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

[DOMENIUL TEHNIC]

Aceasta inventie se referd la derivati de piridona policiclica substituita avand activitate
inhibitoare a endonucleazei cap-dependente, promedicamente ale acestora si compozitii
farmaceutice care le includ pe acestea.

[STADIUL TEHNICII]

Gripa este o boala infectioasa respiratorie acutd cauzati de infectia cu un virus gripal. in
Japonia, milioane de pacienti cu gripa-like sunt raportati in fiecare iarna, iar gripa este insotita de
morbiditate si mortalitate ridicatd. Gripa este o boala deosebit de importanta la o populatie cu risc
ridicat, cum ar fi bebelusii si varstnicii, o rata de complicatii cu pneumonie este mare la varstnici,
iar decesul de gripa este, in multe cazuri, prezent in randul varstnicilor.

Ca medicamente antigripale, sunt cunoscute Symmetrel (denumirea comerciald:
Amantadine) si Flumadine (denumirea comerciald: Rimantadine), care inhiba procesul de
denucleatie a unui virus, si Oseltamivir (denumirea comerciald: Tamiflu) si Zanamivir (denumirea
comerciald: Relenza), care sunt inhibitori ai neuraminidazei care suprima inmugurirea virusului si
eliberarea dintr-o celula. Cu toate acestea, de vreme ce problemele aparitiei tulpinilor rezistente si
a efectelor secundare si a unor epidemii mondiale cu un virus gripal de tip nou cu patogenitate si
mortalitate ridicate sunt de temut, s-a dorit dezvoltarea unui medicament antigripal cu un
mecanism nou.

Deoarece o endonucleaza cap-dependentd, care este o enzima derivata din virusul gripei,
este esentiald pentru proliferarea virusului si are activitate enzimatica specifica virusului, care nu
este posedata de o gazda, se crede ca endonucleaza este potrivita pentru a fi tinta unui medicament
anti-gripal. Endonucleaza cap-dependenta a unui virus gripal are ca substrat un precursor de
ARNm gazda si are activitatea endonucleazica pentru a produce un fragment de 9 pana la 13 baze
incluzand o structurd de capat (fard a include numarul de baze ale structurii de capat). Acest
fragment functioneaza ca primer al unei ARN polimeraze virale si este utilizat in sintetizarea
ARNm care codifica o proteind virald. Adica, se crede cd o substanta care inhiba endonucleaza
cap-dependenta inhibd sinteza unei proteine virale prin inhibarea sintezei de ARNm viral si, ca
rezultat, inhiba proliferarea virusului.

Ca substantd care inhiba endonucleaza cap-dependentd, au fost raportate flutimida
(documentul de brevet 1 si documentele non-brevet 1 si 2), acidul 2,4-dioxobutanoic 4-substituit
(documentul de brevet 2 si documentele non-brevet 3 si 4), compusii descrisi in documentele de
brevet 3 pand la 12 si altele asemenea, dar acestea nu au ajuns inca la utilizarea clinica drept
medicamente anti-gripale. Documentele de brevet 9 si 12 descriu compusi avand o structurd
similara cu cea din aceasta inventie, dar nu descriu compusii la care se refera prezenta inventie. De
asemenea, documentele de brevet 13 pana la 15 descriu compusi avand o structura similard cu cea
din aceastd inventie ca un compus cu activitate inhibitoare a integrazei, cu toate acestea,
documentele nu descriu endonucleaza cap-dependenta. in plus, documentele de brevet 16 si 17
descriu o inventie referitoare la compusi avand o structura similara cu cea din aceastéd inventie ca
un compus cu activitate inhibitoare a endonucleazei cap-dependentd, care a fost depusd de
solicitanti, dar nu descriu compusii la care se refera prezenta inventie.

[DOCUMENTE DIN STADIUL TEHNICII]
[DOCUMENTE DE BREVET]

Document de brevet 1: GB2280435
Document de brevet 2: US5475109
Document de brevet 3: US20130090300
Document de brevet 4: W0O2013/057251
Document de brevet 5: W02013/174930
Document de brevet 6: W02014/023691
Document de brevet 7: W02014/043252
Document de brevet 8: W02014/074926
Document de brevet 9: W02014/108406
Document de brevet 10: W02014/108407
Document de brevet 11: W02014/108408
Document de brevet 12: W02015/038655
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Document de brevet 13: W02005/016927
Document de brevet 14: W02006/066414
Document de brevet 15: W0O2007/049675
Document de brevet 16: W02010/147068
Document de brevet 17: W02012/039414

[DOCUMENTE NON-BREVET]

Document non-brevet 1: Tetrahedron Lett 1995, 36 (12), 2005

Document non-brevet 2: Tetrahedron Lett 1995, 36 (12), 2009

Document non-brevet 3: Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 19 decembrie 94, p. 2827-2837
Document non-brevet 4. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 19 mai 96, p. 1304-1307

[REZUMATUL INVENTIEI]
[PROBLEME CARE TREBUIE REZOLVATE DE INVENTIE]

Un obiect al prezentei inventii este de a furniza compusi care au activitati antivirale, in
special inhibarea activitatii de crestere a virusului gripal. Un alt obiect al prezentei inventii este de
a furniza un promedicament preparat din compusi utilizati pentru administrare in vivo (de
exemplu, administrare orald), care este absorbit eficient in organism dupd administrare si care
prezinta un efect farmacologic ridicat.

[MIJLOACE PENTRU REZOLVAREA PROBLEMELOR]
Prezenta inventie furnizeaza inventii prezentate mai jos.
(1) Un compus reprezentat prin urmatoarea formula:

OH O A

a MeO” 070 O

F

sau sarea sa acceptabila farmaceutic.

(2) O compozitie farmaceuticd cuprinzand compusul din (1) sau sarea sa acceptabila farmaceutic.
(3) O compozitie farmaceuticd conform (2), pentru utilizare in tratarea sau prevenirea unei infectii
cu virus gripal.

(4) Un compus conform (1) sau sarea sa acceptabild farmaceutic, pentru utilizare in tratarea sau
prevenirea bolilor cauzate de un virus care are endonucleaza cap-dependenta.

[EFECTUL INVENTIEI]

Compusul conform prezentei inventii are o activitate inhibitoare asupra endonucleazei
cap-dependente. Compusul mai preferat este un promedicament si promedicamentul devine un
compus mama care are o activitate inhibitoare asupra endonucleazei cap-dependente in vivo dupa
administrare, astfel este eficient ca agent terapeutic si/sau agent preventiv pentru boala infectioasa
gripala.

[SCURTA DESCRIERE A DESENELOR]

[Figura 1] Figura 1 este un rezultat al masurarii concentratiei plasmatice a compusului I1I-
2, dupa administrarea orald a promedicamentului Compus II-6, al carui compus mama este
Compusul 111-2, la sobolan in conditii fara post.
[Figura 2] Figura 2 este un rezultat al masurarii concentratiei plasmatice a compusului 1I-6, dupa
administrarea orala a promedicamentului Compus II-6, al carui compus mama este Compusul I1I-
2, la sobolan in conditii fara post.

[CEL MAI BUN MOD DE REALIZARE A INVENTIEI]
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Semnificatia fiecarui termen utilizat in prezenta descriere este explicatd mai jos. Fiecare
termen este folosit in sens unificat si este utilizat in acelasi sens atunci cand este utilizat singur sau
cand este utilizat in combinatie cu alt termen.

Termenul ,,cuprinzdnd” inseamnd a nu restriCtiona cu componentele si a nu exclude
factori nedescrisi.

"Promedicament”" se referd, in general, la un compus reprezentat prin formula (II) in
urmatoarea formula de reactie:

OPR O OH O

1
Ny N

in care PR este o grupare de promedicament;

Al este CR¥R!8, S sau O;

AZ este CR¥R?8, S sau O;

A3 este CR*R®8, S sau O;

A* este fiecare, in mod independent, CR**R*B, S sau O;

numirul de heteroatomi dintre atomii care constituie inelul care este format din Al, A2, A3, A%
atom de azot adiacent lui A! si atom de carbon adiacent lui A% este 1 sau 2; R si R!B sunt fiecare,
in mod independent, hidrogen, halogen, alchil, haloalchil, alchiloxi sau fenil;

R2A si R?B sunt fiecare, in mod independent, hidrogen, halogen, alchil, haloalchil, alchiloxi sau
fenil;

R®A si R® sunt fiecare, in mod independent, hidrogen, halogen, alchil, haloalchil, alchiloxi sau
fenil;

R* si R*® sunt fiecare, in mod independent, hidrogen, halogen, alchil, haloalchil, alchiloxi sau
fenil;

R3A si R®® pot fi luati Impreund cu un atom de carbon adiacent pentru a forma carbociclu non-
aromatic sau heterociclu non-aromatic;

X este CHy, S sau O;

R! este fiecare, in mod independent, halogen, hidroxi, alchil, haloalchil sau alchiloxi;

m este orice numdr intreg de la 0 la 2; si

n este orice numar intreg de la 1 la 2,

, Sau sarea sa acceptabild farmaceutic, si Inseamna un compus care prezinta activitate inhibitoare a
endonucleazei cap-dependente (CEN) si/sau efect inhibitor al CPE prin transformarea intr-un
compus reprezentat prin formula (I11) printr-o reactie de descompunere cauzata de enzimele de
metabolizare a medicamentului, hidrolaze, acizi gastrici, enterobacterii etc., in conditii fiziologice
in vivo.

Promedicamentul inseamna mai preferabil un compus in care biodisponibilitatea si/sau
ASC (aria sub curba concentratiei in sange) in administrare in vivo este imbunatatitd mai mult
decat cele ale compusului reprezentat de formula (111).

Prin urmare, promedicamentul este absorbit in mod eficient in organism in stomac si/sau
intestine dupa administrare in vivo (de exemplu, administrare orald), apoi transformat in compusul
reprezentat de formula (III). Astfel, promedicamentul prezinta, de preferinta, un efect de tratare
si/sau prevenire a gripei mai mare decat compusul reprezentat de formula (III).

Prezenta inventie este caracterizatd prin aceea ca compusul izolat prin descompunere
optica a compusilor triciclici substituiti de cealalta grupare triciclica imbunatateste activitatea
inhibitoare a endonucleazei cap-dependenta.

Prezenta inventie este, de asemenea, caracterizatd prin aceea ca prezentul compus este
absorbit in mod eficient in corp dupad administrare (de exemplu, administrare orald) si prezinta o
eficacitate ridicata prin introducerea unei grupari pentru a forma un promedicament.

Sarurile acceptabile farmaceutic ale compusilor prezentei inventii includ, de exemplu,
sdruri cu metal alcalin (de exemplu, litiu, sodiu, potasiu sau altele asemenea), metal alcalino
pamantos (de exemplu, calciu, bariu sau altele asemenea), magneziu, metal de tranzitie (de
exemplu, zinc, fier sau altele asemenea), amoniac, baze organice (de exemplu, trimetilamina,
trietilamina, diciclohexilamind, etanolamind, dietanolamina, trietanolamind, meglumina,
etilendiamind, piridina, picolina, chinolina sau altele asemenea) sau aminoacizi sau saruri CU acizi
anorganici (de exemplu, acid clorhidric, acid sulfuric, acid azotic, acid carbonic, acid bromhidric,
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acid fosforic, acid iodhidric sau altele asemenea) sau acizi organici (de exemplu, acid formic, acid
acetic, acid propionic, acid trifluoroacetic, acid citric, acid lactic, acid tartric, acid oxalic, acid
maleic, acid fumaric, acid mandelic, acid glutaric, acid malic, acid benzoic, acid ftalic, acid
ascorbic, acid benzensulfonic, acid p-toluensulfonic, acid metansulfonic, acid etansulfonic sau
altele asemenea). in special, sunt incluse sarurile cu acid clorhidric, acid sulfuric, acid fosforic,
acid tartric, acid metansulfonic si altele asemenea. Aceste sdruri pot fi formate prin metodele
uzuale.

Compusii prezentei inventii sau sarurile lor acceptabile farmaceutic pot forma solvati (de
exemplu, hidrati sau altele asemenea) si/sau forme polimorfe de cristal. Prezenta inventie cuprinde
diferitii solvati si forme polimorfe de cristal. "Solvati" pot fi cei in care orice numar de molecule
de solvent (de exemplu, molecule de apa sau altele asemenea) sunt coordinate cu compusii
prezentei inventii. Cand compusii prezentei inventii sau sarurile lor acceptabile farmaceutic sunt
lasate sd stea in atmosferd, compusii pot absorbi apa, rezultind atasarea apei adsorbite sau
formarea de hidrati. Recristalizarea compusilor prezentei inventii sau a sarurilor lor acceptabile
farmaceutic poate produce forme polimorfe de cristal.

(Metoda de producere a compusului din prezenta inventie)

O metoda generald pentru producerea compusului din prezenta inventie va fi
exemplificati mai jos. In ceea ce priveste extractia si purificarea, poate fi efectuat un tratament
care se efectueaza Intr-un experiment normal de chimie organica.

Sinteza compusului din prezenta inventie poate fi realizatd prin referire la procedurile
cunoscute in domeniu.

Ca un compus de materie prima, pot fi utilizati compusi disponibili comercial, compusi
descrisi in prezenta descriere, compusi descrisi in referintele citate in prezenta descriere si alti
COMPUsi CUNOSCUti.

Cand se doreste sa se obtind o sare a compusului prezentei inventii, in cazul in care
compusul prezentei inventii este obtinut sub forma de sare, acesta poate fi purificat ca atare si, in
cazul in care compusul din prezenta inventie se obtine intr-o forma liberd, se poate forma o sare
printr-o metodd normala prin dizolvarea sau suspendarea compusului intr-un solvent organic
adecvat si adaugarea unui acid sau a unei baze.

In plus, compusul prezentei inventii si o sare acceptabila farmaceutic a acestuia sunt
prezenti intr-o forma de aducti (produsi de aditie) cu apa sau diferiti solventi (hidrat sau solvat) in
unele cazuri, iar acesti aducti sunt inclusi in prezenta inventie.

Compusul prezentei inventii are activitate inhibitoare a endonucleazei cap-dependente si
este util ca agent terapeutic sau preventiv pentru gripa.

Compusul prezentei inventii este util pentru simptome si/sau boli care sunt induse de
virusul gripal. De exemplu, acestia sunt utili pentru tratarea si/sau prevenirea sau imbunétatirea
simptomelor, simptomelor asemanatoare racelii insotitoare febra, frisoane, cefalee, durere
musculard, stare generald de rau etc., simptome de inflamatie a cdilor respiratorii cum ar fi durere
de gat, secretie nazald, congestie nazald, tuse, sputd etc., Simptome gastro-intestinale, cum ar fi
dureri abdominale, varsaturi, diaree etc. si, In plus, complicatii care Insotesc infectia secundara,
cum ar fi encefalopatia acuta si pneumonia.

Compusul prezentei inventii nu numai cd are activitate inhibitoare a endonucleazei cap-
dependente, dar este, de asemenea, util ca medicament si are oricare sau toate dintre urmétoarele
caracteristici excelente:

a) Compusul este un inhibitor slab al enzimelor CYP (de exemplu, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP3A4 si altele asemenea).

b) Compusul demonstreaza o farmacocineticd buna, cum ar fi o biodisponibilitate ridicatd, un
clearance moderat si altele asemenea.

¢) Compusul are o stabilitate metabolica ridicata.

d) Compusul nu are actiune inhibitoare ireversibild impotriva enzimelor CYP (de exemplu,
CYP3A4) atunci cand concentratia se incadreaza in domeniul descris in prezenta descriere ca si
conditiile de masurare.

e) Compusul nu are mutagenitate.

f) Compusul este asociat cu un risc cardiovascular scazut.

g) Compusul are o solubilitate ridicata.

h) Compusul nu are fototoxicitate.

in scopul tratirii bolilor mentionate mai sus la om, compusii prezentei inventii pot fi
administrati oral sub forma de pulbere, granule, tablete, capsule, pastile, lichid si altele asemenea,
sau parenteral sub forma de injectie, supozitoare, medicament percutanat, un inhalant si altele
asemenea. Dozele eficiente ale compusilor prezenti pot fi amestecate cu excipienti adecvati pentru
forma de dozare, cum ar fi umpluturi, lianti, umectanti, dezintegratori si lubrifianti, dupa caz,
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pentru a forma preparate farmaceutice. Pentru pregatirea unei injectii, sterilizarea se efectueaza cu
un purtator adecvat.

Compozitiile farmaceutice conform prezentei inventii pot fi administrate fie oral, fie
parenteral. Pentru administrare orald, forme de dozare utilizate in mod obisnuit, cum ar fi tablete,
granule, pulbere si capsule, pot fi preparate in conformitate cu metodele conventionale. Pentru
administrare parenterald, orice forma de dozare frecvent utilizatd, cum ar fi 0 injectie, poate fi
utilizatad in mod adecvat. Compusii conform prezentei inventii pot fi utilizati, in mod adecvat, ca
preparate orale datoritd absorbabilitatii lor orale ridicate.

Dozele eficiente ale compusilor prezentei inventii pot fi amestecate cu diversi excipienti
farmaceutici adecvati pentru forma de dozare, cum ar fi umpluturi, lianti, dezintegratori si
lubrifianti, dupa caz, pentru a forma compozitii farmaceutice.

Doza depinde de starea de boald, de calea de administrare sau de varsta sau greutatea
pacientului. Doza orald uzuala pentru adulti este de 0,1 pana la 100 mg/kg pe zi, de preferinta 1
pana la 20 mg/kg pe zi.

Doza din compozitia farmaceuticd conform prezentei inventii este determinatd, de
preferinta, in functie de varsta si greutatea pacientului, tipul si severitatea bolii, calea de
administrare si altele asemenea. Doza orald uzuald pentru adulti este cuprinsd intre 0,05 si 100
mg/kg pe zi, de preferintd 0,1 pana la 10 mg/kg pe zi. Doza parenterald pentru adulti variaza
semnificativ in functie de calea de administrare, dar este, de obicei, in intervalul 0,005 pana la 10
mg/kg pe zi, de preferintd 0,01 pana la 1 mg/kg pe zi. Doza poate fi administratd o data pe zi sau
poate fi impartita in doze zilnice multiple.

Compusul conform prezentei inventii poate fi utilizat in combinatie cu alte medicamente
sau altele asemenea (denumite in continuare medicamente combinate) pentru a creste activitatea
compusului, pentru a reduce doza de compus sau altele asemenea. In cazul tratirii gripei,
compusul poate fi utilizat combinat cu sau intr-o formulare cuplatd cu inhibitor de neuraminidaza
(de exemplu, Oseltamivir, Zanamivir, Peramivir, Inabiru si altele asemenea); inhibitor de ARN
polimeraza dependent de ARN (de exemplu, Favipiravir); inhibitor de proteind M2 (de exemplu,
amantadind); inhibitor al legdrii la capat PB2 (de exemplu, VX-787); anticorp anti-HA (de
exemplu, MHAA4549A); agonisti imuni (de exemplu, nitazoxanidd) sunt, de asemenea, posibili.
In acest caz, programarea in timp a administrarii pentru un compus al prezentei inventii si
medicamentul combinat nu este limitatd. Acestea pot fi administrate subiectilor care urmeaza sa fie
tratati, in acelasi timp sau la momente diferite. Mai mult, un compus al prezentei inventii si
medicamentul combinat pot fi administrate ca doud sau mai multe formuléri cuprinzand, in mod
independent, fiecare ingredient activ sau o singurad formulare cuprinzand fiecare ingredient activ.

Doza pentru medicamentele combinate poate fi selectatd in mod corespunzator in raport
cu doza clinica. Raportul de combinare a compusilor prezentei inventii si a medicamentelor co-
administrate poate fi selectat, In mod corespunzator, in functie de subiectul care urmeaza sa fie
tratat, calea de administrare, boala de tratat, simptome, combinatia de medicamente si altele
asemenea. Pentru administrare la om, de exemplu, o parte in greutate a compusilor prezentei
inventii poate fi utilizatd in combinatie cu 0,01 pana la 100 parti in greutate de medicamente
administrate concomitent.

Prezenta inventie va fi explicatd mai detaliat mai jos, prin intermediul exemplelor,
precum si a Exemplelor de testare ale prezentei inventii, dar prezenta inventie nu este limitata de
acestea.

Analiza RMN obtinuta in exemplu a fost efectuata la 300 MHz si a fost masurata folosind
DMSO-ds, CDCls.

In exemple, semnificatia fiecarei abrevieri este dupd cum urmeaza.

Boc: tert-butoxicarbonil

DBU: diazabicicloundecena
DMA: N,N-dimetilacetamida
DMF: N,N-dimetilformamida
OBn: benziloxi

THF: tetrahidrofuran

T3P: anhidrida propil fosfonica

Sensul ascendent si sensul descendent ale ,,penei” si ,,penei cu linie intrerupta” indica
configuratia absoluta.
Exemplul 1-1
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Prima etapa

La o solutie de compus 1 (5,0 g, 49,5 mmol) in THF (100 mL) s-a addugat prin picurare
1,62mol/L n-butilitiu in hexan (30,5 mL, 49,5 mmol) la -78°C sub atmosfera de azot si amestecul a
fost agitat la -78°C timp de 2 ore. O solutie de alil cloroformiat (5,96 g, 49,5 mmol) in THF (20
ml) a fost addugata prin picurare la acesta si amestecul a fost agitat la -78°C timp de 2 ore.
Amestecul a fost stins cu o solutie apoasa saturatd de clorurd de amoniu, incalzit la temperatura
camerei si extras cu acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spélat cu saramura, uscat pe sulfat
de magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusa pentru a obtine Compusul 2 (5,66 g, 62%).
1H-RMN (CDCI3) 6: 3,83 (t, J = 8,0Hz, 2H), 3,92 (t, J = 8,0Hz, 2H), 4,26 (s, 2H), 4,78 (d, ] =
8,0Hz, 2H), 5,30 (d, J = 12,0Hz, 1H), 5,44 (d, J = 16,0Hz, 1H), 5,93-6,03 (m, 1H), a doua etapa

La o solutie de compus 2 (6,6 g, 35,6 mmol) in THF (66 ml) s-a addugat prin picurare
1,03 mol/L DIBAL-H in hexan (45,0 ml, 46,3 mmoli) si amestecul a fost agitat la -78°C timp de 1
ord. Amestecul a fost stins cu acetond, la aceasta s-a addugat o solutie apoasa de sare Rochelle.
Amestecul a fost agitat si extras cu acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spalat cu saramura,
uscat pe sulfat de magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusé pentru a obtine Compusul 3
(6,21 g, 93%).
1H-RMN (CDCI3) &: 3,44 (br, 1H), 3,50-3,64 (m, 2H), 3,71 (br, 1H), 3,95 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
4,64 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 5,24 (d, J = 12,0Hz, 1H), 5,40 (d, J = 16,0Hz, 1H), 5,47 (d, J = 4Hz, 1H),
5,87-6,00 (m, 1H)

A treia etapa

La o solutie de compus 3 (6,2 g, 33,1 mmoli) in metanol (65 ml) s-a addugat acid p-
toluensulfonic monohidrat (0,63 g, 3,31 mmoli) si amestecul a fost agitat la temperatura camerei
peste noapte. Amestecul a fost stins cu o solutie apoasa de carbonat acid de sodiu, concentrat si
extras cu acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spélat cu saramura, uscat pe sulfat de
magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusa pentru a obtine Compusul 4 (5,77 g, 87%)).
1H-RMN (CDCI3) &: 3,34 (s, 3H), 3,55 (br, 2H), 3,73-3,99 (m, 3H), 4,64 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
5,10-5,20 (m, 1H), 5,25 (d, J = 8,0Hz, 1H), 5,33 (d, J = 16Hz, 1H), 5,8 8-6,05 (m, 1H)

A patra etapa

La o solutie de compus 5 (20,0 g, 81 mmol) in DMF (100 ml) s-au addugat iodura de etil
(22,8 g, 146 mmoli) si diazabicicloundecenad (18,4 ml, 122 mmoli) si amestecul a fost agitat la
temperatura camerei peste noapte. Amestecul a fost turnat intr-o solutie apoasd 10% de clorura de
amoniu si extras cu acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spélat cu saramura, uscat pe sulfat
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de magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusd pentru a obtine Compusul 6 (22,3 g,
100%).
1H-RMN (CDCI3) &: 1,23 (t, J = 8,0Hz, 3H), 4,28 (q, J = 8,0Hz, 2H), 5,16 (s, 2H), 6,57 (d, ] =
4,0Hz, 1H), 7,28-7,48 (m, 5H), 8,21 (d, J = 4,0Hz, 1H).
A cincea etapa

La o solutie de compus 6 (500 mg, 1,82 mmol) in DMA (5,0 mL) s-au addugat p-
toluensulfonat de piridiniu (1,37 g, 5,47 mmol) si Boc-hidrazind (361 mg, 2,74 mmol) si amestecul
a fost agitat la 60°C timp de 14 ore. La amestec a fost adaugata apa si amestecul a fost extras cu
acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spalat cu o solutie apoasa saturatd de clorurd de amoniu
si saramurd, uscat pe sulfat de magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusa. Reziduul
obtinut a fost purificat prin cromatografie pe coloand de silicagel (cloroform-metanol) pentru a
obtine Compusul 7 (519 mg, 73%).
1H-RMN (CDCI3) &: 1,24 (t, J = 8,0Hz, 3H), 1,46 (s, 9H), 4,26 (q, J = 8,0Hz, 2H), 5,28 (s, 2H),
6,40 (d, J = 8,0Hz, 1H), 7,27-7,38 (m, 4H), 7,40-7,45 (m, 2H).
A sasea etapa

Compusul 7 (500 mg, 1,29 mmol) a fost dizolvat in 4mol/L clorura acida in acetat de etil
(5 mL) si amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ora. Amestecul a fost concentrat
sub presiune redusa. La reziduul obtinut s-a addugat o solutie apoasa saturata de carbonat acid de
sodiu si amestecul a fost extras cu diclormetan. Stratul organic obtinut a fost spalat cu saramura,
uscat pe sulfat de magneziu anhidru si concentrat sub presiune redusé pentru a obtine compusul 8
(369 mg, 99%).
1H-RMN (CDCI3) &: 1,26 (t, J = 8,0Hz, 3H), 4,31 (q, J = 8,0Hz, 2H), 5,24 (s, 2H), 6,47 (d, J =
8,0, 1H), 7,28-7,44 (m, 5H), 7,64 (d, J = 8,0, 1H).
A saptea etapa

La o solutie de compus 8 (365 mg, 1,27 mmol) si compus 4 (306 mg, 1,52 mmol) in
acetonitril (8 mL) s-a addugat in picatura clorura de staniu (0,223 mL, 1,90 mmol) la -25°C sub o
atmosferd de azot si amestecul a fost agitat la -25°C timp de 45 de minute. Amestecul a fost stins
cu o solutie apoasa saturatd de carbonat acid de sodiu si la acesta s-a adaugat diclormetan.
Amestecul a fost agitat la temperatura camerei si filtrat prin celita si filtratul a fost extras cu
diclormetan. Stratul organic obtinut a fost spalat cu saramura, uscat pe sulfat de magneziu anhidru
si concentrat sub presiune redusd pentru a obtine compusul 9 brut. Compusul 9 obtinut a fost
dizolvat in THF (8 ml), morfolina (1,10 ml, 12,7 mmoli) si tetrakis(trifenilfosfin) paladiu (146 mg,
0,127 mmol) s-au adaugat la acesta si amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore.
La amestec s-a adaugat dietil eter (16 ml) si solidul precipitat a fost filtrat si uscat pentru a obtine
compusul 10 (418 mg, 100%). 1H-RMN (CDCI3) &: 2,90-2,99 (m, 1H), 3,13 (t, J = 12,0Hz, 1H),
3,40-3,46 (m, 1H), 4,00-4,08 (m, 1H), 4,14 (d, J = 12,0Hz, 1H), 5,07 (s, 2H), 6,22 (d, J = 8,0Hz,
1H), 7,29-7,40 (m, 3H), 7,56 (d, J = 8,0Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,0Hz, 1H) A opta etapa

La o suspensie de acid (R)-2-tetrahidrofurioic (855 mg, 7,36 mmol) si compusul 10 (2,00
g, 6,11 mmol) in acetat de etil (9 ml) s-au adaugat piridina (4,00 ml, 49,6 mmol) si T3P (50 % in
acetat de etil, 11,0 ml, 18,5 mmol) la temperatura camerei si amestecul a fost agitat peste noapte.
Solidul precipitat a fost filtrat si spalat cu acetat de etil (4 ml) si etanol (4 ml). Solidul obtinut a
fost suspendat in etanol (6 ml) si suspensia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 6,5 ore.
Suspensia a fost filtrata si solidul obtinut a fost spédlat cu etanol (2 ml) de doud ori pentru a obtine
Compusul 11 (1,18 g, 45,4%).
!H-RMN (DMSO) &: 1,80-1,94 (m, 2H), 1,95-2,14 (m, 2H), 3,21-3,35- (m, 2H), 3,50-3,6 0 (m,
1H), 3,70-3,82 ( m, 3H), 4,00-4,05 (m, 1H), 4,32-4,38 (m, 1H), 5,14 (dd, J = 10,8Hz, 21,6Hz, 2H),
5,76-5,81 (m, 1H), 6,29 (d; J = 4,8Hz, 1H), 7,28-7,39 (m, 3H), 7,48-7,54 (m, 2H), 7,64-7,75 (m,
1H)
A noua etapa

La o suspensie de compus 11 (500 mg, 1,18 mmol) in etanol (3,5 ml) s-a adaugat DBU
(0,0035 ml, 0,023 mmol) la temperatura camerei si amestecul a fost agitat timp de 30 minute. La
suspensia obtinuta s-a addugat diizopropileter (6,5 ml) si amestecul a fost agitat la temperatura
camerei timp de 30 de minute. Solidul precipitat s-a filtrat si s-a spélat cu acetat de etil (1,5 ml) de
doua ori pentru a se obtine Compusul i1 (346 mg, 89,9%).
!H-RMN (DMSO) &: 2,80-3,00 (m, 1H), 3,10-3,18 (m, 1H), 3,38-3,50 (m, 1H), 3,98-4,0 8 (m,
2H), 4,10-4,20 (m, 1H), 4,76-4,84 (m, 1H), 5,04-5,14 (m, 2H), 6,22 (m, J = 7,6Hz, 1H), 7,27-7,40
(m, 4H), 7,56-7,60 (m, 2H), 7,70 (d, J= 7,6 Hz, 1 H)
Exemplul 1-2
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Compusul i1 (1100 g, 3360 mmol) si 7,8-difluoro-6,11-dihidrodibenzotiepin-11-ol (977
g, 3697 mmol) au fost suspendate in 50%, in greutate, T3P in acetat de etil (3208 g, 5041 mmol) si
etil acetat (1,1 L). La amestec s-a addugat acid metansulfonic (436 ml, 6721 mmol) la temperatura
camerei si amestecul a fost agitat la 70°C timp de 5,5 ore. La amestec s-a adaugat apa sub baie de
gheatd-apa si amestecul s-a agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. La aceasta s-a addugat
THF si amestecul a fost extras cu acetat de etil. Stratul organic obtinut a fost spalat cu apa si
solutie apoasd 8% de carbonat acid de sodiu, uscat pe sulfat de sodiu anhidru si concentrat sub
presiune redusa. Reziduul obtinut dizolvat in THF (5,5 L) si carbonat de potasiu (790 g, 5713
mmol), a fost adaugat la acesta. Amestecul a fost incalzit pana la 50°C, bromura de benzil (240 ml,
2016 mmol) a fost addugata prin picurare la acesta si amestecul a fost agitat la 60°C timp de 8,5
ore. La amestec s-a adaugat prin picurare 2mol/L solutie apoasd de acid clorhidric sub baie de
gheatd-apa si amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 10 minute si extras cu acetat
de etil. Stratul organic obtinut a fost spélat cu apa si solutie apoasa 8% de carbonat acid de sodiu si
uscat pe sulfat de magneziu anhidru. La acesta s-a adaugat un carbune activ (Norit SX-2, 240 g),
amestecul a fost filtrat prin celita si filtratul a fost concentrat sub presiune redusa. 25 (1019 g, 1776
mmol, 53%).
!H-RMN (CDCls) 8: 2,88 (1H, t, J = 11,2 Hz), 3,28-3,39 (2H, m), 3,72 (1H, d, J = 12,6 Hz), 3,86
(1H, d, J=9,6 Hz), 4,03 ( 1H, d, J = 13,9 Hz), 4,45 (1H, d, J = 8,6 Hz), 4,67 (1H, d, J = 13,1 Hz),
5,19-5,26 (2H, m), 5,45 (1H, d, J = 10,9 Hz), 5,63 (1 H, d, J = 10,9 Hz), 5,77 (1 H, d, J = 7,6 Hz),
6,40 (1 H, d,J=7,8 Hz), 6,68 (1 H, t, J = 6,9 Hz), 6,94-7,01 (2H, m), 7,03-7,12 (3H, m), 7,29-7,38
(3H, m), 7,61 (2H, d, J = 7,1 Hz).
A doua etapa

La o solutie de compus 25 (1200 g, 2092 mmol) in DMA (3,6 L) s-a adaugat clorura de
litiu (443g, 10,5 mol) la temperatura camerei si amestecul a fost agitat la 80°C timp de 3 ore. La
amestec s-au adaugat acetona (1,2 L), 0,5 ml/L solutie apoasa de acid clorhidric (6,0 L) si apa (2,4
L) sub baie de apa de gheata si amestecul a fost agitat timp de 1 ora. Solidul precipitat a fost filtrat.
Solidul obtinut a fost dizolvat in cloroform, s-a addugat eter izopropilic si solidul presipitat a fost
filtrat pentru a obtine compusul I11-2 (950 g, 1965 mmol, 94%). *H-RMN (CDCls) 8: 2,99 (1 H, dt,
J=175, 6,8 Hz), 3,47 (L H, td, J = 11,9, 25 H z), 3,60 (1 H, t, J = 10,6 Hz), 3,81 (1 H, dd, J =
11,9, 3,3 Hz), 3,96 (1H, dd, J = 11,0, 2,9 Hz), 4,07 (1H, d, J = 13,8 Hz), 4,58 (1H, dd, J = 10,0, 2,9
Hz), 4,67 (1H, dd, J =135, 1,9 Hz), 5,26-5,30 (2H, m), 5,75 (1H, d, J= 7,8 Hz), 6,69 (1H, d, J =
7,7 Hz), 6,83-6,87 ( 1H, m), 6,99-7,04 (2H, m), 7,07-7,15 (3H, m).
Exemplul 2
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La o suspensie de compus I11-2 (1,00 g, 2,07 mmol) in DMA (5 ml) s-au adaugat
clorometil metil carbonat (0,483 g, 3,10 mmol), carbonat de potasiu (0,572 g, 4,14 mmol) si iodura
de potasiu (0,343 g, 2,07 mmol) si amestecul a fost agitat la 50°C timp de 6 ore. La amestec s-a
adaugat DMA (1 ml) si amestecul a fost agitat timp de 6 ore. Amestecul a fost racit la temperatura
camerei, s-a adaugat DMA (6 ml) la acesta si amestecul a fost agitat la 50°C timp de 5 minute.
Amestecul a fost filtrat. La filtratul obtinut s-au addugat 1mol/L solutie apoasa de acid clorhidric
(10 ml) si apa (4 ml) si amestecul a fost agitat timp de 1 ora. Solidul precipitat a fost filtrat si uscat
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sub presiune redusd la 60°C timp de 3 ore pentru a obtine Compusul 11-6 (1,10 g, 1,93 mmol,
93%).

1H-RMN (DMSO-D6) &: 2,91-2,98 (1H, m), 3,24-3,31 (1H, m), 3,44 (1H, t, J = 10,4 Hz), 3,69
(1H, dd, J = 11,5, 2,8 Hz), 3,73 (3H, s), 4,00 (1H, dd, J = 10,8, 2,9 Hz), 4,06 (1H, d, J = 14,3 Hz),
4,40 (1H, d, J = 11,8 Hz), 4,45 (1H, dd, J = 9,9, 2,9 Hz), 5,42 (1H, dd, J = 14,4, 1,8 Hz), 5,67 (1H,
d, J=6,5Hz), 5,72-5,75 (3 H, m), 6,83-6,87 (1 H, m), 7,01 (1 H,d, J=6,9 Hz), 7,09 (1 H, dd, J =
8,0,1,1H2),714-7,18 (1 H, m), 7,23 (L H, d, J = 7,8 Hz), 7,37-7,44 (2H, m).

Deoarece compusul 11-6 al prezentei inventii este un promedicament si, prin urmare, are
avantajele ca absorbabilitatea oralad este ridicata, prezintd o buna biodisponibilitate, prezinta un
clearance bun si tranzitivitatea pulmonara este mare, el poate fi un medicament excelent. Deoarece
compusul 111-2 mama al prezentei inventii are efecte cum ar fi o activitate inhibitorie ridicata
asupra endonucleazei dependente de structura capacului si o selectivitate ridicata datoritd unei
enzime specifice virusului, acesta poate fi un medicament cu efecte secundare reduse.

Mai mult, compusii II-6 si III-2 ai prezentei inventii prezintd, de asemenea, avantajele ca
stabilitatea metabolismului este ridicatd, solubilitatea este ridicatd, absorbabilitatea orala este
ridicata, prezinta o bund biodisponibilitate, prezintd un clearance bun, tranzitivitatea pulmonara
este mare, perioada de injumatatire este lungd, lipsa de legare la proteine este mare, inhibarea
canalului hERG este scazuta, inhibarea CYP este scazuta, efectul inhibitor al CPE (Efect
CitoPatic) este recunoscut si/sau este prezentatd negativitate intr-un test de fototoxicitate, un test
Ames si un test de toxicitate genicd, sau toxicitate cum ar fi afectarea ficatului nu este provocata.
Prin urmare, compusii in legdtura cu prezenta inventie pot fi medicamente excelente.

Exemplul de test 1: Misurarea activititii inhibitoare a endonucleazei cap-dependente (CEN)
1) Pregatirea substratului

ARN 30mer (5'-pp-[m2'-O]GAA UAU (-Cy3) GCA UCA CUA GUAAGC UUU GCU
CUA-BHQ2-3'": fabricat de Japan Bio Services Co., LTD.) in care G la capatul 5' este modificatd
cu difosfat, o grupare hidroxi in pozitia 2' este modificatd prin metoxilare, U al saselea de la
capatul 5' este marcat cu Cy3 si un capat 3' este marcat cu BHQ2 si s-a adaugat o structura de
capit folosind sistem ScriptCap fabricat de EPICENTER (un produs a fost m7G [5']-ppp-[5'] [m2'-
O]JGAA UAU (-Cy3) GCA UCA CUA GUA AGC UUU GCU CUA (-BHQ2)-3"). Acesta a fost
separat si purificat prin electroforeza in gel de poliacrilamida denaturata si utilizat ca substrat.

2) Prepararea enzimei

RNP a fost preparatda dintr-o particuld de virus folosind metoda standard (document de
referinta: VIROLOGY (1976) 73, p327-338 OLGA M. ROCHOVANSKY). Mai exact, virusul
A/WSN/33 (1 x 10° PFU/ml, 200 pl) a fost inoculat intr-un ou de pui embrionat cu varsta de 10
zile. Dupa incubare la 37°C timp de 2 zile, fluidul alantoidian al oului de pui a fost recuperat. O
particuld de virus a fost purificatd prin ultracentrifugare folosind zaharoza 20%, solubilizata
folosind TritonX-100 si lizolecitina si o fractie RNP (fractie de glicerol 50-70%) a fost colectata
prin ultracentrifugare utilizand un gradient de densitate glicerol 30-70% si a fost utilizata ca o
solutie enzimatica (care contine aproximativ 1 nM complex PB1-PB2-PA).

3) Reactie enzimatica

O solutie de reactie enzimatica (2,5 pl) (compozitie: Tris-clorhidrat 53 mM (pH 7,8), 1
mM MgCly, 1,25 mM ditiotreitol, 80 mM NaCl, 12,5% glicerol, solutie enzimatica 0,15 pl) a fost
distribuita intr-o placd cu 384 godeuri realizata din polipropilend. Apoi, 0,5 ul dintr-o0 solutie de
compus de testat care a fost diluata in serie cu dimetil sulfoxid (DMSO) a fost adaugata pe placa.
Ca un martor pozitiv (PC) sau un martor negativ (NC), s-au adaugat la placa 0,5 ul de DMSO.
Fiecare placd a fost amestecatd bine. Apoi, s-au addugat 2 pl dintr-0 solutie de substrat (ARN de
substrat 1,4 nM, 0,05% Tween20) pentru a initia o reactie. Dupd incubarea la temperatura camerei
timp de 60 de minute, 1 pl din solutia de reactie a fost colectat si adaugat la 10 pl dintr-o solutie de
formamida Hi-Di (care contine GeneScan 120 Liz Size Standard ca marker de dimensionare:
fabricat de Applied Biosystems (ABI)) pentru a opri reactia. Pentru NC, reactia a fost oprita in
prealabil prin adaugarea de EDTA (4,5 mM) inainte de initierea reactiei (toate concentratiile
descrise mai sus sunt concentratii finale).

3) Masurarea raportului de inhibare (valoare ICso)

Solutia pentru care s-a oprit reactia a fost incdlzitd la 85°C timp de 5 minute, racitd rapid
pe gheata timp de 2 minute si analizatd cu un analizor genetic ABI PRIZM 3730. Un varf al
produsului endonucleazd cap-dependentd a fost cuantificat prin software-ul de analiza ABI
Genemapper, s-a obtinut un raport de inhibare a reactiei CEN (%) a unui compus testat prin
stabilirea intensitatilor fluorescente ale PC si NC ca fiind 0% inhibare si, respectiv, 100% inhibare,
0 valoare ICso a fost obtinutd utilizand software-ul de ajustare a curbei (XLfit2.0: Model 205
(fabricat de IDBS) etc.).

Exemplul de test 2: testul de confirmare a efectului inhibitor al CPE
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<Material>

0 2% FCS E-MEM (preparat prin adaugarea de kanamicina si FCS la MEM
(mediu esential minim) (Invitrogen))
O 0,5% BSA E-MEM (preparat prin adaugarea de kanamicina si BSA la MEM (mediu
esential minim) (Invitrogen))
0 HBSS (solutie de sare echilibratd Hanks')
0 Celula MDBK

Celulele au fost ajustate la numarul de celule adecvat (3 x 10%/ ml) cu 2% FCS E-MEM.

0 Celula MDCK

Dupa spalare cu HBSS de doua ori, celulele au fost ajustate la numarul corespunzator de celule (5
x 10% ml) cu 0,5% BSA E-MEM.

0 Solutie de tripsind

Tripsina din pancreas porcin (SIGMA) a fost dizolvata in PBS (-) si filtratd cu un filtru de 0,45
pm.

0 EnVision (PerkinElmer)

0 Kit WST-8 (Kishida Chemical Co., Ltd.)

0 10% Solutie SDS

<Procedura de operare>
* Diluarea si distribuirea probei de testat

Ca mediu de cultura, 2% FCS E-MEM a fost utilizat la utilizarea celulelor MDBK si
0,5% BSA E-MEM a fost utilizat la utilizarea celulelor MDCK. In continuare, pentru diluarea
virusului, a celulelor si a unei probe de testare, a fost utilizat acelasi mediu de cultura.

O proba de test a fost diluata cu un mediu de culturd pana la o concentratie adecvata in
prealabil si apoi s-a preparat o dilutie in serie de 2 pana la 5 ori pe o placa cu 96 de godeuri (50
wl/godeu). Au fost preparate doud placi, una pentru masurarea activitatii anti-gripale si cealaltd
pentru masurarea citotoxicitatii. Fiecare test a fost efectuat in triplicat pentru fiecare medicament.

La utilizarea celulelor MDCK, Tripsina a fost addugata la celule incat sa fie o
concentratie finald de 3 pg/ml numai pentru masurarea activitatii anti-gripale.

* Diluarea si distribuirea virusului gripal

Un virus gripal a fost diluat cu un mediu de culturd la o concentratie adecvata in avans si
fiecare 50 pl/godeu a fost distribuit pe o placa cu 96 de godeuri continand o substanta de testat.
Fiecare 50 pl/godeu dintr-un mediu de cultura a fost distribuit pe o placa continand o substanta de
testat pentru masurarea citotoxicitatii.

* Diluarea si distribuirea celulelor

Fiecare 100 pl/godeu de celule care fusesera ajustate la numarul de celule adecvat a fost
distribuit pe o placa cu 96 de godeuri continand o proba de testare.

Aceasta a fost amestecatd cu un mixer de pléci si incubata intr-un incubator cu CO2 timp
de 3 zile pentru masurarea activitatii anti-gripale si masurarea citotoxicitatii.

* Distribuirea WST-8

Celulele din placa cu 96 de godeuri care au fost incubate timp de 3 zile, au fost observate
vizual la microscop si au fost verificate aspectul celulelor, prezenta sau absenta unui cristal de
substanta de testat. Supernatantul a fost indepartat astfel incat celulele sd nu fie absorbite din placa.

Kitul WST-8 a fost diluat de 10 ori cu un mediu de cultura si fiecare 100 pl a fost
distribuit in fiecare godeu. Dupa amestecarea cu un mixer de placi, celulele au fost incubate intr-un
incubator cu CO2 timp de 1 pana la 3 ore.

Dupa incubare, examinarea placii pentru méasurarea activitatii anti-gripale, fiecare 10
wl/godeu dintr-o solutie SDS 10% a fost distribuit pentru a inactiva un virus.

* Misurarea absorbantei

Dupé amestecarea placii cu 96 de godeuri, absorbanta a fost masuratd cu EnVision la
douad lungimi de unda de 450 nm/620 nm.
<Calculul valorii fiecarui element de masurare>

Valoarea a fost calculata utilizaind Microsoft Excel sau un program avand capacitatea
echivalenta de calcul si procesare, pe baza urmatoarei ecuatii de calcul.

* Calcularea concentratiei de inhibare eficientad pentru a obtine 50% moarte a celulelor
infectate cu virus gripal (EC50)

EC50 = 107
Z = (50% - % ridicat)/(% ridicat -% redus) x {log(concentratie ridicata) - log(concentratie redusa)}
+ log(concentratie ridicata)

Compusul 111-2: CEN IC50 = 1,93 nM, CPE EC50 = 1,13 nM

Pe baza rezultatelor de mai sus, compusul mama III-2 prezintd activitate inhibitoare a

endonucleazei cap-dependente (CEN) mare si/sau efect inhibitor al CPE ridicat si astfel poate fi un
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agent util pentru tratamentul si/sau prevenirea simptomelor si/sau a bolii induse prin infectarea cu
virusul gripal.

Exemple de teste biologice pentru compusii prezentei inventii au fost descrise mai jos.
Exemplul de test 3: Testul de inhibare a CYP

Utilizarea microzomului hepatic uman combinat disponibil in comert si folosirea, ca
markeri, a 7-etoxiresorufin O-deetilarii (CYP1A2), tolbutamid metil-hidroxilare (CYP2C9),
mefenitoin 4'-hidroxilare (CYP2C19), dextrometorfan O-demetorfan hidroxilarea terfenedinei
(CYP3AA4) ca reactii tipice de metabolizare a substratului principalelor cinci forme de enzima CYP
umane (CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4), a fost evaluat un grad inhibitor al cantitatii de productie
a fiecarui metabolit de catre un compus din prezenta inventie.

Conditiile de reactie au fost dupd cum urmeaza: substrat, 0,5 umol/L etoxiresorufina
(CYP1A2), 100 pmol/L tolbutamida (CYP2C9), 50 umol/L S-mefenitoinmefenitoina (CYP2C19),
5 pmol/L dextrometorfan (CYP2D6), 1 umol/L terfenedind (CYP3A4); timp de reactie, 15 minute;
temperatura de reactie, 37°C; enzima, microzom hepatic uman combinat 0,2 mg proteind/ml;
concentratia unui compus conform prezentei inventii, 1, 5, 10, 20 umol/L (patru puncte).

Fiecare cinci tipuri de substraturi, microzom hepatic uman sau un compus al prezentei
inventii in 50 mmol/L tampon Hepes ca solutie de reactie a fost adaugat la o placa cu 96 de
godeuri la compozitia descrisd mai sus, NADPH, ca un cofactor a fost adaugat pentru a initia
reactii de metabolism ca markeri si, dupa incubarea la 37°C timp de 15 minute, s-a adaugat o
solutie de metanol/acetonitril = 1/1 (v/v) pentru a opri reactia. Dupa centrifugare la 3000 rpm timp
de 15 minute, rezorufina (metabolitul CYP1A2) din supernatant a fost cuantificata printr-un contor
fluorescent multietichetd si hidroxid de toltributamidd (metabolit CYP2COP), hidroxid de
mefenitoind 4' (metabolit CYP2C19), dextrometorfan (metabolit CYP2D6) si alcoolul terfenadina
(metabolitul CYP3A4) au fost cuantificate prin LC/MS/MS.

Aditia doar a DMSO fiind un solvent care dizolva un compus al prezentei inventii la un
sistem de reactie a fost adoptatd ca un control (100%), activitatea ramasa (%) a fost calculata la
fiecare concentratie a unui compus conform prezentei inventii adaugat ca solutie si IC50 a fost
calculat prin prezumtie inversda de catre un model logistic utilizdnd o concentratie si o ratd de
inhibare.

(Rezultat)

Compusul 111-2: cinci tipuri >20 pmol/l

Exemplul de test 4: test BA

Materiale si metode pentru experimente pentru evaluarea absorbtiei orale

(1) Animale experimentale: s-au folosit soareci sau sobolani SD.

(2) Conditii de crestere: soarecilor sau sobolanilor SD li s-a permis accesul liber la hrana solida si
la apa de la robinet sterilizata.

(3) Setarea dozei si gruparea: Administrarea orald si administrarea intravenoasa au fost efectuate
cu doza predeterminatd. Gruparea a fost setatd dupd cum urmeaza. (Dozajul a fost modificat pe
compus)

Administrare orald 1 pana la 30 mg/kg (n =2 pana la 3)

Administrare intravenoasa 0,5 pana la 10 mg/kg (n = 2 pana la 3)

(4) Pregatirea solutiilor de administrare: Administrarea orala a fost efectuatd ca solutie sau
suspensie. Administrarea intravenoasa a fost efectuata dupa solubilizare.

(5) Céi de administrare: Administrarea orala a fost efectuata obligatoriu in stomac prin sonda
orald. Administrarea intravenoasa a fost efectuata din vena caudala prin seringi cu ac.

(6) Elemente de evaluare: Sangele a fost colectat in serie si concentratia unui compus conform
prezentei inventii in plasma a fost masurata prin LC/MS/MS.

(7) Analiza statistica: Pentru tranzitia concentratiei unui compus conform prezentei inventii in
plasma, aria de sub curba concentratiei plasmatice versus timp (ASC) a fost calculatd prin
programul metodei patratelor minime non-liniare, WinNonlin (o marcd inregistratd) si
biodisponibilitatea (BA) unui compus al prezentei inventii a fost calculatd din ASC ale grupului de
administrare orala si grupului de administrare intravenoasa.

(Rezultat)

Compusul 11-6: 14,9%

Compusul 111-2: 4,2%

Pe baza rezultatelor de mai sus, promedicamentul a avut o biodisponibilitate imbunatatita,
alta decat compusul mama.

Prin urmare, compusul conform prezentei inventii are o capacitate excelenta de absorbtie
orala si poate fi un agent util pentru tratamentul si/sau prevenirea simptomelor si/sau a bolii induse
de infectia cu virusul gripal.

Exemplul de test 5: Testul de stabilitate a metabolismului
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Utilizand microzomi hepatici umani comasati disponibili in comert, un compus din
prezenta inventie a reactionat pentru un timp constant si s-a calculat o rata ramasa prin compararea
unei probe reactionate si a unei probe nereactionate, prin urmare, a fost evaluat un grad de
metabolism in ficat.

S-a efectuat o reactie (reactie oxidativd) la 37°C timp de 0 minut sau 30 minute in
prezenta de 1 mmol/L NADPH 1in 0,2 ml de tampon (50 mmol/L Tris-HCI, pH 7,4, 150 mmol/I
clorura de potasiu, 10 mmol/l clorurd de magneziu) continand 0,5 mg proteina/ml de microzomi
hepatici umani. Dupa reactie, 50 pl din solutia de reactie au fost adaugati la 100 pl de
metanol/acetonitril = 1/1 (v/v), amestecati si centrifugati la 3000 rpm timp de 15 minute.
Compusul prezentei inventii in supernatant a fost cuantificat prin LC/MS/MS sau Extractie in Faza
Solida (SPE)/MS si s-a calculat o cantitate ramasa de compus conform prezentei inventii dupa
reactie, lasand o cantitate de compus la 0 minute timpul de reactie sd fie 100%. Reactia de
hidroliza a fost efectuata in absenta NADPH, iar reactia de glucuronidare a fost in prezenta
acidului UDP-glucuronic 5 mM 1in locul NADPH, urmata de operatii similare.

(Rezultat) % de inhibare a fost prezentata la 2 umol/l de compus testat.
Compusul 111-2: 90,1%
Exemplul de test 6: testul MBI fluorescent cu CYP3A4

Testul MBI fluorescent cu CYP3A4 este un test de investigare a cresterii inhibarii
CYP3A4 a unui compus conform prezentei inventii printr-0 reactie de metabolism si testul a fost
efectuat folosind, ca enzima CYP3A4 exprimatd in Escherichia coli si folosind, ca indicator, o
reactie in care 7-benziloxitrifluorometilcumarind (7-BFC) este debenzilatd de enzima CYP3A4
pentru a produce un metabolit, 7-hidroxitrifluorometilcumarind (HFC) care emite lumina
fluorescenta.

Conditiile de reactie au fost dupa cum urmeaza: substrat, 5,6 pmol/l de 7-BFC; timp de
pre-reactie, 0 sau 30 de minute; timp de reactie, 15 minute; temperatura de reactie, 25°C
(temperatura camerei); Continutul de CYP3A4 (exprimata in Escherichia coli), la pre-reactie 62,5
pmol/ml, la reactie 6,25 pmol/ml (la dilutie de 10 ori); concentratia medicamentului de testat a
unui compus conform prezentei inventii, 0,625, 1,25,2,5, 5, 10, 20 pmol/l (sase puncte).

O enzima intr-un tampon K-Pi (pH 7,4) si o solutie a unui compus conform prezentei
inventii ca solutie de pre-reactie au fost adaugate la o placéd cu 96 de godeuri la compozitia de mai
Sus a pre-reactiei, o parte a acesteia a fost transferat pe o altad placa cu 96 de godeuri astfel incat sa
fie diluat 1/10 cu un substrat si un tampon K-Pi, s-a addugat NADPH ca cofactor pentru a initia o
reactie ca un indice (fira preincubare) si, dupa o perioadd prestabilita a reactiei, s-a adaugat
acetonitril/0,5 mol/L Tris (trishidroxiametanometan) = 4/1 (V/V) pentru a opri reactia. in plus,
NADPH a fost adaugat la o solutie de preincubare ramasa pentru a initia o preincubare (cu
preincubare) si, dupa un timp prestabilit de preincubare, o parte a fost transferatd pe o alta placa
astfel incat sd fie diluata 1/10 cu un substrat si un tampon K -Pi pentru a initia o reactie ca
indicator. Dupd un timp predeterminat al unei reactii, s-a adaugat acetonitril/0,5 mol/l
Tris(trishidroxiametanometan) = 4/1 (V/V) pentru a opri reactia. Pentru placa pe care a fost
efectuata fiecare reactie indicatoare, s-a masurat o valoare fluorescentd a 7-HFC care este un
metabolit cu un cititor de placi fluorescente. (Ex =420 nm, Em = 535 nm).

Adaugarea numai de DMSO care este un solvent care dizolvd un compus al prezentei
inventii la un sistem de reactie a fost adoptata ca martor (100%), activitatea ramasa (%) a fost
calculatd la fiecare concentratie a unui compus conform prezentei inventii addugat ca solutie si
ICso a fost calculata prin presupunere-inversa de catre un model logistic utilizand o concentratie si
o ratd de inhibare. Cand o diferenta intre valorile ICso este de 5 pmol/l sau mai mult, aceasta a fost
definita ca (+) si, cand diferenta este de 3 pmol/l sau mai putin, aceasta a fost definita ca (-).
(Rezultat)

Compusul 111-2: (-)
Exemplul de test 7: Testul Ames de fluctuatie

A fost evaluatd mutagenitatea compusilor prezentei inventii.

20 pl de bacil tifoidic de sobolan depozitat prin congelare (tulpina Salmonella
typhimurium TA98, tulpina TA100) a fost inoculat pe 10 ml dintr-un mediu nutritiv lichid (2,5%
bulion nutritiv Oxoid nr. 2), iar acesta a fost cultivat inainte de agitare la 37°C timp de 10 ore. S-au
centrifugat 9 ml dintr-o solutie bacteriand a tulpinei TA98 (2000 x g, 10 minute) pentru a
indeparta o solutie de cultura. Bacteria a fost suspendatd in 9 ml dintr-un tampon Micro F
(K2HPO4: 3,5 g/l, KH2PO4: 1 g/l, (NH4)2SO4: 1 g¢/l, citrat trisodic deshidratat: 0,25 g/l, MgSQ,
7H0: 0,1 g/l), suspensia a fost adaugata la 110 ml dintr-un mediu de expunere (tampon Micro F
continand biotind: 8 ug/ml, histidina: 0,2 pg/ml, glucoza: 8 mg/ml). Tulpina TA100 a fost
adaugata la 120 ml mediu de expunere relativ la 3,16 ml solutie bacteriana pentru a prepara o
solutie bacteriana testatd. Fiecare 12 pl de solutie DMSO a unui compus conform prezentei
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inventii (diluare in mai multe etape de la doza maxima 50 mg/ml la un raport de 2 pana la 3 ori),
DMSO ca martor negativ si 50 pg/ml de solutie de 4-nitrochinolin-1-oxid DMSO pentru tulpina
TA98, 0,25 pg/mL solutie de 2-(2-furil)-3-(5-nitro-2-furil)acrilamidda DMSO pentru tulpina
TA100 in conditii de activare fard metabolizare, 40 pg/mL solutie de 2-aminoantracen DMSO
pentru tulpina TA98, 20 pg/mL solutie de 2-aminoantracen DMSO pentru tulpina TA100 in
conditia activarii metabolismului ca control pozitiv si 588 pL de solutie bacteriana testatd (o
solutie mixta de 498 P1 de solutie bacteriana testata si 90 pl de amestec S9 in conditia de activare a
metabolismului) au fost amestecate, iar aceasta a fost cultivata la agitare la 37°C timp de 90 de
minute. 460 ul din solutia bacteriand expusa la un compus conform prezentei inventii au fost
amestecate cu 2300 pl dintr-un mediu indicator (tampon Micro F continand biotina: 8 pg/ml,
histidina: 0,2 pg/ml, glucoza: 8 mg/ml, Bromo Cresol Purple: 37,5 pg/ml), fiecare 50 pl a fost
distribuit in microplacad cu 48 godeuri/doza, iar aceasta a fost supusa cultivarii stationare la 37°C
timp de 3 zile. Deoarece un godeu care contine o bacterie care a obtinut capacitatea de proliferare
prin mutatia unei gene enzimatice de sinteza a aminoacidului (histidina) se transforma din violet in
galben datorita unei modificari a pH-ului, godeul de proliferare a bacteriei care a devenit galben in
48 de godeuri pe doza este contorizat si a fost evaluat prin compararea cu un grup martor negativ.
(-) iInseamnad cd mutagenitatea este negativa si (+) este pozitiva.

(Rezultat)

Compusul 111-2: (-)

Exemplul de test 8: testul cu hERG

in scopul evaludrii riscului unei prelungiri a intervalului QT de pe electrocardiograma al
compusului conform prezentei inventii, efectele compusului prezentei inventii asupra curentului
K+ rectificator intarziat (Ikr), care joaca un rol important in procesul de repolarizare ventriculara, a
fost studiat utilizand celule HEK293 care exprima canalul genei inrudite cu eter-a-go-go umane
(hERG).

Dupa ce o celuld a fost retinutd la un potential de membrana de -80 mV prin metoda de
fixare cu plasturi de celule intregi utilizand un sistem automat de fixare a plasturilor (PatchXpress
7000A, Axon Instruments Inc.), a fost inregistrata Ik, indusa prin stimularea impulsului de
depolarizare la +40 mV timp de 2 secunde si, in continuare, stimularea impulsului de repolarizare
la -50 mV timp de 2 secunde. Dupa stabilizarea curentului generat, solutia extracelulard (NaCl:
135 mmol/L, KCI: 5,4 mmol/L, NaH,PO4: 0,3 mmol/L, CaCl,  2H,0: 1,8 mmol/L, MgCl;
6H,0: 1 mmol/l, glucoza: 10 mmol/l, HEPES (acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonic): 10
mmol/l, pH = 7,4), in care fusese dizolvat compusul prezentei inventii la o concentratie obiectiva,
a fost aplicatd pe celula la temperatura camerei timp de 10 minute. Din inregistrarea Ik, 0 valoare
absolutd a curentului de varf de coada a fost masuratd pe baza valorii curente la potentialul de
membrand de repaus utilizdnd software-ul de analizd (DataXpress ver.l, Molecular Devices
Corporation). Mai mult, s-a calculat procentul de inhibare relativ la curentul de varf de coada
inainte de aplicarea compusului din prezenta inventie si s-a comparat cu grupul la care s-a aplicat
vehiculul (solutie de dimetil sulfoxid 0,1%) pentru a evalua influenta compusului prezentei
inventii asupra Ik;.

(Rezultat) % de inhibare a fost prezentata la 0,3 pana la 10 uM de compus testat.
Compusul 111-2: 7,9%
Exemplul de test 9: Test de solubilitate

Solubilitatea compusului conform prezentei inventii a fost determinatd in conditii de
adaugare de DMSO 1%. O solutie de 10 mmol/l a compusului a fost preparatda cu DMSO si s-au
adaugat, respectiv, 2 pl din solutia compusului conform prezentei inventii la 198 pl de solutie JP-1
(s-a adaugat apa la 2,0 g clorura de sodiu si 7,0 ml de acid clorhidric pentru a ajunge la 1000 ml) si
solutie JP-2 (1 volum de apa a fost adaugat la 1 volum de solutie din care 3,40 g fosfat diacid de
potasiu si 3,55 g fosfat acid disodic anhidru pentru a ajunge la 1000 ml). Amestecul a fost agitat
timp de 1 ora la temperatura camerei si amestecul a fost filtrat. Filtratul a fost diluat de zece ori cu
metanol/apa = 1/1 (v/v) si concentratia compusului din filtrat a fost mésurata cu LC/MS sau
SPE/MS prin metoda de calibrare absoluta.

(Rezultat)
Compusul 111-2: 42,2 pmol/l
Exemplul de test 10: Test de solubilitate a pulberii

Cantitati adecvate de compus conform prezentei inventii au fost introduse in flacoane si
200 pl de JP-1st fluid (a fost adaugata apa la 2,0 g de clorurd de sodiu in 7,0 ml de acid clorhidrat
pentru a ajunge la 1000 ml), JP-2 fluid (a fost addugata apd) la 500 ml de solutie tampon de fosfat
cu un pH de 6,8) si 20 mmol/l taurocolat de sodiu (TCA)/JP-2nd fluid (JP-2nd fluid a fost adaugat
la 1,08 g de TCA in JP-2nd fluid pentru a ajunge la 100 ml) la fiecare fiola. Cand compusul a fost
complet dizolvat, s-a adaugat o cantitate adecvata de compus. Dupa agitare timp de 1 ora la 37°C,
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amestecul a fost filtrat si 100 pl de metanol au fost adaugati la 100 pl din fiecare filtrat (diluare
dubld). Marirea dilutiei a fost modificatd, dacd este necesar. Dupa ce s-a confirmat dacad exista
flacoane de aer si precipitate in flacoane, flacoanele au fost agitate cu dop strans. Concentratia
compusului a fost determinata cu HPLC prin metoda de calibrare absoluta.

(Rezultat)

Compusul 111-2: solutie JP-1; 7,1 pg/ml, solutie JP-2; 4,4 pg/ml, 20 mmol/l solutie TCA/JP-2;
16,1 pg/ml

Exemplul de test 11: testul Ames

Testul Ames a fost efectuat folosind salmonele (Salmonella typhimurium) TA 98, TA100,
TA1535 si TA1537 si Escherichia coli WP2uvrA ca tulpini de testare cu sau fard activare
metabolica in metoda de pre-incubare pentru a verifica prezenta sau absenta mutagenitatii genice a
compusilor din prezenta inventie.

(Rezultat)
Compusul 111-2: (-)
Exemplul de test 12: Test de hemoliza 1a lumina

Compusul prezentei inventii a fost dizolvat la concentratii tintd si a fost amestecat cu o
suspensie de 2,5 % volum/volum de celule rosii sanguine preparate dintr-un sange de oaie
defibrinat pe o microplaca la concentratii de 0,0008 pana la 0,1% greutate/volum. Amestecurile au
fost expuse la 10 J/cm? de iradiere UV intr-un interval de lungime de unda 290 pana la 400 nm,
UVA si UVB utilizand lampi fluorescente ultraviolete, lampi GL20SE si FL20S-BLB fabricate de
Sankyo Denki Co., Ltd. si respectiv Panasonic Corporation. Dupd finalizarea iradierii,
amestecurile au fost centrifugate si un supernatant al amestecului a fost colectat si a fost localizat
pe o microplaca. Fototoxicitatea a fost evaluatd prin masurarea unei absorbante la lungimea de
unda de 540 nm si 630 nm in supernatant. Datele de absorbanta la lungimea de unda de 540 nm si
630 nm au fost utilizate ca indicatori de deteriorare a biomembranelor (fotohemolizd%) si
respectiv, hiperoxidarea membranei lipidice (formarea methemoglobinei). Criteriile de
fototoxicitate au fost urmatoarele; S-a considerat ca nu este fototoxic (-) cand s-au observat
fotohemoliza % <10 si modificarea maxima a absorbantei la 630 nm (AOD) <0,05. S-a considerat
ca nu este fototoxic (+) atunci cand fotohemoliza a fost mai mare de 10% si modificarea maxima a
absorbantei la 630 nm (AOD) a fost mai mare de 0,05.

(Rezultat)
Compusul 111-2: (-)

Figurile 1 si 2 prezintd un rezultat al masurarii concentratiei plasmatice a compusului I11-
2 si a compusului 1I-6 dupd administrarea orald de promedicament Compus II-6, pentru care
compusul mama este compusul II1-2, la sobolan, in conditii fara postire.

In plus, concentratia compusului II-6 in toate probele de plasma a fost o limitd de
determinare sau mai mica. Prin urmare, promedicamentul Compus II-6, al cdrui compus mama
este Compusul 111-2 se dovedeste ca s-a schimbat rapid in Compusul Il1-2 in vivo dupa
administrare (vezi Figura 2).

Pe baza rezultatelor testelor de mai sus, s-a dezvaluit ca compusul transformat intr-un
promedicament a fost absorbit in organism dupa administrarea orald si rapid transformat intr-un
compus mama in sange. Prin urmare, compusul prezentei inventii poate fi un agent util pentru
tratamentul si/sau prevenirea simptomelor si/sau bolii induse de infectia cu virusul gripal.
Exemplul de test 13: Test de administrare intravenoasa

Materiale experimentale examinate si metoda testului de administrare intravenoasa
(1) Animale utilizate: au fost folositi sobolani SD.

(2) Conditii de crestere: Sobolanii SD au fost hréniti cu pelete si apa sterilizata de la robinet la
discretie.

(3) Dozare si grupare: O doza predeterminatd a fost administratd intravenos. Grupurile au fost
stabilite dupa cum urmeaza. (Doze variate pentru fiecare compus)

Administrare intravenoasa 0,5-1 mg/kg (n = 2-3)

(4) Pregatirea solutiei de administrare: Administrarea intravenoasd a fost efectuatd dupa
solubilizare.

(5) Metoda de administrare: Administrarea intravenoasa a fost efectuatd cu o seringa echipata cu
ac pe vena caudala.

(6) Repere: Sangele a fost colectat in timp si concentratia plasmatica a compusului conform
prezentei inventii a fost masurata folosind LC/MS/MS.

(7) Analiza statistica: Pentru tranzitia concentratiei plasmatice a compusului conform prezentei
inventii, clearance-ul total in corp (CLtot) si timpul de injumatatire prin eliminare (t1/2, z) au fost
calculate utilizand programul de patrate minime non-liniare WinNonlin (R ).

(Rezultate)
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Compusul nr. 111-2:
CLtot: 16,4 ml/min/kg
t1/2,z: 3,4 ore

Din rezultatele de mai sus, s-a constatat ca Compusul III-2 este un compus cu un
clearance total in corp redus si un timp de injumatatire lung.

Prin urmare, compusul prezentei inventii are o persistenta excelenta si poate fi un agent
util pentru tratamentul si/sau prevenirea simptomelor si/sau a bolilor induse de infectia cu virusul
gripal.

Exemplu de formulare

Urmatoarele exemple de formulare sunt doar exemplificate si nu sunt destinate sa
limiteze scopul inventiei.

Exemplul de formulare 1: Tablete

Compusii prezentei inventii, lactoza si stearat de calciu sunt amestecate. Amestecul este
zdrobit, granulat si uscat pentru a obtine o dimensiune adecvata a granulelor. Apoi, stearatul de
calciu este addugat la granule si amestecul este comprimat si modelat pentru a obtine tablete.
Exemplul de formulare 2: Capsule

Compusii prezentei inventii, lactoza si stearatul de calciu sunt amestecati uniform pentru
a obtine medicamente sub forma de pulbere sub forma de pulberi sau granule fine. Medicamentele
in forma de pulbere sunt umplute in recipiente in forma de capsule pentru a obtine capsule.
Exemplul de formulare 3: Granule

Compusii prezentei inventii, lactoza si stearatul de calciu sunt amestecate uniform si
amestecul este comprimat si turnat. Apoi, este zdrobit, granulat si cernut pentru a obtine
dimensiuni adecvate ale granulelor.

Exemplul de formulare 4: comprimate dezintegrate oral

Compusii prezentei inventii si celulozad cristalind sunt amestecate, granulate si sunt
fabricate tablete pentru a obtine tablete dezintegrate oral.
Exemplul de formulare 5: siropuri anhidre

Compusii prezentei inventii si lactoza sunt amestecate, zdrobite, granulate si cernute
pentru a obtine dimensiuni adecvate ale siropurilor anhidre.
Exemplul de formulare 6: Injectii

Compusii prezentei inventii si tampon fosfat sunt amestecate pentru a obtine o injectie.
Exemplul de formulare 7: Perfuzii

Compusii prezentei inventii si tampon fosfat sunt amestecate pentru a obtine o injectie.
Exemplul de formulare 8: Inhalatii

Compusul prezentei inventii si lactozd sunt amestecate si zdrobite fin pentru a obtine
inhalatii.

Exemplul de formulare 9: Unguente

Compusii prezentei inventii si vaselina sunt amestecate pentru a obtine unguente.
Exemplul de formulare 10: Plasturi

Compusii prezentei inventii si o baza, cum ar fi plasture adeziv sau altele asemenea, sunt
amestecate pentru a obtine plasturi.

[Aplicabilitate industriala]

Compusul conform prezentei inventii are activitate inhibitoare a endonucleazei cap-
dependente (CEN) dupa absorbtie in organism. Compusul conform prezentei inventii poate fi un
agent util pentru tratamentul si/sau prevenirea unui simptom si/sau a unei boli induse de infectia cu
virusul gripal.
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sau sarea sa acceptabila farmaceutic.

2.Compozitie farmaceuticd cuprinzand compusul conform revendicdrii 1 sau sarea sa
acceptabilad farmaceutic.

3.Compozitie farmaceutici conform revendicdrii 2, pentru utilizare in tratarea sau
prevenirea unei infectii cu virus gripal.

4.Compus conform revendicarii 1 sau sarea sa acceptabilda farmaceutic, pentru utilizare in
tratarea sau prevenirea unei boli cauzate de un virus care are endonucleaza cap-dependenta.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniau, Republica Moldova
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Fig. 1
Timp Concetratia in plasma (ng/ml)
(ore) 0.3 mg/kg I1mgkg 3mgkg 10 mgkg
0.25 BLQ BLQ BLQ BLQ
0.5 BLQ BLQ BLQ BLQ
1 BLQ BLQ BLQ BLQ
2 BLQ BLQ BLQ BLQ
4 BLQ BLQ BLQ BLQ
6 BLQ BLQ BLQ BLQ
8 BLQ BLQ BLQ BLQ
10 BLQ BLQ BLQ BLQ
24 BLQ BLQ BLQ BLQ

BLQ: sub limita inferioara a cuantificarii (< 0.500 ng/mL)

Fig. 2
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