaj, 10 mi/kg),
- Grupul 2: 25 mg/kg p.o. (gavaj, 10 ml/kg).

Probele de sange sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp (3 animale pentru fiecare
interval de timp): 0,25 ore, 0,5 ore, 1 ord, 2 ore, 6 ore si 24 de ore dupa administrarea orala.

Sangele astfel colectat este centrifugat si plasma este transferata in eprubete care contin
acid clorhidric IM. Concentratiile plasmatice ale medicamentului sunt determinate cu
ajutorul unei metode de cromatografie lichida cuplata cu detectie prin spectrometrie de masa
(TFC-LC-MS/MS). Limita cuantificarii este de 0,5 ng/ml.

Se efectueaza analiza farmacocinetici necompartimentald. Rezultatele medii sunt
prezentate in Tabelele 6, 7, 8 si 9 de mai jos.
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Tabelul 6, Exemplul 20
Compusul administrat Compusii masurati
Exemplul 20 Medicamentul din Exemplul 20
Crax (ng/mL) =SLC Crmax (ng/mL) =56
1IExrerrnnpllul 20, 3~ mg/kg p.o. T ex ()= ND T ax ()= 1,0
ormuia apoasa AUC; (ng.h/mL) = ND AUC; (ng.h/mL) = 51
Exemplul 20, 25 mg/kg p.o. Crrax (ng_/mL) =127 Crrax (ng_/mL) = 3701
Formula apoasa Tmax ()= 0,25 Tmax ()= 1,0
P AUC; (ng.h/mL) = 106 AUC; (ng.h/mL) = 8724
ND: nedeterminat
SLC: sub limita de cuantificare
5 Tabelul 7, Exemplul 20
Compusul administrat Compusul mésurat
Medicamentul din Exemplul 20
Medicamentul din Exemplul 20, 3 mg/kg p.o. Cmax (ng/mL) = 39
Formula lipidici Tmax (h)=1,0

AUC; (ng.h/mL) =55

Formula lipidica

Medicamentul din Exemplul 20, 25 mg/kg p.o. Crax (ng/mL) = 5524

Trax (N)= 2,0
AUC; (ng.n/mL) = 10172

Tabelul 8, Exemplul 25

Compusul administrat

Compusii masurati

Exemplul 25 Medicamentul din Exemplul 25
Cmax (ng/mL) = 17 Cmax (ng/mL) = 29
Exemplul 25, 3~mg/kg p.o. T ((h)g: 1 0) T ((h)g: 1 0)
Formula apoasa AUC, (ng.h/mL) = 14 AUC; (ng.h/mL) = 31
Crnax (ng/mL) = 106 Crmax (ng/mL) = 2232
Exemplul 25, 2~5 mg/kg p.o. T ((h)g: 1 0) T ((h)g: 1 0)
Formula apoasa AUC; (ng.h/mL) = 114 AUC; (ng.h/mL) = 3965
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Tabelul 9, Exemplul 25

Compusul administrat Compusul masurat

Medicamentul din Exemplul 25

Medicamentul din Exemplul 25, 3 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (Ng/mL) = 33
Tmax (h)=1,0
AUC; (ng.h/mL) = 37

Medicamentul din Exemplul 25, 25 mg/kg p.o.
Formula lipidica

Cmax (ng/mL) = 3004
Tmax (h)=1,0
AUC; (ng.h/mL) = 5704
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Rezultatele arata cd, indiferent de dozd (3 sau 25 mg/kg), cea mai mare parte a
promedicamentelor cu formula (I) este transformatd rapid in vivo in medicamentele
corespunzatoare cu formula (I') (a se vedea Tabelele 6, 7, 8 si 9). Expunerile plasmatice ale
promedicamentelor (Cmax, AUC) sunt joase in comparatie cu expunerile medicamentelor
corespunzatoare. De asemenea, rezultatele aratd cd concentratiile plasmatice ale
medicamentelor astfel masurate (dupa administrarea promedicamentelor) sunt echivalente cu
cele masurate dupa administrarea directa a medicamentelor pe cale orali (a se vedea Tabelele
751 9).

EXEMPLUL D: Profilul farmacocinetic in vivo al compusilor cu formula (I')

Profilul ~ farmacocinetic al N-(4-hidroxifenil)-3-{6-[((3S)-3-(4-morfolinilmetil)-3,4-
dihidro-2(1H)-izochinolinil)carbonil]-1,3-benzodioxol-5-il }-N-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-1-
indolizind carboxamida (denumita, de asemenea, medicament din Exemplul 1) este, de
asemenea, evaluat intr-o formula lipidica si apoasa in sobolanul de rasa Wistar.

Medicamentul din Exemplul 1 se prepara intr-o suspensie apoasa in hidroxietilceluloza
1% (greutate/volum) in apa si este comparat cu o formula lipidica compusa dintr-un amestec
de etanol anhidru/polietilen glicol 400/Phosal S0PG (10/30/60, v/v/v). Cele doua preparate
sunt administrate pe cale orald sobolanilor masculi de rasa Wistar (3 sobolani per formuld) in
doza de 100 mg/kg p.o. (gavaj, 10 ml/kg).

Probele de sange sunt prelevate la urmatoarele intervale de timp de la fiecare animal (3
animale/interval de timp): 0,25 ore, 0,5 ore, 0,75 ore, 1 ord, 2 ore, 4 ore, 8 ore si 24 de ore
dupa administrarea orala.

Concentratiile plasmatice ale compusului testat sunt determinate dupad extragere, urmata
de cromatografia lichidad cuplatd cu detectia prin spectrometrie de masa. Limita cuantificarii
este de 0,1 ng. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul de mai jos:
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Tabelul 10
Compusul administrat Compusul mésurat
Medicamentul din Exemplul 1
Medicamentul din Exemplul 1, 100 mg/kg p.o. Cmax (Nng/mL) = 816
Formula apoasa AUC; (ng.h/mL) = 3480
Medicamentul din Exemplul 1, 100 mg/kg p.o. Cmax (ng/mL) = 5070
Formula lipidica AUC; (ng.n/mL) = 42900
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25

30

Rezultatele arata ca formula lipidica face posibila o mai buna expunere plasmatica a
medicamentului din Exemplul 1 decat formula apoasa.

EXEMPLUL E: Test in vitro pe celulele umane Caco-2.

Transportul celular de la A la B (Apical spre Bazolateral) a compusilor fosfati cu formula
(I) si compusilor cu formula (I') (medicamentele corespunzatoare) este studiat in celulele
umane Caco-2. Fiecare compus se depoziteaza apical la 1 sau 3 pm (in duplicat) si apoi sunt
incubati timp de 120 min.

Mai multe probe sunt prelevate in timpul experimentului;

- apical: imediat dupa depozitare (t=0) si la 120 minute
- bazolateral: la sfarsitul experimentului (120 minute)

Concentratiile compusului fosfat (promedicamentului) si/sau ale omologului hidroxilat al
acestuia (medicamentului) sunt determinate prin cromatografie lichidd cuplata cu detectia
prin spectrometrie de masa (LC-MS/MS). Limita cuantificarii pentru ambele entitati este de
2 ng/ml.

Permeabilitatea evidenta (Papp) si fractia absorbitd (Fas) prezisd la om sunt calculate
pentru promedicament, pentru medicament dupd incubarea promedicamentului si pentru
medicament dupd incubarea medicamentului (Hubatsch et al, Nat Protoc. 2007; 2(9), 2111-
2119).

De asemenea, se calculeazd randamentul experimentului, care corespunde raportului (in
procente) cantitatii totale a compusului constatat la sfarsitul experimentului comparativ cu
cea incubata.

Rezultatele au fost adunate in Tabelul 11. Acestea arata ca promedicamentele compusilor
cu formula (I) sunt descompuse considerabil in cursul experimentului (randamentele
experimentului <1,5%), determinand astfel formarea medicamentelor asociate in cantitati
substantiale.

La final, fractiunea absorbitd prezisa la om pentru medicamentele formate dupa incubarea
promedicamentelor este similara cu cea obtinutd dupa incubarea medicamentelor.




Tabelul 11
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Compusul administrat

Compusii

masurati

Exemplul 1

Medicamentul din Exemplul 1

Exemplul 1

Papp (108 cm/s) = 0,01
Fabs (%) = ND
Randament (%) =0

Papp (10 cm/s) = 0,83
Fabs (%) = 71
Randament (%) =42

Medicamentul din Exemplul 1

Papp (10 cm/s) = 0,65
Fabs (%) = 67
Randament (%) =37

Exemplul 4

Medicamentul din Exemplul 4

Exemplul 4

Papp (10 cm/s) = 0,33
Fabs (%) = ND
Randament (%) =1,3

Papp (10 cm/s) = 0,43
Fans (%) =69
Randament (%) =38

Medicamentul din Exemplul 4

Papp (108 cm/s) = 0,21
Fabs (%) =46
Randament (%) =20

Exemplul 5

Medicamentul din Exemplul 5

Exemplul 5

Papp (10 cm/s) = 0,26
Fabs (%) = ND
Randament (%) =1,2

Papp (10 cm/s) = 2,3
Faps (%) = 86
Randament (%) =78

Medicamentul din Exemplul 5

Papp (10 cm/s) = 0,7
Faps (%) = 68
Randament (%) =34

Exemplul 20

Medicamentul din Exemplul 20

Exemplul 20

Papp (108 cm/s) =0
Fabs (%) = ND
Randament (%) =0,94

Papp (108 cm/s) = 0,16
Fabs (%) = 16
Randament (%) =100

Medicamentul din Exemplul 20

Papp (10 cm/s) = 0,29
Fabs (%) = 25
Randament (%) =91
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Exemplul 21

Medicamentul din Exemplul 21

Exemplul 21

Papp (108 cm/s) =0
Fabs (%) = ND
Randament (%) =0,83

Papp (10 cm/s) = 0,21
Fabs (%) = 19
Randament (%) =100

Medicamentul din Exemplul 21

Papp (10 cm/s) = 0,27
Fabs (%) = 24
Randament (%) =82

Exemplul 25

Medicamentul din Exemplul 25

Exemplul 25

Papp (108 cm/s) =0
Fabs (%) = ND
Randament (%) =33

Papp (10 cm/s) = 0,22
Fans (%) = 20
Randament (%) =48

Medicamentul din Exemplul 25

Papp (10 cm/s) = 0,49
Fabs (%) = 40
Randament (%) =100

ND: nedeterminat

EXEMPLUL F: Activitatea anti-tumorala in vivo.

Activitatea anti-tumorala a compusilor inventiei este evaluata intr-un model de xenogrefa

5 acelulelor leucemice RS4;11.
1x107 celule RS4;11 sunt grefate subcutanat in soareci cu imunodepresie (tulpina SCID).

25 - 30 de zile dupi grefd, atunci cind masa tumorali a ajuns la circa 150 mm?®, soarecii sunt

tratati oral cu diferiti compusi in doud regimuri diferite (tratament zilnic timp de cinci zile pe
sdaptamand in decursul a doua sdptamani, sau doud tratamente pe sdptdmana in decursul a

10 doud sdptamani). Masa tumorald este masuratd de doud ori pe saptamana de la inceputul

tratamentului.

Compusii din inventie posedd activitate antitumorald, pe cale orala, in modelul de
leucemie RS4;11 (leucemie limfoblastica acutd). Rezultatele obtinute arata cad compusii din

inventie sunt capabili sd induca regresia semnificativa a tumorii.

15

EXEMPLUL G: Compozitie farmaceutica: Comprimate

1000 de comprimate continand o doza de 5 mg de un compus selectat din Exemplele 1-25......................
AMIAON T8 GIAU ...ttt bbbt bbbt bt bt bt e s et aae e b nbeenbe e e
AMIAON 08 POTUMD ..ot
I 10710 2 TSP PPPPPPPPPPPPPRPPPPIRE

Stearat de magneziu

SR e

Hidroxipropilceluloza
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

(57) Revendicari:

1. Compus cu formula (1):

0}

unde X si Y reprezintd un atom de carbon sau un atom de azot, intelegandu-se ca acestia
pot sa nu reprezinte simultan doi atomi de carbon sau doi atomi de azot;

A1 si Ay Tmpreund cu atomii care 1i poartd, formeazd un heterociclu (Het), substituit
optional, aromatic sau nearomatic, compus din 5, 6 sau 7 membri inelari, care pot contine, pe
langd azot reprezentat de X sau Y, intre 1...3 heteroatomi selectati independent dintre
oxigen, sulf si azot, intelegdndu-se cd azotul in cauza poate fi substituit cu o grupare ce
reprezintda un atom de hidrogen, o grupare alchil (C1-Ce) liniara sau ramificata sau o grupare
-C(0)-0-Alk, unde Alk este o grupare alchil (C1-Cs) liniara sau ramificata,

sau A1 si A, independent unul de celdlalt, reprezintd un atom de hidrogen, un
polihaloalchil (C1-Cs) liniar sau ramificat, o grupare alchil (C1-Ce) liniara sau ramificata sau
un cicloalchil;

T reprezinta un atom de hidrogen, o grupare alchil (C;-Cs) liniara sau ramificata,
substituita optional cu 1...3 atomi de halogen, o grupare alchil (C1-C4)-NR1R>, sau o grupare
alchil (C1-C4)-ORg;

R1 si Ry, independent unul de celélalt, reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil
(C1-Ce) liniara sau ramificata;

sau R; si R, formeaza cu atomul de azot care ii poartd un heterocicloalchil;

Rs reprezinta o grupare alchil (C1-Cg) liniarda sau ramificatd, o grupare alchenil (C2-Ce)
liniard sau ramificata, o grupare alchinil (C»-Ce) liniara sau ramificata, o grupare cicloalchil,
o grupare cicloalchil(Cs-Cyg)alchil (Ci-Cg), in care fractiunea alchil este liniard sau
ramificata, o grupare heterocicloalchil, o grupare aril sau o grupare heteroaril, intelegandu-se
ca unu sau mai multi atomi de carbon din gruparile precedente, sau ai substituentilor posibili
ai acestora, pot fi deuterati;

R4 reprezinta fenil substituit in pozitia para cu una dintre urmatoarele grupari fosfatice:
-OPO(OM)(OM)), -OPO(OM)(O-M1"), -OPO(O'M1")(O"M2"), -OPO(0)(0)Ms*,
-OPO(OM)(O[CH,CH;0]:CHs), sau -OPO(O M;*)(O[CH,CH,0],CHz), sau R4 reprezintd o
grupare pirimidin-5-il substituita in pozitia para cu o grupare cu formula -OPO(O"M;")(O
M,*), unde M si M', independent unul de celalalt, reprezinta un atom de hidrogen, o grupare
alchil (Cy1-Ce) liniara sau ramificatd, o grupare alchenil (C-Ce) liniard sau ramificatd, o
grupare alchinil (C,-C) liniara sau ramificatd, un cicloalchil sau un heterocicloalchil, ambii
fiind compusi din 5 sau 6 membri inelari, in timp ce Mi1™ si M," , independent unul de
celilalt, reprezinti un cation monovalent acceptabil farmaceutic, iar M3?* reprezinti un cation
bivalent acceptabil farmaceutic si n este un numar intreg de la 1 pana la 5, intelegandu-se ca
gruparea fenil poate fi substituita optional cu unul sau mai multi atomi de halogen;

Rs reprezintd un atom de hidrogen sau halogen, o grupare alchil (Ci-Cs) liniard sau
ramificata, sau o grupare alcoxi (C1-Cg) liniard sau ramificata;

Re reprezinta un atom de hidrogen sau o grupare alchil (C1-Cs) liniara sau ramificata;
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Ra, Rb, Rc si Ry, independent unul de altii, reprezintda Ry, un atom de halogen, o grupare
alcoxi (C1-Cg) liniard sau ramificatd, o grupare hidroxi, o grupare polihaloalchil (C;-Ce)
liniard sau ramificatd, o grupare trifluorometoxi, -NR;R7', nitro, R;-CO-alchil(Co-Cs)-, Rys-
CO-NH-alchil(Co-Cs)-, NR7R;'-CO-alchil(Co-Cs)-, NR7R;7'-CO-alchil(Co-Ce)-O-, R7-SO»-
NH-alchil(Co-Cg)-, Rz-NH-CO-NH-alchil(Co-Cs)-, R7-O-CO-NH-alchil(Co-Ce)-, 0 grupare
heterocicloalchil, sau substituentii uneia dintre perechile (Rs,Rb), (Ro,Rc) sau (Rc,Rq)
formeaza impreund cu atomii de carbon care 1i poartd un inel compus din 5...7 membri
inelari, care pot contine 1...2 heteroatomi selectati dintre oxigen si sulf, intelegdndu-se, de
asemenea, ca unul sau mai multi atomi de carbon ai inelului definit mai sus poate fi deuterat
sau substituit cu 1...3 grupari selectate dintre halogen sau alchil (C1-Cs) liniar sau ramificat;

R7 si R7', independent unul de celalalt, reprezintd un hidrogen, un alchil (C1-Cs) liniar sau
ramificat, un alchenil (C>-Cs) liniar sau ramificat, un alchinil (C,.C) liniar sau ramificat, un
aril sau un heteroaril, sau Ry si R7', impreuna cu atomul de azot care 1i poarta, formeaza un
heterociclu compus din 5...7 membri inelari;

intelegandu-se ca:

- "aril" inseamna o grupare fenil, naftil, bifenil sau indenil,

- "heteroaril" inseamna orice grupare mono sau biciclica compusa din 5...10 membri
inelari, avand, cel putin, o fractiune aromatica si continand 1...4 heteroatomi selectati dintre
oxigen, sulf si azot inclusiv atomi de azot cuaternari,

- "cicloalchil" inseamna orice grupare mono-sau biciclica, nearomatica, carbociclica care
contine 3 - 10 membri inelari,

- "heterocicloalchil" inseamna orice grupare mono-sau biciclica, nearomatica, condensata
sau spiro compusa din 3...10 membri inelari si care contine 1...3 heteroatomi selectati dintre
oxigen, sulf, SO, SO; si azot;

fiind posibil ca grupdrile aril, heteroaril, cicloalchil si heterocicloalchil astfel definite si
gruparile alchil, alchenil, alchinil si alcoxi sa fie substituite cu 1...3 grupari selectate dintre
alchil (C1-Ce) liniar sau ramificat, substituit optional, spiro (Cs-Cs), alcoxi (Cq1-Cs) liniar sau
ramificat, substituit optional, (C1-Cg)alchil-S-, hidroxi, oxo sau N-oxid, nitro, ciano, -COOR',
-OCOR', NR'R", polihaloalchil (Ci.C¢) liniar sau ramificat, trifluormetoxi, (Ci-
Ce)alchilsulfonil, halogen, aril optional substituit, heteroaril, ariloxi, ariltio, cicloalchil,
heterocicloalchil, substituit optional cu unul sau mai multi atomi de halogen sau grupari
alchil, intelegandu-se cd R' si R", independent unul de celalalt, reprezinta un atom de
hidrogen sau o grupare alchil (C1-Ce) liniard sau ramificata, substituita optional;

fiind posibil ca gruparea Het definitd in formula (I) sa fie substituitd cu 1...3 grupari
selectate dintre alchil (C1-Ce) liniar sau ramificat, hidroxi, alcoxi (C1-Ce) liniar sau ramificat,
NR1'R:" si halogen, intelegdndu-se cd Ri' si Ri sunt astfel cum au fost definiti pentru
gruparile R' si R" mentionate mai sus;

enantiomerii i diastereoizomerii lor, si sarurile de aditie ale acestora cu un acid sau o
baza acceptabila farmaceutic.

2. Compus, conform revendicarii 1, unde R4 reprezinta fenil substituit in pozitia para cu o
grupare cu formula -OPO(OM)(OM"), -OPO(OM)(O-M;"), -OPO(O"M1*)(0O"M,*), -OPO(O
)(0)M32*, -OPO(OM)(O[CH,CH,0]+CHs) sau -OPO(O M;*)(O[CH.CH,0],CHs), unde M si
M', independent unul de celalalt, reprezintd un atom de hidrogen, o grupare alchil (C1-Cg)
liniard sau ramificata, o grupare alchenil (C2-Ce) liniard sau ramificata, o grupare alchinil
(C2-Ce) liniard sau ramificata, un cicloalchil sau un heterocicloalchil, ambii fiind compusi din
5 sau 6 membri inelari, in timp ce Mi* si M", independent unul de celilalt, reprezintd un
cation monovalent acceptabil farmaceutic, iar Ms?* reprezintd un cation bivalent acceptabil
farmaceutic si n este un numar intreg de la 1 pand la 5, intelegadndu-se ca gruparea fenil
poate fi substituitd optional cu unul sau mai multi atomi de halogen.

3. Compus, conform revendicarii 1, unde R4 reprezintd un fenil substituit in pozitia para
cu o grupare cu formula -OPO(O"Na*)(O'Na®).

4. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 3, unde X reprezinta un atom de carbon
si Y reprezinta un atom de azot.

5. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 3, unde grupa:



MD 4551 B1 2018.02.28

48

<
=

reprezinta o 5,6,7,8-tetrahidroindolizina, o indolizind sau un pirol dimetilat.

6. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 5, unde T reprezinta o grupare metil,
(morfolin-4-il)metil sau 3-(morfolin-4-il)propil.

7. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 6, unde R, si Rg reprezinta fiecare un
atom de hidrogen si (Rp,R¢), Tmpreund cu atomii de carbon care i poartd formeaza o grupa
1,3-dioxolan sau o grupa 1,4-dioxan; sau R,, Rc si Rq reprezinté fiecare un atom de hidrogen
si Ry reprezintd un hidrogen sau un halogen.

8. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 6, unde R, si Ry reprezinta fiecare un
atom de hidrogen, Ry reprezinta un atom de halogen si R¢ 0 grupare metoxi.

9. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 6, unde Ra, Ry si Ry reprezinta fiecare,
in mod avantajos, un atom de hidrogen si R¢ reprezintd o grupare NR7R7'-CO-(Co-Ce)alchil-
O-.

10. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 9, unde Rj reprezinta, in mod
avantajos, o grupare selectatd dintre fenil, 1H-indol, 1H-pirolo[2,3-b]piridina, piridind, 1H-
pirazol, 1H-pirol si 2,3-dihidro-1H-pirolo[2,3-b]piridind, aceste grupari avand optional unul
sau mai mulfi substituenti selectati dintre alchil, ciano si trideuteriometil (C1-Cg) liniar sau
ramificat.

11. Compus, conform revendicarii 1, selectat din urmatoarea lista:

4-[{[3-(6-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}-1,3-
benzodioxol-5-il)-5,6,7,8-tetrahidroindolizin-1-il]carbonil}(fenil)amino]fenil fosfat disodic,

4-[{[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-
2(1Hil]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-ilJcarbonil}(piridin-4-il)amino]fenil fosfat
disodic,

4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }[1-(trideuteriometil)-1H-pirazol-4-
ilJamino)fenil fosfat disodic,

4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic,

4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(5-ciano-1-metil-1H-pirol-3-
il)amino]fenil fosfat disodic,

4-({[5-(5-cloro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]carbonil}enil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic,

4-[(5-ciano-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il){[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-il]carbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }Jamino]fenil
fosfat disodic,

4-({[5-(5-fluoro-2-{[(3S)-3-(morfolin-4-ilmetil)-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-
il]Jcarbonil}fenil)-1,2-dimetil-1H-pirol-3-il]carbonil }(1-metil-1H-pirazol-4-il)amino]fenil
fosfat disodic;

enantiomerii si diastereoizomerii lor, si sarurile de aditie ale acestora cu un acid sau o
baza acceptabila farmaceutic.

12. Procedeu de obtinere a compusilor cu formula (I) conform revendicarii 1, caracterizat
prin aceea cd n calitate de material initial este utilizat compusul cu formula (II):
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Br

(I

RC

unde R,, Ry, R¢ si Rq sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1,
compusul cu formula (IT) fiind supus unei reactii Heck, intr-un mediu apos sau organic, in
prezenta unui catalizator de paladiu, unei baze, unei fosfine si a compusului cu formula (I11):

unde A; si Ay, X si Y sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1 si Alk reprezintd o
grupare alchil (C1-Ce) liniara sau ramificatd,
pentru a obtine compusul cu formula (IV):

(V)

unde A1, Az, X, Y, Ry, Ry, Rc si Rq sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1 si Alk
este astfel precum a fost definit mai sus,

functia aldehidd a compusului cu formula (IV) fiind oxidatd in acid carboxilic pentru a
forma compusul cu formula (V):
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V)

unde A1, Az, X, Y, Ry, Ry, Rc si Rq sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1 si Alk
este astfel precum a fost definit mai sus,

compusul cu formula (V) fiind supus apoi cupldrii peptidice cu un compus cu formula
(VI):

NH
Rs VD
T

unde T si Rs sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1,
pentru a obtine compusul cu formula (VII):

(Vi

unde A1, Az, X, Y, Ry, Ry, Re, Ry, T si Rs sunt astfel cum au fost definiti in revendicarea 1
si Alk este astfel precum a fost definit mai sus,

functia estericd a compusului cu formula (VII) fiind hidrolizata pentru a se obtine acidul
carboxilic sau carboxilatul corespunzator, care poate fi transformat intr-un derivat de acid,
cum ar fi clorura de acil sau anhidrida corespunzatoare inainte de a fi cuplat cu o amina
NHR3Rs unde R3 si R4 au aceleasi semnificatii ca in revendicarea 1, inainte de a fi supus
actiunii unui compus pirofosfat, fosfonat sau fosforil in conditii bazice, fiind posibil ca
compusul astfel obtinut sa fie optional hidrolizat sau hidrogenolizat pentru a se obtine
compusul cu formula (1),

compusul cu formula (I) care poate fi purificat conform unei tehnici de separare obisnuite,
care este transformat, la dorinta, 1n sarurile sale de aditie cu un acid sau o baza acceptabild
farmaceutic si care este optional separat in izomerii sdi conform unei tehnici de separare
obisnuite,
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intelegandu-se cd in orice moment considerat oportun in cursul procedeului descris mai
sus, anumite grupari (hidroxi, amino...) de reactivi sau intermediari de sinteza pot fi protejate
si apoi deprotejate conform cerintelor de sinteza.

13. Compozitie farmaceutica care contine un compus cu formula (I) conform uneia dintre
revendicarile 1 - 11 sau o sare de aditie a acestuia cu un acid sau o bazad acceptabila
farmaceutic in combinatie cu unul sau mai multi excipienti acceptabili farmaceutic.

14. Compozitie farmaceuticd, conform revendicarii 13 pentru utilizarea in calitate de
promedicament a unui agent proapoptotic.

15. Compozitie farmaceutica, conform revendicérii 13 pentru utilizarea in tratamentul
formelor de cancer, bolilor autoimune si bolilor sistemului imunitar.

16. Compozitie farmaceutica, conform revendicérii 15 pentru utilizarea in tratamentul
formelor de cancer la vezica urinara, cerebral, de sin si uter, leucemiilor limfoide cronice,
cancerului colorectal, formelor de cancer la esofag si ficat, leucemiilor limfoblastice,
limfoamelor non-Hodgkin, melanoamelor, hemopatiilor maligne, mieloamelor, cancerului
ovarian, cancerului pulmonar cu celule non-mici, cancerului de prostatd si cancerului
pulmonar cu celule mici.

17. Utilizarea unei compozitii farmaceutice conform revendicarii 13 in fabricarea unui
medicament pentru utilizarea in calitate de agent proapoptotic.

18. Utilizarea unei compozitii farmaceutice conform revendicarii 13 in fabricarea unui
medicament destinat tratamentului formelor de cancer, bolilor autoimune si bolilor sistemului
imunitar.

19. Utilizarea, conform revendicarii 18, a unei compozitii farmaceutice 1n fabricarea unui
medicament destinat tratamentului formelor de cancer la vezica urinard, cerebral, de sin si
uter, leucemiilor limfoide cronice, cancerului colorectal, formelor de cancer la esofag si ficat,
leucemiilor limfoblastice, limfoamelor non-Hodgkin, melanoamelor, hemopatiilor maligne,
mieloamelor, cancerului ovarian, cancerului pulmonar cu celule non-mici, cancerului de
prostata si cancerului pulmonar cu celule mici.

20. Compus, conform uneia dintre revendicarile 1 - 11, sau o sare de aditie a acestuia cu
un acid sau o bazd acceptabila farmaceutic, pentru utilizarea in tratamentul formelor de
cancer la vezica urinard, cerebral, de san si uter, leucemiilor limfoide cronice, cancerului
colorectal, formelor de cancer la esofag si ficat, lencemiilor limfoblastice, limfoamelor non-
Hodgkin, melanoamelor, hemopatiilor maligne, mieloamelor, cancerului ovarian, cancerului
pulmonar cu celule non-mici, cancerului de prostata si cancerului pulmonar cu celule mici.

21. Utilizarea unui compus cu formula (I) conform uneia dintre revendicarile 1 - 11, sau a
unei sari de aditie a acestuia cu un acid sau o baza acceptabila farmaceutic, in fabricarea unui
medicament destinat tratamentului formelor de cancer la vezica urinara, cerebral, de san si
uter, leucemiilor limfoide cronice, cancerului colorectal, formelor de cancer la esofag si ficat,
leucemiilor limfoblastice, limfoamelor non-Hodgkin, melanoamelor, hemopatiilor maligne,
mieloamelor, cancerului ovarian, cancerului pulmonar cu celule non-mici, cancerului de
prostata si cancerului pulmonar cu celule mici.

22. Asocierea unui compus cu formula (I) conform oricareia dintre revendicarile 1 - 11 cu
un agent anticanceros selectat dintre agentii genotoxici, toxinele mitotice, anti-metaboliti,
inhibitorii de proteazom, inhibitorii de kinaza si anticorpi.

23. Comporzitie farmaceutica care contine o asociere conform revendicarii 22 1in
combinatie cu unul sau mai multi excipienti acceptabili farmaceutic.

24. Asociere, conform revendicarii 22 pentru utilizarea in tratamentul formelor de cancer.

25. Utilizarea unei asocieri conform revendicarii 22 in fabricarea unui medicament pentru
utilizarea in tratamentul formelor de cancer.

26. Compus, conform oricareia dintre revendicarile 1 - 11 pentru utilizarea in asociere cu
radioterapia in tratamentul formelor de cancer.
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