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

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la analogi sintetici ai ecteinascidinelor, in special ai ecteinascidinei
736 (ET-736), la compozitii farmaceutice care ii contin, la procedee pentru prepararea acestora si la
utilizarea lor ca agenti antitumorali.

STADIUL TEHNICII

Ecteinascidinele sunt agenti antitumorali extrem de puternici izolati din tunicatul marin
Ecteinascidia turbinata. Unul dintre acesti compusi, ET-743 cu formula:

este utilizat ca medicament anticancer, sub denumirea comuna internationald trabectedin (INN), pentru
tratamentul pacientilor cu sarcom de tesut moale (STS) metastatic si avansat dupa esecul antraciclinelor si
ifosfamidei sau care nu pot primi astfel de agenti si pentru tratamentul cancerului ovarian sensibil la
platina, recidivat in combinatie cu doxorubicind lipozomald pegilata.

Ecteinascidina 736 (ET-736) a fost descoperita pentru prima data de Rinehart si este caracterizata
printr-o unitate de tetrahidro-p-carbolina in locul unitatii de tetrahidroizochinolind gésitd mai uzual in
compusii de ecteinascidind izolati din surse naturale; Vezi de exemplu Sakai si colab., Proc. Natl. Acad.
Sci. SUA 1992, vol. 89, 11456-11460.

ET-736

Brevetul US nr. 5149804 descrie Ecteinascidina 736 (ET-736), izolatad din tunicatul de Caraibe ca
Ecteinascidia turbinata si structura acestuia. ET-736 protejeaza soarecii in Vvivo la concentratii foarte
scazute Tmpotriva limfomului P388, melanomului B16 si carcinomului pulmonar Lewis.

WO03014127 descrie mai multi analogi sintetici ai ET-736 si activitatea lor citotoxica iImpotriva
celulelor tumorale. In special, WO03014127 descrie compusii A pana la D impreunid cu activitatea lor
citotoxicad Tmpotriva unui grup de linii celulare canceroase.
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W02011/147828 descrie procedee de preparare pentru fabricarea compusilor de ecteinascidina.
Un alt compus descris in aceasta cerere de brevet, PM01183, se afla in prezent in studii clinice
pentru tratamentul cancerului. PM01183 are urmatoarea structurd chimica:

PM01183 a demonstrat o activitate foarte puternica in vitro impotriva liniilor celulare tumorale
solide si nesolide, precum si o activitate in vivo semnificativa in diverse linii celulare tumorale umane,
xenogrefate la soareci, precum cele pentru cancerul de san, rinichi si ovarian. PM01183 exercita efectele
sale anticancerigene prin modificarea covalentd a guaninelor in canalul minor ADN care, in cele din urma
dau nastere la ruperea dublu-catenard a ADN-ului, oprirea fazei S si apoptoza in celulele canceroase.

Desi s-au obtinut rezultate pozitive In aplicatiile clinice In chimioterapie, cercetarea in domeniul
compusilor ecteinascidinei este incd deschisd pentru a identifica noi compusi cu caracteristici optime de
activitate, selectivitate fatd de tumora, cu o toxicitate sistemica redusd si/sau proprietiti farmacocinetice
imbunatatite.

DESCRIEREA PE SCURT A INVENTIEI

Intr-un prim aspect al prezentei inventii este furnizat un compus cu formula IC sau o sare
acceptabila din punct de vedere farmaceutic sau ester al acestuia:

in care:
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X este -NH-;

R; este -OH sau -CN;

R este o grupare -C(=O)R?

R; este hidrogen sau o grupare -OR®;

R4 este ales dintre —-CH,OH si -CH,OC(=0O)R¢;

R® este ales dintre hidrogen, alchil C1-Ci» substituit sau nesubstituit, alchenil C»-Ci2 substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy, substituit sau nesubstituit;

R® este ales dintre alchil C;-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cy, substituit sau nesubstituit si
alchinil C,-Cy, substituit sau nesubstituit; si

R® este ales dintre alchil C1-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci, substituit sau nesubstituit si
alchinil C,-Cy substituit sau nesubstituit.

Intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizatd o compozitie farmaceutici care cuprinde un
compus conform prezentei inventii si un purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizati o forma de dozare care cuprinde o
compozitie farmaceuticd conform prezentei inventii.

Incd intr-un alt aspect al przentei inventii, este furnizat un compus, o compozitie farmaceutici
sau o forma de dozare conform prezentei inventii pentru utilizare ca medicament.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un compus, o compozitie farmaceutica
sau o forma de dozare conform prezentei inventii pentru utilizare in tratamentul cancerului.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un kit care cuprinde o cantitate eficace
din punct de vedere terapeutic dintr-un compus conform prezentei inventii si un purtitor acceptabil din
punct de vedere farmaceutic. Kitul este destinat utilizarii in tratamentul cancerului.

Inca intr-un alt aspect al prezentei inventii, este furnizat un procedeu pentru obtinerea
compusilor cu formula IC sau o sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic sau ester al acestuia;
cuprinzand etapa de reactie a unui compus cu formula Il cu un compus cu formula 111 pentru a da un
compus cu formula IV:

in care (in masura in care este permis de citre posibilele grupari substituente):

X este -NH-;

R; este o grupare -C(=O)R?

R; este hidrogen sau o grupare -OR?;

R4 este ales dintre -CHzOH si -CH,OC(=0)R¢;

R? este ales dintre hidrogen, alchil C;-Ci» substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci2 substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy2 substituit sau nesubstituit;

RP este ales dintre alchil C;-Cy2 substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci2 substituit sau nesubstituit si
alchinil C,-Ca, substituit sau nesubstituit si

R® este ales dintre alchil C;-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cy» substituit sau nesubstituit si
alchinil C,-Cy2 substituit sau nesubstituit.

Procedeul poate include etapa suplimentara de inlocuire a gruparii ciano din compusul cu formula IV cu o
grupare hidroxi pentru a da un compus cu formula IC in care Ry este OH.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, compus
C, 4-Ssi 12-S.
Figura 2. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo, compus
C, 4-Ssi 12-S.
Figura 3. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soareci tratati cu placebo, compus C, 4-S si
12-S.
Figura 4. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H526 la soareci tratati cu placebo, compus C, 4-S si
12-S.
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Figura 5. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H82 la soareci tratati cu placebo, compus C, 4-S si
12-S.

Figura 6. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo, compus C, 4-S si
12-S.

Figura 7. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC-27 la soareci tratati cu placebo, compus C, 4-S
si 12-S.

Figura 8. Evaluarea diametrului total tumoral al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 4-R.

Figura 9. Evaluarea diametrului total tumoral al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si Compus D.

Figura 10. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 4-R.

Figura 11. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
PM01183 si Compus D.

Figura 12. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 4-
R.

Figura 13. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
Compus D.

Figura 14. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 4-
R.

Figura 15. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
Compus D.

Figura 16. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC-27 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
4-R.

Figura 17. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC-27 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
Compus D.

Figura 18. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, compus D si
12-R.

Figura 19. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
compus D si 12-R.

Figura 20. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soareci tratati cu placebo, compus D si 12-
R.

Figura 21. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H526 la soareci tratati cu placebo, compus D si 12-
R.

Figura 22. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H82 la soareci tratati cu placebo, compus D si 12-
R.

Figura 23.Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo, compus D si 12-
R.

Figura 24. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC-27 la soareci tratati cu placebo, compus D si
12-R.

Figura 25. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-S.

Figura 26. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 19-S.

Figura 27. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-
S.

Figura 28. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-S.

Figura 29. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-S.

Figura 30. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-R.

Figura 31. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 19-R.

Figura 32. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-
R.

Figura 33. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-R.
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Figura 34. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC-27 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
19-R.

Figura 35. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, compus C si
39-S.

Figura 36. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
compus C si 39-S.

Figura 37. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soareci tratati cu placebo, compus C si 39-
S.

Figura 38. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H526 la soareci tratati cu placebo, compus C si 39-
S.

Figura 39. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H82 la soareci tratati cu placebo, compus C si 39-S.
Figura 40. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo, compus C si
39-S.

Figura 41. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC27 la soareci tratati cu placebo, compus C si
39-S.

Figura 42. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, compus D si
47-R.

Figura 43. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
compus D si 47-R.

Figura 44. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soareci tratati cu placebo, compus D si 47-
R.

Figura 45. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H526 la soareci tratati cu placebo, compus D si 47-
R.

Figura 46. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H82 la soareci tratati cu placebo, compus D si 47-
R.

Figura 47. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo, compus D si
47-R.

Figura 48. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC27 la soareci tratati cu placebo, compus D si
47-R.

Figura 49. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 50. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo, ET-
736 si 32.

Figura 51. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 52. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H526 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 53. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H82 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 54. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 55. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32.
Figura 56. Evaluarea diametrului total al tumorilor HT1080 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 35.
Figura 57. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 35.

Figura 58. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 35.
Figura 59. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
35.

Figura 60. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu placebo, PM01183 si
35.

Figura 61. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu placebo, 12-S si 12-R.
Figura 62. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu placebo si 4-S.

Figura 63. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor DU-145 la soarecii tratati cu placebo si 4-S.

Figura 64. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor 22Rv1 la soarecii tratati cu placebo si 4-S.

Figura 65. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu placebo si 39-S.

Figura 66. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor DU-145 la soarecii tratati cu placebo si 39-S.
Figura 67. Evaluarea volumului tumoral al tumorilor 22Rv1 la soarecii tratati cu placebo si 39-S.

DESCRIEREA DETALIATA A EXEMPLELOR DE REALIZARE PREFERATE

Urmatoarele se aplicé la toate aspectele prezentei inventii:
In compusii prezentei inventii, gruparile alchil pot fi ramificate sau neramificate si, de preferinta, au de la
1 pana la aproximativ 12 atomi de carbon. O alta clasd mai preferatd de grupari alchil are de la 1 péana la
aproximativ 6 atomi de carbon. Chiar mai preferate sunt gruparile alchil avand 1, 2, 3 sau 4 atomi de
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carbon. Metil, etil, n-propil, izopropil si butil, inclusiv n-butil, izobutil, sec-butil si tert-butil sunt grupari
alchil in special preferate in compusii prezentei inventii.

In compusii prezentei inventii, gruparile alchenil pot fi ramificate sau neramificate, au una sau
mai multe duble legaturi si de la 2 pana la aproximativ 12 atomi de carbon. O alta clasd mai preferata de
grupari alchenil are de la 2 pana la aproximativ 6 atomi de carbon. Chiar mai preferate sunt gruparile
alchenil avand 2, 3 sau 4 atomi de carbon. Etenil, 1-propenil, 2-propenil, 1-metiletenil, 1-butenil, 2-
butenil si 3-butenil sunt grupari alchenil in special preferate in compusii prezentei inventii.

In compusii prezentei inventii, gruparile alchinil pot fi ramificate sau neramificate, au una sau
mai multe legaturi triple si de la 2 pana la aproximativ 12 atomi de carbon. O altd clasd mai preferata de
grupari alchinil are de la 2 pand la aproximativ 6 atomi de carbon. Chiar mai preferate sunt gruparile
alchinil avand 2, 3 sau 4 atomi de carbon.

Grupdrile aril adecvate in compusii prezentei inventii includ compusii cu ciclu simplu si
multiplu, inclusiv compusi cu cicluri multiple care contin grupari aril separate si/sau condensate.
Grupadrile aril tipice contin de la 1 pand la 3 cicluri separate si/sau condensate si de la 6 pand la
aproximativ 18 atomi de carbon. De preferinta, gruparile aril contin de la 6 pana la aproximativ 10 atomi
de carbon in ciclu. Gruparile aril preferate in mod special au inclus fenil substituit sau nesubstituit, naftil
substituit sau nesubstituit, bifenil substituit sau nesubstituit, fenantril substituit sau nesubstituit si antril
substituit sau nesubstituit.

Gruparile heterociclice adecvate includ grupari heteroaromatice si heteroaliciclice contindnd de
la 1 pana la 3 cicluri separate si/sau condensate si de la 5 pana la aproximativ 18 atomi in ciclu. De
preferinta, gruparile heteroaromatice si heteroaliciclice contin de la 5 pana la aproximativ 10 atomi in
ciclu, cel mai preferabil 5, 6 sau 7 atomi in ciclu. Gruparile heteroaromatice adecvate in compusii
prezentei inventii contin unul, doi sau trei heteroatomi alesi dintre atomi de N, O sau S si includ, de
exemplu, cumarinil incluzand 8-cumarinil, chinolil incluzdnd 8-chinolil, izochinolil, piridil, pirazinil,
pirazolil, pirimidinil, furil, pirolil, tienil, tiazolil, izotiazolil, triazolil, tetrazolil, izoxazolil, oxazolil,
imidazolil, indolil, izoindolil, indazolil, indolizinil, ftalazinil, pteridil, purinil, oxadiazolil, tiadiazolil,
furazanil, piridazinil, triazinil, cinolinil, benzimidazolil, benzofuranil, benzofurazanil, benzotiofenil,
benzotiazolil, benzoxazolil, chinazolinil, chinoxalinil, naftiridinil si furopiridil. Gruparile heteroaliciclice
adecvate in compusii prezentei inventii contin unul, doi sau trei heteroatomi alesi dintre N, O sau S si
includ, de exemplu, pirolidinil, tetrahidrofuranil, tetrahidrotienil, tetrahidrotiopiranil, piperidil, morfolinil,
tiomorfolinil, tioxanil, piperazinil, azetidinil, oxtanilil, tietanil, homopiperidil, oxepanil, tiepanil,
oxazeoinil, diazepinil, tiazepinil, 1,2,3,6-tetrahidropiridil, 2-pirolinil, 3-pirolinil, indolinil, 2H-piranil, 4H-
piranil, dioxanil, 1,3-dioxolanil, pirazolinil, ditianil, ditiolanil, dihidropiranil, dihidrotienil, dihidrofuranil,
pirazolidinil, imidazolinil, imidazolidinil, 3-azabiciclo[3.1.0]hexil, 3-azabiciclo][4.1.0]heptil, 3H-indolil
si chinolizinil.

Gruparile mentionate mai sus pot fi substituite la una sau mai multe pozitii disponibile cu una
sau mai multe grupari adecvate, cum ar fi OR', =0, SR', SOR', SO2R', NO;, NHR', NR'R', =N-R’,
NHCOR', N(COR");, NHSO2R', NR'C(=NR')NR'R’, CN, halogen, COR', COOR', OCOR', OCONHR',
OCONR'R', CONHR', CONR'R', OH protejat, amino protejat, SH protejat, alchil C1-C12 substituit sau
nesubstituit, alchenil C,-Cio substituit sau nesubstituit si alchinil C»-C1p substituit sau nesubstituit, aril
substituit sau nesubstituit si grupare heterociclica substituita sau nesubstituitd, in care fiecare dintre
grupdrile R' este aleasd in mod independent din grupul constand din hidrogen, OH, NO,, NH,, SH, CN,
halogen, COH, COQalchil, CO,H, alchil C;-C1, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-C1, substituit sau
nesubstituit si alchinil C,-Ci» substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit §i grupare
heterociclica substituitd sau nesubstituitd. Acolo in care astfel de grupari sunt ele insele substituite,
substituentii pot fi alesi din lista de mai sus. in plus, acolo in care existd mai multe grupari R' pe un
substituent, fiecare R' poate fi identic sau diferit.

in compusii din prezenta inventie, substituentii halogen includ F, CI, Br si I.

ermenii "sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic" si "ester" se refera la oricare sare sau
ester acceptabil din punct de vedere farmaceutic care, la administrare la pacient, este capabil sd furnizeze
(direct sau indirect) un compus asa cum este descris aici. Totusi, se va aprecia ca saruri neacceptabile din
punct de vedere farmaceutic de asemenea sunt in sfera inventiei deoarece acestea pot fi utile in prepararea
sarurilor acceptabile din punct de vedere farmaceutic. Prepararea sarurilor poate fi realizata prin metode
cunoscute in domeniu.

De exemplu, sarurile acceptabile din punct de vedere farmaceutic ale compusilor furnizati aici
sunt preparate din compusii de baza, care contin un fragment bazic sau acid, prin procedee chimice
conventionale. In general, astfel de saruri sunt preparate, de exemplu, prin reactia acidului sau bazei libere
a acestor compusi cu o cantitate stoechiometricd de bazd sau acid adecvat in apa sau intr-un solvent
organic sau intr-un amestec al ambelor. In general, mediile neapoase cum ar fi eterul, acetatul de etil,
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etanolul, 2-propanolul sau acetonitrilul sunt preferate. Exemple de saruri de aditie cu acid includ saruri de
aditie cu acid mineral, cum ar fi, de exemplu, clorhidrat, bromhidrat, iodhidrat, sulfat, azotat, fosfat si
saruri de aditie cu acid organic, cum ar fi, de exemplu, acetat, trifluoracetat, maleat, fumarat, citrat,
oxalat, succinat, tartrat, malat, mandelat, metansulfonat si p-toluensulfonat. Exemple de saruri de aditie
alcaline includ saruri anorganice, cum ar fi, de exemplu, saruri de sodiu, potasiu, calciu si amoniu
11743329-1 si saruri alcaline organice, cum ar fi, de exemplu, etilendiamina, etanolamina, saruri de N,N-
dialchilenetanolamind, trietanolamina si aminoacizi bazici.

Compusii conform inventiei pot fi sub forma cristalind sau amorfa fie compusi liberi, fie solvati
(de exemplu, hidrati) si se intentioneaza ca toate formele sa fie in sfera prezentei inventii. Metodele de
solvatare sunt in general cunoscute in domeniu.

Este posibila stereoizomeria cu privire la atomii de carbon asimetrici cu stereochimie
nespecificatd, prin urmare, in astfel de cazuri, atomii de carbon asimetrici pot avea configuratie (R) sau
(S). Toti diastereomerii generati de o configuratie specifica a unor astfel de atomi de carbon asimetrici in
combinatie cu alti atomi de carbon asimetrici prezenti in molecula si amestecurile acestora sunt
considerati a fi in sferal prezentei inventii. Este de asemenea posibild si stereoizomeria legatd de dubla
legétura (izomerie geometricd), prin urmare, in unele cazuri, molecula ar putea exista ca (E)-izomer sau
(2)-izomer. Daca molecula contine mai multe legaturi duble, fiecare legatura dubla va avea propria sa
stereoizomerie, care ar putea fi aceeasi sau diferita de stereoizomeria celorlalte legaturi duble ale
moleculei. Mai mult, compusii la care se face referire aici pot exista ca atropoizomeri. Stereoizomerii
individuali care includ diastereoizomerii, izomerii geometrici si atropoizomerii compusilor la care se face
referire aici si amestecurile acestora sunt in sfera prezentei inventii.

in plus, compusii la care se face referire aici pot exista in forme marcate izotopic. Toate sarurile,
esterii i formele marcate izotopic acceptabile farmaceutic ale compusilor la care se face referire aici,
precum si amestecurile acestora, sunt considerate in sfera prezentei inventii.

Formele protejate ale compusilor dezvaluiti aici sunt considerate in sfera prezentei inventii.
Grupdrile protectoare adecvate sunt bine cunoscute de un specialist in domeniu. O trecere generald in
revistda a grupdrilor protectoare din chimia organica este oferita de Wuts, PGM si Greene TW in
Protecting Groups in ORganic Synthesis, Ed. a 4-a, Editura Wiley-Interscience si de catre Kocienski PJ in
Protecting Groups, Ed. a Ill-a, Georg Thieme Verlag. Aceste referinte ofera sectiuni despre gruparile de
protectie pentru gruparile OH, amino si SH.

In sfera prezentei inventii, o grupare protectoare OH este definita a fi fragmentul legat de O care
rezultd din protectia OH prin formarea unei grupari OH protejate adecvate. Exemple de astfel de grupari
OH protejate includ eteri, eteri sililici, esteri, sulfonati, sulfenati si sulfinati, carbonati si carbamaTi. in
cazul eterilor, gruparea protectoare pentru OH poate fi aleasd dintre metil, metoximetil, metiltiometil,
(fenildimetilsilil)metoximetil, benziloximetil, p-metoxibenziloximetil, [(3,4-dimetoxibenzil)oxi]metil, p-
nitrobenziloximetil,  o-nitrobenziloximetil,  [(R)-1-(2-nitrofenil)etoxi]metil,  (4-metoxifenoxi)metil,
guaiacolmetil, [(p-fenilfenil)oxi]metil, t-butoximetil, 4-penteniloximetil, siloximetil, 2-metoxietoximetil,
2-cianoetoximetil, bis(2-cloretoxi)metil, 2,2,2-tricloretoximetil, 2-(trimetilsilil)etoximetil, mentoximetil,
O-bis(2-acetoxi-etoxi)metil, tetrahidropiranil, fluor tetrahidropiranil, 3-bromotetrahidropiranil, tetrahidro-
tiopiranil,  1-metoxiciclohexil, 4-metoxitetrahidropiranil, 4-metoxitetrahidrotiopiranil, 4-metoxi-
hidrotiopiranil S,S-dioxid, 1-[(2-clor-4-metil)-fenil]-4-metoxipiperidin-4-il, 1-(2-fluorfenil)-4-
metoxipiperidin-4-il, 1-(4-clorfenil)-4-metoxipiperidin-4-il, 1,4-dioxan-2-il, tetrahidrofuranil,
tetrahidrotiofuranil, 2,3,3a,4,5,6,7,7a-octahidro-7,8,8-trimetil-4,7-metanobenzofuran-2-il, 1-etoxietil, 1-
(2-cloretoxi)etil, 2-hidroxietil, 2-bromoetil, 1-[2-(trimetilsilil)etoxi]etil, 1-metil-1-metoxietil, 1-metil-1-
benziloxietil, 1-metil-1-benziloxi-2-fluoretil, 1-metil-1-fenoxietil, 2,2,2-tricloretil, 1,1-dianisil-2,2,2-
tricloretil, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-fenilizopropil, 1-(2-cianoetoxi) etil, 2-trimetilsililetil, 2-(benziltio)etil,
2-(fenilselenil)etil, t-butil, ciclohexil, 1-metil-1’-ciclopropilmetil, alil, prenil, cinamil, 2-fenalil, propargil,
p-clorofenil, p-metoxifenil, p-nitrofenil, 2,4-dinitrofenil, 2,3,5,6-tetrafluor-4-(trifluormetil)fenil, benzil, p-
metoxibenzil, 3,4-dimetoxibenzil, 2,6-dimetoxibenzil, o-nitrobenzil, p-nitrobenzil, pentadienilnitro-
benzil, pentadienilnitropiperonil, halobenzil, 2,6-diclorbenzil, 2,4-diclorbenzil, 2,6-difluorbenzil, p-
cianobenzil, benzil fluor, 4-fluoralcoxibenzil, trimetilsililxilil, p-fenilbenzil, 2-fenil-2-propil, p-
acilaminobenzil, p-azidobenzil, 4-azido-3-clorobenzil, 2-trifluormetilbenzil, 4-trifluormetilbenzil, p-
(metilsulfinil)benzil, p-siletanilbenzil, 4-acetoxibenzil, 4-(2-trimetilsilil)etoximetoxibenzil, 2-naftilmetil,
2-picolil, 4-picolil, 3-metil-2-picolil N-oxid, 2-chinolinilmetil, 6-metoxi-2-(4-metilfenil)-4-chinolinmetil,
1-pirenilmetil, difenilmetil, 4-metoxidifenilmetil, 4-fenildifenilmetil, p,p'-dinitrobenzhidril,  5-
dibenzosuberil, trifenilmetil, tris(4-t-butilfenil)metil, a-naftildifenilmetil, p-metoxi-fenildifenilmetil, di(p-
metoxifenil)fenilmetil, tri(p-metoxifenil)metil, 4-(4'-bromfenaciloxi) fenildifenilmetil, 4,4',4"-tris(4,5-
dicloroftalimidofenil)metil, 4,4'.4"-tris(levulinoiloxifenil) metil, 4,4',4"-tris(benzoil-oxifenil)metil, 4,4'-
dimetoxi-3"-[N-(imidazolilmetil)]tritil, 4,4'-dimetoxi-3"-[N-(imidazolil-etil)carbamoil]tritil, bis(4-
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metoxifenil)-1’-pirenilmetil, 4-(17-tetrabenzo [a,c,g,i] fluorenilmetil)-4,4"-dimetoxitritil, 9-antril, 9-(9-
fenil)xantenil, 9-feniltioxantil, 9-(9-fenil-10-oxo)antril, 1,3-benzoditiolan-2-il, 4,5-bis(etoxicarbonil)-
[1,3]-dioxolan-2-il, benzizo-tiazolil S,S-dioxid. In cazul eterilor sililici, gruparea protectoare pentru OH
poate fi aleasa dintre trimetilsilil, trietilsilil, triizopropilsilil, dimetilizopropilsilil, dietilizopropilsilil,
dimetilhexilsilil, 2-norbornildimetilsilil, t-butildimetilsilil, t-butildifenil-silil, tribenzilsilil, tri-p-xililsilil,
trifenilsilil, difenilmetilsilil, di-t-butilmetilsilil, bis(t-butil)-1-pirenilmetoxisilil, tris(trimetilsilil)silil, (2-
hidroxistiril)dimetilsilil, ~ (2-hidroxistiril)diizo-propilsilil,  t-butil-metoxifenilsilil,  t-butoxidifenilsilil,
1,1,3,3-tetraizopropil-3-[2-(trifenil-metoxi)etoxi] disiloxan-1-il si silil fluor. in cazul esterilor, gruparea
protectoare pentru OH Impreuna cu atomul de oxigen al OH neprotejat de care este atasat formeazd un
ester care poate fi ales dintre formiat, benzoilformiat, acetat, cloracetat, dicloracetat, tricloracetat,
tricloracetamidat, trifluoracetat, metoxiacetat, trifenilmetoxiacetat, fenoxiacetat, p-clorofenoxiacetat,
fenilacetat, difenilacetat, 3-fenilpropionat, propanoil tip lant bisfluor, 4-pentenoat, 4-oxopentanoat, 4,4-
(etilenditio)pentanoat,  5[3-bis(4-metoxifenil)hidroximetilfenoxi]levulinat, pivaloat, 1-adamantoat,
crotonat, 4-metoxicrotonat, benzoat, p-fenilbenzoat, 2,4,6-trimetilbenzoat, 4-bromobenzoat, 2,5-
difluorobenzoat, p-nitrobenzoat, picolinat, nicotinat, 2-(azidometil)benzoat, 4-azido-butirat, (2-
azidometil) fenilacetat, 2-{[(tritiltio)oxi]metil}benzoat, 2-{[(4-metoxitritiltio)oxi ]metil}benzoat, 2-
{[metil(tritiltio)amino]metil}benzoat, 2-[(4-metoxitritil)tio]metil-amino}metil}benzoat, 2-(aliloxi)

fenilacetat, 2-(preniloximetil)benzoat, 6-(levuliniloxi-metil)-3-metoxi-2-nitrobenzoat, 6-
(levuliniloximetil)-3-metoxi-4-nitrobenzoat, 4-benziloxibutirat, 4-trialchilsililoxi-butirat, 4-acetoxi-2,2-
dimetilbutirat, 2,2-dimetil-4-pentenoat, 2-iodobenzoat, 4-nitro-4-metilpentanoat, o-
(dibromometil)benzoat, 2-formilbenzensulfonat, 4-(metiltio-metoxi)butirat, 2-

(metiltiometoximetil)benzoat, 2-(cloracetoximetil)benzoat, 2-[(2-cloracetoxi)etil]benzoat, 2-[2-
(benziloxi)etil]lbenzoat, 2-[2-(4-metoxibenzil-oxi)etil]benzoat, 2,6-diclor-4-metilfenoxiacetat, 2,6-diclor-
4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenoxiacetat, 2,4-bis(1,1-dimetilpropil)fenoxiacetat, clorodifenil-acetat,
izobutirat, monosuccinoat, (E)-2-metil-2-butenoat, 0-(metoxicarbonil)benzoat, «a-naftoat, azotat,
N,N,N',N'-tetrametilfosforodiamidat de alchil si 2-clorobenzoat. in cazul sulfonatilor, sulfenatilor si
sulfinatilor gruparea protectoare pentru OH impreuna cu atomul de oxigen al OH neprotejat de care este
atasat formeazd un sulfonat, sulfenat sau sulfinati care pot fi alesi dintre sulfat, alilsulfonat,
metansulfonat, benzilsulfonat, tosilat, 2-[(4-nitrofenil)etil]sulfonat, 2-trifluormetilbenzensulfonat, 4-
monometoxitritilsulfenat, 2,4-dinitrofenilsulfenat de alchil, 2,2,5,5-tetrametilpirolidin-3-on-1-sulfinat si
dimetilfosfinotioil. in cazul carbonatilor, gruparea protectoare pentru OH impreuni cu atomul de oxigen
al OH neprotejat de care este atasat formeazd un carbonat care poate fi ales dintre carbonat de metil,
carbonat de metoximetil, carbonat de 9-fluorenilmetil, carbonat de etil, carbonat de bromoetil, carbonat de
2-(metiltiometoxi)etil, carbonat de 2,2,2-tricloretil, carbonat de 1,1-dimetil-2,2,2-tricloretil, carbonat de 2-
(trimetilsilil)etil, carbonat de 2-[dimetil(2-naftilmetil)silil] etil, carbonat de 2-(fenilsulfonil)etil, carbonat
de 2-(trifenilfosfonio)etil, carbonat de cis-[4-[[(metoxitritil)sulfenil]oxi]tetrahidrofuran-3-ilJoxi, carbonat
de izobutil, carbonat de t-butil, carbonat de vinil, carbonat de alil, carbonat de cinamil, carbonat de
propargil, carbonat de p-clorofenil, carbonat de p-nitrofenil, carbonat de 4-etoxi-1-naftil, carbonat de 6-
bromo-7-hidroxicumarin-4-ilmetil, carbonat de benzil, carbonat de o-nitrobenzil, carbonat de p-
nitrobenzil, carbonat de p-metoxibenzil, carbonat de 3,4-dimetoxibenzil, carbonat de antrachinon-2-
ilmetil, carbonat de 2-dansilietil, carbonat de 2-(4-nitrofenil)etil, carbonat de 2-(2,4-dinitrofenil)etil,
carbonat de 2-(2-nitrofenil)propil, carbonat de 2-(3,4-metilendioxi-6-nitrofenil)propil, carbonat de 2-
ciano-1-feniletil, carbonat de 2-(2-piridil)amino-1-feniletil, carbonat de 2-[N-metil-N-(2-piridil)]Jamino-1-
feniletil, carbonat de fenacil, carbonat de 3',5'-dimetoxibenzoina, ditiocarbonat de metil si tiocarbonat de
S-benzil. Si 1n cazul carbamatilor, gruparea protectoare pentru OH impreuna cu atomul de oxigen al OH
neprotejat de care este atagat formeazd un carbamat care poate fi ales dintre tiocarbamat de dimetil,
carbamat de N-fenil si carbamat de N-metil-N-(o-nitrofenil).

In sfera prezentei inventii, o grupare de protectie amino este definita a fi fragmentul N-legat care
rezultd din protectia gruparii amino prin formarea unei grupari amino adecvate protejate. Exemple de
grupari amino protejate includ carbamati, uree, amide, sisteme heterociclice, N-alchilamine, N-
alchenilamine, N-alchinilamine, N-arilamine, imine, enamine, derivati N-metal, derivati N-N, derivati N-
P, derivati N-Si si derivati N-S. In cazul carbamatilor, gruparea protectoare pentru gruparea amino
impreund cu gruparea amino la care aceasta este atasatd formeaza un carbamat care poate fi ales dintre
carbamat de metil, carbamat de etil, carbamat de 9-fluorenilmetil, carbamat de 2,6-di-t-butil-9-
fluorenilmetil, carbamat de 2,7-bis(trimetilsilil)fluorenilmetil, carbamat de 9-(2-sulfo)fluorenilmetil,
carbamat de 9-(2,7-dibrom)fluorenilmetil, carbamat de 17-tetrabenzo[a,c,qg,i]fluorenilmetil, carbamat de
2-clor-3-indenilmetil, carbamat de benz[f]inden-3-ilmetil, carbamat 1,1-dioxobenzo[b]-tiofen-2-ilmetil,
carbamat de 2-metilsulfonil-3-fenil-1-prop-2-enil, carbamat de 2,7-di-t-butil-[9,(10,10-diox0-10,10,10,10-
tetrahidrotioxantil)]metil, carbamat de 2,2,2-tricloretil, carbamat 2-trimetilsililetil, carbamat de (2-fenil-2-
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trimetilsilil)etil, carbamat de 2-feniletil, carbamat de 2-cloretil, carbamat de 1,1-dimetil-2-haloetil,
carbamat de 1,1-dimetil-2,2-dibromoetil, carbamat de 1,1-dimetil-2,2,2-tricloretil, carbamat de 2-(2’-
piridil)etil, carbamat de 2-(4’-piridil)etil, carbamat de 2,2-bis(4’-nitrofenil)etil, carbamat de 2-[(2-
nitrofenil)ditio]-1-feniletil, carbamat de 2-(N,N-diciclohexil-carboxamido)etil, carbamat de t-buitil,
carbamat de fluor BOC, carbamat de 1-adamantil, carbamat de 2-adamantil, carbamat de 1-(1-adamantil)-
1-metiletil, carbamat de 1-metil-1-(4-bifenilil)etil, carbamat de 1-(3,5-di-t-butilfenil)-1-metiletil, carbamat
de triizopropilsililoxi, carbamat de vinil, carbamat de alil, carbamat de prenil, carbamat de 1-izopropilalil,
carbamat de cinamil, carbamat de 4-nitrocinamil, carbamat de 3-(3'-piridil)prop-2-enil, carbamat de
hexadienil, carbamat de propargil, biscarbamat de 1,4-but-2-inil, carbamat de 8-chinolil, carbamat de N-
hidroxipiperidinil, ditiocarbamat de alchil, carbamat de benzil, carbamat de 3,5-di-t-butilbenzil, carbamat
de p-metoxibenzil, carbamat de p-nitrobenzil, carbamat de p-bromobenzil, carbamat de p-clorobenzil,
carbamat de 2,4-diclorbenzil, carbamat de 4-metilsulfinilbenzil, carbamat de 4-trifluormetilbenzil,
carbamat de fluorobenzil, carbamat de 2-naftilmetil, carbamat de 9-antrilmetil, carbamat de difenilmetil,
carbamat de 4-fenilacetoxibenzil, carbamat de 4-azidobenzil, carbamat de 4-azido-metoxibenzil,
carbamat de m-clor-p-aciloxibenzil, carbamat de m-cloro-p-aciloxibenzil, carbamat de p-(dihidroxiboril)-
benzil, carbamat de 5-benzizoxazolilmetil, carbamat de 2-(trifluormetil)-6-cromonilmetil, carbamat de 2-
metiltioetil, carbamat de 2-metilsulfoniletil, carbamat de 2-(p-toluensulfonil)etil, carbamat de 2-(4-
nitrofenilsulfonil)etil,  carbamat de  2-(2,4-dinitrofenilsulfonil)etil,  carbamat de  2-(4-
trifluormetilfenilsulfonil)etil, carbamat de [2-(1,3-ditianil)]metil, carbamat de 2-fosfonioetil, carbamat de
2-[fenil(metil)sulfonio]etil, carbamat de 1-metil-1-(trifenilfosfonio)etil, de 1,1-dimetil-2-cianoetil,
carbamat 2-dansilietil, carbamat de 2-(4-nitrofenil)etil, carbamat de 4-metiltiofenil, carbamat de 2,4-
dimetiltiofenil, carbamat de m-nitrofenil, carbamat de 3,5-dimetoxibenzil, carbamat de 1-metil-1-(3,5-
dimetoxifenil)etil, carbamat de a-metilnitro-piperonil, carbamat de o-nitrobenzil, carbamat de 3,4-
dimetoxi-6-nitrobenzil, carbamat de fenil(o-nitrofenil)metil, carbamat de 2-nitrofeniletil, carbamat de 6-
nitroveratril, carbamat de 4-metoxifenacil, carbamat de 3'5'-dimetoxibenzoin, carbamat de 9-
xantenilmetil, carbamat de N-metil-N-(o-nitrofenil), carbamat de t-amil, carbamat de 1-metilciclobutil,
carbamat de 1-metilciclohexil, carbamat de 1-metil-1-ciclopropilmetil, carbamat de ciclobutil, carbamat
de ciclopentil, carbamat de ciclohexil, carbamat de izobutil, carbamat de izobornil, carbamat de
ciclopropilmetil, carbamat de p-deciloxibenzil, carbamat de diizopropilmetil, carbamat de 2,2-dimetoxi-
carbonilvinil, carbamat de o-(N,N-dimetilcarboxamido)benzil, carbamat de 1,1-dimetil-3-(N,N-dimetil-
carboxamido)propil, carbamat de butinil, carbamat de 1,1-dimetilpropinil, carbamat de 2-iodoetil,
carbamat de 1-metil-1-(4’-piridil)etil, carbamat de 1-metil-1-(p-fenilazofenil)etil, carbamat de p-(p'-
metoxifenilazo)benzil, carbamat de p-(fenilazo) benzil, carbamat de 2,4,6-trimetilbenzil, carbamat de
izonicotinil, carbamat de 4-(trimetilamoniu)benzil, carbamat de p-cianobenzil, carbamat de di(2-
piridil)metil, carbamat de 2-furanilmetil, carbamat de fenil, carbamat de 2,4,6-tri-t-butilfenil carbamat,
carbamat de 1-metil-1-feniletil si tiocarbamat de S-benzil. in cazul ureelor, gruparile protectoare pentru
gruparea amino pot fi alese dintre fenotiazinil-(10)-carbonil, N'-p-toluensulfonilaminocarbonil, N'-
fenilaminotiocarbonil, 4-hidroxifenilaminocarbonil, 3-hidroxitriptaminocarbonil s N'-
fenilaminotiocarbonil. In cazul amidelor, gruparea protectoare pentru amino impreuni cu gruparea amino
la care este atasata formeazd o amida care poate fi aleasd dintre formamida, acetamida, cloracetamida,
tricloracetamida, trifluoracetamida, fenilacetamida, 3-fenilpropanamida, pent-4-enamida , picolinamida,
3-piridilcarboxamida, N-benzoil-fenilalanil amida, benzamida, p-fenilbenzamida, o-nitrofenilacetamida,
2,2-dimetil-2-(0-nitrofenil) acetamida, o-nitrofenoxiacetamida, 3-(o-nitrofenil)propanamida, 2-metil-2-(o-
nitrofenoxi) propanamida, 3-metil-3-nitrobutanamida, o-nitrocinamida, o-nitrobenzamida, 3-(4-t-butil-
2,6-dinitrofenil)-2,2-dimetilpropanamida, o-(benzoiloxi-metil)benzamida, 2-(acetoximetil) benzamida, 2-
[(t-butildifenilsiloxi)metil |benzamida, 3-(3',6'-dioxo-2',4',5'-trimetilciclohexa-1',4'-dien)-3,3-
dimetilpropionamida, o-hidroxi-trans-cinamida, 2-metil-2-(o-fenilazofenoxi)propanamida, 4-
clorbutanamida, aceto-acetamida, 3-(p-hidroxifenil)propanamida, (N ‘-ditiobenziloxicarbonil-amino)

acetamidi si N-acetilmetioninamida. In cazul sistemelor heterociclice, gruparea protectoare pentru
gruparea amino Tmpreund cu gruparea amino la care este atasatd formeaza un sistem heterociclic care
poate fi ales dintre 4,5-difenil-3-oxazolin-2-ona, N-ftalimida, N-dicloroftalimida, N-tetracloroftalimida,
N-4-nitroftalimida, N-tiodiglicoloil, N-ditiasuccinimida, N-2,3-difenilmaleimida, N-2,3-dimetilmaleimida,
N-2,5-dimetil-pirol, N-2,5-bis(triizopropilsiloxi)pirol, aduct de N-1,1,4,4-tetrametildisililazaciclo-pentan,
N-1,1,3,3-tetra-metil-1,3-disilaisoindolina, N-difenilsilildietilena, N-5-substituit-1,3-dimetil-1,3,5-
triazaciclo-hexan-2-ona, N-5-substituit-1,3-benzil-1,3,5-triazaciclo-hexan-2-ona, 3,5-dinitro-4-piridona 1-
substituitd si 1,3,5-dioxazini. In cazul in care N-alchil-, N-alchenil-, N-alchinil- sau N-arilamine din care
gruparea protectoare pentru gruparea amino poate fi aleasa dintre N-metil, N-t-butil, N-alil, N-prenil, N-
cinamil, N-fenilalil, N-propargil, N-metoximetil, N-[2-(trimetilsilil)etoxi]metil, N-3-acetoxipropil, N-
cianometil, N-2-azanorbornen, N-benzil, N-4-metoxibenzil, N-2,4-dimetoxibenzil, N-2-hidroxibenzil, N-
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ferocenilmetil, N-2,4-dinitrofenil, o-metoxifenil, p-metoxifenil, N-9-fenilfluorenil, N-fluorenil, N-2-
picolilamind N'-oxid, N-7-metoxicumar-4-ilmetil, N-difenilmetil, N-bis(4-metoxifenil)metil, N-5-
dibenzosuberil, N-trifenilmetil, N-(4-metilfenil)-difenilmetil si N-(4-metoxifenil)difenilmetil. In cazul
iminelor, gruparea protectoare pentru gruparea amino poate fi aleasd dintre N-1,1-dimetiltiometilen, N-
benziliden, N-p-metoxibenziliden, N-difenilmetilen, N-[2-piridil)mesitil]metilen, N-(N',N'-
dimetilaminometilen), N-(N',N'-dibenzilaminometilen), N-(N'-t-butilamino-metilen), N,N'-izopropiliden,
N-p-nitro-benziliden, N-saliciliden, N-5-clorosaliciliden, N-(5-clor-2-hidroxifenil)fenilmetilen, N-
ciclohexiliden si N-t-butiliden. in cazul enaminelor, gruparea protectoare pentru gruparea amino poate fi
aleasd dintre N-(5,5-dimetil-3-oxo0-1-ciclohexenil), N-2,7-diclor-9-fluorenilmetilen, N-1-(4,4-dimetil-2,6-
dioxociclohexiliden)etil, ~ N-(1,3-dimetil-2,4,6-(1H,3H,5H)-trioxopirimidin-5-iliden)-metil,  N-4,4,4-
trifluor-3-oxo-1-butenil si N-(1-izopropil-4-nitro-2-oxo0-3-pirolin-3-il). in cazul derivatilor N-metal,
gruparea protectoare pentru gruparea amino poate fi aleasa dintre N-boran, ester N-difenilborinic, ester N-
dietilborinic, N-9-borabiciclononan, ester N-difluoroborinic si acid 3,5-bis(trifluormetil)fenilboronic; si,
de asemenea, inclusiv N-fenil(pentacarbonilcrom)carbenil, N-fenil(pentacarbonil-tungsten)carbenil, N-
metil(penta-carbonilcromiu)carbenil, N-metil(pentacarboniltungsten)carbenil, N-chelat de cupru, N-chelat
de zinc si un derivat 18-coroana-6. in cazul derivatilor N-N, gruparea protectoare pentru gruparea amino
impreuna cu gruparea amino la care este atagatd formeazd un derivat N-N care poate fi ales dintre N-
nitroamino, N-nitrozoamino, N-oxid amind, azida, derivat de triazen si N-trimetilsililmetil-N-
benzilhidrazina. in cazul derivatilor N-P, gruparea protejati pentru gruparea amino impreund cu gruparea
amino la care este atasatd formeaza un derivat N-P care poate fi ales dintre difenilfosfinamida,
dimetiltiofosfinamida, difeniltiofosfinamida, dialchil fosforamidat, dibenzil fosforamidat, difenil
fosforamidat si iminotrifenilfosforan. in cazul derivatilor N-Si gruparea protectoare pentru NH, poate fi
aleasa dintre t-butildifenilsilil si trifenilsilil. in cazul derivatilor N-S gruparea amino protejati poate fi
aleasd dintre derivatii N-sulfenil sau N-sulfonil. Derivatii de N-sulfenil pot fi alesi dintre
benzensulfenamida, 2-nitrobenzensulfenamida, 2,4-dinitrobenzensulfenamida, penta-
clorbenzensulfenamida, 2-nitro-4-metoxibenzensulfenamida, trifenilmetilsulfen-amida, 1-(2,2,2-trifluoro-
1,1-difenil)etil-sulfenamida si N-3-nitro-2-piridinsulfenamida. Derivatii N-sulfonil pot fi alesi dintre
metansulfonamida, trifluormetansulfonamida, t-butilsulfonamida, benzilsulfonamida, 2-(trimetilsilil)etan
sulfonamida, p-toluensulfon-amida, benzensulfonamida, o0-anisilsulfonamida, 2-nitrobenzensulfonamida,
4-nitrobenzensulfonamida, 2,4-dinitrobenzensulfonamida, 2-naftalensulfonamida, 4-(4'8'-
dimetoxinaftilmetil)benzensulfonamida, 2-(4-metilfenil)-6-metoxi-4-metilsulfon-amida, 9-
antracensulfonamida, piridin-2-sulfonamida, benzotiazol-2-sulfonamida, fenacilsulfonamida, 2,3,6-
trimetil-4-metoxibenzensulfonamida, 2.4,6-trimetoxibenzen-sulfon-amida, 2,6-dimetil-4-
metoxibenzensulfonamida, pentametilbenzensulfon-amida, 2,3,5,6-tetrametil-4-
metoxibenzensulfonamida, 4-metoxibenzensulfonamida, 2,4,6-trimetilbenzen-sulfonamida, 2,6-dimetoxi-
4-metilbenzensulfonamidd, 3-metoxi-4-t-butilbenzensulfonamida i 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-
sulfonamida.

In sfera prezentei inventii, o grupare protectoare pentru SH este definiti ca fiind fragmentul legat
la S care rezulta din protectia gruparii SH prin formarea unei grupari SH protejate adecvate. Exemple de
astfel de grupari SH protejate includ tioeteri, disulfuri, tioeteri sililici, tioesteri, tiocarbonati si
tiocarbamati. In cazul tioeterilor, gruparea protectoare pentru SH poate fi aleasa dintre S-alchil, S-benzil,
S-p-metoxibenzil, S-o-hidroxibenzil, S-p-hidroxibenzil, S-o-acetoxibenzil, S-p-acetoxibenzil, S-p-
nitrobenzil, S-o-nitrobenzil, S-2,4,6-trimetilbenzil, S-2,4,6,-trimetoxibenzil, S-4-picolil, S-2-picolil-N-
oxid, S-2-chinolinilmetil, S-9-antrilmetil, S-9-fluorenilmetil, S-xantenil, S-ferocenilmetil, S-difenilmetil,
S-bis(4-metoxifenil)metil, S-5-dibenzosuberil, S-trifenilmetil, 4-metoxitritil, S-difenil-4-piridilmetil, S-
fenil, S-2,4-dinitrofenil, S-2-chinolil, S-t-butil, S-1-adamantil, S-metoximetil, S-izobutoximetil, S-
benziloximetil, S-1-etoxietil, S-2-tetrahidropiranil, S-benziltiometil, S-feniltiometil, S-acetamidometil
(Acm),  S-trimetilacetamidometil, S-benzamidometil, S-aliloxicarbonil-amino-metil, S-N-[2,3,5,6-
tetrafluor-4-(N'-piperidino)-fenil-N-aliloxicarbonilaminometil, S-ftalimido-metil, S-fenilacetamidometil,
S-acetilmetil, S-carboximetil, S-cianometil, S-(2-nitro-1-fenil)etil, S-2-(2,4-dinitrofenil)etil, S-2-(4'-
piridil)etil, S-2-cianoetil, S-2-(trimetilsilil)etil, S-2,2-bis(carboetoxi)etil, S-(1-m-nitrofenil-2-benzoil)etil,
S-2-fenilsulfoniletil,  S-1-(4-metilfenil-sulfonil)-2-metilprop-2-il si ~ S-p-hidroxifenacil. in cazul
disulfurilor, gruparea SH protejatd poate fi aleasa dintre disulfura de S-etil, disulfura de S-t-butil,
disulfura de S-2-nitrofenil, disulfura de S-2,4-dinitrofenil, disulfura de S-2-fenilazofenil, disulfura de S-2-
carboxifenil si disulfurd de S-3-nitro-2-piridil. In cazul tioeterilor sililici, gruparea protectoare pentru SH
poate fi aleasi din lista gruparilor de mai sus pentru protectia OH cu eteri sililici. In cazul tioesterilor,
gruparea protectoare pentru SH poate fi aleasd dintre S-acetil, S-benzoil, S-2-metoxiizobutiril, S-
trifluoracetil, ~ S-N-[[p-bifenilil)-izopropiloxi]carbonil]-N-metil-y-aminotiobutirat si  S-N-(t-butoxi-
carbonil)-N-metil-y-aminotiobutirat. In cazul gruparii protectoare tiocarbonat pentru SH poate fi aleasa
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dintre S-2,2,2-tricloretoxicarbonil, S-t-butoxicarbonil, S-benziloxicarbonil, S-p-metoxibenziloxicarbonil si
S-fluorenilmetilcarbonil. In cazul tiocarbamatului, gruparea SH protejati poate fi alesa dintre S-(N-
etilcarbamat) si S-(N-metoximetilcarbamat).

Mentionarea acestor grupari nu trebuie interpretatd ca o limitare a sferei inventiei, deoarece
acestea au fost mentionate ca o simpla ilustrare a gruparilor de protectie pentru gruparile OH, amino si
SH, dar alte grupari care au functia mentionata pot fi cunoscute de catre un specialist In domeniu si
trebuie sa se Inteleagd cad sunt de asemenea cuprinse in prezenta inventie.

Pentru a prezenta o descriere mai concisa, unele dintre expresiile cantitative date aici nu sunt
calificate cu termenul ,,aproximativ”. Se intelege ca, indiferent daca termenul ,,aproximativ” este utilizat
in mod explicit sau nu, fiecare cantitate datd aici este menita si se refere la valoarea data reala si, de
asemenea, este menitd sa se refere la aproximarea unei astfel de valori date care s-ar deduce in mod
rezonabil, bazat pe cunostintele unui specialist in domeniu, inclusiv echivalente si aproximari datorate
conditiilor experimentale si/sau de masurare pentru o asemenea de valoare data.

Intr-un exemplu de realizare, compusul este un compus cu formula IC sau o sare acceptabila din
punct de vedere farmaceutic sau ester al acestuia:

in care:

X este -NH-;

R este -OH sau -CN;

R este o0 grupare -C(=O)R?;

R3 este hidrogen sau o grupare -OR®;

R4 este ales dintre —-CH,OH si CH,OC(=0O)R¢;
R? este ales dintre hidrogen, alchil C;-Ci» substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci> substituit sau
nesubstituit si alchinil C-C12 substituit sau nesubstituit;

R® este ales dintre alchil C1-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci, substituit sau nesubstituit si
alchinil Co-Cy2 substituit sau nesubstituit; si

RC este ales dintre alchil C1-Ci2 substituit sau nesubstituit, alchenil C2-Ci. substituit sau nesubstituit si
alchinil Co-Cy substituit sau nesubstituit.

Compusii preferati dintre compusii cu formula IC sunt cei cu formula generala a sau b sau o sare
sau ester acceptabile din punct de vedere farmaceutic ai acestora:
Rs

Compusii preferati este de notat ca au formula generala a sau b, R4 nu poate fi hydrogen.
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Alti compusi preferati includ compusiii cu formula generala IC, Ica si ICb in care:
R; este -OH;
si X; R2; R3; Ra; R% RY; si R€ sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusiii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
R2 este o grupare -C(=0)R? in care R? este un alchil C;-Cs substituit sau nesubstituit. in special preferat
R# este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau
nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau
nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R,
este acetil;si X; R1; Rs; Ra; RO si R® sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generald IC, 1Ca si ICb, in care:
R; este hidrogen sau o grupare -ORP pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; in care R este un alchil
C1-Cs substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rs este hidrogen si metoxi, hidrogenul fiind cea mai
preferata grupare Rs;
s1 X; R1; R2; R4; R%; si R® sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala 1C, 1Ca si ICb in care:
R, este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=0)R® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb, in care R®
este un alchil C;-Cs substituit sau nesubstituit. in special preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R° este metil.Cel mai preferat R4 este
—CH20H; ;
si X; Ri1; Rz; Rs; R?; si RP sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusiii cu formula generald 1C, I1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este —OH;
si R2; Rs; Rs; R?%; R si RC sunt definiti ca mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala I1C, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;1-Cs
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
si R1; Rs; Rs; RY; si R sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R este un alchil
C1-Cg substituit sau nesubstituit . Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rs este hidrogen sau metoxi, hidrogenul fiind cea mai
preferata grupare Rs;
si R1; Ro; Ra; R% si R€ sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generald 1C, 1Ca si ICb, in care
X este -NH-;
R4 este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=0)R°® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb, in care R®
este un alchil C;1-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R¢ este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit sau tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R4
este -CHzOH,;
si Ry; Ro; Rs; R si RP sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generald 1C, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R este -OH;
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R; este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;-Cg
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R, este acetil;
si Rs; Ra; R® si R® sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala 1C, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R este -OH;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R este un alchil
C1-Cs substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rs este hidrogen si metoxi, hidrogenul fiind cea mai
preferata grupare Rg;
si R2; Ry; si R sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R1 este -OH,;
R, este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=0)R°® pentru compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICDb, in
care R® este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit
sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit
sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat
R® este metil. Cel mai preferat R4 este —-CH,OH;
si R2; Rs; R?; si RP sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;-Cg
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
Rs este hydrogen sau o grupare —OR® pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; in care RP este un
alchil C;-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferabil Rz este hidrogen si metoxi, hidrogen
fiind cel mai preferat pentru gruparea Rs;
si R1; Ry; si R® sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R, este o grupare -C(=0O)R? pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; in care R? este un alchil C;-Cs
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
Ry este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=0O)R°® pentru compusii cu formula I1C, I1Ca si ICb; in care R®
este un alchil C;1-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R¢ este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R4
poate fi -CH,0H;
si R1; Rs; si R?; sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generald 1C, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este hydrogen sau o grupare -ORP pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; in care R® este un alchil
C;-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat RP este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31
16

tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat Rs este hidrogen si metoxi, hidrogen fiind cel mai
preferat pentru gruparea Ra.
R4 este ales dintre —-CHzOH si —CH,OC(=0)R® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R®
este un alchil C41-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat R® este metil. R4 cel mai preferat este —
CH,0H,;
si R1; Ro; si R sunt definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R este -OH,;
R; este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;-Cg
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
R; este hidrogen sau o grupare ~OR® pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; in care R® este un alchil
C:1-Cs substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rs sunt hidrogen si metoxi, hidrogenul fiind cea mai
preferatd grupare Rs; si R4; si R sunt cei definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala I1C, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este —OH;
R; este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;-Cg
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R, este acetil,
R, este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=0)R°® pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb,; in care R®
este un alchil C1-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R4 este
-CH,0H,;
si R3; si RP sunt cei definiti mai sus.

Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R, este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb; unde R? este un alchil C1-Cs
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
R; este hidrogen sau o grupare -ORP pentru compusii cu formula 1C, 1Ca si ICb, in care R este un alchil
Ci-Ce substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rz este hidrogen si metoxi, hidrogenul fiind cel mai
preferat Rs;
R4 este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=)R® pentru compusii cu formula I1C, 1Ca si ICb; in care R® este
un alchil C1-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R¢ este metil. Cel mai preferat R4 este
—CH,0H;
si Ry este definit mai sus.
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Alti compusi preferati includ compusii cu formula generala IC, 1Ca si ICb, in care:
X este -NH-;
R; este —OH;
R; este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R? este un alchil C;-Cg
substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R? este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R este acetil;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R este un alchil
C1-Cs substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau nesubstituit,
etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-
butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si
tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rs sunt hidrogen si metoxi, cel mai preferat Rs fiind
hidrogen;
R4 este ales dintre -CHzOH si —CH,OC(=)R* pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R® un
alchil C;-Cg substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R, este
—CH,0H.

Urmatorii substituenti preferati (in care sunt premise gruparile substituente posibile) se aplica la
compusii cu formula IC, 1Ca si ICh:
in compusii prezentei inventii, in special preferat R; este —OH.

In compusii prezentei inventii, in special preferat R, este o grupare —C(=)R? in care R? este un
alchil Ci-Cs substituit sau nesubstituit. In special preferat R® este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R, este acetil.

In compusii prezentei inventii, in special preferat R3 este hidrogen sau o grupare -OR® in care R”
este un alchil C;1-Cs substituit sau nesubstituit. Deosebit de preferat R este ales dintre metil substituit sau
nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Mai preferat Rz sunt hidrogen si metoxi, cel mai
preferat R; fiind hydrogen.

In compusii prezentei inventii, in special preferat R4 este ales dintre -CHzOH si —-CH,OC(=0)R®
in care R¢ un alchil C1-Cs substituit sau nesubstituit. In special preferat R® este ales dintre metil substituit
sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau
nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau
nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R, este
—CH20H.

in compusii cu formula IC, 1Ca si ICb, R4 in special preferat este ales dintre
—CHzOH si —CH,OC(=0)R® pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb; in care R® este un alchil C;-Cs
substituit sau nesubstituit. in special preferat R° este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil
substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil
substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-
butil substituit sau nesubstituit. Cel mai preferat R® este metil. Cel mai preferat R4 este
—CHzOH.

Sunt in special preferati compusii cu formula 1Ca in care R4 este -CHzOH sau —CH,OC(=0)R°.

In compusii prezentei inventii X este ~NH-.

Compusii conform prezentei inventii sunt:

- Compusii cu formula generald IC, 1Ca si ICb, in care:

R4 este ales dintre -CHzOH sau -CH,OC(=0)R¢.

Fiind in special preferati compusii cu formula I1Ca si/sau compusii in care R4 este -CH,OH.

Compusii in special preferati conform prezentei inventii includ:

- Compusii cu formula ICa si/sau compusii in care R4 este -CH>OH.
- Compusii cu formula IC, 1Ca si ICb in care
R> este o grupare —C(=0)R? pentru compusii cu formula IC, 1Ca si ICb;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula 1C, I1Ca si ICb;
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R4 este ales dintre-CHzOH si —CH,OC(=O)R¢.
R este ales dintre hidrogen si alchil C1-Cg substituit sau nesubstituit;
R este alchil C1-Ce substituit sau nesubstituit si
R¢ este alchil C1-Ce substituit sau nesubstituit.
Fiind mai preferati compusii cu formula 1Ca si/sau compusii in care R4 este -CH,OH.
Compusii mai preferati conform prezentei inventii includ
- Compusii cu formula IC, 1Ca si ICb in care
X este -NH-;
R; este o grupare -C(=0)R? pentru compusii cu formula IC, ICasi ICb ;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula IC, ICasi ICb ;
R4 este -CHzOH;
R? este ales dintre hidrogen si alchil C;-Ce substituit sau nesubstituit; si
RP este alchil C1-Cg substituit sau nesubstituit.
Fiind in special mai preferati compusii cu formula ICa.
- Compusii cu formula IC, ICa si ICb in care
R> este o grupare -C(=0)R? pentru compusii cu formula IC, ICasi ICb ;
R; este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula IC, ICasi ICb ;
R4 este -CHzOH,;
R este alchil C1-Cs substituit sau nesubstituit; si
RP este alchil C1-Cs substituit sau nesubstituit.
Fiind 1n special mai preferati compusii cu formula I1Ca.
- Compusii cu formula IC, 1Ca si ICb in care
X este -NH-;
R, este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa i ICb ;
R3 este hidrogen sau o grupare -OR® pentru compusii cu formula 1C, 1Ca si ICb;
R4 este -CH,OC(=0O)R¢;
R este ales dintre hidrogen si alchil C1-Cg substituit sau nesubstituit;
RP este alchil C;-Cg substituit sau nesubstituit si
R¢ este alchil C1-Ce substituit sau nesubstituit.
Compusii cu formula ICa fiind mai preferati.
Compusii mai preferati in special conform prezentei inventii includ:
- Compusii cu formula IC, I1Ca si ICb in care
X este -NH-;
R, este o grupare -C(=0)R? pentru compusii cu formula IC, ICasi ICb ;
Rs este hidrogen sau metoxi pentru compusii cu formula IC, I1Ca si ICb;
R4 este -CHzOH si
R? este alchil C1-Cs substituit sau nesubstituit.
Fiind chiar mai preferati compusii cu formula ICa.
- Compusii cu formula IC, 1Ca si ICb in care
R. este o grupare -C(=O)R? pentru compusii cu formula IC, ICa i ICb ;
R3 este hidrogen sau metoxi pentru compusii cu formula IC, ICa si ICb;
R4 este —-CH>OH si
R este ales dintre metil, etil, n-propil, izopropil si butyl, inclusiv n-butil, sec-butil, izobutil si tert-butil.
Fiind chiar mai preferati compusii cu formula 1Ca.
Compusii chiar mai preferati conform prezentei inventii includ:
- Compusii cu formula IC, I1Ca si ICb in care
R2 este acetil;
Rs este hidrogen; si
R4 este —-CH,OH.
Fiind cei mai preferati compusii cu formula ICa.

- Compusii cu formula IC, ICa si ICb in care
Ry este —-OH;

R2 este acetil;

Rs este hidrogen; si

R4 este —-CH,OH.

Fiind cei mai preferati compusii cu formula ICa.

- Un compus conform prezentei inventii cu formula:
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MeO

MeO

>
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestora.
10
In special este preferat un compus cu formula:



5

10

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

20

MeQO

MeO

\-o oM ,
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestora.
Un compus conform prezentei inventii cu formula:

MeQO

o OH . Lo OH
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestora.
In special preferat este un compus cu formula:
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sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestora.

Fiind mai preferat un compus cu formula:

MeO MeO

o OH ; o OH
sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestora.

In exemple de realizare preferate suplimentare, preferintele descrise mai sus pentru diferiti
substituenti sunt combinate. Prezenta inventie se referd, de asemenea, la astfel de combinatii de substitutii
preferate (in care sunt permise posibile grupari substituente) in compusii cu formula IC, ICa si ICb
conform prezentei inventii.

O caracteristicd importantd a compusilor descrisi mai sus este bioactivitatea lor si In special
activitatea lor citotoxicd. In aceastd privintd, s-a descoperit in mod surprinzitor ci compusii prezentei
inventii prezintd o activitate antitumorala imbunatatitd, asa cum este prezentatd in exemplele 27 si 29
pana la 40.

Compozitii care cuprind un compus cu formula IC, ICa si IC conform inventiei si utilizari ale
acestuia

Intr-un alt exemplu de realizare a prezentei inventii, este furnizata o compozitie farmaceutica
care cuprinde un compus conform prezentei inventii $i un purtator acceptabil din punct de vedere
farmaceutic. Exemplele de formd de administrare includ fard limitare oralda, topicd, parenterala,
sublinguala, rectald, vaginald, oculara si intranazala. Administrarea parenterala include injectii
subcutanate, tehnici de injectie intravenoasa, intramusculara, intrasternald sau de perfuzie. De preferinta,
compozitiile sunt administrate parenteral. Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot fi formulate astfel
incét sa permitd unui compus conform prezentei inventii sa fie biodisponibil la administrarea compozitiei
la un animal, de preferintd uman. Compozitiile pot lua forma uneia sau mai multor unitéti de dozare, in
care, de exemplu, o tabletd poate fi o singura unitate de dozare si un recipient al unui compus conform
prezentei inventii poate contine compusul in forma lichida sau sub forma de aerosoli si poate contine un o
singura sau mai multe unitati de dozare.

Purtatorul sau vehiculul acceptabil din punct de vedere farmaceutic poate fi sub forma de
particule, astfel incat compozitiile sunt, de exemplu, sub forma de tabletd sau pulbere. Purtatorii pot fi
lichide, compozitiile fiind, de exemplu, un sirop oral sau un lichid injectabil. in plus, purtitorii pot fi
gazosi sau lichizi, astfel incat sa furnizeze o compozitie de aerosoli utila, de exemplu, in administrarea
prin inhalare. Pulberile pot fi, de asemenea, utilizate pentru forme de dozare pentru inhalare. Termenul
"purtator”" se refera la un diluant, adjuvant sau excipient, cu care este administrat compusul conform
prezentei inventii. Astfel de purtatori farmaceutici pot fi lichide, cum ar fi apa si uleiuri, inclusiv cele de
origine petrolierd, animald, vegetald sau sintetici, cum ar fi uleiul de arahide, uleiul de soia, uleiul
mineral, uleiul de susan si altele asemenea. Purtatorii pot fi ser fiziologic, guma de salcam, gelatina, pasta
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de amidon, talc, cheratind, silice coloidala, uree, dizaharide si altele asemenea. in plus, se pot utiliza
agenti auxiliari, stabilizatori, de ingrosare, lubrifianti si coloranti. Intr-un exemplu de realizare, atunci
cand sunt administrate unui animal, compusii $i compozitiile conform prezentei inventii §i purtatorii
acceptabili farmaceutic sunt sterili. Apa este un purtator preferat atunci cand compusii conform prezentei
inventii sunt administrati intravenos. Solutiile saline si solutiile apoase de dextroza si glicerol pot fi, de
asemenea, folosite ca purtdtori lichizi, in special pentru solutiile injectabile. Purtatorii farmaceutici
adecvati includ, de asemenea, excipienti cum ar fi amidon, glucoza, lactoza, zaharoza, gelatind, malt,
orez, faind, cretd, silicagel, stearat de sodiu, monostearat de glicerol, talc, clorura de sodiu, lapte degresat
anhidru, glicerol, propilenglicol, apa, etanol si altele asemenea. Compozitiile prezente, dacd se doreste,
pot contine, de asemenea, cantitdti minore de agenti de umectare sau de emulsionare sau agenti de
tamponare a pH-ului.

Atunci cand este destinatd administrarii orale, compozitia este, de preferintd, in forma solida sau
lichida, in care formele semisolide, semilichide, suspensie si gel sunt incluse in formele considerate aici
fie solide, fie lichide.

Sub formad de compozitie solida pentru administrare orald, compozitia poate fi formulata sub
forma de pulbere, granuld, tabletd comprimatd, pilula, capsuld, guma de mestecat, napolitana sau o forma
similard. O astfel de compozitie solidd contine de obicei unul sau mai multi diluanti inerti. In plus, pot fi
prezenti unul sau mai multi pentru urmatoarele: lianti cum ar fi carboximetilceluloza, etilceluloza,
celuloza microcristalind sau gelatina; excipienti cum ar fi amidon, lactoza sau dextrine, agenti de
dezintegrare cum ar fi acid alginic, alginat de sodiu, amidon de porumb si altii asemenea; lubrifianti cum
ar fi stearat de magneziu; agenti de alunecare cum ar fi dioxidul de siliciu coloidal; agent de indulcire
cum ar fi zaharoza sau zaharina; un agent de aromatizare cum ar fi aroma de menta, salicilat de metil sau
portocale; si un colorant.

Cand compozitia este sub forma de capsuld (de exemplu, o capsuld de gelatind), aceasta poate
contine, in plus fatd de materialele de tipul de mai sus, un purtdtor lichid cum ar fi polietilenglicol,
ciclodextrine sau un ulei gras.

Compozitia poate fi sub forma de lichid, de exemplu, un elixir, sirop, solutie, emulsie sau
suspensie. Lichidul poate fi util pentru administrare orala sau pentru administrare prin injectare. Atunci
cand este destinatd administrarii orale, o compozitie poate cuprinde unul sau mai multi dintre un agent de
indulcire, conservanti, colorant/colorant si amplificator de aroma. Intr-o compozitie pentru administrare
prin injectare, pot fi de asemenea incluse unul sau mai multi dintre un surfactant, conservant, agent de
umectare, agent de dispersie, agent de suspendare, tampon, stabilizator si agent izotonic.

Calea preferatd de administrare este administrarea parenterald incluzand, dar fard a se limita la,
intradermicd, intramusculard, intraperitoneald, intravenoasd, subcutanatd, intranazald, epidurala,
intracerebrala, intraventriculara, intratecald, intravaginala sau transdermicd. Modul preferat de
administrare este ldsat la discretia medicului si va depinde partial de locul afectiunii medicale (cum ar fi
situsul cancerului). Intr-un exemplu de realizare mai preferat, compusii conform prezentei inventii sunt
administrati intravenos. Se prefera si se utilizeze timpi de perfuzie de pana la 24 de ore, mai preferabil 1
pana la 12 ore, cel mai preferat fiind 1 pana la 6 ore. Timpii de perfuzie scurti care permit efectuarea
tratamentului fard o sedere peste noapte intr-un spital sunt de dorit in special. Cu toate acestea, perfuzia
poate dura 12 pana la 24 de ore sau chiar mai mult dacad este necesar. Perfuzia poate fi efectuatd la
intervale adecvate de exemplu, de 1 pana la 4 saptamani.

Compozitiile lichide ale inventiei, dacd sunt solutii, suspensii sau alte forme similare, pot
include, de asemenea, unul sau mai multe dintre urmatoarele: diluanti sterili, cum ar fi apa pentru injectie,
solutie salind, de preferinta ser fiziologic, solutie Ringer, clorurd de sodiu izotonica, uleiuri fixe cum ar fi
mono sau digliceride sintetice, polietilenglicoli, glicerina sau alti solventi; agenti antibacterieni cum ar fi
alcool benzilic sau metilparaben; si agenti pentru ajustarea tonicitatii, cum ar fi clorura de sodiu sau
dextroza. O compozitie parenterala poate fi inclusa Intr-o fiold, o seringa de unica folosinta sau un flacon
cu doze multiple din sticla, plastic sau alt material. Solutia salina fiziologica este un adjuvant preferat.

Cantitatea de compus conform prezentei inventii care este eficientd in tratamentul unei anumite
tulburari sau afectiuni va depinde de natura tulburarii sau afectiunii si poate fi determinatd prin tehnici
clinice standard. In plus, testele in vitro sau in vivo pot fi utilizate optional pentru a ajuta la identificarea
intervalelor optime de dozare. Doza precisa care trebuie utilizatd In compozitii va depinde, de asemenea,
de calea de administrare si de gravitatea bolii sau tulburdrii si ar trebui sa fie decisa in functie de judecata
medicului si de circumstantele fiecarui pacient.

Compozitiile cuprind o cantitate eficientd dintr-un compus al prezentei inventii astfel incét se va
obtine o doza adecvatd. Doza corecta a compusilor va varia in functie de formularea particulara, modul de
aplicare si locul sau particular, gazda si boala care este tratatd, de exemplu, cancer si, daca da, ce tip de
tumoare. Alti factori precum varsta, greutatea corporald, sexul, dieta, timpul de administrare, rata de
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luati in considerare. Administrarea poate fi efectuatd continuu sau periodic in doza maxima tolerata.

In mod tipic, cantitatea este de cel putin aproximativ 0,01% dintr-un compus din prezenta
inventie si poate cuprinde cel putin 80% din greutatea compozitiei. Cand este destinatd administrarii
orale, aceastd cantitate poate varia de la aproximativ 0,1% pana la aproximativ 80% in greutate din
compozitie. Compozitiile orale preferate pot cuprinde de la aproximativ 4% pana la aproximativ 50% din
compusul prezentei inventii in greutatea compozitiei.

Compozitiile preferate ale prezentei inventii sunt preparate astfel incat o unitate de dozare
parenterald sa contind de la aproximativ 0,01% péana la aproximativ 10% in greutate din compusul
prezentei inventii. Unitatea de dozare parenterald mai preferatd contine aproximativ 0,5 % péana la
aproximativ 5 % in greutate compus din prezenta inventie.

Pentru administrare intravenoasd, compozitia este adecvatd pentru doze de la aproximativ 0,1
mg/kg pand la aproximativ 250 mg/kg din greutatea corporald a animalului, de preferintd de la
aproximativ 0,1 mg/kg si aproximativ 20 mg/kg din greutatea corporald a animalului, i mai preferabil de
la aproximativ 1 mg/kg pana la aproximativ 10 mg/kg din greutatea corporald a animalului.

Compusul prezentei inventii poate fi administrat pe orice cale convenabild, de exemplu prin
perfuzie sau injectare in bolus, prin absorbtie prin captuseli epiteliale sau mucocutanate.

In exemple de realizare specifice, poate fi de dorit si se administreze unul sau mai multi compusi
ai prezentei inventii sau compozitii local, in zona care este necesar tratament. Intr-un exemplu de
realizare, administrarea poate fi prin injectare directd la locul (sau locul anterior) al unui cancer, tumora
sau tesut neoplazic sau pre-neoplazic.

Administrarea pulmonard poate fi, de asemenea, utilizatd, de exemplu, prin utilizarea unui
inhalator sau nebulizator si formulare cu un agent de aerosolizare sau prin perfuzie intr-un surfactant
pulmonar fluorocarbon sau sintetic. in anumite variante de realizare, compusul prezentei inventii poate fi
formulat ca supozitor, cu lianti si purtétori traditionali, cum ar fi trigliceride.

Compozitiile prezente pot lua forma de solutii, suspensii, emulsii, tablete, pastile, pelete,
capsule, capsule care contin lichide, pulberi, formulari cu eliberare sustinutd, supozitoare, emulsii,
aerosoli, spray-uri, suspensii sau orice altd formd adecvata pentru utilizare. Alte exemple de purtatori
farmaceutici adecvati sunt descrise in "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E. W. Martin.

Compozitiile farmaceutice pot fi preparate folosind o metodologie bine cunoscutd in domeniul
farmaceutic. De exemplu, o compozitie destinatd a fi administrata prin injectare poate fi preparata prin
combinarea unui compus din prezenta inventie cu apa sau alt diluant adecvat fiziologic, cum ar fi solutie
salina tamponata cu fosfat, astfel incat si formeze o solutie. Se poate adauga un surfactant pentru a
facilita formarea unei solutii sau suspensii omogene.

Compozitiile preferate conform prezentei inventii includ:

. Compozitii farmaceutice care cuprind un compus al prezentei inventii si o dizaharida.
Dizaharidele preferate in mod special sunt alese dintre lactoza, trehaloza, zaharoza, maltoza, izomaltoza,
celobioza, izozaharoza, izotrehaloza, turanoza, melibioza, gentiobioza si amestecuri ale acestora.
. Compozitii farmaceutice liofilizate care cuprind un compus al prezentei inventii si o dizaharida.
Dizaharidele preferate in mod special sunt alese dintre lactoza, trehaloza, zaharoza, maltoza, izomaltoza,
celobioza, izozaharoza, izotrehaloza, turanoza, melibioza, gentiobioza si amestecuri ale acestora.

Raportul dintre substanta activa si dizaharida in exemplele de realizare ale prezentei inventii este
determinat in functie de solubilitatea dizaharidei si, atunci cand formularea este liofilizata, de asemenea,
in functie de liofilitatea dizaharidei. Se are in vedere ca acest raport substantd activd: dizaharida
(greut/greut) poate fi de aproximativ 1:10 in unele exemple de realizare, aproximativ 1:20 in alte exemple
de realizare, aproximativ 1:50 in incad alte exemple de realizare. Se are in vedere cd alte exemple de
realizare au astfel de rapoarte in intervalul de la aproximativ 1:5 pana la aproximativ 1:500 si inca alte
exemple de realizare au astfel de rapoarte in intervalul de la aproximativ 1:10 pana la aproximativ 1:500.

Compozitia care cuprinde un compus din prezenta inventie poate fi liofilizatd. Compozitia care
cuprinde un compus conform prezentei inventii este prezentatd de obicei intr-o fiold care contine o
cantitate mentionata dintr-un astfel de compus.

S-a descoperit ca compusii prezentei inventii si compozitiile prezentei inventii sunt deosebit de
eficace in tratamentul cancerului.

Astfel, asa cum s-a descris mai devreme, prezenta inventie furnizeaza un compus sau o
compozitie pentru utilizare in tratamentul cancerului si, mai preferabil, un cancer ales dintre cancerul
pulmonar, inclusiv cancerul pulmonar fara celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de
colon, cancerul de san, cancer de pancreas, sarcom, cancer ovarian, cancer de prostata si cancer gastric.
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Astfel, compusii si compozitiile conform prezentei inventii sunt utili pentru inhibarea inmultirii
sau proliferarii unei celule tumorale sau a unei celule canceroase sau pentru tratarea cancerului la un
animal.

Compusii si compozitiile conform prezentei inventii prezintd o activitate excelentd in tratamentul
cancerelor cum ar fi cancerul pulmonar, inclusiv cancerul pulmonar fara celule mici si cancerul pulmonar
cu celule mici, cancerul de colon, cancerul de sin, cancerul pancreasului, sarcomul, cancerul ovarian,
cancerul de prostata. si cancer gastric. Cele mai preferate tipuri de cancer sunt selectate dintre cancerul
pulmonar incluzand cancerul pulmonar fara celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de
san, cancerul de pancreas si cancerul colorectal.

In prezenta cerere, prin "cancer" se intelege a include tumori, neoplazii si orice alta boald
maligna avand drept cauza tesut sau celule maligne.

Termenul ,tratare”, asa cum este utilizat aici, dacd nu se indica altfel, Inseamna inversarea,
atenuarea, usurarea sau inhibarea progresului bolii sau starii la care se aplica un astfel de termen sau unul
sau mai multe simptome ale unei astfel de tulburari sau stari. Termenul "tratament", asa cum este utilizat
aici, dacd nu se indica altfel, se refera la actul de a trata, deoarece "tratare" este definit imediat mai sus.

Compusii si compozitiile conform prezentei inventii pot fi administrate la un animal care a
suferit si o interventie chirurgicald ca tratament pentru cancer. Intr-un exemplu de realizare a prezentei
inventii, tratamentul suplimentar este radioterapia.

Intr-un exemplu de realizare specific al prezentei inventii, compusul sau compozitia conform
prezentei inventii este administrati concomitent cu radioterapia. Intr-un alt exemplu de realizare specific,
terapia cu radiatii este administratd inainte sau dupa administrarea compusului sau compozitiei prezentei
inventii, de preferinta cel putin o ora, trei ore, cinci ore, 12 ore, o zi, 0 sdptimana, o luna, mai mult de
preferinta cateva luni (de exemplu, pana la trei luni) inainte sau dupd administrarea unui compus sau
compozitie din prezenta inventie.

Orice protocol de radioterapie poate fi utilizat in functie de tipul de cancer care urmeaza a fi
tratat. De exemplu, dar fara limitare, se pot administra radiatii cu raze X; in special, megavoltaj de inalta
energie (radiatia de energie mai mare de 1 MeV) poate fi utilizat pentru tumorile profunde, iar fasciculul
de electroni si radiatia cu raze X cu ortovoltaj pot fi utilizate pentru cancerele de piele. De asemenea, pot
fi administrati radioizotopi care emit raze gamma, cum ar fi izotopi radioactivi de radiu, cobalt si alte
elemente.

Intr-un alt exemplu de realizare a prezentei inventii, este furnizat un kit care cuprinde o cantitate
eficace terapeutic dintr-un compus conform prezentei inventii §i un purtator acceptabil din punct de
vedere farmaceutic.

Intr-un exemplu de realizare, kitul conform acestui exemplu de realizare este pentru utilizare in
tratamentul cancerului si, mai preferabil, un cancer ales dintre cancerul pulmonar, inclusiv cancerul
pulmonar cu celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul de colon, cancerul de sin, cancerul
de pancreas , sarcom, cancer ovarian, cancer de prostata si cancer gastric.

Intr-un alt exemplu de realizare a prezentei inventii, este furnizat un procedeu pentru obtinerea
unui compus cu formula IC, ICa si ICb sau o sare acceptabild farmaceutic sau ester al acestuia, care
cuprinde etapa de reactie a unui compus cu formula Il cu un compus cu formula 11 pentru a da un
compus cu formula IV:

in care (in care este permis de posibilele grupari substituente):

X este -NH-;

R, este o grupare -C(=O)R%,

R; este hidrogen sau o grupare -OR?;

R4 este ales dintre -CHzOH si —-CH,OC(=0)R¢;

R? este ales dintre hidrogen, alchil C;-Cio substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci2 substituit sau
nesubstituit, alchinil C,-Cy, substituit sau nesubstituit;



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31
25

R este ales dintre alchil C;-Cio substituit sau nesubstituit, alchenil C»-Ci» substituit sau nesubstituit,
alchinil C,-C1, substituit sau nesubstituit;
si R® este ales dintre alchil C41-Cq, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cq, substituit sau nesubstituit,
alchinil C,-Ci; substituit sau nesubstituit.

Procedee preferate conform prezentei inventii includ:

. Un procedeu care utilizeaza un compus cu formula |1 in care:

R; este o grupare -C(=0)R? in care R? este alchil C;-Cy substituit sau nesubstituit. Mai preferat in special
R? este un alchil C;-Cg substituit sau nesubstituit. Mai preferat R? este o grupare alchil substituita sau
nesubstituitd aleasa dintre metil, etil, n-propil, izopropil si butil, inclusiv n-butil, sec-butil, izobutil si tert-
butil, metil fiind cea mai preferata grupare R?.

. Un procedeu in care compusul cu formula I11 este ales dintr-un compus cu formula Il1a si ITIb:
R
Rs N
R4
WD\
R4 | '
NH
X | NH, X 2
llla liib

in care
X este -NH- ;

Rs este ales dintre hidrogen si ORP in care RP este alchil C;-Cy, substituit sau nesubstituit. In special
preferat R® este un alchil C;-Ce substituit sau nesubstituit. Mai preferat R® este o grupare alchil substituiti
sau nesubstituitd aleasa dintre metil, etil, n-propil, izopropil si butil, inclusiv n-butil, sec-butil, izobutil si
tert-butil. Mai preferat R® este hidrogen sau metoxi. Cel mai preferat R® este hidrogen.

R* este -CHzOH.

. Un procedeu care utilizeaza un compus cu formula 111, I11a sau 111b in care R4 este -CH,OH
Fiind preferat un procedeu care utilizeaza un compus cu formula Illa sau I11b in care R4 este aga cum
este definit mai sus.

Fiind mai preferat un procedeu care utilizeaza un compus cu formula Illa in care R4 este asa cum este
definit mai sus.

EXEMPLE

Compusul 1 a fost preparat aga cum este descris in Exemplul 20 din WO 01/87895.

Compusii de referintd A, B, C, D, E, F, ET-736 si PM01183 au fost preparati asa cum este
descris iIn WO 03/014127 (Compusii 19, 18, 44, 43, 2,1, 26 si respectiv 27).
Exemplul 1.

A)

1 3-SR=H+3aSR=Ac

La o solutie de 1 (0,5 g, 0,80 mmol) in acid acetic (20 mL, 0,04 M) s-a addugat L-triptofanol (2-
S) (533 mg, 3,0 mmol, Sigma-Aldrich). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 16 ore si apoi
acidul acetic a fost evaporat. S-a adaugat o solutie apoasa saturata de NaHCO3 si amestecul a fost extras
cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na»SOs, s-au filtrat §i s-au concentrat in vid.
Cromatografia rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) a dat compusii 3-S (616 mg, 97%) si 3a-S (12 mg, 2%).
3-S
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Rf= 0,50 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 6 7,71 (s, 1 H), 7,36 (dd, J = 7,9, 1,0 Hz, 1 H), 7,27 (dd, J = 8,2,
0,9 Hz, 1 H), 7,13 (ddd, J=8,3, 7,0, 1,2 Hz, 1 H), 7,03 (ddd, J = 8,0, 7,0, 1,0 Hz, 1 H), 6,62 (s, 1 H), 6,26
(d,J=1,4Hz, 1H),6,04(d, J=1,3Hz, 1H),5,75 (s, 1 H), 5,14 (dd, J = 11,7, 1,2 Hz, 1 H), 4,60 (s, 1 H),
4,41 (s, 1 H), 4,36-4,24 (m, 2H), 4,21 (d, J = 2,7 Hz, 1 H), 3,82 (s, 3H), 3,52 (s, 1 H), 3,50-3,47 (m, 1 H),
3,45 (dq, J=8,4,2,2 Hz, 1 H), 3,35 (t, J = 10,1 Hz, 1 H), 3,01-2,78 (m, 5H), 2,62 (dd, J= 15,3, 4,7 Hz, 1
H), 2,41 (s, 1 H), 2,38 (s, 3H), 2,37-2,31 (m, 1 H), 2,28 (s, 3H), 2,17 (s, 3H), 2,06 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 794,2 (M+H)*.
3a-S

Rf= 0,70 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,83 (s, 1 H), 7,38 (dt, J=7,9, 0,9 Hz, 1 H), 7,25 (dt, J = 8,3, 0,9
Hz, 1 H), 7,11 (ddd, J = 8,2, 7,1, 1,2 Hz, 1 H), 7,02 (ddd, J = 8,0, 7,0, 1,0 Hz, 1 H), 6,62 (s, 1 H), 6,24 (d,
J=1,4Hz, 1H),6,03(d,J=13Hz, 1H),579(s,1H),513(d,J=11,7 Hz, 1 H), 4,60 (s, 1 H), 4,39 (s,
1 H), 4,36-4,22 (m, 3H), 4,17-4,09 (m, 1 H), 3,91 (dd, J = 10,5, 8,6 Hz, 1 H), 3,83 (s, 3H), 3,51-3,41 (m,
2H), 3,04-2,92 (m, 3H), 2,72 (dd, J = 15,1, 4,0 Hz, 1H), 2,54-2,41 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,35-2,30 (m,
1H), 2,29 (s, 3H), 2,21-2,16 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,12 (s, 3H); 2,05 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDCl3): 6 171,2, 170,7, 168.,6, 147,5, 1458, 143,0, 141,1, 140,4, 135,6,
130,1, 1295, 126,7, 122,2, 121,2, 120,9, 119,4, 118,4, 118,2, 113,6, 113,5, 110,9, 110,0, 109,1 , 102,1,
91,4,67,2,63,4, 61,3, 60,4, 59,7, 59,1, 54,8, 54,6, 47,7, 42,0, 41,6, 31,6, 24,0, 22,6, 24,0, 21,0, 15,9, 14,2,
9,7.

ESI-MS m/z: 836,2 (M+H)*. (M+H)+.

B)

B)

AgNO;,

CH3CN / H0

38 45

La o solutie de 3-S (616 mg, 0,77 mmol) in CH3CN:H,0 (1,39:1, 51 ml, 0,015 M) s-a addugat
AgNO:s (3,40 g, 23,3 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un amestec 1:1 de
solutii apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH,Cl,, s-a agitat timp
de 5 minute si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au
filtrat si concentrat sub vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl:CH3OH,
de 12 99:1 la 85:15) pentru a da 4-S (471 mg, 78%).

Rs= 0,50 (CH2Cl»:CH30H, 9:1).

H RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,71 (s, 1 H), 7,36 (dd, J = 7,8, 1,1 Hz, 1 H), 7,26 (dd, J = 7,8,
1,1 Hz, 1 H), 7,12 (ddd, J=8,2, 7,0, 1,2 Hz, 1 H), 7,03 (ddd, J = 8,0, 7,1, 1,0 Hz, 1 H), 6,64 (s, 1 H), 6,23
(d,J=13Hz,1H),6,01(d,J=1,4Hz,1H),5,75(s, 1 H), 5,25 (d, J=11,4 Hz, 1 H), 4,92 (s, 1 H), 4,52
(brs, 3H), 4,22 (dd, J = 11,4, 2,2 Hz, 1 H), 4,19 (s, 1 H), 3,83 (s, 3H), 3,54 (br s, 2H), 3,35 (t, J = 10,2
Hz, 1 H), 3,26 (s, 1 H), 3,01-2,93 (m, 3H), 2,88 (br s, 3H), 2,63 (dd, J = 15,2, 4,8 Hz, 1 H), 2,38 (s, 3H),
2,36-2,31 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CDCls3): § 171,9, 168.6, 1475, 145,4, 142,9, 141,2, 140,7, 135,5, 1304,
126,8, 122,3, 122,0, 121,3, 119,4, 118,4, 115,2, 112,8, 111,0, 110,0, 109,6, 101,8, 81,9, 76,8, 65,2 , 62,8,
62,5, 60.4, 58,1, 57,9, 55,9, 55,1, 53,4, 51,6, 41,8, 41,3, 39,6, 24,1, 23,8, 20,5, 15,8, 9,7.

ESI-MS m/z: 767.3 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z 767.2788 [M-H,0+H]* (Calculat pentru C41H43sN4OoS: 767,2745).

B")
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B’)

AgNO3

3a-$ 4a-S

La o solutie de 3a-S (30 mg, 0,035 mmol) in CH3CN:H20 O (1,39:1, 2,4 mL, 0,015 M) s-a
adaugat AgNOs (180 mg, 1,07 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un
amestec 1:1 de solutii apoase saturate de NaClI si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu
CH_Cly, s-a agitat timp de 5 minute si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate
pe Na;SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapidd (CH2Cl2:CH3OH, de 1a 99:1 la 85:15) obtinandu-se 4a-S (24 mg, 83%).

R¢= 0,60 (CH,Cl»:CH30H, 9:1).

H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,81 (s, 1 H), 7,37 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 7,30-7,21 (m, 1 H), 7,06
(dddt, J=34,7,8,0,7,1, 1,1 Hz, 2H), 6,63 (s, 1 H), 6,22 (d, J = 1,3 Hz, 1 H), 6,02 (dd, J = 12,9, 1,4 Hz, 1
H), 5,74 (s, 1 H), 5,25-5,21 (m, 1 H), 4,89 (d, J = 8,7 Hz, 1 H), 4,55-4,45 (m, 2H), 4,30-4,18 (m, 1 H),
4,14 (dd, J=10,5, 4,2 Hz, 1 H), 4,00-3,88 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,56-3,44 (m, 2H), 3,23 (d, J=9,0 Hz, 1
H), 2,95 (d, J = 15,7 Hz, 2H), 2,87-2,78 (m, 2H), 2,71 (dd, J = 15,0, 3,9 Hz, 1 H), 2,48 (dd, J = 15,1, 9,6
Hz, 1 H), 2,37 (s, 3H), 2,35-2,29 (m, 1H), 2,28 (s, 3H), 2,22-2,16 (m, 1H), 2,15 (s, 3H), 2,12 (s, 3H),
2,03 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 809,2 (M-H,O+H)*.

Exemplul 2

A)

La o solutie de 1 (0,5 g, 0,80 mmol) in acid acetic (20 mL, 0,04 M) sa addugat D-triptofanol (2-
R) (533 mg, 3,0 mmol, Sigma-Aldrich). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 16 ore si apoi
acidul acetic a fost evaporat. S-a adaugat o solutie apoasa saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras
cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in
vid. Cromatografia rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) a dat compusul 3-R (479 mg, 75%).

Rs= 0,44 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,61 (s, 1 H), 7,39 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 7,29 (d, J = 9,6 Hz, 1 H),
7,12 (t,J=7,3Hz,1H), 7,03 (t, J=7,3 Hz, 1 H), 6,60 (s, 1 H), 6,25 (s, 1 H), 6,03 (s, 1 H), 5,75 (s, 1 H),
5,04 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 4,62 (s, 1 H), 4,37 (s, 1 H), 4,32-4,25 (m, 1 H), 4,22 (d, J = 2,7 Hz, 1 H), 4,19-
4,09 (m, 1 H), 3,82 (s, 3H), 3,77 (s, 1 H), 3,64 (d, J = 9,0 Hz, 1 H), 3,49-3,41 (m, 2H), 3,02-2,90 (m, 2H),
2,60-2,52 (m, 2H), 2,45 (d, J = 14,7 Hz, 2H), 2,40 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,22-2,14 (m, 2H), 2,18 (s, 3H),
2,10 (m, 3H).

ESI-MS m/z: 794.3 (M+H)*.

B)
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B)

AgNO;

La o solutie de 3-R (479 mg, 0,60 mmol) in CH3CN:H,0 (1,39:1, 40 mL, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO:s (3,03 g, 18,1 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un amestec 1:1 de
solutii apoase saturate de NaCl si NaHCO3, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CHCl,, s-a agitat
timp de 5 minute si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru,
s-au filtrat §i s-au concentrat sub vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(CHCI,:CH30H, de 1a 99:1 1a 85:15) pentru a se obtine 4-R (428 mg, 91%).

Rf= 0,45 (CHCl2:CH30H, 9:1).

!H RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,62 (s, 1 H), 7,39 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 7,28 (d, J = 8,1 Hz, 1 H),
7,11 (ddd, J=8,2, 7,0, 1,2 Hz, 1 H), 7,02 (ddd, J = 7,9, 7,1, 1,0 Hz, 1 H), 6,61 (s, 1 H), 6,22 (d, J = 1,3
Hz, 1 H), 5,99 (d, J=1,3Hz, 1 H), 5,73 (s, 1 H), 5,17 (dd, J = 11,5, 1,2 Hz, 1 H), 4,86 (s, 1 H), 4,56-4,47
(m, 2H), 4,17 (dd, J=5,1, 1,6 Hz, 1 H), 4,08 (dd, J = 11,5, 2,1 Hz, 1 H), 3,81 (s, 3H), 3,78 (d, J = 3,8 Hz,
1 H), 3,64 (dd, J = 10,8, 3,8 Hz, 2H), 3,51 (d, J = 5,1 Hz, 1 H), 3,48-3,43 (m, 2H), 3,24 (d, J =8,6 Hz, 1
H), 3,00-2,80 (m, 2H), 2,57 (s, 1 H), 2,55-2,43 (m, 1 H), 2,40 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,19-2,12 (m, 1 H),
2,16 (s, 3H), 2,08 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDCly): § 171,8, 168.6, 147,6, 145,4, 143,0, 141,3, 140,7, 136,0, 131,1,
130,0, 129,6, 126,6, 122,1, 121,6, 121,2, 119,4, 118,4, 115,6, 112,9, 111,1, 110,6, 101,8, 81,7, 65,8, 62,7,
61,8, 60,4, 60,3, 57,9, 57,8, 56,1, 55,0, 52,1, 42,2, 41,3, 41,1, 23,8, 23,4, 20,5, 15,7, 9,8.

ESI-MS m/z: 767,6 (M-H.O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 767,2799 [M-H,O+H]" (Calculat pentru C41H43N4OoS: 767,2745).

Exemplul de referinta 3. Prepararea N-[(R)-(2-amino-3-(1H-indol-3-il)propil)]carbamatului de alil (9-
R)

‘\\
3 Ftalimida _\/N;]j
i NH, _BocO NHBoc ~ _ PPhy _ \ .
N NHBoc
H CHCN DEAD M
DCM

3
2-R 5-R 6-R
NH,-NH; H;0
EtOH
S NHAlloc S SNHAlloc AllocCl SSNH,
, DIPEA
N, TFAOCM Il  NHBoc ]  NHBoc

N N N
H H CH.CN, DMF H

9-R 8-R 7-R

A ) -"‘\OH :“\OH
) Boc,O
NH, ———= i NHBoc
N N
N CH4CN N
2-R 5-R

La o solutie de D-triptofanol (2-R) (2,0 g, 10,4 mmoli) in CH3CN (42 mL, 4 mL/mmol) s-a
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adaugat dicarbonat de di-tert-butil (4,6 g, 20,8 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de
3 ore si s-a concentrat in vid. Cromatografia rapida (CH2Cl,:CH3OH de la 99:1 la 85:15) obtindndu-se 5-
R (2,2 g, 73%).

Rs= 0,5 (CH.Cl2:CH3s0H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,13 (s, 1 H), 7,67 (dd, J = 7,8, 1,1 Hz, 1 H), 7,38 (dd, J = 8,1,
1,3 Hz, 1 H), 7,29-7,10 (m, 2H), 7,06 (s, 1 H), 4,82 (s, 1 H), 4,00 (s, 1 H), 3,71 (dd, J = 11,0, 3,8 Hz, 1
H), 3,62 (dd, J = 11,0, 5,5 Hz, 1 H), 3,01 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 2,14 (s, 1 H), 1,44 (s, 9H).

B)

La o solutie de 5-R (2.4 g, 8,2 mmol) in CH2Cl, (50 mL, 6 mL/mmol) s-au addugat ftalimida
(2,7 g, 18,2 mmol), trifenilfosfind (4,8 g, 18,2 mmol) si amestecul a fost racit la 0°C. O solutie de
azodicarboxilat de dietil in CH>Cl; (25 mL, 3 mL/mmol) s-a addugat timp de 15 min. Reactia a fost
agitatd la 23°C timp de 16 ore, s-a concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapidd (CHCl:CH3OH, de 1a 99:1 la 85:15) obtinandu-se 6-R (3,3 g, 96%).

R= 0,7 (CHCI:CH30H, 9:1).

'HRMN(400 MHz, CDCls): § 8,50 (s, 1 H), 7,81 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz, 2H), 7,66 (dd, J = 5,6, 3,2

B) ol

A™S0OH Fralimida 4

PPh NHB

i NHBGe ———— m_\ ~
N

N DEAD
DCM H

5-R 6-R

Hz, 2H), 7,60 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1 H), 7,19-7,04 (m, 3H), 4,81 (s, 1 H), 4,40 (s, 1
H), 3,83 (dd, J = 13,9, 3,7 Hz, 1 H), 3,72 (dd, J = 13,9, 9,9 Hz, 1 H), 3,08-3,01 (m, 2H), 1,23 (s, 9H).

C)
C) Q
N
& NHNH;H,0 ~
0 E1OH ' ¢
NHBoo —_— | NHBOG
3 N
N H
R 7R

La o solutie de 6-R (3.25 g, 7,74 mmol) in etanol (231 mL, 30 mL/mmol) s-a addugat hidrazina
monohidrat (37 mL, 774 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 80 °C intr-un tub sigilat timp de 2,25
ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (EtOAc:CH3OH, de la 100:1 la 50:50) s-a obtinut
7-R (2,15 g, 96%).

Ri= 0,2 (EtOAC:CH30H, 6:4).

H RMN (400 MHz, CDsOD): § 7,60 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 7,33 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 7,13-7,04
(m, 2H), 7,05-6,96 (m, 1 H), 4,02-3,94 (m, 1 H), 2,99-2,87 (m, 3H), 2,78 (dd, J = 13,1, 9,7 Hz, 1 H), 1,39
(s, 9H).

ESI-MS m/z: 290,2 (M+H)*.

D)
D) SSNH, AllocCl ~NHAlloc
DIPEA
| NHBoe —— | NHBoc
N N
N CH,CN, DMF H
7R 8-R

La o solutie de 7-R (2,15 g, 7,4 mmol) in CH3CN (74 mL, 10 mL/mmol) si DMF (7,4 mL, 1
mL/mmol) s-a adaugat N,N-diizopropiletilamina (1,06 mL, 5,9 mmol) si cloroformiat de alil (7,9 mL, 74
mmol). Reactia a fost agitata la 23 °C timp de 16 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc, s-a adaugat
NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO4
anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100) pentru a se obtine 8-R (1,69 g, 61%).

Ri= 0,4 (Hexan:EtOAc, 1:1).
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!H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,25 (s, 1 H), 7,62 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 7,35 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz,
1 H), 7,16 (dddd, J = 27,8, 8,0, 7,0, 1,1 Hz, 2H), 7,04 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 5,90 (ddt, J = 17,3, 10,7, 5,6
Hz, 1 H), 5,34-5,22 (m, 1 H), 5,20 (dt, J = 10,5, 1,4 Hz, 1 H), 5,12 (s, 1 H), 4,82 (s, 1 H), 4,55 (dqg, J =
5,4,1,7 Hz, 2H), 4,02 (s, 1 H), 3,35 (dt, J = 10,0, 4,7 Hz, 1 H), 3,21 (s, 1 H), 2,95 (ddd, J = 21,6, 15,4, 9,1
5  Hz, 2H), 1,42 (s, 9H).
ESI-MS m/z: 274.3 (M-Boc+H)*.

E)
E) ~™NHAlloc ~NHAlloc
| NHBoc TFADCM | TN
N

N
H H
10 &R 9-R

La o solutie de 8-R (1.30 g, 3,50 mmol) in CH2Cl, (58 mL, 16,6 mL/mmol) s-a adaugat acid
trifluoracetic (30 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23 °C timp de 1,5 ore, s-a
concentrat in vid pentru a se obtine 9-R brut care a fost folosit in etapele urmatoare fara purificare
15 ulterioara.
Ri= 0,2 (CH,Cl»:CH3;0H, 9:1).
IH RMN (400 MHz, CDCls3): 6 7,95 (s, 1 H), 7,53 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 1 H),
7,17 (s, 1 H), 7,09 (t, J=7,5Hz, L H), 7,03 (t, J = 7,5 Hz, 1 H), 5,87 (ddt, J = 16,4, 10,8, 5,6 Hz, 1 H),
5,34-5,13 (m, 2H), 4,50 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 3,62 (bs, 1 H), 3,42 (dd, J = 14,9, 3,9 Hz, 1 H), 3,36-3,20 (m,
20  1H),3,11-3,00 (m, 2H).
ESI-MS m/z: 274.3 (M+H)*.

Exemplul de referinta 4. Prepararea N-[(S)-(2-amino-3-(1H-indol-3-il)propil)]carbamatului de alil (9-S)

o)
COH OH  Fralimidz Nb@
J NHo Bocy,C ! NHBoG PPhs 4
N N NHBoc
H H A,
N
58

CH-CN DEAD
DCM
25 58
NH-NH; H,O
EtOH
MHAN oG NHAlo: AllogCl NHa
DIPEA
) NH; TFA/DCM \ NHBoc -— | NHBoC
N N N
H H CH.CN, DMF H
08 85 7-5

25

A) OH OH
[ o, —2o9. | NHBoc

N N
N CHZCN N

2.8 5-8
La o solutie de L-triptofanol (2-S) (2,0 g, 10,4 mmoli) in CHsCN (42 mL, 4 mL/mmol) s-a
30 adaugat dicarbonat de di-tert-butil (4,6 g, 20,8 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat timp de 3 ore la
23°C si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl2:CH3OH, de la 99:1 la 85:15) s-a obtinut
5-S (2,24 g, 73%).
R#= 0,5 (CHCI;:CH30H, 9:1).
!H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,10 (s, 1 H), 7,65 (dd, J = 7,8, 1,1 Hz, 1 H), 7,37 (dd, J = 8,1,
35 1,3 Hz, 1 H), 7,23-7,11 (m, 2H), 7,06 (s, 1 H), 4,81 (s, 1 H), 3,99 (s, 1 H), 3,70 (dd, J=11,0, 3,8 Hz, 1
H), 3,61 (dd, J = 11,0, 5,5 Hz, 1 H), 3,00 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 2,01 (s, 1 H), 1,42 (s, 9H).
B)
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B) <
N
OH  Ftalimida o;; :
FPh;
! NHBoc * § NHBEoG

H

5-5 8-S

I=

La o solutie de 5-S (1,2 g, 4,13 mmol) in CH2Cl, (24,8 mL, 6 mL/mmol) s-a addugat ftalimida
(1,33 g, 9,1 mmol), trifenilfosfina (2,4 g, 9,1 mmol) si amestecul a fost ricit la 0°C. O solutie de
azodicarboxilat de dietil (3 mL, 10,32 mmol) in CH2Cl; (12,4 mL, 3 mL/mmol) a fost adaugat timp de 15
min. Reactia a fost agitata la 23°C timp de 16 ore si s-a concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat
prin cromatografie rapida (CH2Cl;:CH3OH, de 1a 99:1 la 85:15) pentru a se obtine 6-S (2,8 g, >100%).

Rf= 0,7 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

!H RMN (400 MHz, CDCls): 5 8,49 (s, 1 H), 7,80 (dd, J = 5,4, 3,1 Hz, 2H), 7,66 (dd, J = 5,6,
3,2 Hz, 2H), 7,60 (d, J= 7,8 Hz, 1 H), 7,34 (d, J = 8,0 Hz, 1 H), 7,21-7,04 (m,3H), 4,74 (s, 1 H), 4,42 (s,
1H),3,83(dd, J=13,9,3,7 Hz, 1 H), 3,72 (dd, J = 13,9, 9,9 Hz, 1 H), 3,10-3,01 (m, 2H), 1,23 (s, 9H).

C)
O) o
N
NHo-NH,H,0 NH,
NHEoo _EtOH
3 I NHBoc
N N
H
6-S 7-S

La o solutie de 6-S (0,86 g, 2,07 mmol) in etanol (72 mL, 36 mL/mmol) s-a adaugat hidrazina
monohidrat (10 mL, 207 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat 1la 80 °C intr-un tub sigilat timp de 2,25
ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (EtOAc:CH3OH, de la 100:1 la 50:50) s-a obtinut
7-S (1,0 g, 84%).

R#= 0,2 (EtOAC:CH30H, 6:4).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § 7,61 (d,J=7,9 Hz, 1 H), 7,35 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 7,13-6,97
(m, 2H), 7,09 (s, 1 H), 4,06-3,96 (m, 1 H), 3,01-2,76 (m, 4H), 1,38 (s, 9H).

ESI-MS m/z: 290,3 (M+H)*.

D)
D) NH, AllocCl NHAlloc
DIPEA
| NHBoe ——— | NHBoc
N N
H CH,CN, DMF N
7-8 8-S

La o solutie de 7-S (0,95 g, 3,3 mmol) in CH3CN (33 mL, 10 mL/mmol) si DMF (3,3 mL, 1
mL/mmol) s-au adaugat N,N-diizopropiletilamina (0,5 mL, 2,6 mmol) si cloroformiat de alil (3,5 mL, 33
mmol). Reactia a fost agitata la 23 °C timp de 20 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc, s-a adaugat
NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe NaSO4
anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(Hexan:EtOAc, de la 100:1 1a 1:100) pentru a se obtine 8-S (0,88 g, 73%).

R#= 0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl5): 8 8,17 (s, 1 H), 7,63 (d, J=7,8 Hz, 1 H), 7,20 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz,
1 H), 7,13 (dddd, J = 27,8, 8,0, 7,0, 1,1 Hz, 2H), 7,06 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 5,90 (ddt, J = 17,3, 10,7, 5,6
Hz, 1H), 5,31-5,18 (m, 2H), 5,09 (s, 1H), 4,80 (s, 1H), 4,59-4,52 (m, 2H), 4,03 (s, 1H), 3,37 (dt, J = 10,0,
4,7 Hz, 1 H), 3,21 (s, 1 H), 3,05-2,87 (m, 2H), 1,42 (s, 9H).

ESI-MS m/z: 274,3 (M-Boc+H)*.

E)
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E) NHAlloc NHAlloc
I} NHBoc TFADCM b N,
N

N
H H
8-S 9-S

La o solutie de 8-S (0.875 g, 2,3 mmol) in CH,Cl; (38 mL, 16,6 mL/mmol) s-a adaugat acid
trifluoracetic (19 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactic a fost agitat la 23 °C timp de 2 ore, s-a
concentrat in vid pentru a da 9-S brut care a fost folosit in etapele urmatoare fara purificare ulterioar.

Rf= 0,2 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CD30D): $ 7,56 (d, J= 7,8 Hz, 1 H), 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 7,21 (s, 1
H), 7,13 (t, J=7,5Hz, 1 H), 7,05 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 5,94 (ddt, J = 16,4, 10,8, 5,6 Hz, 1 H), 5,34-5,16 (m,
2H), 4,56 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 3,60 (bs, 1H), 3,43 (dd, J = 14,9, 3,9 Hz, 1 H), 3,37-3,31 (m, 1 H), 3,14-
2,99 (m, 2H).

ESI-MS m/z: 274,3 (M+H)*.

Exemplul de referinti 5

A
) “*“NHalloc

~™NHAlloc
o i NH,

N

OMe N
o{& HO Me 9R
AcO 5 SH I
Me =< ve AcOH
N
Q H

-0 CN
1 10-R

La o solutie de 1 (1,45 g, 2,33 mmol) in acid acetic (58 mL, 0,08 M) s-au addugat 9-R (0.95 g,
3,50 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 18 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat.
S-a adaugat o solutie apoasa saturatd de NaHCOj3 si amestecul a fost extras cu CH2Cl,. Straturile organice
combinate au fost uscate pe Na,SO4 anhidru. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) s-a obtinut
compusul 10-R (1,3 g, 64%).

Ri=0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl5): § 7,66 (s, 1 H), 7,36 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 7,27 (d, J = 7,9 Hz, 1 H),
7,10 (ddd, J=8,3,7,0, 1,3 Hz, 1 H), 7,01 (td, J= 7,5, 7,0, 1,0 Hz, 1 H), 6,62 (s, 1 H), 6,23 (d, J = 1,4 Hz,
1 H), 6,01 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 5,99-5,89 (m, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,44-5,21 (m, 2H), 5,14-4,99 (m, 2H),
4,63 (ddd, J=7,3, 4,4, 1,5 Hz, 2H), 4,36 (s, 1 H), 4,33-4,24 (m, 1 H), 4,29-4,26 (m, 1 H), 4,21 (d, J= 2,7
Hz, 1 H), 4,19-4,13 (m, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,56 (s, 1 H), 3,48-3,43 (m, 3H), 3,27 (dt, J = 13,2, 40 Hz, 1
H), 3,04-2,88 (m, 2H), 2,56 (dd, J = 15,2, 3,8 Hz, 1 H), 2,49-2,35 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,17
(s, 3H), 2,07 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 877,3 (M+H)*.

B)

B)
“*NHalloc

Me PACIx(PPhs)»
BuzSnH

AcOH
DCM

10-R 1-R

La o solutie de 10-R (600 mg, 0,68 mmol) in CH>Cl, (12 mL, 18 mL/mmol) s-a adaugat
diclorurd de bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (77 mg, 0,1 mmol) si acid acetic (0,4 mL, 6,8 mmol). S-a
adaugat hidrura de tributilstaniu (1,1 mL, 4,08 mmol) la 0°C, amestecul de reactie a fost agitat la 0°C
timp de 0,5 ore si s-a concentrat n vid. Produsul brut obtinut a fost diluat cu EtOAc, s-a adaugat solutie
apoasa saturatd de NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost
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uscate pe Na,SOs anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de
la 100:1 1a 1:100 si EtOAc:CH3OH, de la 100:1 la 1:100) s-a obtinut 11-R (440 mg, 82%).

R=0,5 (CH2C|21CH30H, l:l).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,64 (s, 1 H), 7,38 (d, 3 = 7,9 Hz, 1 H), 7,29 (d, J = 8,1 Hz, 1 H),
7,11 (ddt, J=8,3,7,0, 1,4 Hz, 1 H), 7,03 (ddt, J = 8,3, 7,0, 1,4 Hz, 1 H), 6,58 (s, 1 H), 6,24 (d, J = 1,5 Hz,
1H), 6,02 (d,J=1,5Hz, 1 H),5,02(d,J=11,8 Hz, 1 H), 4,63 (s, 1 H), 4,36 (s, 1 H), 4,28 (d, J = 5,1 Hz,
1 H), 4,21 (d,J=2,2 Hz, 1 H), 4,16 (s, 1 H), 3,80 (s, 3H), 3,51-3,39 (m, 4H), 3,32-3,13 (m, 3H), 2,95
(d, J=8,9 Hz, 2H), 2,89-2,76 (m, 2H), 2,73-2,57 (m, 1H), 2,42 (d, J = 14,8 Hz, 1 H), 2,36 (s, 3H), 2,25
(s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,09 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 793,2 (M+H)*.

C)

O

AgNO;

11-R 12-R

La o solutie de 11-R (850 mg, 1,07 mmol) in CH3CN:H20 (1,39:1, 70 mL, 0,015 M) s-a addugat
AgNO3 (3,64 g, 21,4 mmol). Dupa 17 ore la 23 °C, reactia a fost stinsd cu un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CHCl,, s-a agitat timp de
5 minute si s-a extras cu CH2Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO4 anhidru, s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30OH, de
12 99:1 la 85:15) obtinandu-se 12-R (553 mg, 66%).

Rs= 0,3 (CH.Cl2:CH30H, 9:1).

'H RMN (500 MHz, CDCls): § 7,60 (s, 1 H), 7,38 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,28 (d, J = 7,9 Hz, 1 H),
7,11 (ddt, J=8,3,7,1, 1,2 Hz, 1 H), 7,02 (ddt, J = 8,3, 7,1, 1,2 Hz, 1 H), 6,58 (s, 1 H), 6,22 (s, 1 H), 6,00
(s, 1H),516 (d,J=11,5Hz, 1 H), 4,87 (s, L H), 454 (s, 1 H), 451 (d, J=3,3Hz,1H), 4,17 (d,J=54
Hz, 1 H), 4,07 (dd, J = 11,3, 2,2 Hz, 1 H), 3,81 (s, 3H), 3,52 (d, J = 5,1 Hz, 1 H), 3,24 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
2,99-2,78 (m, 4H), 2,66 (dd, J = 14,9, 3,5 Hz, 1 H), 2,49-2,39 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,28 (m, 2H), 2,25 (s,
3H), 2,21-2,16 (m, 2H), 2,15 (s, 3H), 2,08 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDsOD): § 171,7, 169.,4, 148,7, 145,9, 1437, 141,4, 140,9, 136,9, 130,8,
130,0, 129,7, 126,0, 121,4, 121,0, 119,7, 119,1, 118,4, 117,5, 114,9, 110,8, 107,5, 106,4, 102,1, 91,3,
63,2, 60,0, 59,0, 58,6, 55,3, 54,6, 52,7, 52,4, 48,4, 45,8, 42,5, 40,2, 24,5, 23,2, 19,2, 15,0, 8,2.

ESI-MS m/z: 766,2 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 766,2972 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Ca1HasNsOsS*: 766.2905).

C)

C’)

“*NHaAlloc “"“NHAlloc

AgNO;

10-R 13-R

La o solutie de 10-R (700 mg, 0,8 mmol) in CHsCN:H.O (1,39:1, 87,5 ml, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO:s3 (2,66 g, 16 mmol). Dupa 20 ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un amestec 1:1 de
solutii apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CH,Cl,, s-a agitat
timp de 5 minute si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SQO4 anhidru,
s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl.:
CH30H, de la 99:1 1a 85:15) obtindndu-se 13-R (438 mg, 63%).

Rf = 0,40 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).
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IH RMN (400 MHz, CDCls): § 7,64 (s, 1 H), 7,37 (d, 3 = 7,9 Hz, 1 H), 7,32-7,20 (m, 1 H), 7,11
(t, 3=7,7Hz, 1 H), 7,01 (t, J=7,4 Hz, 1 H), 6,62 (5, 1 H), 6,21 (s, 1 H), 6,05-5,90 (m, 1 H), 5,99 (s, 1 H),
5,75 (d, J = 6,0 Hz, 1 H), 5,40-5,07 (m, 4H), 4,88 (d, J = 14,7 Hz, 1 H), 4,68-4,50 (m, 3H), 4,28-4,13 (m,
1 H), 4,08 (dt, = 11,4, 2,4 Hz, 1 H), 3,83 (s, 3H), 3,68-3,40 (m, 4H), 3,37-3,19 (M, 2H), 2,98-2,79 (m,
2H), 2,59-2,36 (M, 3H) ), 2,29 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,10-2,16 (m, 1 H), 2,08 (s, 3H).
ESI-MS m/z: 850,3 (M-H20+H)".

Exemplul de referintd 6
A)

NHAlloc

La o solutie de 1 (955 mg, 1,5 mmol) in acid acetic (37,5 mL, 0,08 M) s-a adaugat 9-S (627 mg,
2,29 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 18 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat.
A fost addugatd o solutie apoasa saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CH2Cl,. Straturile
organice combinate au fost uscate pe Na SO4 anhidru. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) s-a
obtinut compusul 10-S (756 mg, 58%).

Ri= 0,4 (Hexan: EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl53): 8 7,78 (s, 1 H), 7,36 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,24 (d, J = 7,9 Hz, 1 H),
7,10 (ddd, J=18,3, 7,0, 1,3 Hz, 1 H), 7,01 (td, J= 7,5, 7,0, 1,0 Hz, 1 H), 6,68 (s, 1 H), 6,23 (d, J = 1,4 Hz,
1 H), 6,01 (d, J = 1,4 Hz, 1 H), 6,07-5,93 (m, 1 H), 5,82 (s, 1 H), 5,41-5,19 (m, 2H), 5,1 (d, J = 11,7 Hz, 1
H), 4,66 (dt,J= 5,9, 1,3 Hz, 1 H), 4,57 (s, 1 H), 4,37 (s, 1 H), 4,33-4,20 (m, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,46
(d, J = 4,2 Hz, 2H), 3,22-3,13 (m, 1 H), 3,11-2,88 (m, 4H), 2,66 (dd, J = 15,2, 4,2 Hz, 1 H), 2,51 (dd, J =
15,3, 6,0 Hz, 1 H), 2,43-2,32 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 877,3 (M+H)*.

B)

B)

PdCIx(PPh3)>
BuzSnH
AcOH
DCM

10-8 11-$

La o solutie de 10-S (650 mg, 0,72 mmol) in CH.Cl, (13,3 mL, 18 mL/mmol) s-a adaugat
diclorura de bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (83 mg, 0,11 mmol) si acid acetic (0,42 mL, 7,4 mmol). S-a
adaugat hidrura de tributilstaniu (1,2 mL, 4,4 mmol) la 0°C, amestecul de reactie a fost agitat la 23°C
timp de 0,5 ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100 si
EtOAc:CH3OH, de la 100:1 la 1:100) s-a obtinut 11-S (445 mg, 78%).

Ri= 0,5 (CH.Cl2:CH30H, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,74 (s, 1 H), 7,36 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,26 (d, J = 8,1 Hz, 1 H),
7,12 (ddt, J=8,3,7,0, 1,4 Hz, 1 H), 7,02 (ddt, J = 8,3, 7,0, 1,4 Hz, 1 H), 6,62 (s, 1 H), 6,26 (d, J = 1,5 Hz,
1H), 6,04 (d,J=15Hz 1H),5,12 (d, J=11,8 Hz, 1 H), 4,59 (s, 1 H), 4,42 (s, 1 H), 4,36-4,17 (m, 3H),
3,81 (s, 3H), 3,51-3,39 (m, 3H), 2,98-2,75 ( m, 4H), 2,69-2,60 (m, 2H), 2,47 (d, J = 16,1 Hz, 1 H), 2,38
(s, 3H), 2,35-2,17 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 793,3 (M+H)*.

C)
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0

AGNO;

CH3CN / Hy0

La o solutie de 11-S (435 mg, 0,55 mmol) in CHsCN:H,0 (1,39:1, 38,5 ml, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO3 (1,84 g, 11 mmol). Dupa 24 de ore la 23 °C, reactia a fost stinsd cu un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaCI si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CHCl», s-a agitat timp de
5 minute si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30OH, de
la 99:1 la 85:15) obtindndu-se 12-S (152 mg, 35%).

R=0,2 (CH2C|21CH3OH, 9:1).

'H RMN (500 MHz, CD3z0D): § 7,34 (dd, J=7,7, 1,5 Hz, 1 H), 7,28 (dd, J = 7,7, 1,5 Hz, 1 H),
7,04 (ddt, J=8,2,7,0, 1,1 Hz, 1 H), 6,95 (ddt, J = 8,2, 7,0, 1,2 Hz, 1 H), 6,55 (s, 1 H), 6,31-6,25 (m, 1 H),
6,15-6,05 (m, 1 H), 5,31 (d, J= 11,4 Hz, 1 H), 4,91 (s, 1 H), 4,64 (s, 1 H), 4,40-4,19 (m, 3H), 3,76 (s,
3H), 3,64 (d,J= 5,2 Hz, 1 H), 3,44 (d, J= 9,0 Hz, 1 H), 3,03-2,85 (m, 4H), 2,85-2,65 (m, 2H), 2,59
(d, J=15,6 Hz, 1 H), 2,52-2,39 (m, 2H), 2,37 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,00 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CDsOD): § 171,4, 169,3, 148,6, 145,8, 143.5, 141,2, 140,8, 136,5, 131,2,
130,3, 129,5, 126,3, 121,6, 121,2, 119,8, 119,4, 118,6, 117,5, 114,9, 111,0, 107,5, 107,4, 102,2, 91,1, 63,5,
60,5, 59,2, 58,5, 55,3, 54,7, 53,4, 52,7, 48,6, 44,7, 42,7, 39,9, 24,3, 23,4, 19,2, 15,1, 8,2.

ESI-MS m/z: 766,2 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 766,2958 [M-H,O+H]* (Calculat pentru C41HasNsOsS: 766,2905).

C’)

C)

AgNO;

La o solutie de 10-S (5 mg, 0,006 mmol) in CH3CN:H,0 (1,39:1, 0,5 ml, 0,015 M) s-a addugat
AgNOs3 (29 mg, 0,17 mmol). Dupa 20 de ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un amestec 1:1
de solutii apoase saturate de NaCl si NaHCO3, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CH.Cl, s-a
agitat timp de 5 minute si s-a extras cu CH2Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4
anhidru, s-au filtrat i s-au concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(CH.Cl,:CH3OH, de la 99:1 la 85:15) obtinandu-se 13-S (5 mg, 100%).

Ri= 0,40 (CH,Cl»:CH30H, 9:1).

H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,75 (s, 1 H), 7,37 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 7,32-7,20 (m, 1 H), 7,12
(t,J=7,7Hz,1H), 7,02 (t J=7,4Hz, 1 H), 6,84 (s, 1L H), 6,24 (s, 1 H), 6,08-5,97 (m, 1 H), 6,01 (s, 1 H),
5,87 (s, 1 H), 5,42-5,19 (m, 1 H), 4H), 4,88 (s, 1H), 4,69-4,65 (m, 2H), 4,58 (s, 1H), 4,28-4,13 (m, 2H),
3,84 (s, 3H), 3,68-3,40 (m, 2H) , 3,24-3,15 (m, 2H), 3,08-2,90 (m, 2H), 2,73-2,57 (m, 2H), 2,53-2,37 (m,
3H), 2,34 (s, 3H), 2,25 (s, 3H) , 2,14 (s, 3H), 2,10-2,16 (m, 1 H), 2,03 (s, 3H). ESI-MS m/z: 850.3 (M-
H,O+H)*.

Exemplul de referinta 7. Prepararea compusilor de referintd 14-S si 15-S
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A)

La o solutie de 1 (50 mg, 0,08 mmol) in acid acetic (1 mL, 0,08 M) s-a adaugat L-triptofan (50
mg, 0,24 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 17 ore si apoi acidul acetic a fost
evaporat. A fost addugatd o solutic apoasi saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CHzCly.
Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa
cromatografie rapidd (CH2Cl,:CH3;OH, de la 99:1 la 80:20) s-a obtinut compusul 14-S (58 mg, 90%).

R+=0,20 (CH2C|21CH3OH, 1011).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 7,77 (s, 1 H), 7,39 (d, J = 7,9 Hz, 1 H), 7,25 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
7,13 (ddd, J=18,2,7,0, 1,2 Hz, 1 H), 7,04 (td, J= 7,5, 7,1, 1,0 Hz, 1 H), 6,56 (s, 1 H), 6,24 (d, J = 1,3 Hz,
1H),6,03(d,J=13Hz 1H),5,15(d, J=11,7 Hz, 1 H), 4,62 (s, 1 H), 4,43 (s, 1 H), 4,35 (dd, J = 11,7,
2,1Hz,1H),4,28 (dd, J=5,2,1,6 Hz, 1 H), 4,20 (s, 1 H), 3,78 (s, 3H), 3,52-3,41 (m, 4H), 3,07-2,88 (m,
2H), 2,91-2,80 (m, 2H), 2,42-2,21 (m, 2H), 2,35 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 808,6 (M+H)".

B)

B)

AgNO,
CchN / H20

o OH

14-$ 15-§

La o solutie de 14-S (52 mg, 0,066 mmol) in CHsCN:H,0 (2:1, 4,5 ml, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO:s (164 mg, 1,45 mmol). Dupa 20 de ore la 23 °C, un amestec 1:1 de solutii apoase saturate de NaCl
si NaHCOs s-a adaugat, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH2Cly, s-a agitat timp de 30 de minute si
s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SOs anhidru, s-au filtrat si
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 70:30) obtinandu-se 15-S (18 mg, 35%).

R#= 0,15 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

!H RMN (400 MHz, CD30D): 8 7,76 (s, 1 H), 7,40 (d, J=7,8 Hz, 1 H), 7,25 (d,J= 7,8 Hz, 1
H), 7,14 (t,J=7.4Hz, 1H),7,04 (t, J=7,4Hz, 1 H), 6,58 (s, 1 H), 6,23 (d, J=1,3Hz,1H), 6,01 (d,J=
1,3Hz,1H),5,28 (d, J=12,7 Hz, 1 H), 4,95 (s, 1 H), 4,53 (s, 1 H), 4,28 (dd, J = 11,4, 2,0 Hz, 1 H), 4,21
(s, 1 H), 3,80 (s, 3 H), 3,58 (s, 1 H), 3,52-3,47 (m, 2 H), 3,28 (s, 1 H), 3,03 (dd, J = 15,8, 5,2 Hz, 1 H),
2,91-2,82 (m, 3H), 2,44 (d, J = 15,4 Hz, 1 H), 2,36 (s, 3H), 2,35-2,31 (m, 1 H), 2,28 (s, 3H), 2,15 (s, 3H),
2,03 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDCly): § 173,7, 171,2, 168,7, 147,5, 145,7, 142,8, 141,2, 140,8, 135,6,
129,8, 126,3, 122,8, 121,5, 121,2, 119,9, 118,6, 117,7, 115,0, 111,1, 101,9, 81,5, 66,8, 62,9, 60,4, 57,9,
55,8, 55,1, 52,3, 42,3, 41,3, 38,3, 31,9, 29,4, 28,9, 24,5, 24,0, 23,8, 22,7, 20,5, 16,0, 9,7.

ESI-MS m/z: 781,6 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 781.2610 [M-H,0O+H]* (Calculat pentru C41H1N4O10S: 781,2538).

Exemplul 8.

A) Prepararea (S)-5-metoxi-triptofanolului (17-S)



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

37
MeQO MeO
CO,H OH
—_—
N, LiAIH, N b oNm,
N H,S0,
H THF H
16-S 17-8

La o solutie de LiAlH4 (23,4 mL, 1,0 M in THF, 23,4 mmol) la -40 °C a fost addugat cu grija
H>S0s4 (0,31 mL, 5,57 mmol) si o suspensie de 5-metoxi-L-triptofan (16-S) (1,0 g, 4,26 mmol, Chem-
Impex) in THF (13,4 mL, 0,3 M). Amestecul de reactie a fost lasat sa evolueze la 23 °C, s-a incalzit timp
de 3 ore la 80 °C si 18 ore la 23 °C. Dupa racire la -21 °C amestecul de reactie a fost stins cu grija cu
NaOH 2N péana la pH bazic. S-a adaugat EtOAc si amestecul s-a filtrat prin Celiti® si s-a spalat cu
CH3OH. Produsul brut a fost concentrat in vid pentru a da 17-S brut care a fost utilizat in etapa urmatoare
fara purificare suplimentara.

Ri= 0,2 (CH.Cl2:CHsOH, 4:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 7,19 (dt, J = 8,8, 0,7 Hz, 1 H), 7,06-7,00 (m, 2H), 6,72 (dd, J
8,8, 2,4 Hz, 1 H), 3,77 (s, 3H), 3,63-3,48 (m, 1 H), 3,42-3,33 (m, 1 H), 3,17-3,06 (m, 1 H), 2,86 (ddt, J
14,3, 6,1, 0,8 Hz, 1 H), 2,66 (dd, J = 14,3, 7,5 Hz, 1 H).

ESI-MS m/z: 221,4 (M+H)*.
B) Prepararea (R)-5-metoxi-triptofanolului (17-R)

MeO, MeO,

COH ~~OH
e, LiAIH, N o Nm
N H,S0,
H THF H
16-R 17-R

La o solutie de LiAlH4 (11,7 mL, 1,0 M in THF, 11,7 mmol) la -40 °C a fost addugat cu grija
H2S04 (0,31 mL, 5,75 mmol) si o suspensie de 5-metoxi-D-triptofan (16-R) (0,5 g, 2,13 mmol, Aldrich)
in THF (6,7 mL, 0,3 M). Amestecul de reactie a fost lasat sd evolueze la 23 °C, s-a incidlzit timp de 3,5
ore la 80 °C si 18 ore la 23 °C. S-a racit la -21 °C, amestecul de reactie a fost stins cu grija cu NaOH 2N
pand la pH bazic. S-a addugat EtOAc si amestecul s-a filtrat prin Celita® si s-a spilat cu CH3OH.
Produsul brut a fost concentrat in vid pentru a da 17-R ca produs brut, care a fost utilizat in etapa
urmatoare fara purificare suplimentara.

Rf=0,2 (CH2C|2:CH3OH, 4:1).

H RMN (400 MHz, CD30OD): & 7,20 (d, J = 8,9 Hz, 1 H), 7,06-6,96 (m, 2H), 6,71 (dd, J = 8,8,
2,5 Hz, 1 H), 3,75 (s, 3H), 3,62-3,52 (m, 1 H), 3,37 (dd, J = 10,8, 7,0 Hz, 1 H), 3,09 (br s, 1 H), 2,82
(dd, J=14,3,59 Hz, 1 H), 2,62 (dd, J = 14,4, 7,6 Hz, 1 H).

ESI-MS m/z: 221,6 (M+H)*.

Exemplul 9

A) MeO

MeQ,

La o solutie de 1 (530 mg, 0,85 mmol) in acid acetic (10,6 mL, 0,08 M) s-a addugat 17-S (469
mg, 2,13 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 18 ore si apoi acidul acetic a fost
evaporat. S-a adaugat o solutie apoasa saturatd de NaHCOsz si amestecul a fost extras cu CHCl..
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Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa
cromatografie rapidd (Hexan:EtOAc, 1:1) s-a obtinut compusul 18-S (420 mg, 60%).

Rs= 0,3 (Hexan:EtOAc, 1:1).

!H RMN (400 MHz, CD30D): 7,13 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,80 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 6,66 (dd, J=
8,8,2,5Hz, 1 H), 6,51 (s, 1 H), 6,27 (s, 1 H), 6,11 (s, 1 H), 5,21 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 4,67 (s, 1 H), 4,49-
4,29 (m, 4H), 3,75 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,47 (t, J = 5,8 Hz, 3H), 3,37 (d, J = 5,1 Hz, 1 H), 3,01-2,81 (m,
2H), 2,75 (d, J = 7,4 Hz, 1 H), 2,66 (dd, J = 15,1, 4,1 Hz, 1 H), 2,55-2,35 (m, 4H), 2,34 (s, 3H), 2,28 (s,
3H), 2,11 (s, 3H), 1,99 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 824,3 (M+H)".

B)

B) MeQ, MeQ

AgNO4

18-S 19-8

La o solutie de 18-S (420 mg, 0,519 mmol) in CHsCN:H0 (1,39:1, 36 ml, 0,015 M) s-a adaugat
AgNOs3 (2.60 g, 15,3 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, amestecul de reactie a fost stins cu un amestec 1:1 de
solutii apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CHCly, s-a agitat timp
de 5 minute si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30H, de
la 99:1 la 85:15) pentru a obtine 19-S (250 mg, 60%).

Ri= 0,45 (CH,Cl»:CH3;0H, 9:1).

H RMN (500 MHz, CD3OD): § 7,15 (dd, J= 8,9, 0,6 Hz, 1 H), 6,82 (dd, J = 2,4, 0,6 Hz, 1 H),
6,68 (dd, J=8,8, 2,5 Hz, 1 H), 6,54 (s, 1 H), 6,27 (d, J= 1,3 Hz, 1 H), 6,08 (d, J= 1,3 Hz, 1 H), 5,30
(d,J=11,5Hz, 1 H), 4,62 (s, 1L H), 4,34 (dd, J = 11,4, 2,0 Hz, 1H), 4,31-4,27 (m, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,75
(s, 3H), 3,66-3,58 (m, 1H), 3,55-3,45 (m, 2H), 3,42 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 2,93-2,73 (m, 3H), 2,68 (dd, J =
15,1, 4,2 Hz, 1 H), 2,54 (d, J = 15,4 Hz, 1 H), 2,42 (dd, J = 15,1, 10,1 Hz, 2H), 2,35 (s, 3H), 2,29 (s, 3H),
2,09 (s, 3H), 2,00 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CD30D): § 172,7, 170,8, 155,1, 149,9, 147,2, 145,0, 142,6, 142,2, 133,1,
132,4, 132,1, 131,3, 128,1, 1225, 121,6, 120,3, 116,4, 113,0, 112,9, 111,4, 109,0, 103,6, 100,8, 92,5,
66,6, 65,0, 61,7, 60,4, 59,9, 56,7, 56,1, 54,8, 54,1, 51,7, 44,1, 41,3, 30,7, 25,4, 24.7, 20,6, 16,3, 9,5.

ESI-MS m/z: 798,1 (M-H,0+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 797,2899 [M-H,0+H]* (Calculat pentru C42H4sN4O10S 797,2851).

Exemplul 10

A)

La o solutie de 1 (311 mg, 0,50 mmol) in acid acetic (6,25 mL, 0,08 M) s-a addugat 17-R (220
mg, 1,0 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 18 ore si apoi acidul acetic a fost
evaporat. S-a adaugat o solutie apoasa saturatdi de NaHCO;3 si amestecul a fost extras cu CHCl..
Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO, anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa
cromatografie rapidd (Hexan:EtOAc, 1:1) s-a obtinut compusul 18-R (280 mg, 68%).

Rs= 0,3 (Hexan: EtOAc, 1:1).
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IH RMN (400 MHz, CDCls): § 7,53 (s, 1 H), 7,18 (d, J = 8,7 Hz, 1 H), 6,82 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
6,78 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1 H), 6,60 (s, 1 H), 6,23 (s, 1 H), 6,02 (s, 1 H), 5,76 (s, 1 H), 5,04 (d, J = 11,7
Hz, 1 H), 4,62 (s, 1 H), 4,36 (s, 1 H), 4,28 (d, J = 5,0 Hz, 1 H), 4,24-4,09 (m, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,79 (s,
3H), 3,64 (s, 1 H), 3,47-3,40 (m, 3H), 3,01-2,90 ( m, 2H), 2,53 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 2,45-2,41 (m, 1H),
2,40 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,22-2,14 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 3H). ESI-MS m/z: 824,3 (M+H)".
B)

B)

AgNO5

18-R 19-R

La o solutie de 18-R (330 mg, 0,40 mmol) in CH3CN:H,0O (1,39:1, 28 mL, 0,015 M) s-a adaugat
AgNOs3 (2,04 g, 12,0 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, reactia a fost stinsa cu un amestec 1:1 de solutii apoase
saturate de NaClI si NaHCO3, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH2Cl,, s-a agitat timp de 5 minute
si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO4 anhidru, s-au filtrat si s-au
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapidd (CH2Cl;:CH3OH, de la 99:1
la 85:15) pentru a se obtine 19-R (224 mg, 69%).

Rf= 0,44 (CH.Cl:CH30H, 9:1).

!H RMN (500 MHz, CDsOD): & 7,14 (dd, J = 8,8, 0,5 Hz, 1 H), 6,83 (d, J = 2,5 Hz, 1 H), 6,68
(dd,J=18,8,2,5Hz, 1 H), 6,59 (s, 1 H), 6,26 (d,J=1,4 Hz, 1 H), 6,07 (d, J=1,4 Hz, 1 H), 5,21 (d, J =
11,5 Hz, 1 H), 4,68-4,55 (m, 1 H), 4,32-4,25 (m, 2H), 4,12 (dd, J = 11,5, 2,1 Hz, 1 H), 3,75 (s, 3H), 3,74
(s, 3H), 3,60 (d, J = 5,2 Hz, 1 H), 3,57-3,45 (m, 3H), 3,41 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 2,97-2,83 (m, 3H), 2,73
(dd, J=15,0, 3,4 Hz, 1 H), 2,69 (d, J = 14,9 Hz, 1 H), 2,34 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 2,20 (dd, J = 15,1, 10,4
Hz, 1 H), 2,12 (s, 3H), 2,11-2,08 (m, 1 H), 2,05 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CDsOD): § 173,0, 170,8, 155,0, 149,8, 1473, 145,0, 142,8, 142,3, 133,5,
133,1, 132,2, 132,1, 130,5, 127,8, 122,5, 121,7, 120,0, 116,4, 113,5, 112,9, 111,4, 110,2, 103,5, 100,9,
92,6, 66,8, 64,5, 61,3, 60,4, 60,0, 56,8, 56,1, 55,9, 54,1, 44,1, 41,3, 25,6, 24,5, 20,6, 16,2, 9,6.

ESI-MS m/z: 797,4 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 797,2896 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Cs,HasN4O10S 797,2851).

Exemplul de referintd 11. Prepararea N-[(S)-2-amino-3-(5-metoxi-1H-indol-3-il)propil)]carbamatului de
alil (24-S)

CH;CN DEAD

Ftalimida m
NHp  _BocQ NHEGoc __PPh;
NHBDC

DM
175 20-5
NHz-NHxH,C
EtOH
NHAlloc NHAlloG AllocCl
DIPEA
NH, TFADCM NHEBae NHBos

CH3CN, DMF
245 2385 225
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A) MeO MeO

OH OH
Boc,O
I NH. Y NHBoc

CHyCN N
H

N
H
17.8 208

La o solutie de 17-S (6,9 g, 31,4 mmol) in CH3CN (126 mL, 4 mL/mmol) s-a addugat dicarbonat
de di-tert-butil (13,7 g, 62,8 mmoli). Amestecul de reactic a fost agitat la 23°C timp de 5,5 ore si s-a
concentrat in vid. Dupa cromatografie rapidd (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1 la 85:15) s-a obtinut 20-S (4,5
g, 45%).

Ri= 0,6 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

H RMN (400 MHz, CDCls): 8 8,04 (s, 1 H), 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 7,10 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
7,03 (s, 1 H), 6,87 (dd, J =8,8, 2,5 Hz, 1 H), 4,83 (s, 1 H), 3,98 (s, 1 H), 3,87 (s, 3H), 3,73-3,58 (m, 2H),
2,96 (d, J =6,6 Hz, 2H), 1,42 (s, 9H).

B)

B) Q

e Nm
on  Ftaimidd  peo P
PP NHBoc
' NHBog —— R\

N DEAD
H DCM N
20-5 21-3
La o solutie de 20-S (4,5 g, 14 mmol) in CH>Cl; (84 mL, 6 mL/mmol) s-a adaugat ftalimida (4,5
g, 30,9 mmol), trifenilfosfina (8,1 g, 30,9 mmol) si amestecul s-a racit la 0°C. S-a adaugat o solutie de
40% azodicarboxilat de dietil in CH2Cl, (10,4 mL, 35 mmol) timp de 15 min. Reactia a fost agitata la
23°C timp de 18 ore si s-a concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(Hexan:EtOAc, de 1a 99:1 la 85:15) pentru a se obtine 21-S (5,8 g, 92%).
Rs= 0,55 (Hexan:EtOAc, 1:1).
'H RMN (400 MHz, CDCly3): & 8,48 (s, 1 H), 7,78 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz, 2H), 7,69-7,61 (m, 2H),
7,21 (d,J =8,8 Hz, 1 H), 7,06 (dd, J = 18,5, 2,4 Hz, 2H), 6,81 (dd, J = 8,8, 2,4 Hz, 1 H), 4,87 (s, 1 H);
4,39 (s, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,83-3,66 (m, 2H), 2,98 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 1,20 (s, 9H).

C)
Q
N»):/tj NH»

{ N
" NHy-NHoH,0 N
q EtOH H
218

0

22-8

La o solutie de 21-S (6,29 g, 14 mmol) in etanol (420 mL, 30 mL/mmol) s-a addugat hidrazina
monohidrat (61,1 mL, 1260 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 80 °C intr-un tub sigilat timp de 2
ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH,Cl,:CH3;OH, de la 100:1 la 50:50) s-a obtinut
22-S (4,2 g, 95%).

R¢= 0,1 (CH,Cl»:CH30H, 8:2).

H RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,22 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 7,12 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 7,06 (s, 1 H),
6,76 (dd, J =8,8, 2,4 Hz, 1 H), 4,06-3,97 (m, 1 H), 3,82 (s, 3H), 3,06-2,82 (m, 4H), 1,37 (s, 9H).

D)
D) MeO MeO,
NH; ’[\)‘l’;g\' NHAlloc
\ NHBoc I ‘ NHBoc
ﬁ CH,CN, DMF ﬁ

22-S 23-8
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La o solutie de 22-S (4.0 g, 12,52 mmol) in CH3CN (125 mL, 10 mL/mmol) si DMF (12 mL, 1
mL/mmol) s-au adaugat N,N-diizopropiletilamina (1,8 mL, 10 mmol) si cloroformiat de alil (13,3 mL,
125 mmol). Reactia a fost agitata la 23 °C timp de 5 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc si NH4Cl s-a
adaugat si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe NaSOs
anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(Hexan:EtOAcC, de la 100:1 la 1:100) pentru a obtine 23-S (2.65 g, 52%).

R= 0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,11 (s, 1 H), 7,28-7,20 (m, 1 H), 7,04 (d, J = 13,1 Hz, 2H), 6,85
(dd, J=8,9, 2,4 Hz, 1 H), 5,97-5,82 (m, 1 H), 5,33-5,24 (m, 1 H), 5,19 (dt, J = 10,4, 1,3 Hz, 1 H), 5,11 (s,
1H), 4,82 (s, 1H), 4,55 (d, J=5,6 Hz, 2H), 4,01 (s, 1 H), 3,86 (s, 3H), 3,37 (d, J = 13,7 Hz, 1 H), 3,21 (s,
1H),2,89(dd, J=14,5,7,0Hz, 1 H), 1,41 (s, 9H).

E)
E) MeO MeO
NHAlloc NHAlloc
TFA/DCM
| NHBoc —_— I NH,
N N
H H
238 248

La o solutie de 23-S (2,60 g, 6,44 mmol) in CH>Cl, (106 mL, 16,6 mL/mmol) s-a adaugat acid
trifluoracetic (54 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23 °C timp de 1,5 ore si s-a
concentrat in vid pentru a da 24-S (3,9 g, 100%).

Rf=0,1 (CH2C|21CH3OH, 9:1).

IH RMN (400 MHz, CDsOD): § 8,27 (s, 1 H), 7,25 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1 H), 7,10 (s, 1 H), 6,96
(d,J=2,3Hz, 1 H), 6,87 (dd, J =9,0, 2,4 Hz, 1 H), 5,81 (ddt, J = 16,3, 10,9, 5,7 Hz, 1 H), 5,23 (dd, J =
19,3, 13,6 Hz, 2H), 4,49 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,81-3,55 (m, 1 H), 3,62-3,39 (m, 2H), 3,08
(qd, J=15,1, 7,3 Hz, 2H).

Exemplul de referinta 12

A) MeO

La o solutie de 1 (120 mg, 0,19 mmol) in acid acetic (6 mL, 0,08 M) s-a adaugat 24-S (117 mg,
0,35 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 18 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat.
A fost adaugata o solutie apoasd saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CH,Cl,. Straturile
organice combinate au fost uscate pe NaSO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie
rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) se obtine compusul 25-S (95 mg, 54%).

Ri= 0,4 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,64 (s, 1 H), 7,14 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,80 (s, 1 H), 6,77 (d, J =
8,8 Hz, 1 H), 6,68 (s, 1 H), 6,24 (s, 1 H), 6,03 (s, 1 H), 6,02-5,93 (m, 1 H), 5,76 (s, 1 H), 5,38 (d, J = 10,5
Hz, 1 H), 5,26 (d, J= 10,5 Hz, 1 H), 5,11 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 4,66 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 4,57 (s, 1H),
4,37 (s, 1H), 4,33-4,19 (m, 3H), 3,82 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,46 (s, 2H) , 3,17 (s, 1 H), 3,10-2,90 (m, 3H),
2,68-2,45 (m, 2H), 2,38-2,33 (m, 1 H), 2,32 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,04 (s, 2H).

ESI-MS m/z: 907,1 (M+H)*.

B)
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B) MeO MeO

PdClx(PPhs)>
BusSnH

AcOH
DCM

255 26.8

La o solutie de 25-S (90 mg, 0,1 mmol) in CH,Cl; (2 mL, 18 mL/mmol) s-au addugat diclorura
de bis(trifenilfosfin)paladiu(ll) (12 mg, 0,1 mmol) si acid acetic (0,056 mL, 0,99 mmol). S-a adaugat
hidrura de tributilstaniu (0,16 mL, 0,60 mmol) la 0 °C, amestecul de reactie a fost agitat la 0 °C timp de
0,5 ore si s-a concentrat in vid. Dupa Cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100 si
EtOACc:CH30H, de la 100:1 la 1:100) s-a obtinut 26-S (75 mg, 92%).

R+= 0,25 (CH2C|21CH3OH, l:l).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 8 7,62 (s, 1 H), 7,15 (d, J = 9,3 Hz, 1 H), 6,81-6,76 (m, 2H), 6,72
(s, 1 H), 6,25 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 6,03 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 5,12 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 4,57 (s, 1 H), 4,41
(s, 1 H), 4,36-4,24 (m, 2H), 4,20 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 3,82 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,44 (dd, J= 22,0, 7,1
Hz, 2H), 3,08-2,78 (m, 4H), 2,73-2,64 (m, 2H), 2,41-2,22 (m, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,25-2,15 (m, 1H) ), 2,14
(s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 823,3 (M+H)*.

C)

C) MeO MeO

AgNO,

CHZCN / Hz0

La o solutie de 26-S (70 mg, 0,085 mmol) in CH3CN:H>0 (1,39: 1, 6 mL, 0,015 M) s-a adaugat
AgNOs (335 mg, 1,7 mmol). Dupa 18 ore la 23 °C, reactia a fost stinsd cu un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CHCl,, s-a agitat timp de 5
minute si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30H, de
la 99:1 la 85:15) obtinandu-se 27-S (23 mg, 33%).

Ri= 0,2 (CH2C|2:CH3OH, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 7,62 (s, 1 H), 7,15 (d, J = 7,8 Hz, 1 H), 6,78 (s, 1 H), 6,75 (d, J =
78Hz,1H),6,21(d,J=15Hz,1H),6,01(d,J=15Hz,1H),5,78 (s, 1 H), 5,22 (d, J= 11,5 Hz, 1 H),
4,90 (s, 1 H), 4,58-4,42 (m, 3H), 4,29-4,10 (m, 2H), 3,84-3,80 (m, 1 H), 3,83 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,53-
3,48 (m, 2H), 3,22 (d, J = 8,7 Hz, 1 H), 3,12 (s, 1 H), 3,02 (d, J = 12,8 Hz, 1 H), 2,89-2,64 (m, 3H), 2,46
(s, 3H), 2,42-2,34 (m, 2H), 2,27 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,03 (s, 3H). **C RMN (126 MHz, CDCls): 5 172,1,
168,7, 154,0, 147,6, 145,6, 143,0, 141,2, 140,8, 131,6, 130,6, 129,6, 127,1, 121,8, 120,9, 118,4, 115,2,
112,5,111,8, 101,8, 100,2, 81,5, 62,6, 60,6, 58,0, 57,8, 56,0, 55,8, 55,0, 42,3, 41,4, 31,9, 29,7, 27,8, 26,9,
25,6, 24,0, 22,7, 20,5, 16,0, 14,1, 13,6, 9,7.

ESI-MS m/z: 796,3 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 796,3062 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Cs2HasNsOgS 796,3011).

Exemplul de referinta 13. Prepararea N-[(R)-2-amino-3-(5-metoxi-1H-indol-3-il)propil)]carbamatului de
alil (24-R)
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La o solutie de 17-R (2.35 g, 10,7 mmol) in CH3CN (43 mL, 4 mL/mmol) s-a adaugat dicarbonat
de di-tert-butil (4,67 g, 21,4 mmoli). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 2,5 ore si s-a
concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1 la 85:15) s-a obtinut 20-R (1,7
g, 50%).

Rf= 0,6 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

!H RMN (400 MHz, CDCls): 8 8,05 (s, 1 H), 7,25 (d, J=8,9 Hz, 1 H), 7,09 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
7,02 (d, J=2,4 Hz, 1 H), 6,86 (dd, J=8,8, 2,4 Hz, 1 H), 4,83 (s, 1 H), 3,98 (s, 1 H), 3,87 (s, 3H), 3,69
(td, J=9,2,75,5,3Hz, 1H), 3,61 (dd, J=10,9, 5,6 Hz, 1 H), 2,95 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,42 (s, 9H).

B)
B) ]
S™oH Ft?,I; r;uda Med : &
S 3 m_\q HBoc
N DEAD N
H DCHA H
20-R 21R

La o solutie de 20-R (1.7 g, 5,3 mmol) in CH>Cl, (32 mL, 6 mL/mmol) s-au addugat ftalimida
(1,72 g, 11,7 mmol), trifenilfosfina (3,06 g, 11,7 mmol) si amestecul s-a racit la 0°C. O solutie de 40%
azodicarboxilat de dietil in CH2Cl, (4,0 mL, 13,2 mmol) a fost adaugata timp de 15 min. Reactia a fost
agitata la 23°C timp de 16 ore si s-a concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapida (Hexan:EtOAc, de 1a 99:1 la 85:15) pentru a se obtine 21-R (2,0 g, 84%).

Rs= 0,45 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 8,31 (s, 1 H), 7,80 (dd, J = 5,4, 3,0 Hz, 2H), 7,67 (dd, J = 5,4,
3,0 Hz, 2H), 7,30-7,12 (m, 2H), 7,08 (dd, J = 15,2, 2,4 Hz, 1 H), 6,84 (dd, J= 8,8, 2,4 Hz, 1 H), 4,85
(d,J=9,2Hz, 1H),4,43(q,J =5,3 Hz, 1 H), 3,86 (s, 3H), 3,83-3,68 (m, 2H), 3,01 (d, J = 5,4 Hz, 2H),
1,22 (s, 9H).

C)
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La o solutie de 21-R (2,0 g, 4,45 mmol) in etanol (133 mL, 30 mL/mmol) s-a adaugat hidrazina
monohidrat (21,6 mL, 445 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 80 °C intr-un tub sigilat timp de 2
ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 100:1 la 50:50) s-a obtinut
22-R (1,15 g, 81%).

Ri= 0,1 (CH.Cl,:CH30H, 8:2).

!H RMN (400 MHz, CDCl3): & 7,21 (d,J= 8,8 Hz, 1 H), 7,12 (s, 1 H), 7,05 (s, 1 H), 6,75
(dd, J= 8,8, 2,4 Hz, 1 H), 3,95 (ddd, J = 10,7, 8,7, 5,4 Hz, 1 H), 3,82 (s, 3H), 2,98-2,79 (m, 3H), 2,75
(dd, J=13,1, 9,4 Hz, 1 H), 1,37 (s, 9H).

D)
D) MeO MeQ
S~NH, ’I;':‘;CE(: W-*\NHAW:
CN T AHBos E—— Il NHBoc
N CH>CN, DMF N
2R 23R

La o solutie de 22-R (1.1 g, 3,4 mmol) in CH3CN (3,4 mL, 1 mL/mmol) si DMF (3,4 mL, 10
mL/mmol) s-au adaugat N,N-diizopropiletilamina (0,5 mL, 2,7 mmol) si cloroformiat de alil (3,7 mL, 34
mmol). Reactia a fost agitatd la 23 °C timp de 19 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc si s-a addugat
NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na»SO4
anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100) pentru a se obtine 23-R (0,95 g, 69%).

Ri= 0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCly3): & 8,55 (s, 1 H), 7,20 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 7,05 (s, 1 H), 6,98-6,87
(m, 1 H), 6,82 (dt, J = 8,8, 1,8 Hz, 1H), 5,96-5,81 (m, 1H), 5,37-5,22 (m, 2H), 5,22-5,14 (m, 1H), 5,02-
4,97 (m, 1H), 4,60-4,47 (m, 2H), 4,00 (s, 1 H), 3,84 (s, 3H), 3,31 (s, 1 H), 3,19 (s, 1 H), 2,88 (td, J =
14,5, 13,3, 5,9 Hz, 2H), 1,40 (s, 9H).

E)
E) MeC, MeO,
~NHAlloc ~NHAlloc
TFA/DCM
I NHBoc _— Y NH,

N

N N

23R 24R

La o solutie de 23-R (0.94 g, 2,3 mmol) in CH>Cl, (39 mL, 16,6 mL/mmol) s-a adaugat acid
trifluoracetic (19 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23 °C timp de 1,5 ore si s-a
concentrat in vid pentru a da 24-R (0,72 g, 100%).

Ri= O,l (CHzClz:CH3OH, 91)

'H RMN (400 MHz, CDsOD): 6 7,27 (d,J=8,8, 1 H), 7,18 (s, 1 H), 7,04 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
6,80 (ddd, J=8,8, 2,4, 0,9 Hz, 1 H), 5,95 (ddt, J = 16,4, 10,8, 5,5 Hz, 1 H), 5,32 (d, J = 17,1 Hz, 1 H),
5,20 (d, J = 10,5 Hz, 1 H), 4,60-4,53 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,59 (dt, J = 11,4, 5,5 Hz, 1 H), 3,47-3,30 (m,
2H), 3,13-2,94 (m, 2H).

Exemplul de referinta 14
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La o solutie de 1 (0.71 g, 1,14 mmol) in acid acetic (45 mL, 0,08 M) s-a addugat 24-R (0,54 mg,
1,8 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 7 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat. A
fost addugata o solutic apoasid saturati de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CHyCl,. Straturile
organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie
rapida (Hexan:EtOAc, 1:1) s-a obtinut compusul 25-R (670 mg, 65%).

Rs= 0,4 (Hexan: EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,52 (s, 1 H), 7,17 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,83-6,73 (m, 2H), 6,61
(s, L H), 6,23 (d, J = 1,0 Hz, 1 H), 6,02 (d, J = 1,0 Hz, 1 H), 6,05-5,89 (m, 1 H), 5,75 (s, 1 H), 5,44-5,30
(m, 1 H), 5,25 (d, J = 10,4 Hz, 1 H), 5,13-4,99 (m, 2H), 4,71-4,59 (m, 2H), 4,36 (s, 1 H), 4,30-4,07 (m,
3H), 3,80 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,61-3,53 (m, 1 H); 3,48-3,41 (m, 3H), 3,26 (dt, J = 13,3, 3,8 Hz, 1 H),
3,04-2,88 (m, 2H), 2,52 (dd, J = 14,9, 3,7 Hz, 1 H), 2,46-2,35 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,16 (s,
3H), 2,12-2,02 (m, 1H), 2,09 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 907,3 (M+H)*.

B)

B) MeO MeO

“*“NHalloe

Me  PdClxPPhy)y

BuzSnH
AcOH
DCM
Q H
o cN
25-R 26-R

La o solutie de 25-R (745 mg, 0,82 mmol) in CH2Cl, (15 mL, 18 mL/mmol) s-a addugat
diclorura de bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (92 mg, 0,1 mmol) si acid acetic (0,47 mL, 8,2 mmol). S-a
adaugat hidrura de tributilstaniu (1,33 mL, 4,9 mmol) la 0 °C, amestecul de reactie a fost agitat la 0 °C
timp de 0,75 h si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100 si
EtOAc:CH3O0H, de la 100:1 la 1:100) s-a obtinut 26-R (680 mg, >100%).

R= 0,25 (CH2C|2:CH3OH, l:l).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,57 (s, 1 H), 7,16 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,85-6,72 (m, 2H), 6,57
(s;1H),6,21(d, J=1,4Hz, 1H),6,00(d, J=13Hz 1H),505-4,97 (m,1H),463(s,1H),435(,1
H), 4,31-4,09 (m, 4H), 3,80 (s, 3H), 3,78 (s, 1 H), 3H), 3,50-3,40 (m, 3H), 3,24 (dg, J =9,9, 5,3 Hz, 1 H),
2,95 (s, 1 H), 2,91-2,75 (m, 2H), 2,62 (dd, J = 14,8, 3,6 Hz, 1 H), 2,43-2,28 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,25 (s,
3H), 2,22-2,14 (m, 1H), 2,15 (s, 3H), 2,08 ('s, 3H).

ESI-MS m/z: 823,3 (M+H)".

C)

C) MeO MeO

AgNO3

CH1CN / H0
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La o solutie de 26-R (660 mg, 0,80 mmol) in CHsCN:H,0 (1,39:1, 56 mL, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO3 (2,70 g, 16,0 mmol). Dupa 16,5 ore la 23 °C, reactia a fost stinsa cu un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaClI si NaHCOg, s-a agitat timp de 15 minute, s-a diluat cu CH,ClI,, s-a agitat timp de
5 5 minute si s-a extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO, anhidru,s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH,Cl,:CH3OH, de
la 99:1 la 85:15) obtinandu-se 27-R (271 mg, 42%).
R¢= 0,1 (CH,Cl»:CH3s0OH, 9:1).
'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,46 (s, 1 H), 7,16 (d, J = 8,9 Hz, 1 H), 6,83 (s, 1 H), 6,72 (d, J =
10 8,9Hz 1H),6,58(s,1H), 6,20 (d,J=1,8Hz, 1 H),599 (d,J=1,8Hz,1H),5,76 (s, 1 H), 515 (d, J =
11,4 Hz, 1 H), 4,86 (s, 1 H), 4,52 (m, 2H), 4,17 (d, J = 5,3 Hz, 1 H), 4,07 (d, J = 11,4 Hz, 1 H), 3,80 (s,
3H), 3,78 (s, 3H), 3,55-3,43 (m, 2H), 3,32-3,20 (m, 2H), 3,01-2,82 (m, 4H), 2,68- 2,59 (m, 1 H), 2,44-
2,31 (m, 1 H), 2,38 (s, 3H), 2,30-2,19 (m, 1 H), 2,26 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,07 (s, 3H).
13C RMN (101 MHz, CDs0OD): 6 171,7, 171,3, 153,8, 153,3, 148,0, 147,6, 145,4, 145,4, 143,1,
15 141,3, 140,7, 131,6, 131,4, 131,2, 129,3, 126,8, 121,6, 120,9, 118,3, 115,6, 112,2, 111,8, 101,8, 100,2,
81,7, 63,5, 63,1, 61,7, 58,0, 57,8, 56,1, 55,8, 55,0, 42,2, 42,1, 41,4, 41,0, 25,1, 23,8, 20,5, 16,0, 9,7.
ESI-MS m/z: 796.3 (M-H,O+H)*.
(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 796.3045 [M-H,0+H]* (Calculat pentru C42HsNs09S 796,3011).
Exemplul de referinta 15. Prepararea compusilor de referinta 28-S si 29-S.
20
A)

1 28-S

La o solutie de 1 (450 mg, 0,72 mmol) in acid acetic (9 mL, 0,08 M) s-a addugat 16-S (675 mg,
2,88 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 52°C timp de 3 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat.
25 O solutie apoasd saturata de NaHCO3 a fost adaugata si amestecul a fost extras cu CHCl,. Straturile
organice combinate au fost uscate pe NaSO. anhidru, s-au filtrat si s-au concentrat in vid. Dupad
cromatografie rapidd (CH2Cl,:CH3;OH, de la 99:1 la 80:20) s-a obtinut compusul 28-S (400 mg, 66%).
Rs= 0,35 (CH2Cl»:CH30H, 10:1).
'H RMN (400 MHz, CDCl3):8 7,65 (s, 1 H), 7,15 (d, J = 8,7 Hz, 1 H), 6,85-6,76 (m, 2H), 6,57
30 (s,1H),6,25(d,J=1,4Hz,1H),6,04 (d,J=13Hz,1H),5,16 (d, J=11,7 Hz, 1 H), 4,62 (s, 1 H), 4,44
(s, 1H),4,35(dd, J=11,7, 2,0 Hz, 1 H), 4,29 (dd, J=5,2,1,6 Hz, 1 H), 4,22 (d, J = 2,7 Hz, 1 H), 3,80 (s,
3H), 3,79 (s, 3H), 3,52-3,43 (m, 3H), 3,02-2,81 (m, 4H), 2,41-2,31 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,29 (s, 3H),
2,15 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).
ESI-MS m/z: 838,6 (M+H)".
35 B)

B) MeQ MeQ

AgNO3

La o solutie de 28-S (400 mg, 0,48 mmol) in CH3CN:HO (2:1, 33 mL, 0,015 M) s-a adaugat
40 AgNO:s (1,20 g, 7,16 mmol). Dupa 16 ore la 23 °C, s-a adaugat un amestec 1:1 de solutii apoase saturate
de NaCl si NaHCO3, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH,Cls, s-a agitat timp de 30 de minute §i s-
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a extras cu CH.Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au filtrat si
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 70:30) obtindndu-se 29-S (179 mg, 45%).

R¢= 0,25 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

H RMN (500 MHz, CD30D): 6 7,17 (d, J = 8,9 Hz, 1 H), 6,83 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 6,70 (dd, J =
8,9, 2,4 Hz, 1 H), 6,66 (s, 1 H), 6,29 (d, J=1,3Hz, 1 H), 6,10 (d,J=1,3Hz,1H),532(d, J=11,6 Hz, 1
H), 4,65 (s, 1 H), 4,57 (s, 1 H), 4,48 (s, 1 H), 4,38 (dd, J = 11,7, 2,1 Hz, 1 H), 3,75 (s, 3H), 3,73 (s, 3H),
3,41-3,35 (m, 1 H), 3,16-2,91 (m, 5H), 2,71 (dd, J = 15,3, 11,4 Hz, 2H), 2,54 (s, 1H), 2,42-2,36 (m, 2H),
2,38 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 1,99 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CDCls): § 171,3, 170,6, 155.,2, 149,8, 147,5, 145,4, 142,8, 142.4, 133,0,
131,8, 130,0, 128,0, 122,2, 121,8, 115,5, 113,9, 113,3, 113,2, 111,4, 109,1, 103,8, 100,9, 91,6, 65,4, 61,9,
60,3, 59,4, 57,1, 56,4, 56,2, 55,2, 53,4, 43,7, 40,8, 38,3, 30,7, 26,4, 24,7, 20,4, 16,5, 9,6.

ESI-MS m/z: 811.3 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 811,2682 [M-H,0+H]* (Calculat pentru C42H13N4O11S 811,2644).

Exemplul de referinta 16. Prepararea compusilor de referinta 28-R si 29-R

A) MeO

1 28-R

La o solutie de 1 (50 mg, 0,08 mmol) in acid acetic (1 mL, 0,08 M) s-a adaugat 16-R (66 mg, 0,3
mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 50°C timp de 6 ore si apoi acidul acetic a fost evaporat. S-a
addugat o solutie apoasa saturata de NaHCOs3 si amestecul a fost extras cu CH,Cl,. Straturile organice
combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupad cromatografie rapida
(CH2CI,:CH30H, de 1a 99:1 la 80:20) s-a obtinut compusul 28-R (50 mg, 75%).

Ri= 0,20 (CH2C|2:CH3OH, lOZl).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 7,63 (s, 1 H), 7,16 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,81 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
6,77 (dd, J=8,8, 2,3 Hz, 1 H), 6,56 (s, 1 H), 6,21 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 6,00 (d, J=1,2 Hz, 1 H), 5,77 (s, 1
H), 5,00 (d, J = 11,8 Hz, 1 H), 4,63 (s, 1 H), 4,35 (s, 1 H), 4,27 (d, J = 5,0 Hz, 1 H), 4,22 - 4,04 (m, 3H),
3,79 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 3,48 - 3,40 (m, 2H), 3,00 (dd, J = 15,3, 4,8 Hz, 1 H), 2,92 (d, J = 5,4 Hz, 2H),
2,71 (dd, J = 15,3, 10,1 Hz, 1 H), 2,46 (d, J = 14,9 Hz, 1 H), 2,34 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,21 (d, J = 15,0
Hz, 1 H), 2,15 (s, 3H), 2,07 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 838.8 (M+H)*.

B)

B)

AgNO3

28-R 29-R

[0368 ] La o solutie de 28-R (50 mg, 0,06 mmol) in CH3CN:H,0 (2:1, 4,2 mL, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO:s; (304 mg, 1,80 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, s-a addugat un amestec 1:1 de solutii apoase saturate
de NaCl si NaHCO3 s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CHCly, s-a agitat timp de 30 de minute si s-a
extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na.SO. anhidru, s-au filtrat si
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concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl>:CH3OH de la 99:1
la 70:30) obtindndu-se 29-R (30 mg, 60%).

Ri= 0,15 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 7,68 (s, 1 H), 7,14 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 6,80 (d, J = 2,4 Hz, 1 H),
6,76 (dd, J=8,8,2,4 Hz, 1 H), 6,57 (s, 1 H), 6,17 (d, J=1,3 Hz, 1 H), 5,95 (d, J=1,3Hz, 1 H), 5,75 (s, 1
H), 5,12 (d, J= 11,5 Hz, 1 H), 4,85 (s, 1 H), 4,56 - 4,46 (m, 2H), 4,17 (s, 1 H), 4,10 (dd, J=9,9,4,9 Hz, 1
H), 4,05 (dd, J = 11,4, 2,0 Hz, 1 H), 3,78 (s, 3H), 3,76 (s, 3H), 3,51 (s, 1H), 3,48 - 3,42 (m, 2H), 3,23 (s,
1H), 3,00 (dd, J = 15,3, 4,9 Hz, 1 H), 2,90 - 2,77 (m, 2H), 2,71 (dd, J = 15,2, 9,9 Hz, 1 H), 2,48 (d, J =
14,6 Hz, 1 H), 2,34 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 2,20 (d, J = 14,6 Hz, 1 H), 2,14 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDCls): 175,6, 171,0, 168,7, 154,1, 147,3, 145,6, 143,1, 141,3, 140,8,
131,1, 130,4, 126,5, 121,9, 121,5, 121,3, 115,5, 112,9, 112,7, 112,0, 109,1, 101,9, 100,2, 81,5, 62,8, 61,7,
60,4, 57,9, 57,8, 56,0, 55,8, 54,8, 53,4, 42,5, 41,2, 40,3, 29,7, 24,6, 23,8, 20,5, 15,9, 9,8.

ESI-MS m/z: 811,6 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 811,2687 [M-H,O+H]* (Calculat pentru CsH3NsO01S 811,2644).

Exemplul de referinta 17.

A)

La o solutie de compus 1 (2,0 g, 3,21 mmoli) in acetonitril (200 ml, 0,01 M) s-a adadugat
clorhidrat de 2-benzofuran-3-il-etilamina (30) (1,90 g, 9,65 mmol, Sigma Aldrich) si clorurd cianurica
(TCT) (200 mg, 10%). Amestecul de reactie a fost agitat la 85 °C timp de 24 de ore si apoi s-a adaugat
solutie apoasa saturata de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CH2Cl,. Straturile organice combinate au
fost uscate pe Na>SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc,
de la 9:1 la 1:9) s-a obtinut compusul 31 (1,95 g, 79%).

Rs= 0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,38-7,36 (m, 2H), 7,19-7,10 (m, 2H), 6,64 (s, 1 H), 6,20 (d, J =
1,5 Hz, 1 H), 6,05 (d, J =1,5Hz, 1 H), 5,76 (s, 1 H), 5,05 (d, J = 11,7 Hz, 1 H), 4,54 (s, 1 H), 4,33-4,24
(m, 2H), 4,23-4,16 (m, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,49-3,38 (m, 2H), 3,28- 3,21 (m, 1H), 3,06-2,78 (m, 5H), 2,57-
2,50 (m, 2H), 2,37 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,21 (m, 3H), 2,08 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 765,3 (M+H)*.

B)

B)

AGNO,
CHsCN / H;0

31 32

La o solutie de compus 31 (380 mg, 0,49 mmol) in CH3CN:H>0O (1,39:1, 25 ml, 0,015 M) s-a
adaugat AgNOs (1,30 g, 7,45 mmol). Dupd 5 ore la 23 °C, s-a adaugat un amestec 1:1 de solutii apoase
saturate de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH,Cl,, s-a agitat timp de 5 minute
si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, s-au filtrat si
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 85:15) pentru a se obtine compusul 32 (175 mg, 47%).
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R¢= 0,40 (CH,Cl,:CH3OH, 9:1).

H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,35 (ddd, J = 10,7, 7,6, 1,1 Hz, 2H), 7,14 (dtd, J = 19,7, 7,3, 1,3
Hz, 2H), 6,65 (s, 1 H), 6,16 (d, J= 1.5 Hz, 1 H), 6,01 (d, J = 1,5 Hz, 1 H), 5,75 (s, 1 H), 5,15 (dd, J =
11,5, 1,2 Hz, 1 H), 4,80 (s, 1 H), 4,48 (d, J = 3,2 Hz, 1 H), 4,44 (s, 1 H), 4,20-4,06 (m, 2H), 3,81 (s, 1 H),
3,50 (d, J = 18,8 Hz, 1H), 3,30 (ddd, J = 12,6, 7,9, 5,1 Hz, 1 H), 3,22 (d, J= 9,1 Hz, 1 H), 2,99 (d, J =
17,9 Hz, 1 H), 2,84 (dd, J = 19,2, 12,0 Hz, 3H), 2,59-2,49 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,21-2,14
(m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,06 ( s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CDCls): & 171,2, 168,7, 154,4, 150,0, 147,9, 145,5, 142,9, 140,9, 140.8,
131,3, 129,0, 127,7, 1237, 122,2, 121,2, 120,8, 118,9, 118,3, 115,5, 1135, 111,7, 101,7, 82,1, 62,7,
61,7, 60,3, 57,8, 57,4, 55,9, 550, 42,2, 41,3, 39,7, 382, 29,7, 237, 21,3, 20,6, 15,9, 9,7. ESI-
MS m/z: 738,6 (M-H20+H)".

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 756,2654 [M+H]* (Calculat pentru CsoHzN3010S 756,2585).

Exemplul de referinta 18.

A)

La o solutie de 1 (500 mg, 0,80 mmol) in acid acetic (10 mL, 0,08 M) s-a adaugat clorhidrat de
2-(5-metoxibenzofuran-3-il)-ctilamina (33) (Diverchim, ref: DW04590) (444 mg, 1,60 mmol). Amestecul
de reactie a fost agitat la 50°C timp de 6 zile si apoi acidul acetic a fost evaporat. S-a adaugat o solutie
apoasd saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost
uscate pe Na»SOs anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupé cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, 1:1)
se obtinut 34 (270 mg, 43%).

Ri= 0,3 (Hexan:EtOAc, 1:1).

!H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 7,25 (d, J = 9,1 Hz, 1 H), 6,80-6,73 (m, 2H), 6,63 (s, 1 H), 6,18
(d,J=14Hz 1H),6,03(d, J=1,4Hz 1H),5,78 (s, 1 H), 5,03 (dd, J = 11,5, 1,3 Hz, 1 H), 4,52 (s, 1 H),
4,29 (s, 1 H), 4,26 (dd, J=4,7, 1,5 Hz, 1H), 4,23-4,16 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,46-3,43 (m,
1H), 3,43-3,37 (m, 1H), 3,24 (s, 1 H), 3,03 (d, J = 18,0 Hz, 1 H), 2,91 (dd, J = 17,9, 9,2 Hz, 1 H), 2,87-
2,72 (m, 2H), 2,53-2,47 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,06 ( s, 3H).

ESI-MS m/z: 795,8 (M+H)".

B)

B) MeQ

AgNO;

34 35

La o solutie de 34 (345 mg, 0,43 mmol) in CH3CN:H.O (1,39: 1, 30 ml, 0,015 M) s-a adaugat
AgNO:s (2,20 g, 13,0 mmol). Dupa 3 ore la 23 °C, s-a adaugat un amestec 1: 1 de solutii apoase saturate
de NaCl si NaHCOs, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CHCly, s-a agitat timp de 5 minute si s-a
extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au filtrat i s-au
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concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 85:15) pentru a se obtine 35 (175 mg, 51%).

Ri= 0,35 (CH.Cl,:CH30H, 9:1).

H RMN (500 MHz, CDs0D): 6 7,27 (d, J =9,0 Hz, 1 H), 6,90 (d, J = 2,6 Hz, 1 H), 6,80 (dd, J =
9,0,2,6 Hz, 1 H), 6,57 (s, 1 H), 6,23 (d, J =1,2 Hz, 1 H), 6,05 (d, J=1,2 Hz, 1 H), 5,23 (d, J= 11,5 Hz, 1
H), 4,27-4,08 (m, 4H), 3,77 (s, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,63 (d, J = 14,1 Hz, 2H), 3,40-3,34 (m, 2H), 2,93-2,87
(m, 5H), 2,80 (d, J = 15,5 Hz, 1 H), 2,57-2,54 (m, 2H), 2,34 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,05 (s,
3H).

13C RMN (126 MHz, CDsOD): § 171,9, 170,6, 157,5, 147,0, 145,0, 142,3, 141,0, 132,2, 131,1,
129,1, 122,2, 120,9, 120,2, 116,3, 115,1, 114,0, 112,7, 111,4, 103,5, 102,7, 92,9, 62,0, 60,3, 59,8, 59,4,
56,5, 56,2, 56,0, 54,0, 43,8, 41,2, 40,7, 30,8, 30,3, 28,7, 24,5, 21,6, 20,6, 16,2, 9,6. ESI-MS m/z: 768,6
(M-H20+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 768,2630 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Ca1H42N3010S 768,2585).

Exemplul de referinti 19

COOH OH
NH, . NH;
A\ LIAIH/THF N
o HoS0, ol
365 37-8

La o solutie de LiAlH4 (148 mL, 1,0 M in THF, 148 mmol) la -40 °C a fost adaugat cu grija
H2SO4 (7,14 mL, 72,9 mmol) si o suspensie de acid (S)-2-amino-3-(benzofuran-3-il)propanoic (36-S)
(preparat asa cum este descris 1n Tetrahedron Asymmetry 2008, 19, 500-511) (5,54 g, 26,9 mmol) in THF
(85 mL, 0,003 M). Amestecul de reactie a fost lasat sa evolueze la 23 °C, incialzit la 80 °C timp de 3 ore si
18 ore la 23 °C. Dupa ce s-a racit la -21 °C amestecul de reactie a fost stins cu grija cu NaOH 2N péna la
pH bazic. S-a addugat EtOAc si amestecul s-a filtrat prin Celitd® si s-a spalat cu CH3OH. Produsul brut a
fost concentrat in vid pentru a da compusul 37-S (3,93 g, >100%).

R=0,1 (CH2C|21CH3OH, 4:1).

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,67 - 7,62 (m, 1 H), 7,61 (s, 1 H), 7,51 - 7,41 (m, 1 H), 7,34 -
7,18 (m, 2H), 3,69 - 3,48 (m, 1 H), 3,44 (dd) , J = 10,8, 6,6 Hz, 1 H), 3,18 (dtd, J = 7,4, 6,4, 4,6 Hz, 1 H),
2,88 (ddd, J=14,4,6,1, 1,0 Hz, 1 H), 2,68 (ddd, J = 14,4, 7,5,0,9 Hz, 1 H).

Exemplul de referinta 20

COCH :.--OH
NHs . NH,
A LiAIHTHF A
ot Hp S0y o
36-R 37-R

La o solutie de LiAlH4 (118 mL, 1,0 M in THF, 118 mmol) la -40 °C a fost adaugat cu grija
H2SO4 (3,1 mL, 57,8 mmol) si o suspensie de acid (R)-2-amino-3-(benzofuran-3-il) propanoic (36-R)
(preparat asa cum este descris in Tetrahedron Asymmetry 2008, 19, 500-511) (4,4 g, 21,4 mmol) in THF
(67,4 mL, 0,003 M). Amestecul de reactie a fost lasat sa evolueze la 23 °C, s-a Incalzit la 80 °C timp de 3
ore si 18 ore la 23 °C. Racit la -21 °C amestecul de reactie a fost stins cu grija cu NaOH 2N pana la pH
bazic. S-a adaugat EtOAc si amestecul s-a filtrat prin Celita® si s-a spalat cu CHsOH. Produsul brut a fost
concentrat in vid. Dupa cromatografie rapidd (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1 la 85:15, Silice amind) s-a
produs compusul 37-R (2,77 g, 68%).

Ri= O,l (CHzClz:CH3OH, 41)

!H RMN (400 MHz, CD30D): 6 7,63 - 7,52 (m, 1 H), 7,56 (s, 1 H), 7,46 - 7,33 (m, 1 H), 7,21
(dtd, J = 19,9, 7,3, 1,3 Hz, 2H), 3,57 (dd, J = 10,7, 4,6 Hz, 1 H), 3,42 (dd, J = 10,8, 6,6 Hz, 1 H), 3,15
(dtd, J=7,6, 6,3, 4,6 Hz, 1 H), 2,84 (ddd, J = 14,4, 6,0, 1,0 Hz, 1 H), 2,64 (ddd, J= 14,4, 7,5,09 Hz, 1
H).

Exemplul de referinta 21
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A)

La o solutie de compus 1 (850 mg, 1,36 mmol) in CH3CN (136 mL, 0,01 M) s-au adaugat (S)-2-
amino-3-(benzofuran-3-il)propan-1-ol (37-S) (1,30 g, 6,83 mmol si clorurd de cianurd (TCT) (170 mg,
20%). Amestecul de reactie a fost agitat la 85 °C timp de 24 de ore si apoi a fost addugata solutie apoasa
saturatd de NaHCOj3 si amestecul a fost extras cu CH2Cl.. Straturile organice combinate au fost uscate pe
Na»SO, anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de 1a 9:1 la
1:9) se obtine compusul 38-S (750 mg, 69%).

Rs= 0,25 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,39 - 7,33 (m, 1 H), 7,33 - 7,29 (m, 1 H), 7,20 (ddd, J = 8,3, 7,2,
1,4Hz,1H),714 (td, J=7,4,1,0 Hz, 1 H), 6,61 (s, 1 H), 6,21 (d, J=1,4 Hz, 1 H), 6,06 (d, J=1,4 Hz, 1
H), 5,74 (s, 1 H), 5,08 (d, J = 11,2 Hz, 1 H), 4,58 (s, 1 H), 4,37 (s, 1 H), 4,32 - 4,23 (m, 2H), 4,19 (d, J =
2,7 Hz, 1 H), 3,81 (s, 3H), 3,52 - 3,41 (m, 3H), 3,36 - 3,29 (m, 1 H), 3,13 (d, J = 9,8 Hz, 1 H), 3,00 - 2,81
(m, 3H), 2,57 (dd, J = 15,7, 4,9 Hz, 1 H), 2,50 (d, J = 15,2 Hz, 1 H), 2,37 (s, 3H), 2,31 - 2,25 (m, 1 H),
2,29 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,10 (d, J = 7,2 Hz, 1 H), 2,05 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 795.2 (M)".

B)

B)

AgNO,

CH,CN/ H,0

38-8 39-8

La o solutie de compus 38-S (890 mg, 1,12 mmol) in CH3CN:H,0 (1,39:1, 75 ml, 0,015 M) s-a
adaugat AgNOs (4,70 g, 28,0 mmol). Dupa 18 ore la 23 °C, un amestec 1:1 de solutii apoase saturate de
NaCl si NaHCOs s-a adaugat, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CHCl,, s-a agitat timp de 5 minute
si s-a extras cu CH.Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na;SO4 anhidru, filtrat si
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 85:15) pentru a da compusul 39-S (500 mg, 57%).

R¢#= 0,30 (CH:Cl,:CH30H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 7,38 - 7,33 (m, 1 H), 7,33 - 7,28 (m, 1 H), 7,23 - 7,16 (m, 1 H),
7,16 - 7,09 (m, 1 H), 6,62 (s, 1 H), 6,18 (d, J= 1,4 Hz, 1 H), 6,03 (d, J = 1,4 Hz, 1 H), 5,71 (s, 1 H), 5,19
(d,J=11,2 Hz, 1 H), 4,85 (s, 1 H), 4,49 (s, 2H), 4,24 - 4,10 (m, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,54 (d, J=4,9 Hz, 1
H), 3,49 (d, J = 2,3 Hz, 3H), 3,33 (t, J = 10,1 Hz, 2H), 3,22 (s, 1 H), 2,98 (s, 1 H), 2,84 (d, J = 7,6 Hz,
2H), 2,62 - 2,53 (m, 2H), 2,37 (s, 3H), 2,30 - 2,24 (m, 1H), 2,28 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CDCls): § 172,0, 170,7, 156,1, 150,6, 149,9, 147,1, 145,0, 142,4, 142,2,
132,0, 131,4, 128,7, 125,5, 123,8, 122,6, 121,6, 120,1, 116,5, 114,4, 112,3, 103,5, 92,6, 66,0, 65,1 , 62,2,
60,4, 59,7, 56,6, 56,1, 54,8, 54,1, 51,6, 44,0, 41,3, 38,3, 30,8, 24,8, 20,6, 16,3, 9,6. ESI-MS m/z: 768.2
(M-H20+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 768,2652 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Cs1H42N3010S 768,2585)
Exemplul de referinta 22.
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A)

TCT

La o solutie de compus 1 (100 mg, 0,16 mmol) in CH3CN (16 mL, 0,01 M) s-a adaugat (R)-2-
amino-3-(benzofuran-3-il)propan-1-ol (37-R) (307 mg, 1,6 mmol) si clorurd cianuricd (TCT) (40 mg,
40%). Amestecul de reactie a fost agitat la 85 °C timp de 44 de ore si apoi s-a addugat solutie apoasa
saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras cu CH2Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe
Na»SO, anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de 1a 9:1 la
1:9) s-a obtinut compusul 38-R (95 mg, 75%).

Rs= 0,3 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,42 - 7,27 (m, 2H), 7,28 -7,09 (m, 2H), 6,58 (s, 1 H), 6,20
(d,J=14Hz,1H),6,05(d,J=1,4Hz, 1H),5,79 (s, 1 H), 5,00 (d, J=11,4 Hz, 1 H), 4,59 (s, 1 H), 4,34
(s, L H), 4,31 - 4,16 (m, 4H), 3,80 (s, 3H), 3,79 - 3,76 (m, 1 H), 3,63 (s, 1 H), 3,54 - 3,40 (m, 4H), 2,99 -
2,87 (m, 2H), 2,68 (d, J = 15,0 Hz, 1 H), 2,56 - 2,47 (m, 1 H), 2,38 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,17 (s, 3H),
2,07 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 795,2 (M+H)*.

B)

B)

AgNO4

_ -

CH3CN / H,0

38R 39R

La o solutie de compus 38-R (95 mg, 0,11 mmol) in CH3CN:H>0 (1,39:1, 11 ml, 0,015 M) s-a
addugat AgNOs (601 mg, 3,58 mmol). Dupa 18 ore la 23 °C, un amestec 1:1 de solutii apoase saturate de
NaCl si NaHCOs s-a adaugat, s-a agitat timp de 15 min, s-a diluat cu CH,Cl,, s-a agitat timp de 5 minute
si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na:SO4 anhidru, s-au filtrat si
concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 99:1
la 85:15) pentru a da compusul 39-R (66 mg, 70%).

Rs= 0,3 (CH.Cl2:CH30H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 7,39 - 7,31 (m, 2H), 7,23 - 7,07 (m, 2H), 6,59 (s, 1 H), 6,17
(d,J=14Hz 1H),6,01(d,J=1,4Hz 1H),5,75 (s, 1 H), 512 (dd, J = 11,3, 1,2 Hz, 1 H), 4,84 (s, 1 H),
4,56 - 4,43 (m, 2H), 4,19 - 4,07 (m, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,83 - 3,74 (m, 1H), 3,66 - 3,51 (m, 3H), 3,24 (s,
1H), 2,99 - 2,79 (m, 2H), 2,75 - 2,64 (m, 1H), 2,59 - 2,43 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,16 (s, 3H),
2,07 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, CD30D): § 170,5, 169,1, 154,9, 1489, 148,5, 145,7, 143,6, 141,1, 140,8,
130,6, 129,9, 127,1, 1245, 1224, 122 ,4, 121,2, 120,3, 118,7, 118,2, 115,1, 113,6, 110,9, 102,1, 91,1,
65,0, 63,3, 60,2, 59,0, 58,4, 55,4, 54,5, 52,7, 52,3, 42,5, 38,7, 29,4, 23,5, 23,2, 19,1, 14.8, 8.3.

ESI-MS m/z: 768,2 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 767,2628 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Cs1Ha2N3010S 768,2585).

Exemplul de referinta 23. Prepararea N-[(S)-2-amino-3-(benzofuran-3-il)propil]carbamatului de alil (44-
S).



MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

53
_Bug0 | OH Ftahrmda % ;
GHCN o NHBoc DEAD MHBoG
40-5 41-5
NH-NHzH 0
EtOH
Qj/YNHAlloc TFADCM %NHAIIOC AllocCl QI/Y‘NHZ
NHEoc DIPEA o | NHEo
CHLCN
44.5 DME 42-5
A)
BOGZO Qj/\'/\
“CHCN NHBoc
37-8 40-S

La o solutie de compus 37-S (1.0 g, 5,22 mmol) in CH3CN (21 mL, 4 mL/mmol) s-a adaugat di-
5 tert-dicarbonat de butil (2,28 g, 10,4 mmoli). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 2 ore si s-
a concentrat in vid. Dupd cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3sOH, de la 99:1 la 85:15) s-a obtinut
compusul 40-S (0,5 g, 33%).
R= 0,7 (CH2C|21CH3OH, 9:1).
IH RMN (400 MHz, CDCls): 8 7,64 (d, J = 7,6 Hz, 1 H), 7,49 (s, 1 H), 7,46 (d, J = 7,6 Hz, 1 H),
10 7,36 - 7,19 (m, 2H), 4,94 (s, 1 H), 3,98 (s, 1 H), 3,71 - 3,56 (m, 2H), 2,93 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 1,41 (s,

9H).
B)
B) O,
PFh- N
| QH  Ftalimida |
DEAL O
O NHBac DCM ¥ NHBoc
40-5 41-8

La o solutie de compus 40-S (0.5 g, 1,71 mmol) in CH>Cl; (11 mL, 6 mL/mmol) s-a addugat
ftalimida (0,55 g, 3,77 mmol), trifenilfosfina (0,99 g, 3,77 mmol) si amestecul s-a racit la 0°C. O solutie
15  de 40% azodicarboxilat de dietil in CH2Cl (1.26 mL, 4,29 mmol) a fost adaugata timp de 15 min. Reactia
a fost agitatda la 23°C timp de 18 ore, concentratd in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin
cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 99:1 la 40:60) pentru a da compusul 41-S (0.68 g, 94%).
R¢= 0,8 (CHCl:CH30H, 9:1).
'H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,89 - 7,79 (m, 2H), 7,83 - 7,62 (m, 2H), 7,65 - 7,55 (m, 2H),
20 7,49-7,42 (m, 1H), 7,33 - 7,20 (m, 2H), 483. d, J =9,0 Hz, 1 H), 4,39 (ddt, J = 12,1, 6,3, 2,9 Hz, 1 H),
3,88 - 3,70 (m, 2H), 2,96 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,24 (s, 9H).

&)
0) (o) ? >
Qj/\(N NHz-NH, H,0 QTYNHZ
0 | NHBoc © EoH © e
418 42-8

La o solutie de compus 41-S (345 mg, 0,82 mmol) in etanol (25 mL, 30 mL/mmol) s-a adaugat
25 hidrazina monohidrat (3,6 mL, 73,8 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 80 °C intr-un tub sigilat
timp de 2 ore si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl:CH3sOH, de la 100:1 la 50:50)
s-a obtinut compusul 42-S (233 mg, 98%).
Ri= 0,1 (CHzClz:CH3OH, 82)
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IH RMN (400 MHz, CDCla): & 7,62 (d,J = 7,5 Hz, 1 H), 7,49 - 7,42 (m, 2H), 7,33 - 7,18 (m,
2H), 4,85 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 3,91 (s, 1 H), 2,91 - 2,76 (m, 3H), 2,67 (dd, J = 13,1, 6,8 Hz, 1 H), 1,25 (s,
9H).

D)

D)
| NH, AllocCl NHAlloc
NHBoc DIPEA | NHBoc

0 CHACN/ DMF 0
42-8 43-S

La o solutie de compus 42-S (280 mg, 0,96 mmol) in CH3CN (10 mL, 10 mL/mmol) si DMF
(16 mL, 1 mL/mmol) s-a adaugat N,N-diizopropiletilamina (0,14 mL, 0,77 mmol) si cloroformiat de alil
(1,02 mL, 9,64 mmol). Reactia a fost agitata la 23 °C timp de 2 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc si
s-a addugat NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe
Na,SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100) pentru a da compusul 43-S (445 mg, >100%).

Ri=0,5 (Hexan:EtOAc, 1:1).

!H RMN (400 MHz, CDCls): 4 7,60 (d, J = 7,6 Hz, 1 H), 7,52 - 7,43 (m, 2H), 7,34 - 7,20 (m,
2H), 5,90 (ddt, J = 16,4, 10,8, 5,6 Hz, 1 H), 5,32 - 5,17 (m, 2H), 4,93 - 4,86 (m, 1 H), 4,56 (d, J = 5,6 Hz,
2H), 4,08 - 3,98 (m, 1 H), 3,40 - 3,21 (m, 2H), 2,88 (m, 2H), 1,25 (s, 9H).

E)
E)
| NHAlloc ~ [FA/DCM | NHAlloc
o NHBoc o NH;
438 448

La o solutie de compus 43-S (160 mg, 0,43 mmol) in CH2Cl, (8 mL, 16,6 mL/mmol) s-a addugat
acid trifluoracetic (4 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 1,5 ore si s-a
concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl,:CH3OH, de la 100:1 la 50:50) s-a obtinut compusul
44-S (175 mg, >100%).

R=0,2 (CH2C|21CH3OH, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § 7,72 (s, 1 H), 7,64 (dt, J = 8,4, 0,9 Hz, 1 H), 7,49 (dt, J = 8,4,
0,9 Hz, 1 H), 7,37 - 7,22 (m, 2H), 5,94 (ddt, J = 16,3, 10,7, 5,5 Hz, 1 H), 5,32 (dqg, J = 17,3, 1,7 Hz, 1 H),
5,19 (dg, J = 10,6, 1,5 Hz, 1 H), 4,56 (dt, J=5,7, 1,5 Hz, 2H), 3,56 (qd, J = 7,0, 4,4 Hz, 1 H), 3,46 - 3,32
(m, 1 H), 3,32 -3,24 (m, 1 H), 3,03 (dd, J = 14,8, 6,9 Hz, 1 H), 2,91 (ddd, J = 14,8, 7,1, 0,9 Hz, 1 H).

Exemplul de referinta 24. Prepararea N-[(R)-2-amino-3-(benzofuran-3-il)propil]carbamatului de alil
(44-R).

~OH
gg’\m Qﬁ - PPhs Qﬁ __z@
A _Boc0 OH  Ftalimida_
o CH;CN NHBoc DEAD NHEBoo
41-R

NH_-NH; H&
EtOH

Qj/\ SNHAlloe  TFA/DCM % “NHAlloc AllOCC! %--““NHZ
NHBoc D!PEA o | NHEBo:
CHGN / DMF
44-R a3-R
—OH
{ NH; BocQo % S ~0H
0 CH3CN NHBoc

4R
A)
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La o solutie de compus 37-R (2.75 g, 14,4 mmol) in CH3CN (58 mL, 4 mL/mmol) s-a addugat
di-tert-dicarbonat de butil (6,27 g, 28,76 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 2,5 ore
si s-a concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl»:CH3sOH, de la 99:1 la 85:15) pentru a da
compusul 40-R (3,7 g, 88%).

Rs= 0,6 (CH.Cl2:CH3s0H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,64 (d,J = 7,6 Hz, 1 H), 7,52 - 7,43 (m, 2H), 7,35 - 7,20 (m,
2H), 4,85 (d, J=8,2 Hz, 1 H), 4,00 (bs, 1 H), 3,69 (dd, J = 11,0, 4,0 Hz, 1 H), 3,62 (dd, J = 10,9, 5,1 Hz,
1 H), 2,94 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 1,42 (s, 9H).

B)
B) 0!
S PPha \__N
%..| OH Ftalimids %_-.
NHBge ~ DEAD ©

o DCM O NHBoc

40-R 41-R

La o solutie de compus 40-R (3.7 g, 12,7 mmol) in CH2Cl, (76 mL, 6 mL/mmol) s-au adaugat
ftalimida (4,1 g, 28 mmol), trifenilfosfina (7,3 g, 28 mmol) si amestecul s-a racit la 0°C. O solutie de 40%
azodicarboxilat de dietil in CH2Cl, (9,4 mL, 31,7 mmol) a fost addugata timp de 15 min. Reactia a fost
agitata la 23°C timp de 16 ore, s-a concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapidd (CH2Cl2:CH3OH, de la 99:1 la 85:15) pentru a da compusul 41-R (4.05 g, 76%).

R#= 0,8 (CH2CI;:CH30H, 9:1).

IH RMN (400 MHz, CDCl53): & 7,67 - 7,68 (m, 4H), 7,61 (d, J = 7,5 Hz, 1 H), 7,58 (s, 1 H), 7,46
(d,J=75Hz,1H), 727 (dtd, J= 17,2, 7,3, 1,4 Hz, 2H), 4,84 (d, J = 9,0 Hz, 1 H), 4,46 - 4,30 (m, 1 H),
3,89 - 3,66 (m, 2H), 2,97 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 1,24 (s, 9H).

C)
C) 0
| \ NH-NHy Ho0 o NHBoG
o) NHBoc EtOH
41-R 42-R

La o solutie de compus 41-R (4,0 g, 9,5 mmol) in etanol (285 mL, 30 mL/mmol) s-a adaugat
hidrazind monohidrat (41,5 mL, 856 mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 80 °C intr-un tub sigilat
timp de 2 ore si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30OH, de la 100:1 la 50:50)
pentru a da compusul 42-R (2,2 g, 80%).

Rs= 0,1 (CH.Cl>:CHsOH, 8:2).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,60 (d, J=7,5Hz, 1 H), 7,45 (s, 1 H), 7,44 (d, J = 7,1 Hz, 1 H),
7,25 (dtd, J = 18,8, 7,3, 1,3 Hz, 2H), 4,94 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 3,98 - 3,78 (m, 1 H), 2,90 - 2,77 (m, 2H),
2,65 (dd, J =13,1, 7,0 Hz, 1 H), 1,40 (s, 9H).

D)
Qj/\.m\r\m2 AllocCl %.-\‘\NHAIIOC
0 | NHBoc CH;:!IG%MF 0 | NHBoc
42R 43R

La o solutie de compus 42-R (2.2 g, 7,6 mmol) in CH3CN (76 mL, 10 mL/mmol) si DMF (7,6
mL, 1 mL/mmol) s-au addugat N,N-diizopropiletilamina (1,1 mL, 6,08 mmol) si cloroformiat de alil
(8,05 mL, 76 mmol). Reactia a fost agitata la 23 °C timp de 7 ore. Amestecul a fost diluat cu EtOAc si s-a
adaugat NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost uscate pe
Na,SO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie
rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la 1:100) pentru a da compusul 43-R (2.3 g, 81%).

Rs= 0,7 (Hexan:EtOAc, 1:1).

D)
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IH RMN (400 MHz, CDCla): § 7,60 (d,J = 7,5 Hz, 1 H), 7,52 - 7,43 (m, 2H), 7,34 - 7,20 (m,
2H), 5,90 (ddt, J = 17,3, 10,8, 5,6 Hz, 1 H), 5,29 (d, J = 17,2, 1 H), 5,20 (d, J = 10,4, 1 H), 5,10 (t, J = 6,2
Hz, 1 H), 4,86 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 4,56 (d, J = 5,4, 2H), 4,08 - 3,97 (m, 1 H), 3,36 (dt, J = 10,7, 4,7 Hz, 1
H), 3,30 - 3,23 (m, 1 H), 2,87 (td, J = 14,8, 6,5 Hz, 2H), 1,41 (s, 9H).

E)
E)
| ~“~NHAlloc  1FA/DCM | ~~~NHAlloc
o NHBoc o NH;
43-R 44-R

La o solutie de compus 43-R (1,32 g, 3,52 mmol) in CH2Cl, (60 mL, 16,6 mL/mmol) s-a adaugat
acid trifluoracetic (30 mL, 8,3 mL/mmol). Amestecul de reactie a fost agitat la 23°C timp de 1,5 ore si s-a
concentrat in vid. Dupa cromatografie rapidda (CH2Cl2:CH30OH, de la 100:1 la 50:50) pentru a da
compusul 44-R (0,90 g, 94%).

Rs= 0,2 (CH.Cl2:CH30H, 9:1).

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,75 (s, 1 H), 7,69 - 7,61 (m, 1 H), 7,54 - 7,46 (m, 1 H), 7,39 -
7,24 (m, 2H), 5,95 (ddt, J = 16,3, 10,8, 5,5 Hz, 1 H), 5,32 (dd, J = 17,3, 1,8 Hz, 1 H), 5,24 - 5,16 (m, 1
H), 4,57 (dt, J = 5,7, 1,5 Hz, 2H), 3,68 (qd, J = 7.1, 4.2 Hz, 1 H), 3,48 (dd, J = 14,8, 4,2 Hz, 1 H), 3,42 -
3,30 (m, 1 H), 3,24 - 2,95 (m, 2H).

Exemplul de referinta 25
A)

Qj/Y\NHAIIoc
Me | NH,

(e]
44-s

TCT, CH;CN, 85°C

1 45-s

La o solutie de compus 1 (750 mg, 1,2 mmol) in CH3CN (120 mL, 0,01 M) s-au adaugat
compusul 44-S (1370 mg, 6 mmol) si clorura cianurica (TCT) (184 mg, 20%). Amestecul de reactie a fost
agitat la 85 °C timp de 23 de ore si apoi s-a adaugat solutie apoasa saturatd de NaHCO3 si amestecul a
fost extras cu CH,Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au filtrat si
concentrat In vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 9:1 la 1:9) s-a obtinut compusul 45-
S (755 mg, 72%).

R¢= 0,36 (Hexan:EtOAc, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): § 7,38 - 7,28 (m, 2H), 7,23 - 7,08 (m, 2H), 6,67 (s, 1 H), 6,19
(d,J=1,4Hz, 1 H),6,09-5,95(m, 1H),6,04(d,J=14Hz 1H),592(s,1H),5,80(s, 1H),544-534
(m, 1 H), 5,26 (dg, J= 10,4, 1,3 Hz, 1 H), 5,08 (dd, J = 11,4, 1,1 Hz, 1 H), 4,70 - 4,63 (m, 2H), 4,56 (s, 1
H), 4,34 (s, 1 H), 4,31 - 4,18 (m, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,50 - 3,39 (m, 2H), 3,24 - 3,15 (m, 1 H), 3,00 (dt, J =
12,2, 6,0 Hz, 2H), 2,95 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 2,60 (dd, J = 15,4, 4,5 Hz, 2H), 2,44 (dd, J = 15,6, 5,2 Hz,
1H), 2,29 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,25 - 2,20 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,12 (s, 1H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 878,2 (M+H)*.

B)

B)

Me

PACIL(PPhs),
BusSnH y oLt
AcOH, DCM ¢
: Q :
o &N o eN
45.8 46-S

La o solutie de compus 45-S (750 mg, 0,85 mmol) in CH.Cl, (15.3 mL, 18 mL/mmol) s-a
adaugat diclorura de bis(trifenilfosfina)paladiu(Il) (96 mg, 0,14 mmol) si acid acetic (0,5 mL, 8,5 mmol).
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S-a addugat hidrura de tributii staniu (1,4 mL, 5,1 mmol) la 0 °C, iar amestecul de reactie a fost agitat la 0
°C timp de 30 minute si a fost concentrat in vid. Dupé cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de la 100:1 la
1:100 si CH2Cl»:CH30H, de la 100:1 la 1:100) pentru a da compusul 46-S (430 mg, 64%).

R=0,3 (CH2C|21CH30H, l:l).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 7,37 - 7,29 (m, 2H), 7,22 - 7,11 (m, 2H), 6,57 (s, 1 H), 6,21
(d,J=15Hz 1H),6,06 (d,J=15Hz, 1H),5,07(d,J=11,5Hz, 1 H), 457 (s, 1 H), 4,37 (s, 1 H), 4,29
- 4,23 (m, 2H), 4,14 (s, 1 H), 3,79 (s, 3H), 3,50 - 3,47 (m, 2H), 3,38 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 2,95 -2,71 (m,
4H), 2,68 - 2,52 (m, 2H), 2,51 - 2,38 (m, 1H), 2,35 (s, 3H), 2,33 - 2,26 (m, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,17 - 2,08
(m, 1 H), 2,10 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 794,3 (M+H)*.

C)

O

Me  agnO,

! CHACN / HoO ol !
s N—]-Me Me :
O H (e} H
o eN 0o OH

46-S 47-8

La o solutie de compus 46-S (550 mg, 0,7 mmol) in CH3CN:H.O (1,39:1, 49 ml, 0,015 M) s-a
addugat AgNO3 (2.4 g, 14 mmol). Dupéd 16 ore la 23 °C, reactia a fost stinsa cu un amestec 1:1 de solutii
apoase saturate de NaCl si NaHCOs3, agitata timp de 15 minute, diluata cu CHCly, s-a agitat timp de 5
minute si s-a extras cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO. anhidru, s-au
filtrat si s-au concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida
(CH2Cl2:CH30H, de 1a 99:1 la 85:15) pentru a da compusul 47-S (53 mg, 10%).

R¢= 0,1 (CH,Cl,:CH3;0H, 9:1).

IH RMN (500 MHz, CDCl5): 6 7,36 (d, 7,9 Hz, 1 H), 7,33 (d, 7,4 Hz, 1 H), 7,23 (t, J = 7,4 Hz, 1
H), 7,16 (t, J =7,4 Hz, 1 H), 6,77 (s, 1 H), 6,20 (s, 1 H), 6,04 (s, 1 H), 5,92 (s, 1 H), 5,20 (d, J = 11,1 Hz,
1 H), 4,90 (s, 1 H), 4,50 (s, 1 H), 4,46 - 4,39 (m, 1 H), 4,25 (d, J= 11,1 Hz, 1 H), 4,20 (s, 1 H), 3,84 (s,
3H), 3,81 (d, J=4,2 Hz, 1 H), 3,58 (s, 1 H), 3,40 - 3,14 (m, 3H), 2,90 (t, J = 13,0 Hz, 1 H), 2,76 (m, 3H),
2,50 (s, 3H), 2,46 - 2,37 (m, 1 H), 2,32 - 2,26 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

13C RMN (126 MHz, CD3OD): § 170,5, 169,2, 154,6, 149,1, 148,7, 145,7, 143,5, 141,0, 140,9,
131,2,129,6, 126,9, 124,4, 122 5, 121,4, 119,7, 118,7, 115,9, 112,7, 111,0, 110,7, 102,1, 91,2, 63,5, 61,2,
59,2, 58,5, 55.3,54.7, 53,4, 52,7, 43,3, 42,5, 39,9, 36,9, 29,3, 24,1, 23,6, 19,1, 15,0, 8.2.

ESI-MS m/z: 767,2 (M-H,O+H)*.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 767,2794 [M-H,O+H]* (Calculat pentru C41H43sN4OoS 767,2745).

Exemplul de referinta 26.
A)

*NHAlloc

TCT, CH;CN, 85 °C

1 45R
La o solutie de compus 1 (621 mg, 1 mmol) in CH3CN (100 mL, 0,01 M) s-au adaugat compusul

44-R (825 mg, 3 mmol) si clorurd de cianurd (TCT) (248 mg, 40%). Amestecul de reactie a fost agitat la

85 °C timp de 66 de ore si apoi s-a addugat solutie apoasa saturatd de NaHCO3 si amestecul a fost extras

cu CHCl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na,SO4 anhidru, s-a filtrat si s-a concentrat in

vid. Dupa cromatografie rapidd (Hexan:EtOAc, de 1a 9:1 la 1:9) se obtine compusul 45-R (530 mg, 58%).
Ri= 0,4 (Hexan:EtOAc, 1:1).



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

58

'H RMN (400 MHz, CDCls): § 7,42 - 7,28 (m, 2H), 7,23 - 7,08 (m, 2H), 6,60 (s, 1 H), 6,20
(d,J=14Hz 1H), 6,04 (d,J=14Hz, 1 H),601-592(m, 1H), 577 (s, 1H), 544 - 520 (m, 2 H),
5,09 (s, 1 H), 5,04 - 4,96 (m, 1 H), 4,71 - 4,55 (m, 2H), 4,34 (s, 1 H), 4,30 - 4,18 (m, 3H), 3,79 (s, 3H),
3,53 (dd, J = 10,2, 4,4 Hz, 1 H), 3,46 (m, 2H), 3,50 - 3,40 (m, 1 H), 3,03 - 2,87 (m, 2H), 2,67 (d, J = 15,0
Hz, 1 H), 2,47 (dd, J = 15,6, 3,7 Hz, 1 H), 2,40 - 2,32 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,19 - 2,12 (m,
2H), 2,16 (s, 3H), 2,09 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 878,3 (M+H)".

B)

B)

~NHAlloc

Me

PACL(PPhs),
BusSnH
AcOH, DCM
Q H
o éN
45R 48R

La o solutie de compus 45-R (552 mg, 0,63 mmol) in CH2Cl, (11,3 mL, 18 mL/mmol) s-a
adaugat diclorura de bis(trifenilfosfin)paladiu(Il) (70,7 mg, 0,1 mmol) si acid acetic (0,36 mL, 6,3 mmol).
S-a adaugat hidrura de tributilstaniu (1,02 mL, 3,8 mmol) la 0 °C si amestecul de reactie a fost agitat la 0
°C timp de 0,5 ore si concentrat in vid. Produsul brut obtinut a fost diluat cu EtOAc, s-a adaugat solutie
apoasa saturatd de NH4CI si amestecul a fost extras cu EtOAc. Straturile organice combinate au fost
uscate pe Na;SQO4 anhidru, s-au filtrat si concentrat in vid. Dupa cromatografie rapida (Hexan:EtOAc, de
la 100:1 1a 1:100 si EtOAc:CH3OH, de la 100:1 la 1:100) s-a obtinut compusul 46-R (423 mg, 85%).

Rf= 0,3 (CH.Cl2:CHs0H, 1:1).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): § 7,45 - 7,28 (m, 2H), 7,23 - 7,08 (m, 2H), 6,56 (s, 1 H), 6,19
(d,J=14Hz,1H),6,05(,J=14Hz 1H),498(d, J=11,5Hz, 1 H), 4,59 (s, 1 H), 4,34 (s, 1 H), 4,27
(dd,J=5,1,1,7 Hz, 1 H), 4,22 - 4,16 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 3,49 - 3,39 (m, 2H), 3,31 (dg, J=9,8, 5,5, 4,5
Hz, 2H), 2,95 (s, 1 H), 2,83 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 2,74 - 2,51 (m, 3H), 2,35 (s, 3H), 2,32 - 2,21 (m, 2H),
2,26 (s, 3H); 2,16 (s, 3H), 2,06 (s, 3H).

ESI-MS m/z: 794,3 (M+H)*.

C)

O

Me  aAgNO,

CH3CN / H,0O
N—|—Me

: O
o cN o

48-R 47TR

La o solutie de compus 46-R (412 mg, 0,52 mmol) in CHsCN:H,0 (1,39:1, 36 ml, 0,015 M) s-a
adaugat AgNO3 (1,76 g, 10,4 mmol). Dupa 22 de ore la 23 °C, reactia a fost stinsd cu un amestec 1:1 de
solutii apoase saturate de NaCl si NaHCO3, agitata timp de 15 minute, diluatd cu CH2Cl, s-a agitat timp
de 5 minute si s-a extras cu CH2Cl,. Straturile organice combinate au fost uscate pe Na>SO4 anhidru, s-au
filtrat si concentrat in vid. Reziduul obtinut a fost purificat prin cromatografie rapida (CH2Cl,:CH30H, de
la 99:1 la 85:15) pentru a da compusul 47-R (175 mg, 43%).

Ri= O,l (CHzClz:CH3OH, 91)

'H RMN (500 MHz, CDCl3): § 7,34 (dd, J = 11,1, 7,9 Hz, 2H), 7,22 - 7,07 (m, 2H), 6,57 (s, 1
H), 6,17 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 6,01 (d, J=1,2 Hz, 1 H), 5,11 (d, J = 11,2 Hz, 1 H), 4,84 (s, 1 H), 4,53 -
4,47 (m, 2H), 4,21 - 4,07 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 3,56 (d, J=5,1 Hz, 1 H), 3,43 (s, 1 H), 3,24 (d,J=9,1
Hz, 1 H), 2,98 - 2,78 (m, 4H), 2,72 - 2,58 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,35 - 2,27 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,14 (s,
3H), 2,08 (s, 3H).
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13C RMN (101 MHz, CDsOD): § 170,6, 169,1, 155,0, 148,8, 145.6, 143,7, 141,1, 140,8, 130,9,
129,7, 126,9, 124,2, 122,1, 119,6, 118,9, 115,0, 113,2, 112,5, 111,0, 102,1, 91,3, 63,3, 60,4, 59,0, 58,4,
55,3, 54,6, 52,6, 51,1, 44,9, 42,4, 39,8, 38,7, 29,4, 24,0, 23,2, 191, 15,0, 8,3.

ESI-MS m/z: 767,2 (M-H,0O+H)+.

(+)-HR-ESI-TOF-MS m/z: 767,2806 [M-H,O+H]* (Calculat pentru Ca1H43sN4OgS 767,2745).

Exemplul 27. Bioteste in vitro pentru detectarea activitatii antitumorale
Scopul acestui test este de a evalua in vitro activitatea citostatica (capacitatea de a intirzia sau
opri cresterea celulelor tumorale) sau citotoxica (capacitatea de a ucide celulele tumorale) a probelor

testate.

LINIlI CELULARE

Denumire Nr. ATCC Specie  |Tesut Caracteristici

A549 CCL-185 uman plamani carcinom pulmonar (NSCLC)
HT29 HTB-38 uman colon adenocarcinom colorectal
MDA-MB-231 HTB-26 uman san adenocarcinom mamar

PSN1 CRM-CRL-3211 uman pancreas adenocarcinomul pancreasului
PC-3 CRL-1435 uman prostata adenocarcinom de prostata
22Rv1 CRL-2505 uman prostata carcinom de prostata

EVALUAREA ACTIVITATII CITOTOXICE UTILIZAND TESTE COLORIMETRICE SBR SI
MTT

Un test colorimetric, folosind reactia sulforhodaminei B (SRB) a fost adaptat pentru a oferi o
masurare cantitativa a cresterii si viabilitatii celulelor (urmand tehnica descrisd de Skehan si colab. J.
Natl. Cancer Inst. 1990, 82, 1107-1112). Un alt test colorimetric bazat pe reducerea bromurii de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu (MTT) la un formazan violet a fost, de asemenea, utilizat pentru a
evalua activitatea antiproliferativd (urmand tehnica descrisa de Mosmann si colab. J. Immunol. Meth.
1983, 65, 55-63).

Aceste forme de teste folosesc microplaci de culturd celularda cu 96 de godeuri, conform
standardelor Institutului National American de Standarde si ale Societdtii pentru Automatizare si
Screening de Laboratoare (ANSI SLAS 1-2004 (R2012) 10/12/2011. Toate liniile celulare utilizate in
acest studiu au fost obtinute din Colectia Americana de Cultura de Tip (ATCC) si deriva din diferite tipuri
de cancer uman.

Celulele A549, HT29, MDA-MB-231 si PSN1 au fost mentinute in Mediul Eagle Modificat
Dulbecco (DMEM), in timp ce celulele PC-3 si 22Rv1 au fost mentinute in Mediul Roswell Park
Memorial Institute (RPMI). Toate liniile celulare au fost suplimentate cu 10% ser fetal bovin (FBS), 2
MM L-glutamina, 100 U/ml penicilind si 100 U/ml streptomicind la 37 °C, 5% CO2 si 98% umiditate.
Pentru experimente, celulele au fost recoltate din culturi subconfluente folosind tripsinizare si
resuspendate in mediu proaspat nainte de numarare si placare.

Celulele A549, HT29, MDA-MB-231 si PSN1 au fost insamantate pe placi de microtitrare cu 96
de godeuri, la 5000 de celule pe godeu in alicote de 150 pL si lasate sa se ataseze la suprafata placii timp
de 18 ore (peste noapte) in mediu fard medicament. Dupa aceea, o placd martor (netratatd) a fiecarei linii
celulare a fost fixatd (asa cum este descris mai jos) si utilizatd pentru valoarea de referinta de timp zero.
Placile de cultura au fost apoi tratate cu compusi de testare (alicote de 50 uL de solutii stoc 4X in mediu
de culturda complet plus 4% DMSO) folosind zece dilutii in serie 2/5 (concentratii variind de la 10 la
0,003 ng/mL) si culturi triplicate (concentratia 1% finala iIn DMSO). Dupé 72 de ore de tratament, efectul
antitumoral a fost masurat utilizind metodologia SRB: pe scurt, celulele au fost spalate de doua ori cu
PBS, fixate timp de 15 minute in solutie de glutaraldehida 1% la temperatura camerei, clatite de doua ori
in PBS si colorate in solutie de SRB 0,4% timp de 30 min la temperatura camerei. Celulele au fost apoi
clatite de mai multe ori cu solutie de acid acetic 1% si uscate la aer la temperatura camerei. SRB a fost
apoi extras in solutie de baza trizma 10 mM si absorbanta a fost masuratd intr-un cititor de placi
spectrofotometric automat la 490 nm.
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Un numar adecvat de celule PC-3 si 22Rvl1, pentru a atinge o densitate celulara finald in test,
variind de la 5.000 la 15.000 de celule per godeu, in functie de linia celulard, au fost insamantate in placi
cu 96 de godeuri si lasate sa stea in mediu de culturd timp de 24 de ore la 37°C sub 5% CO2 si 98%
umiditate. Apoi, s-au adaugat compusi sau DMSO in mediu de cultura pentru a atinge un volum final de
200 pL si concentratia doritd a compusului intr-un interval care acopera zece dilutii seriale 2/5 incepand
de la 0,1 ug/mL in 1% (vol/vol) DMSO. in acest moment, un set de ,,plici de control timp zero” tratate cu
1% (vol/vol) DMSO au fost prelucrate cu MTT, asa cum este descris mai jos. Restul placilor au fost
incubate timp de 72 de ore in conditiile de mediu mentionate mai sus. Ulterior, 50 pL dintr-o solutie MTT
de 1 mg/mL in mediu de culturd au fost addugate in godeuri si incubate timp de 6-8 ore la 37°C pentru a
permite generarea de cristale de formazan. Mediul de cultura a fost apoi indepartat si 100 uL. de DMSO
pur s-au adaugat in fiecare godeu pentru a dizolva produsul formazan intr-o solutie coloratd a carei
absorbantd la 540 nm a fost In cele din urma masurata intr-un cititor de etichete multiplaci PolarStar
Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Germania).

Efectele asupra cresterii si supravietuirii celulelor au fost estimate prin aplicarea algoritmului
NCI (Boyd MR si Paull KD. Drug Dev. Res. 1995, 34, 91-104). Valorile obtinute in culturi in trei
exemplare au fost ajustate prin regresie neliniarad la o curba logisticd cu patru parametri prin analizd de
regresie neliniard. Au fost calculati trei parametri de referintd (conform algoritmului NCI mentionat
anterior) prin interpolarea automata a curbelor obtinute printr-0 astfel de potrivire: Gls;= concentratia de
compus care produce 50% inhibare a cresterii celulare, In comparatie cu culturile martor; TGI = inhibarea
totala a cresterii celulare (efect citostatic), iIn comparatie cu culturile martor si LCsgp = concentratia
compusului care produce 50% efect citotoxic net de distrugere a celulelor).

Tabelele 1-7 ilustreaza datele despre activitatea biologicd a compusilor prezentei inventii
impreund cu activitatea biologicd a compusilor de referintad. Tabelele 8-9 furnizeaza date despre
activitatea biologicd a mai multor compusi ai inventiei In comparatie cu analogii lor cu o grupare de acid
carboxilic. Compusii
3-S, 3a-S, 3-R, 4-S, 4a-S, 4-R, 18-S, 18-R, 19-S si 19-R sunt doar compusi conform prezentei inventii
din tabelele 1-9. Alti compusi precum compusii A, B, E, F, ET-736, PM01183, 14-S, 15-S, 28-S, 28-R,
29-S, si 29-R, nu fac parte din prezenta inventie.

Tabel 1. Activitate biologicad (Molar)

Compus Compus de referinta

Q H
o Ry

3-SR: =CN, Ry =-CH:0OH

3a-S R; = CN, R4 = -CH20AC

10-S R: = CN, R4 = -CH>NHAlloc

11-SR1 = CN, R4 = -CH2NH: AR:=CN
4-S Ry = OH, R4 = -CH.0OH CR:=0OH
4a-S Ry = OH, R4 = -CH20AC

12-S R1 = OH, R4 = -CH2NH:>

13-S R; = OH, R4 = -CH2NHAlloc

MDA- PC-3 |22Rvl MDA-
A549 HT29 MB-231 PSN1 A549 HT29 MB-231 PSN1
3-S 4.03E- 2.77E- |4.91E- |9.95E- A 8.36E-09 7.71E-09 7.07E-09 1.29E-08
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Compus
10

6.17E-
10

>1.26E
-07

3a- |3.11E-

3.23E-
09

>1.20E
-07

10- | 2.05E-

3.08E-
08

7.53E-
08

11- | 8.45E-

2.65E-
08

>1.26E
-07

1.27E-
09

1.40E-

4-S 09

>1.27E
-07

4a- | 3.99E-

6.17E-
09

>1.21E
-07

12- | 2.04E-

5.61E-
08

>1.28E
-07

13- 1.15E-

10

>1.26E-
07

>1.26E-
07

2.99E-
09

3.23E-
09

>1.20E-
07

1.14E-
08

1.25E-
08

>1.14E-
06

3.41E-
09

>1.26E-
07

>1.26E-
07

1.27E-
09

1.40E-
09

>1.27E-
07

3.14E-
09

3.39E-
09

>1.21E
07

4.85E-
09

8.42E-
09

>1.28E-
07

1.15E-
08
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5.29E-
10

6.17E-
10

2.87E-
09

3.59E-
09

4.90E-
09

4.79E-
09

8.44E-
09

1.60E-
08

2.27E-
09

3.41E-
09

6.43E-
09

1.22E-
09

2.55E-
09

6.50E-
09

3.39E-
09

5.44E-
09

1.00E-
08

5.23E-
09

8.42E-
09

1.53E-
08

1.15E-
08

61

Compus de referinta
10

1.64E-
09

>1.26E
-07

2.15E-
09

3.59E-
09

1.20E-
08

7.64E-
09

1.25-E-
08

2.39E-
08

3.28E-
09

4.54E-
09

8.07E-
09

1.78E- 8.08E- | 3.58E-
09 10 10

2.73E-08 | 2.08E-08 2.60E-08 | 3.64E-08

2.29E-

09 c

3.44E-
09

3.02E-
09

3.27E-
09

3.51E-
09

3.44E-
09

5.49E-
09

1.21E-
08

1.96E-
08

8.87E-09 | 8.36E-09 9.38E-09 1.54E-08

>1.29E-07 >1.29E-07 1.41E-08 1.93E-08

6.63E-08 | 2.34E-08 5.46E-08 4.42E-08

>1.30E-07 >1.30E-07 >1.30E-07 6.50E-08
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1.27E-
08

1.38E-
08
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Compus de referinta

2.88E-
08

4.61E-
08

Tabel 2. Activitate biologica (Molar)

Glso

TGl

LCso

Glso

TGl

LCso

Glso

TGl

LCso

Glso

Compus

3-R Ry =CN, R4 =-CH20H

10-R Ry = CN, R4 = -CH2NHAlloc

11-R R1 = CN, R4 = -CH2NH;

4-R Ry = OH, R4 = -CHOH
12-R Ry = OH, R4 = -CH2NH>
13-R R1 = OH, R4 = -CH2NHAlloc

A549
3-R 4.03E-10

5.79E-10

>1.26E-07
10- |3.76E-09
R

5.93E-09

>1.14E-07
11- |1.77E-09
R

4.54E-09

>1.26E-07
4-R 1.27E-09

HT29

2.77E-10

>1.26E-07

>1.26E-07

3.08E-09

>1.14E-07

>1.14E-07

1.39E-09

>1.26E-07

>1.26E-07

1.26E-09

MDA-
MB-231

2.T7E-
10

5.04E-
10

1.25E-
09

2.85E-
09

4.33E-
09

7.18E-
09

1.01E-
09

1.51E-
09

2.65E-
09

1.27E-
09

Compus de referinta

BR:=CN
DR:1=0OH
MDA-
PSN1 A549 HT29 MB-231
3.90E-10 B |2.06E-08 | 8.48E-09 | 9.00E-
09
6.05E-10 2.19E-08 9.13E-09 1.67E-
08
>1.26E-07 >1.29E-07 >1.29E-07 3.47E-
08
2.62E-09
3.88E-09
6.61E-09
1.39E-09
1.89E-09
>1.26E-07

459E-10 D |1.25E-08 | 1.03E-08 | 9.88E-
09

PSN1

1.93E-08

2.06E-08

2.31E-08

2.08E-08



Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

TGl

LCso

Glso

TGl

LCso

Glso

TGI

LCso

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

Compus

1.40E-09 | 1.40E-09
> 1.27E-|>1.27E-07
07
12- | 1.40E-09 5.74E-10
2.93E-09 [1.10E-09
1.22E-08 | 2.93E-09
13- | 7.26E-09 6.91E-09

7.72E-09 | 7.60E-09

>1.15E-07 | >1.15E-07

Tabel 3. Activitate biologica (Molar)

Compus

38-S Ri = CN, R4 = -CHzOH

45-S Ry = CN, R4 = -CH2NHAIloc
46-S R1 = CN, R4 = -CH2NH:
39-S Ry = OH, Ry = -CH:OH
47-S R; = OH, R4 = -CH2NH>

38-

45-

1.40E-
09

1.53E-
09

3.19E-
10

6.76E-
10

1.40E-
09

4.95E-
09

7.95E-
09

1.38E-
08

MDA-
A549 HT29 MB-231 PSN1
8.05E-09 | 4.53E-09 2.52E- 5.03E-
09 09
8.55E-09 | 7.05E-09 | 4.28E-  8.18E-
09 09
9.44E-09 | >1.26E-07 7.80E- |1.51E-
09 08
1.82E-08 |1.82E-08 |1.71E- | 1.94E-
08 08
1.94E-08 |1.94E-08 2.16E- | 2.62E-

63

Compus de referinta

8.54E-10 2.86E-08 | 2.34E-08 1.95E- | 2.21E-08

08
2.55E-09 >1.30E-07 >1.30E-07 |5.33E- | 2.47E-08
08
4.98E-10
1.22E-09
>1.28E-07
2.88E-09
3.11E-09
3.46E-09
Compus de referinta
AR:=CN
C R = OH
PC-3 |22Rv1l A549 HT29 MDA-MB- PSN1
231
A 8.36E-09 | 7.71E-09 | 7.07E-09 | 1.29E-
08
8.87E-09 8.36E-09 9.38E-09 | 1.54E-
08
>1.29E-07 >1.29E-07 |1.41E-08 |1.93E-
08



LCso

Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

LCso

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

Compus

46-

39-

47-

Tabel 4. Activitate biologica (Molar)

Glso

TGl

08

2.16E-08 | >1.14E-07 2.96E-
08

8.19E-09 | 2.77E-09 | 3.65E-
09

2.14E-08 | 6.17E-09 | 6.80E-
09

>1.26E-07  >1.26E-07 1.26E-
08

4.84E-09 | 3.94E-09 | 3.44E-
09

8.27E-09 | 6.74E-09 | 7.13E-
09

1.65E-08 | >1.27E-07 1.78E-
08

1.40E-08 |4.33E-09 | 6.24E-
09

2.80E-08 | 6.75E-09 | 9.68E-
09

>1.27E-07 | >1.27E-07 1.66E-
08

Compus

38-R R1 = CN, R4 = -CH,OH

64

08

3.64E-
08

3.15E-
09

4.79E-
09

9.20E-
09

8.02E- 2.78E 4.81E-

09 -09

1.02E-
08

1.27E-
08

5.99E-
09

8.54E-
09

1.27E-
08

45-R Ry = CN, R4 = -CH;NHAlIloc
46-R R; = CN, R4 = -CH2NH>

39-R R1 = OH, R4 = -CHzOH

47-R R1 = OH, R4 = -CHzNHz

A549 HT29

38- 6.54E-10 5.41E-10
R

1.04E-09 | 5.91E-10

MDA-
MB-231

4.53E-10| 6.54E-
10

PSN1

8.43E-10 9.94E-
10

Compus de referinta

10

C |2.73E-08 2.08E-08 2.60E-08 | 3.64E-

08

6.63E-08 2.34E-08 5.46E-08 | 4.42E-

08

>1.30E-07 >1.30E-07 >1.30E-07 | 6.50E-

Compus de referinta

BR:=CN

DR:=0H

A549

B 2.06E-08

2.19E-08

HT29

8.48E-09

9.13E-09

08

MDA-
MB-231

9.00E-09 1.93E-08

PSN1

1.67E-082.06E-08
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Compus Compus de referinta
LCso >1.26E-07 | >1.26E-07 2.01E-09 1.76E- >1.29E-07 >1.29E-07 |3.47E-08  2.31E-08
09
Glso |45- |1.82E-08 |1.25E-08 | 9.57E-09 1.06E-
R 08
TGI 1.94E-08 | 2.28E-08 | 1.94E-08 1.94E-
08
LCso 2.39E-08 | >1.14E-07 4.33E-08 3.76E-
08
Glso |46- |1.51E-09 |1.21E-09 | 1.23E-09 9.95E-
R 10
TGI 2.77E-09 | 1.39E-09 1.39E-09 1.51E-
09
LCso >1.26E-07  >1.26E-07 1.51E-09 2.65E-
09
Glso 39- |2.67E-10 |2.93E-10 | 2.04E-10 3.65E- D 1.25E-08 | 1.03E-08 |9.88E-09 2.08E-08
R 10
TGI 4.33E-10 | 6.24E-10 | 5.98E-10 5.73E- 2.86E-08 | 2.34E-08 |1.95E-08 2.21E-08
10
LCso >1.27E-07 | >1.27E-07 2.80E-09 1.06E- >1.30E-07 >1.30E-07 |5.33E-08 2.47E-08
09
Glso |47- |2.04E-09 |8.03E-10 |5.99E-10 1.40E-
R 09
TGI 3.82E-09 | 1.40E-09 1.17E-09 2.04E-
09
LCso 1.40E-08 | >1.27E-07 2.55E-09 3.31E-
09

Tabel 5. Activitate biologica (Molar)

Compus Compus de referinta

18-SR1 =CN, R4 = -CH.0OH

25-S R1 = CN, R4 = -CH:NHAlIloc ER:=CN

26-S R1 = CN, R4 = -CH2NH>

19-S Ry = OH, R4 = -CH,0OH PMO01183 Ry = OH
27-S Ry = OH, R4 = -CH2NH;
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Compus
MDA-
A549 HT29 MB-231
Glso 18- |1.70E-09 |1.21E-09 |1.21E-09
S
TGI 3.03E-09 | 1.34E-09 | 1.34E-09
LCso >1.21E-07 >1.21E-07 1.58E-09
Glso | 25- |7.17E-09 |7.17E-09 |5.84E-09
S
TGI 7.61E-09 | 7.72E-09 | 9.04E-09
LCso >1.10E-07  >1.10E-07 | 1.54E-08
Glso | 26- |1.12E-08 |2.79E-09 |1.34E-09
S
TGI 2.19E-08 | 3.16E-09 | 1.94E-09
LCso >1.22E-07 >1.22E-07 3.89E-09
Glso 19- 3.07E-09 |1.35E-09 |1.96E-09
S
TGI 3.31E-09 |1.60E-09 | 3.31E-09
LCso >1.23E-07  >1.23E-07 | 1.10E-08
Glso | 27- |6.02E-09 |1.23E-09 | '1.19E-09
S
TGI 1.12E-08 | 1.35E-09 |1.23E-09
LCso >1.23E-07  >1.23E-07 | 1.35E-09

Tabel 6. Activitate biologica (Molar)
Compus

18-R R1 = CN, R4 = -CHzOH

25-R R1 = CN, R4 = -CH;NHAlloc

26-R R1 = CN, R4 = -CHzNHz
19-R R; = OH, R4 = -CH,0OH
27-R R1 = OH, R4 = -CH;NH;

A549 |HT29 MDA-

PSN1

66

Compus de referinta

PSN1

9.59E-10 E

1.34E-09

>1.21E-07

6.84E-09
9.26E-09
1.43E-08
3.04E-09
3.28E-09
3.52E-09

2.95E-09 |PM
01183

3.19E-09

>1.23E-07

1.97E-09
2.83E-09
4.55E-09

A549 HT29

3.28E-09 3.15E-09

3.40E-09 3.40E-09

4.41E-09 >1.26E-07

3.31E-09 1.91E-09

3.57E-09 4.46E-09

>1.27E-07  >1.27E-07

Compus de referinta

ER;=CN

PM01183 Ry = OH

A549

HT29

MDA-

MDA-
MB-231 PSN1
2.27E- | 2.77E-09
09
3.78E- | 4.53E-09
09
7.43E- | 8.94E-09
09
2.29E- | 3.19E-09
09
3.95E- | 3.95E-09
09
1.02E- | 5.73E-09
08

PSN1



Glso | 18-

TGI

LCso

Glso | 25-

TGI

LCso

Glso | 26-

TGI

LCso

Glso 119-

TGI

LCso

Glso | 27-

TGI

LCso

1.21E-
09

1.34E-
09

>1.21E
-07

1.32E-
09

2.43E-
09

9.92E-
09

1.94E-
09

3.40E-
09

>1.22E
-07

1.47E-
09

3.56E-
09

>1.23E
-07

2.09E-
09

3.93E-
09

1.01E-
08
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1.21E-
09

1.34E-
09

>1.21E
-07

1.54E-
09

2.76E-
09

>1.10E
-07

7.29E-
10

1.58E-
09

>1.22E
-07

1.72E-
09

1.72E-
09

>1.23E
-07

5.04E-
10

5.53E-
10

>1.23E
-07

MB-
231

1.21E-
09

1.34E-
09

1.46E-
09

1.21E-
09

2.54E-
09

8.38E-
09

1.17E-
09

1.22E-
09

1.46E-
09

1.23E-
09

1.35E-
09

67

MB-231

5.70E- E 3.28E-09 | 3.15E-09 |2.27E-09 2.77E-09
10

1.06E- 3.40E-09 3.40E-09 3.78E-09 4.53E-09
09

>1.21E 4.41E-09 >1.26E-07 7.43E-09 8.94E-09
-07

1.21E-
09

2.32E-
09

6.73E-
09

9.72E-
10

1.70E-
09

3.52E-
09

1.23E- PMO | 3.31E-09 |1.91E-09 2.29E-09 3.19E-09
09 1183

1.35E- 3.57E-09 | 4.46E-09 3.95E-09 3.95E-09
09

>1.23E 1.47E- >1.27E-07 | >1.27E-07 1.02E-08 5.73E-09

-07

3.07E-
10

5.41E-
10

8.60E-
10

Tabel 7. Activitate biologica (Molar)

Compus

Ry

31R1=CN,R3=H

09

6.39E-
10

1.17E-
09

2.46E-
09

Compus de referinta

o R,

FR1=CN,Rs=H



Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

LCso

Glso

TGI

LCso

Compus
32R;=0H,R3=H
34 R; =CN, R; = OMe

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

35 R; = OH, R3 = OMe

31

32

34

35

A549

1.96E-
08

2.09E-
08

2.35E-
08

6.88E-
09

>1.32E
-08

>1.32E
-08

5.91E-
08

8.05E-
08

>1.26E
-07

8.14E-
09

8.78E-
09

>1.27E
-07

HT29

1.05E-08

1.57E-08

> 1.31E-

07

6.88E-09

>1.32E-

08
>1.32E-

08

5.41E-08

8.55E-08

1.25E-07

7.89E-09

8.65E-09

>1.27E-
07

MDA-

MB-231

8.89E-09

1.70E-08

3.53E-08

4.76E-09

1.05E-08

>1.32E-

08

4.53E-08

7.67E-08

1.12E-07

4.58E-09

8.27E-09

1.65E-08

Tabel 8. Activitate biologica (Molar)

Compus

3-SR1=CN,R3=H
4-S R1:OH, R3: H

68

Compus de referinta

ET-736 R1=0H,Rs=H

E R:=CN, Rz =0OMe
PMO01183 R; = OH, R3 = OMe

PSN1 A549 HT29
6.80E-09 F 3.80E-08 | 2.09E-08
1.57E-08 7.20E-08 | 2.36E-08
4.31E-08 > 1.31E-/> 1.31E-
07 07
6.09E-09 |ET-736 |2.25E-08 | 2.12E-08
8.34E-09 4.77E-08 | 2.25E-08
1.20E-08 >1.32E-07 | >1.32E-07
5.41E-08 E 3.28E-09 | 3.15E-09
5.91E-08 3.40E-09 | 3.40E-09
>1.26E-07 4.41E-09 >1.26E-07
6.24E-09 |PMO0118 3.31E-09 | 1.91E-09
3

9.03E-09 3.57E-09 | 4.46E-09
1.40E-08 >1.27E-07 | >1.27E-07

Compus de referinta

14-SR;=CN,R3=H
15-S Rl = OH, R3 =H

MDA-
MB-231

1.96E-
08

3.40E-
08

7.33E-
08

2.12E-
08

2.52E-
08

4.77E-
08

2.27E-
09

3.78E-
09

7.43E-
09

2.29E-
09

3.95E-
09

1.02E-
08

PSN1

3.27E-08

6.02E-08

1.07E-07

3.97E-08

5.96E-08

1.02E-07

2.77E-09

4.53E-09

8.94E-09

3.19E-09

3.95E-09

5.73E-09



Glso

TGl

LCso

Glso

TGI

LCso

Glso

TGl

LCso

Glso

TGI

LCso

Compus
18-S R; =CN, R; = OMe
19-SR; = OH, R3 = OMe

3-S

4-S

18-

19-

A549

4.03E-10

6.17E-10

>1.26E-07

1.27E-09

1.40E-09

>1.27E-07

1.70E-09

3.03E-09

>1.21E-07

3.07E-09

3.31E-09

>1.23E-07

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

HT29

2.77E-10

>1.26E-07

>1.26E-07

1.27E-09

1.40E-09

>1.27E-07

1.21E-09

1.34E-09

>1.21E-07

1.35E-09

1.60E-09

>1.23E-07

MDA-
MB-231

4.91E-
10

5.29E-
10

6.17E-
10

1.22E-
09

2.55E-
09

6.50E-
09

1.21E-
09

1.34E-
09

1.58E-
09

1.96E-
09

3.31E-
09

1.10E-
08

Tabel 9. Activitate biologica (Molar)

Compus

69

Compus de referinta
28-SR1=CN, R3 = OMe
29-SR; = OH, Rz = OMe

PSN1

9.95E-10 | 14-

S

1.64E-09

>1.26E-07

1.78E-09 | 15-

2.29E-09

3.44E-09

9.59E-10 | 28-

S

1.34E-09

>1.21E-07

2.95E-09 | 29-

S

3.19E-09

>1.23E-07

A549

>1.24E-07

>1.24E-07

>1.24E-07

>1.25E-06

>1.25E-06

>1.25E-06

4.89E-07

>1.19E-06

>1.19E-06

6.15E-07

>1.21E-06

>1.21E-06

Compus de referinta

18-RR;1=CN
19-RR; = OH

A549

HT29

28-RR1=CN
29-RR1=0OH

MDA-

PSN1

A549

HT29

1.21E-07

>1.24E-07

>1.24E-07

3.00E-07

5.13E-07

9.14E-07

2.51E-07

3.46E-07

6.33E-07

3.62E-07

5.31E-07

8.32E-07

HT29

MDA-

MB-231

5.45E-08

1.13E-07

>1.24E-07

1.63E-07

2.13E-07

2.75E-07

1.67E-07

2.51E-07

3.94E-07

2.17E-07

3.74E-07

6.88E-07

MDA-

PSN1

>1.24E-07

>1.24E-07

>1.24E-07

2.38E-07

4.63E-07

8.39E-07

2.51E-07

3.94E-07

6.92E-07

3.86E-07

5.07E-07

6.88E-07

PSN1
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Compus Compus de referinta
MB-231 MB-231
Glso 18- |1.21E-09 |1.21E-09 |1.21E-09 |5.71E-10 28- 1.67E-07 3.10E-08 1.91E- 2.15E-08
R R 08
TGI 1.34E-09 |1.34E-09 | 1.34E-09 1.06E-09 3.58E-07 | 3.34E-08 |3.22E- | 3.58E-08
08
LCso >1.21E-07  >1.21E-07 |1.46E-09 | >1.21E-07 >1.19E-06 >1.19E-06 9.19E- | 6.68E-08
08
Glso [19- |1.47E-09 |1.72E-09 |1.23E-09 |1.23E-09 29- 9.05E-08 3.02E-08 1.69E- 3.02E-08
R R 08
TGI 3.56E-09 |1.72E-09 |1.35E-09 | 1.35E-09 1.93E-07 |3.26E-08 | 2.77E- |3.14E-08
08
LCso >1.23E-07  >1.23E-07 |>1.23E-07 | 1.47E-09 >1.21E-06 >1.21E-06 1.57E- | 3.50E-08
07

Compusii prezentei inventii s-au dovedit a avea potentd madritd in vitro, in comparatie cu
compusii de referintd. Aceasta demonstreazd cd compusii conform prezentei inventii prezintd o
Citoxiticitate marita fata de celulele canceroase si sunt utili in tratamentul cancerului.

Exemplul 28. Determinarea MTD si MTMD

Pentru toate experimentele au fost utilizati soareci femele CD-1 sau Athymic Nude-Fox1 nu/nu
(Envigo). Animalele (N=10/cuscd) au fost introduse in custi ventilate individual (Sealsafe Plus®,
Techniplast S.P.A.), pe parcursul unui ciclu luminé-intuneric de 12 ore la 21-23 °C si 40-60% umiditate.
Soarecilor li s-a permis accesul liber la dieta standard iradiata pentru rozatoare (Tecklad 2914C) si apa
sterilizatd. Animalele au fost aclimatizate timp de cinci zile inainte de a fi identificate individual prin
tatuaj. Protocoalele pentru animale au fost revizuite si aprobate conform comitetelor regionale de ingrijire
si utilizare a animalelor institutionale.

Soarecii au fost alocati aleatoriu in grupuri experimentale si administrati intravenos, o data
pentru determinarea MTD (Doza maxima toleratd) sau o administrare pe saptamand timp de trei
saptamani consecutive, pentru studiul de determinare MTMD (Doza maxima toleratd). Animalelor 1i s-au
administrat formulare alba sau compus dizolvat in formula experimentala la diferite concentratii. Volumul
administrat a fost intotdeauna de 10 ml/kg. Odata administrate, animalele au fost monitorizate pentru
semne clinice de toxicitate sistemicd, modificari ale greutatii corporale si mortalitate pana la 14 zile dupa
administrare.

Rezultatele MTD sunt insumate in Tabelul 10 in care compusii C, D si 32 nu fac parte din

inventie.

Tabel 10

Compus Traseu /|Doze (mg/Kg) MTD (mg/kg)

Program

4-S iv/SD 0,00, 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50,|1,0

4R 5,00 0,25

19-S 0,5

19-R 0,00, 0,10, 0,15, 0,25, 0,50, 1,00, 1,50,|0,15
2,00, 2,50, 5,00

Compus C 0,00, 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50,|3,0
3,00, 4,00, 5,00

Compus D 0,00, 0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 4,00, 6,00,|0,5
8,00
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Compus Traseu /|Doze (mg/Kg) MTD (mg/kg)
Program
32 0,00, 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50,|0,5
5,00

Rezultatele MTMD sunt rezumate in Tabelul 11 in care doar compusii 4-S, 4-R, 19-S si 19-R
din Tabelul 11 sunt conform inventiei.

Tabel 11
Compus Traseu Doze (mg/Kg) MTMD (mg/kg)
Program

4-S iv/Q7dx3 0,00, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25 1,25

4-R 0,00, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 0,30

12-S 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, |0,25
2,00, 2,50, 5,00

12-R 0,00, 0,010, 0,025, 0,050, 0,075, 0,10, 0,25, |0,05
0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 2,00, 2,50, 5,00

19-S 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 0,75

19-R 0,00, 0,025, 0,075, 0,10, 0,15 0,15

Compus C 0,0,1,0,15,2,0,3,0,4,0 3,0

Compus D 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 0,5

32 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 0,5

35 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 0,25

39-S 0,00, 0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,10, 0,25,|1,25
0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 2,00, 2,50, 5,00

47-R 0,00, 0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,10, 0,25,|0,1
0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 2,00, 2,50, 5,00

ET-736 0,00, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 0,5

PM01183 0,00, 0,14, 0,18 0,18

iv, intravenos

Q7dx3, trei doze cumulate administrate saptamanal.

Exemple 29-40. Xenogrefe in vivo

Au fost utilizati soareci nu/nu femele atimici (Harlan Laboratories Models, S.L. Barcelona,
Spania sau Envigo, Spania) pentru toate experimentele. Animalele au fost introduse in custi ventilate
individual Sealsafe® Plus, Techniplast S.P.A.), pand la zece pe cuscd pe un ciclu de 12 ore lumini-
intuneric la 21-23 °C si 40-60 % umiditate. Soarecii au avut acces liber la dieta standard iradiatd pentru
rozatoare (Tecklad 2914C) si apa sterilizatd. Animalele au fost aclimatizate timp de cel putin 5 zile inainte
de implantarea tumorii cu o suspensie de celule tumorale.

LINITI CELULARE

Denumire Nr. ATCC |[Nr ECCC* Specie Tesut Caracteristici
HT1080 CCL-121 - uman conjunctiv Fibrosarcom
MDA-MB-231 |HTB-26 - uman sanului Adenocarcinom mamar
H460 HTB-177 - uman plaman, NSCLC

revarsat pleural
A2780 - 93112519 uman ovarian Carcinom ovarian
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Denumire Nr.ATCC |NrECCC* |[Specie Tesut Caracteristici
HGC27 - 94042256 uman gastric Carcinom gastric
H526 CRL-5811 |- uman plaméni SCLC
H82 HTB-175 |- uman plaméni SCLC
PC3 CLR-1435 |- uman prostata; Adenocarcinom de prostata
derivat din situs
metastatic: 0s
DuU145 HTB-81 uman prostat; Carcinom de prostata
derivat din situs
metastatic:
creier
22Rv 1 CRL-2505 uman prostata Carcinom de prostata

* Colectia europeand de culturi celulare

Celulele HT1080 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO2 in Minimum Essential Medium
Eagle (MEME) (Sigma-Aldrich, Co). Fiecare animal a fost implantat ortotopic in muschiul
gastroecnemian printr-o injectie intramusculard folosind un ac 26G si o seringd de 1 cc la varsta de 4-6
siptimani, cu 10x108 Celule HT1080, suspendate in mediu fira ser, fira antibiotice.

Celulele MDA-MB-231 au fost mentinute in vitro la 37°C cu 5% CO- in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (Sigma-Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost trecute la fiecare 3 pana la 5 zile la
atingerea confluentei. Fiecare animal a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o
seringd de 1 cc) la varsta de 4-6 siptimani cu 7,5x10° celule MDA-MB-231 suspendate in 0,05 ml dintr-0
solutie constdnd din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fard ser sau
antibiotice.

Celulele H460 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO2 in mediu Dulbecco's Modified
Eagle's (Sigma-Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost trecute la fiecare 3 pana la 5 zile dupa atingerea
confluentei. Fiecare animal a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringa
de 1 cc) la varsta de 4-6 siptimani cu 5x108 celule H460 suspendate in 0,05 ml dintr-o solutie constand
din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fara ser sau antibiotice.

Celulele A2780 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO; in RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
Co). Celulele de culturd au fost trecute la fiecare 3 pana la 5 zile dupa atingerea confluentei. Fiecare
animal a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringd de 1 cc) la vérsta de
4-6 saptaimani cu 10x108 celule A2780 suspendate in 0,05 ml de solutie constdnd din 50% Matrigel®
(Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fara ser sau antibiotice.

Celulele HGC27 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO2 in mediu Dulbecco modificat
Iscove (Sigma Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost trecute la fiecare 3 pand la 5 zile la atingerea
confluentei. Fiecare animal a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringa
de 1 cc) la varsta de 4-6 siptimani cu 5x10° celule HGC-27 suspendate in 0,05 ml dintr-o solutie
constind din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences), 50% mediu far3 ser sau antibiotice.

Celulele H526 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO; in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele H526 au fost crescute sub forma de suspensie si mentinute prin adaugarea de
mediu proaspit, pe misura ce densitatea celulara creste, la fiecare 2 pani la 3 zile. In fiecare siptaimana,
cultura a fost restabilitd prin centrifugarea suspensiei cu resuspensie ulterioard in mediu proaspat la o
concentratie de 1 x 10° celule/ml. Fiecare animal a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un
ac 26G si o seringd de 1 cc) la varsta de 4-6 siaptimani cu 5x108 celule H526 suspendate in 0,05 ml dintr-
o solutie constand din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fara ser sau
antibiotice.

Celulele H82 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5% CO: in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele H82 au fost crescute sub forma de suspensie si mentinute prin adaugarea de mediu
proaspit, pe misura ce densitatea celulara creste, la fiecare 2 pana la 3 zile. In fiecare siptamana, cultura
a fost restabilitd prin centrifugarea suspensiei cu resuspensie ulterioard in mediu proaspat, la o
concentratie de 1 x 10° celule/ml. Animalele au fost implantate subcutanat (pe flancul drept folosind un ac
26G si o seringd de 1 cc) la varsta de 4-6 sdptimani cu 5x10°8 celule H82, suspendate in 0,05 ml dintr-0
solutie constdnd din 50% Matrigel® (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fard ser sau
antibiotice.
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Celulele PC3 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5 % CO; in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost trecute la fiecare 3 pana la 5 zile la atingerea confluentei. Fiecare
soarece femeld atimic a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringa de 1
cc) la varsta de 4-6 saptamani cu 3x108 celule PC3 suspendate in 0,05 ml dintr-o solutie constand din
50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fira ser sau antibiotice. in
acest model, In loc de masculi, au fost folosite animale femele, deoarece cresterea PC-3 nu este
dependentd de hormoni.

Celulele DU-145 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5 % CO; in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele de cultura au fost trecute la fiecare 3 péana la 5 zile la atingerea confluentei. Fiecare
soarece mascul atimic a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringa de 1
cc) la varsta de 4-6 saptimani cu 5x108 Celule DU-145 suspendate in 0,05 ml dintr-o solutie constand din
50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fara ser sau antibiotice.

Celulele 22Rv1 au fost mentinute in vitro la 37 °C cu 5 % CO; in mediu RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Co). Celulele de culturd au fost trecute la fiecare 3 pana la 5 zile la atingerea confluentei. Fiecare
soarece mascul atimic a fost implantat subcutanat (pe flancul drept folosind un ac 26G si o seringd de 1
cc) la varsta de 4-6 saptdmani cu 5x10° celule 22Rv1 suspendate in 0,05 ml dintr-o solutie constind din
50% Matrigel® Matrix (Corning Incorporated Life Sciences) si mediu 50% fard ser sau antibiotice.

Tolerabilitatea tratamentului a fost evaluata prin monitorizarea evolutiei greutdtii corporale, a
semnelor clinice de toxicitate sistemica, precum si a dovezilor de afectare locala la locul injectarii.

in studiile de xenogrefa cu linie celularda HT1080:

. Masuratorile diametrului total (tumord + picior) au fost determinate folosind un subler digital
(Fowler Sylvac, S235PAT). Acest diametru total si greutatile corporale ale animalelor au fost masurate de
2-3 ori pe sdptdimana incepand din prima zi de tratament (ziua 0).

. Atunci cand diametrul total a atins o lungime de aproximativ 7,0-8,0 mm, soarecii au fost alocati
aleatoriu in grupurile de tratament si cele martor (N = 8-10/grup) in functie de greutatea corporald si
masurdtorile tumorii, folosind software NewLab Oncology (versiunea 2.25.06.00).

. Pentru evaluarea eficacitatii antitumorale a fost utilizatd comparatia dintre diametrul total median
(tumora + picior) in grupurile de tratament cu diametrul total median (tumora + picior) in grupul de
control.

. Animalele au fost eutanasiate cand diametrul total al picioarelor a ajuns la circa 18 mm.

in studiile de xenogrefa cu alte linii celulare:

. Volumul tumorii a fost calculat folosind ecuatia (a-b?)/2, in care a: lungimea (diametrul cel mai
lung) si b: latimea (diametrul cel mai scurt) au fost masurate in mm utilizand sublerul digital (Fowler
Sylvac, S235PAT). Dimensiunile tumorii si greutdtile corporale au fost inregistrate de 2-3 ori pe
saptamana incepand din prima zi de tratament.

. Cand tumorile au ajuns la circa 150-250 mm?3, animalele purtitoare de tumori (N = 8-10/grup) au
fost alocate aleatoriu in grupurile de tratament, pe baza greutdtii corporale si a masuratorilor tumorii
utilizind NewLab Oncology Software (versiunea 2.25.06.00).

. Pentru evaluarea eficacitdtii antitumorale a fost utilizatd comparatia dintre volumul tumoral
median al grupurilor tratate si al grupului de control.
. Animalele au fost eutanasiate cdnd tumorile lor au ajuns la circa 2000 mm?® si/sau a fost

observata necroza severa.

Tratamentele care produc >20% letalitate si/sau 20% pierdere neta in greutate corporala au fost
considerate toxice.

Tabelele si figurile insumeaza datele obtinute din grupuri experimentale complete, adica acele
grupuri care pastreaza numarul initial de animale, n = 8-10. Totusi, odata ce primul animal este sacrificat
din cauza unei lungimi a tumorii > 18 mm sau a unei dimensiuni a tumorii > 2000 mm?, grupul
experimental va fi considerat incomplet. Prin urmare, datele generate ulterior zilei de sacrificiu si ulterior
nu vor fi prezentate (adica nici in tabele, nici in figuri).

Exemplul 29. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S si 12-S (referintd) in mai multe modele de
xenogrefa

4-S, 12-S (de referintd), si compusul C au fost furnizate sub forma de flacoane liofilizate de
produs liofilizat. Fiecare flacon a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/ml.
S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabild de dextroza 5% pana la concentratia formularii de
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dozare. Dozele administrate de 4-S, 12-S (de referintd) si compus C au fost 1,25 mg/kg, 0,25 mg/kg si,
respectiv, 3,0 mg/kg.

A fost furnizat placebo sub forma de turtd liofilizata cu continut de 100 mg zaharoza + fosfat
diacid de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

In aceste experimente, 4-S, 12-S (de referintd), si Compus C, precum si placebo, au fost
administrate intravenos o datd pe saptamana timp de 3 saptdmani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de
cate ori a fost posibil.

Exemplul 29a. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S si 12-S (de referintd) in
xenogrefe de fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorala a lui 4-S si 12-S (de referinta)
cu activitate antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 12 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de
asemenea in Figura 1.

Tabel 12

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 75 75 75 75
2,0 9,4 8,8 7,7 8,2
5,0 11,4 9,0 8,3 8,6
7,0 12,1 9,6 8,8 9,5
9,0 13,2 10,2 8,4 10,0
12,0 14,5 10,2 8,4 11,2
14,0 15,2 11,2 9,6 11,7
16,0 15,9 12,4 10,0 12,7
19,0 18,0 13,3 10,4 13,5
21,0 15,2 12,1 14,4
23,0 18,0 12,7 16,5
27,0 13,5 15,2
30,0 15,6 16,4
33,0 18,0

Exemplul 29b. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S si 12-S (de referinta) in xenogrefele de
san uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a lui 4-S si 12-S (de referintd)
cu activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 13 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la soareci
tratati cu placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in
Figura 2.

Tabel 13
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 149,4 149,4 150,6 150,2
2,0 240,0 217,1 197,3 2299
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus C 4-S 12-S
50 325,1 281,3 250,9 290,5
7,0 407,8 338,6 265,0 398,2
9,0 514,8 385,1 272,5 508,9
12,0 648,1 400,4 270,6 602,5
14,0 799,0 436,9 281,3 751,0
16,0 1002,5 585,7 293,6 977,7
19,0 1233,9 7747 322,1 1252,6
21,0 1539,1 965,9 3244 1560,7
23,0 2006,5 1215,2 326,6 2005,9
26,0 2027,7 1503,2 398,8 2066,2
28,0 1785,3 501,8
30,0 2037,1 654,8
33,0 856,7
35,0 1147,1
37,0 1635,9

Exemplul 29c. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-S si 12-S (de referintd) in xenogrefele
tumorale pulmonare umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusilor 4-S si 12-S (de
referintd) cu activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea a trei modele diferite de xenogrefa de
cancer pulmonar uman. Aceste modele corespund cancerului pulmonar fara celule mici (linia celulara H-

460) si cancerului pulmonar cu celule mici (liniile celulare H526 si H82).

Tabelul 14 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati
cu placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura

3.

Tabel 14
Zile Volumul median al tumorii (mm?®)

Martor Compus C 4-S 12-S

0,0 1874 186,1 185,9 186,0
2,0 577,5 395,4 310,9 460,5
5,0 1352,0 665,9 634,6 922,4
7,0 1642,9 929,5 959,1 1252,1
9,0 2025,0 1063,7 1064,9 1409,4
12,0 1436,5 1421,0 1531,7
14,0 2025,0 18455 2025,0
16,0 2025,0 2025,0

Tabelul 15 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H526 la soarecii tratati
cu placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura

4.
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Tabel 15

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 217,2 2179 2118 212,7
2,0 410,7 262,4 279,0 412,7
4,0 778,5 108,3 98,8 637,9
7,0 1083,2 129,8 56,7 968,5
9,0 1371,0 85,9 62,5 1250,3
11,0 1782,0 52,3 32,0 1568,0
14,0 2025,0 54,1 18,0 2025,0
16,0 47,3 32,0
21,0 40 4,0
28,0 4,0 4,0
35,0 4,0 4,0
42,0 62,5 4,0
49,0 53,5 4,0

Tabelul 16 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H82 la soarecii tratati cu

placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 5.
Tabel 16
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 171,6 170,5 168,3 174,0
2,0 4394 265,3 215,2 360,1
50 1024,7 488,7 253,6 899,7
7,0 1422,0 760,0 3414 1398,6
9,0 19238 899,5 3494 1847,6
12,0 2025,0 1038,5 436,4 2089,7
14,0 1213,4 516,0
16,0 1256,4 521,8
19,0 17415 560,9
21,0 1878,8 627,7
23,0 2057,0 690,9
26,0 953,4
28,0 847,1
30,0 1067,5
33,0 1200,6
35,0 1257,7
37,0 14977
41,0 2014,2

Exemplul 29d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusilor 4-S si 12-S (de referinta) in

xenogrefele tumorale ovariene umane.




10

15

20

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31
77

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-S si 12-S (de
referintd) cu activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer
ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 17 raporteaza evaluarea volumului tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo,
compus C, 4-S si 12-S (de referintd. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 6.

Tabel 17
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 169,5 169,6 168,3 168,5
2,0 3175 206,3 150,6 262,1
5,0 758,9 372,7 175,9 628,6
7,0 1351,9 607,6 317,7 976,3
9,0 1675,8 696,2 2819 1387,5
12,0 2025,0 855,6 372,1 1666,0
14,0 1293,9 709,2 2025,0
16,0 1683,5 870,9
19,0 21375 12354
21,0 1453,3
23,0 1666,0
26,0 2025,0

Exemplul 29e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 4-S si 12-S (de referintd) in
xenogrefele tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-S si 12-S (de
referintd) cu activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer
gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 18 raporteaza cresterea volumului tumorii la tumorile HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, compus C, 4-S si 12-S (de referintd). Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 7.
Tabel 18

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus C 4-S 12-S
0,0 200,7 195,0 194,8 196,6
2,0 429,0 391,0 358,6 411,9
5,0 835,5 578,6 515,3 834,1
7,0 1256,5 708,2 589,2 1176,6
9,0 1602,2 937,7 779,4 1531,6
12,0 2040,7 1169,5 980,8 2030,2
14,0 1496,8 1153,3
16,0 1690,6 1346,2
19,0 2004,0 16434
21,0 2004,7

Exemplul 30. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-R in mai multe modele de
xenogrefa. Compusul 4-R a fost furnizat in flacoane liofilizate. Turta de 4-R a fost reconstituita cu apa
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pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/mL. Solutia stoc de 4-R a fost diluatd in continuare in solutie
de dextroza 5% pentru injectare pand la concentratia formularii de dozare. Doza administratd de 4-R a
fost de 0,30 mg/kg.

Compusul D a fost furnizat in forma de flacoane cu substantd medicamentoasa. Fiecare flacon a
fost reconstituit intdi prin dizolvare totalda in DMSO si apoi cu adaugare de Kolliphor ELP (BASF)/etanol
absolut (1:1, vol/vol) la o concentratie de 0,8 mg/mL. S-au facut dilutii suplimentare cu o solutie tampon
de lactat (pH = 4,0) pana la concentratia formularii de dozare. Doza administratd de compus D a fost de
0,5 mg/kg.

PMO01183 a fost furnizat sub formd de flacoane de produs liofilizat. Fiecare flacon a fost
reconstituit cu apd pentru perfuzie la o concentratie de 0,2 mg/ml. S-au facut dilutii ulterioare cu solutie
injectabild de glucoza 5% sau clorurd de sodiu 0,9% la concentratiile formularii de dozare. Doza
administrata a fost de 0,18 mg/kg.

Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizata contindnd 100 mg zaharoza + fosfat diacid
de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

In aceste experimente, 4-R, Compusul D si PM01183 precum si placebo, au fost administrate
intravenos o datd pe saptdmana timp de 3 sdptdmani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost
posibil.

Exemplul 30a. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-R in xenogrefele de fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-R si a
Compusului D cu activitate antitumorala a PM01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 19 raporteazd evaluarea diametrului total (tumord + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 4-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 8.

Tabel 19

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor PMO01183 4-R
0 8,1 8,1 8,1
2 11,2 9,7 8,6
7 13,6 11,2 8,7
9 15,2 12,3 9,0
14 16,9 14,6 9,3
18 18,1 15,6 10,3
21 15,1 115
23 16,3 13,3
25 18,0 15,8
28 18,0

Tabelul 20 raporteazd evaluarea diametrului total (tumorda + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si Compus D. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in
Figura 9.

Tabel 20
Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)
Martor PMO01183 Compus D
7,8 7,7 7,7
11,0 9,2 9,5

14,0 9,8 8,8
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Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor PMO01183 Compus D

15,0 12,2 8,7

18,0 12,6 9,4
12 13,1 9,4
14 14,6 10,1
16 14,5 10,9
19 15,0 11,2
21 18,0 12,1
23 13,0
26 15,0
28 18,0

Exemplul 30b. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-R in xenogrefele de sdn uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-R si
Compusului D cu activitatea antitumorald a PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer
de san uman.

Modelul de tumora utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 21 raporteaza evaluarea volumului de tumord mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 4-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 10.

Tabel 21
Zile  |Volumul median al tumorii (mm®)
Martor PMO01183 4-R

0 130,6 129,3 129,3
7 230,7 189,0 151,9
14 422,2 230,1 164,1
21 687,7 305,9 136,8
28 11149 535,8 195,9
35 1555,3 819,7 294,2
42 2138,5 962,7 494.4
49 1301,3 8438
52 21994 1042,5

Tabelul 22 raporteazd evaluarea volumului tumorilor MDA-MB-231 la soarecii tratati cu
placebo, PM01183 si Compus D. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 11.

Tabel 22

Zile Volumul median al tumorii (mm?®)
Martor PMO01183 Compus D
129,2 129,6 129,5
284,0 185,9 147,9

14 564,3 290,8 186,4

21 686,0 337,9 136,5

28 1068,6 507,4 290,7
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PMO01183 Compus D

35 13594 796,1 4317

42 1533,7 1062,5 770,1

49 1653,1 1416,3 970,0

56 2029,3 1673,3 1461,9

63 2060,8 18119 1526,4

Exemplul 30c. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 4-R in xenogrefele tumorale pulmonare
umane.

5 Scopul acestui studiu a constat in a compara activitatea antitumorald a compusului 4-R si
Compusului D cu activitatea antitumorald a PM01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer
pulmonar uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara H-460.
Tabelul 23 raporteazd evaluarea volumului tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo,
10 PMO01183 si 4-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 12.

Tabel 23
Zile  |Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PMO01183 4-R

0 156,2 156,7 155,5
2 290,9 227,3 223,3
7 1323,8 940,4 737,8
9 1816,9 1210,3 861,0
11 21209 1433,8 1102,9
14 1529,5 1638,0
16 2028,6

Tabelul 24 raporteazd evaluarea volumului tumorilor H460 la soarecii tratati cu placebo,

15 PM01183 si Compusul D. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 13.

Tabel 24
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PMO01183 Compus D

0 205,2 204,5 203,4
2 508,0 418,1 367,3
7 1355,8 1004,0 792,0
9 1682,1 1211,3 854,6
12 1938,6 15154 1026,7
14 2275,9 1633,3 1175,8
16 17239 1322,1
19 2112,3 1581,1
21 2409,4 1789,3
23 1966,5
26 2080,7
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Exemplul 30d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 4-R in xenogrefele tumorale
ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-R si
Compusului D cu activitatea antitumorala a compusului PMO01183 prin utilizarea unui model de
xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 25 raporteazd evaluarea volumului tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 4-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 14.

Tabel 25

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PM01183 4-R
172,8 175,5 175,2
896,6 671,2 611,4
1415,3 1048,9 1036,5

12 2205,3 2020,3 1992,0

14 2165,3

Tabelul 26 raporteazd evaluarea volumului tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si Compusul D. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 15.

Tabel 26
Zile Volumul median al tumorii (mm?2)
Martor PMO01183 Compus D

0 189,4 191,2 190,1
3 588,5 4545 319,6
5 1086,0 772,1 5144
7 1428,6 1161,5 897,4
10 2077,1 1615,6 1239,8
12 2163,1 1703,0 1656,2
14 2029,3 1951,7
17 21217
19 2068,6

Exemplul 30e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 4-R in xenogrefele tumorale gastrice

umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-R si
Compusului D cu activitatea antitumorala a compusului PMO01183 prin utilizarea unui model de
xenogrefd de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 27 raporteazad cresterea volumului tumorii a tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, PM01183 si 4-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 16.

Tabel 27
Zile | Volumul median al tumorii (mm?)
Martor PM01183 4-R
174,6 1716 173,0
2 319,1 317,5 266,8
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Zile  [Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 4-R

632,5 404,0 370,7

1046,0 485,7 418,5

1359,1 604,6 627,8
12 1863,8 760,8 713,55
14 2115,0 789,6 837,0
16 719,5 867,1
19 895,9 1040,2
21 1051,3 1229,8
26 1901,2 17845
28 2028,9 2073,6

Tabelul 28 raporteazd cresterea volumului tumorii a tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, PM01183 si Compus D. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 17.

Tabel 28
Zile | Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PMO01183 Compus D

0 142,3 169,5 157,4
2 286,5 372,4 327,6
5 527,7 474,1 439,6
7 821,4 571,8 418,7
9 1130,9 787,9 567,9
12 1547.8 951,1 537,0
14 1868,5 1064,4 654,6
16 1887,0 1346,1 672,4
19 2162,3 1691,8 843,0
21 1920,0 842,7
23 2011,4 963,7
26 2102,2 1203,3
28 1589,7
30 1777,6
33 2146,2

Exemplul de referinta 31. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 12-R in mai multe
modele de xenogrefa.

Compusul 12-R a fost furnizat sub forma de fiole de liofilizare. Compus turtd de 12-R a fost
reconstituit cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/mL. Solutia stoc 12-R a fost diluata in
continuare in solutie de dextrozd 5% pentru injectare pana la concentratia formularii de dozare. Doza
administrata de 12-R a fost de 0,05 mg/kg.

Compusul D a fost furnizat sub forma de flacoane cu substantd medicamentoasa. Fiecare flacon
a fost reconstituit mai intdi prin dizolvare totald in DMSO si apoi cu adaugare de Kolliphor ELP
(BASF)/etanol absolut (1:1, vol/vol) la o concentratie de 0,8 mg/mL. S-au facut dilutii suplimentare cu o
solutie tampon de lactat (pH = 4,0) pana la concentratia formuldrii de dozare. Doza administratd de
compus D a fost de 0,5 mg/kg.
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Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizata care contine 100 mg zaharoza + fosfat diacid
de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

In aceste experimente, 12-R, Compusul D precum si placebo, au fost administrate intravenos o
data pe sdptamana, timp de 3 sdptdmani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost posibil.

Exemplul de referinta 31a. Studii in vivo pentru a determina efectul lui 12-R in xenogrefe de
fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 12-R cu
activitatea antitumorald a Compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 29 raporteazd evaluarea diametrului total (tumord + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, compus D si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 18.

Tabel 29

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor Compus D 12-R
0,0 75 75 7,5
2,0 9,4 8,2 8,9
5,0 11,4 7.5 8,8
7,0 12,1 7,4 9,5
9,0 13,2 8,1 9,5
12,0 14,5 7,9 11,0
14,0 15,2 7,7 11,7
16,0 15,9 8,8 12,9
19,0 18,0 10,2 13,5
21,0 11,2 15,5
23,0 12,2 18,0
27,0 13,2
30,0 14,6
33,0 16,3
35,0 18,0

Exemplul de referinta 31b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 12-R in xenogrefele de
san uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 12-R cu
activitatea antitumorald a Compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 30 raporteazd evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, compus D si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 19.

Tabel 30

Zile Volumul median al tumorii (mm?q)

Martor Compus D 12-R
0,0 149,4 149,6 149,8
2,0 240,0 217,2 223,0
5,0 325,1 284,5 296,1
7,0 407,8 310,0 378,3
9,0 514,8 325,5 472,7
12,0 648,1 268,4 609,9
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus D 12-R
14,0 799,0 237,7 782,5
16,0 1002,5 261,2 972,4
19,0 1233,9 251,3 1211,0
21,0 1539,1 219,9 1463,4
23,0 2006,5 221,8 1756,5
26,0 2027,7 2455 2028,6
28,0 320,3
30,0 401,6
33,0 545,8
35,0 629,2
37,0 670,7
40,0 669,9
42,0 696,3
44,0 798,1
47,0 857,7

Exemplul de referintd 31c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 12-R in xenogrefele
tumorale pulmonare umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 12-R cu
activitatea antitumorald a Compusului D prin utilizarea a trei modele diferite de xenogrefa de cancer
pulmonar uman. Aceste modele corespund cancerului pulmonar fara celule mici (linia celularda H460 si
cancerului pulmonar cu celule mici (liniile celulare H526 si H82).

Tabelul 31 raporteaza evaluarea volumului tumorilor H460 la soareci tratati cu placebo, Compus
D si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 20.

Tabel 31

Zile Volumul median al tumorii (mm?q)

Martor Compus D 12-R
0,0 187,4 187,2 187,0
2,0 577,5 329,7 410,7
5,0 1352,0 559,4 796,7
7,0 1642,9 756,5 1167,9
9,0 2025,0 9719 1360,3
12,0 1370,9 1666,0
14,0 1626,8 2025,0
16,0 2025,0

Tabelul 32 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H526 la soarecii tratati
cu placebo, compus D si 12-R. Rezultatele sunt prezentate de asemenea in Figura 21.

Tabel 32

Zile Volumul median al tumorii (mm?®)

Martor Compus D 12-R
0,0 217,20 216,1 214,20




MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

85

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor Compus D 12-R

2,0 410,70 240,9 404,50
4,0 778,50 99,3 680,50
7,0 1083,20 56,7 995,20
9,0 1371,00 62,5 1290,50
11,0 1782,00 62,5 1568,00
14,0 2025,00 32,0 2025,00
16,0 4,0
21,0 4,0
28,0 4,0
35,0 4,0
42,0 4,0
49,0 4,0

Tabelul 33 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H82 la soarecii tratati cu
placebo, compus D si 12-R. Rezultatele sunt prezentate de asemenea in Figura 22.

5  Tabel 33

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor Compus D 12-R

0,0 171,60 169,4 170,50
2,0 439,40 340,6 381,40
5,0 1024,70 4433 793,20
7,0 1422,00 496,2 1187,20
9,0 1923,80 614,1 1699,30
12,0 2025,00 665,5 2125,60
14,0 1041,6
16,0 1151,2
19,0 1516,7
21,0 1748,0

Exemplul de referintd 31d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 12-R in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

10 Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumoralda a compusului 12-R cu
activitatea antitumorald a Compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.
Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.
Tabelul 34 raporteaza evaluarea volumului tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo,
Compus D si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 23.
15

Tabel 34
Zile Volumul median al tumorii (mm?q)
Martor Compus D 12-R
0,0 169,5 168,8 169,6
2,0 317,5 225,7 302,8
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus D 12-R
5,0 758,9 256,6 786,5
7,0 1351,9 473,8 1113,3
9,0 1675,8 633,6 1490,6
12,0 2025,0 822,8 2025,00
14,0 1129,3 2025,00
16,0 1198,6
19,0 1649,6
21,0 2025,0

Exemplul de referinta 31e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 12-R in xenogrefele
tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 12-R cu
activitatea antitumorald a Compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat 1n acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 35 raporteaza cresterea volumului tumorii la tumorile HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, Compus D si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 24.

Tabel 35

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor Compus D 12-R
0,0 200,7 194,0 193,3
2,0 429,0 324,2 413,3
5,0 835,5 561,6 809,1
7,0 1256,5 504,2 1261,5
9,0 1602,2 584,2 1589,5
12,0 2040,7 767,7 2017,9
14,0 1056,8 2034,9
16,0 1440,2
19,0 17179
21,0 2043,4

Exemplul 32. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S in mai multe modele de
xenogrefa

Compusul 19-S a fost furnizat sub forma de flacoane liofilizate. Turta de compus 19-S a fost
reconstituitd cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/mL. Solutia stoc de 19-S a fost diluatd in
continuare in solutie de dextroza 5 % pentru injectare pand la concentratia formularii de dozare. Doza
administrata de 19-S a fost de 0,75 mg/kg.

Compusul PMO01183 a fost furnizat sub forma de flacoane de produs liofilizat. Fiecare flacon a
fost reconstituit cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,2 mg/ml. Solutia stoc de PM01183 a fost
diluata in continuare in solutie de glucoza 5% pentru injectare la concentratiile formularii de dozare. Doza
administrata a fost de 0,18 mg/kg.

Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizata care contine 100 mg zaharoza + fosfat diacid
de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

in aceste experimente, compusul 19-S si PM01183, precum si placebo, au fost administrate
intravenos o datd pe saptamana timp de 3 saptamani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost
posibil.
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Exemplul 32a.Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S in xenogrefele de fibrosarcom
uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 19-S si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

In Tabelul 36 se raporteazi evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-S. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 25.

Tabel 36

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor PMO01183 19-S
0 8,4 8,4 8,2
2 10,9 9,8 8,4
5 14,8 9,7 7,8
7 15,9 11,4 9,5
9 18,0 12,7 9,9
12 13,7 10,7
14 14,6 11,3
16 15,5 11,9
19 15,6 13,4
21 18,0 14,4
23 18,0

Exemplul 32b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S in xenogrefe de adenocarcinom
mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 19-S si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 37 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-S. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 26.

Tabel 37
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PMO01183 19-S
132,6 134,3 133,6
194,1 177,2 157,2
248,2 186,3 142,6
11 377,6 250,7 133,9
14 461,3 266,1 117,3
18 679,2 327,7 79,3
21 753,2 391,0 89,2
25 909,2 493,1 120,6
28 1090,7 627,3 144 .4
32 14334 789,0 246,1
36 1887,5 1022,0 419,3
39 1785,2 12942 593,7
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 19-S
42 2081,5 1643,3 945,9
46 21375 1658,9 985,3
49 1938,0 12115
53 1324,3
56 1703,9
60 1793,3
63 1603,0
70 23242

Exemplul 32c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S in xenogrefele de cancer
pulmonar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 19-S si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer pulmonar uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara H-460.

Tabelul 38 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H-460 la soarecii tratati

cu placebo, PMO01183 si 19-S. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 27.

Tabel 38
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PMO01183 19-S
0 197,0 196,3 196,9
2 529,5 457,0 364,0
4 1057,4 861,5 624,9
7 1582,5 1280,2 966,5
9 2094,8 14249 1078,2
11 1969,9 1449,0
14 1761,5

Exemplul 32d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S (de referintd) in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 19-S si

PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 39 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor A2780 la soarecii tratati
cu placebo, PMO01183 si 19-S. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 28.

Tabel 39
Zile Volumul median al tumorii (mm?q)
Martor PM01183 19-S

0 163,4 163,6 164,4
2 287,1 2355 187,9
4 568,7 463,2 205,4
7 1211,3 986,3 513,6
9 1633,7 14514 650,6
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 19-S
11 2047,8 2062 659,8
14 1236,2
18 1575,9
23 1895,7
25 2177,0

Exemplul 32e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-S in xenogrefele tumorale
gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 19-S si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 40 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor HGC27 la soarecii tratati
cu placebo, PM01183 si 19-S. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 29.

Tabel 40

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 19-S
0 178,3 177,6 1815
2 409 395,6 404,6
5 907,4 572,4 600,3
7 1283,6 766,6 660,3
9 1664 950,7 787,5
14 2102,8 11994 864,4
16 1353,1 882,4
19 1294,3 925,2
21 1335,1 893,6
23 1320,3 874,4
26 1364,5 932,1
30 1671,9 1547,8
33 2009,2 20204

Exemplul 33. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-R in mai multe modele de
xenogrefa

Compusul 19-R a fost furnizat in forma de flacoane liofilizate. Turta de 19-R a fost reconstituita
cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/mL. Solutia stoc de 19-R a fost diluata in continuare in
solutie de dextroza 5 % pentru injectare pana la concentratia formularii de dozare. Doza administrata
de 19-R a fost de 0,15 mg/kg.

Compusul PM01183 a fost furnizat in forma de flacoane de produs liofilizat. Fiecare flacon a
fost reconstituit cu apa pentru perfuzie la o concentratie de 0,2 mg/ml. Solutia stoc de PM01183 a fost
diluatd in continuare in solutie de glucoza 5% pentru injectare la concentratiile formularii de dozare. Doza
administrata a fost de 0,18 mg/kg.

Compusul placebo a fost furnizat in forma de turtd liofilizata care contine 100 mg zaharoza +
fosfat diacid de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru
perfuzie.
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In aceste experimente, compusul 19-R si PM01183, precum si placebo, au fost administrate
intravenos o data pe saptamanad, timp de 3 saptamani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost
posibil.

Exemplul 33a. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-R in xenogrefele de fibrosarcom
uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 19-R cu
activitatea antitumorald a compusului PM01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom uman.

Modelul tumoral utilizat In acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 41 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT-1080 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 30.

Tabel 41

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor PM01183 19-R
0 8,4 8,4 8,3
2 10,9 9,8 9,4
5 14,8 9,7 8,0
7 15,9 11,4 7,2
9 18,0 12,7 7,8
12 13,7 7,8
14 14,6 8,4
16 15,5 8,2
19 15,6 11,3
21 18,0 12,2
23 13,3
26 15,2
28 18,0

Exemplul 33b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-R in xenogrefe de adenocarcinom
mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorala a compusului 19-R cu
activitatea antitumorala a compusului PM01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 42 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 19-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 31.

Tabel 42
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PM01183 19-R
132,6 134,3 132,5
194,1 177,2 189,3
248,2 186,3 151,9
11 377,6 250,7 167,5
14 461,3 266,1 152,6
18 679,2 327,7 162,2
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 19-R
21 753,2 391,0 201,2
25 909,2 493,1 208,5
28 1090,7 627,3 2748
32 1433,4 789,0 355,8
36 1887,5 1022,0 513,8
39 1785,2 1294,2 793,7
42 2081,5 1643,3 1012,2
46 21375 1658,9 1188,5
49 1938,0 1380,7
53 1568,0
56 1862,6
60 21294

Exemplul 33c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-R (de referintd) in xenogrefele
tumorale pulmonare umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 19-R cu
activitatea antitumorald a compusului PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefd de cancer
pulmonar uman.

Modelul tumoral utilizat In acest studiu a fost linia celulara H-460.

Tabelul 43 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati
cu placebo, PM01183 si 19-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 32.

Tabel 43

Zile Volumul median al tumorii (mm?q)

Martor PM01183 19-R
0 197,0 196,3 196,8
2 529,5 457,0 418,7
4 1057,4 861,5 697,2
7 1582,5 1280,2 911,7
9 2094,8 1424,9 11115
1 1969,9 1281,3
14 1478,7
16 1594,0

Exemplul 33d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 19-R (de referintd) in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorala a compusului 19-R cu
activitatea antitumorald a compusului PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer
ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 44 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor A2780 la soarecii tratati
cu placebo, PM01183 si 19-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 33.
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Tabel 44

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 19-R
0 163,4 163,6 162,83
2 287,1 236,5 212,9
4 568,7 463,2 368,5
7 1211,3 986,3 841,3
9 1633,7 14514 1138,9
11 2047,8 2062,0 1519,9
14 2056,0

Exemplul 33e. Studii in vivo pentru a determina efectul 19-R in xenogrefele tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 19-R cu
activitatea antitumorala a compusului PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefd de cancer
gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 45 raporteazd evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor HGC-27 la soarecii
tratati cu placebo, PM01183 si 19-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea 1n Figura 34.

Tabel 45

Zile Volumul median al tumorii (mm?®)

Martor PM01183 19-R
0 178,3 177,6 182,0
2 409,0 395,6 414,9
5 907,4 5724 735,0
7 1283,6 766,6 901,2
9 1664,0 950,7 1048,1
14 2102,8 1199,4 1293,9
16 1353,1 1488,8
19 1294,3 1668,3
21 1335,1 1845,0
23 1320,3 2025,0
26 1364,5
30 1671,9
33 2009,2

Exemplul de referintd 34. Studii in vivo pentru a determina efectul 39-S in mai multe modele de
xenogrefa.

Compusul 39-S si C au fost furnizati sub forma de flacoane liofilizate de produs liofilizat.
Fiecare flacon a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml.
S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabild de dextroza 5% pana la concentratia formularii de
dozare. Dozele administrate de 39-S si C au fost 1,25 si, respectiv, 3 mg/Kg.

A fost furnizat placebo sub forma de flacoane cu produs liofilizat. Fiecare flacon (zaharoza 200
mg + fosfat diacid de potasiu 13,6 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5) a fost reconstituit cu apa sterila
pentru preparate injectabile (2 ml). S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5%.

In aceste experimente,compusul 39-S si compusul C, precum si placebo, au fost administrate
intravenos intr-un program saptdmanal la un volum de 10 ml/Kg.
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Exemplul de referinta 34a. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefele de
fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua activitatea antitumorald a compusului 39-S prin
comparatie cu activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 46 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 35.

Tabel 46

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor 39-S Compus C
0 75 7.5 7,5
2 9,4 7,9 8,8
5 11,4 6,4 9,0
7 12,1 6,8 9,6
9 13,2 6,9 10,2
12 14,5 6,6 10,2
14 15,2 6,4 11,2
16 15,9 6,8 12,4
19 18,0 7,0 13,3
21 7,0 15,2
23 8,5 18,0
27 10,8
30 12,5
33 14,3
35 15,3
37 18,0

Exemplul de referinta 34b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefe de
adenocarcinom mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 39-S si
compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 47 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la soareci
tratati cu placebo, compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 36.
Tabel 47.

Zile Volumul median al tumorii (mm?®)
Martor 39-S Compus C

0 1494 151,0 149,4
2 240,0 209,3 217,1
5 325,1 290,9 281,3
7 407,8 301,8 338,6
9 514,8 300,8 385,1
12 648,1 278,7 400,4
14 799,0 249,7 436,9
16 1002,5 243,6 585,7
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 39-S Compus C
19 1233,9 248,3 74,7
21 1539,1 250,0 965,9
23 2006,5 260,3 1215,2
26 2027,7 304,9 1503,2
28 3371 1785,3
30 451,3 2037,1
33 584,1
35 683,4
37 784,7
40 9374
42 1060,5
44 1170,5
47 1112,9
49 1138,6
51 1283,2
54 1415,1
56 1518,7
58 1728,5
61 2017,9

Exemplul de referinta 34c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefele de
cancer pulmonar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 39-S cu
activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea a trei modele diferite de xenogrefd de cancer
pulmonar uman. Aceste modele corespund cancerului pulmonar fara celule mici (linia celulard H-460) si
cancerului pulmonar cu celule mici (liniile celulare H526 si H82).

Tabelul 48 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati
cu placebo, compus C si compus 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 37.

Tabel 48
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 39-S Compus C

0 187,4 187,8 186,1
2 577,5 314,4 395,4
5 1352,0 584,1 665,9
7 1642,9 831,2 929,5
9 2025,0 841,0 1063,7
12 1008,0 1436,5
14 1309,8 2025,0
16 1470,0 2025,0
19 2025,0
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Tabelul 49 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H526 la soarecii tratati
cu placebo, compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 38.

5  Tabel 49

Zile |Volumul median al tumorii (mm?®)
Martor 39-S Compus C

0 217,2 214,5 2179
2 410,7 260,3 262,4
4 778,55 80,0 108,3
7 1083,2 46,2 129,8
9 1371,0 32,0 85,9
11 17820 32,0 52,3
14 |2025,0 4,0 54,1
16 4,0 47,3
21 4,0 4,0
28 4,0 4,0
35 4,0 4,0
42 4,0 62,5
49 4,0 53,5
56 4,0 70,0
63 4,0 132,3
70 4,0 368,5
77 4,0 465,8
84 4,0 107,4
91 4,0 130,0
98 4,0 4,0
105 4,0 4,0
112 4,0 4,0
119 4,0 4,0
126 4,0 4,0
133 4,0 4,0
140 4,0 4,0
147 4,0 4,0
165 4,0 4,0
175 4,0 4,0
191 4,0 4,0
205 4,0 4,0

Tabelul 50 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H82 la soarecii tratati cu
placebo, compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 39.

10
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Tabel 50.
Zile  |Volumul median al tumorii (mm?)
Martor 39-S Compus C
0 171,6 170,3 170,5
2 439,4 325,2 265,3
5 1024,7 430,8 488,7
7 1422,0 466,2 760,0
9 1923,8 544,3 899,5
12 2025,0 640,3 1038,5
14 711,2 1213,4
16 802,7 1256,4
19 916,0 17415
21 1047,2 1878,8
23 1189,1 2057,0
26 1497,2
28 17418
30 17317
33 2029,4

Exemplul de referinti 34d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 39-S cu
activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat In acest studiu a fost A2780.

Tabelul 51 raporteaza evaluarea volumului tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo,

compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 40.

Tabel 51

Zi Volumul median al tumorii (mma3)
Martor 39-S Compus C

0 169,5 170,5 169,6
2 3175 206,5 206,3
5 758,9 163,4 372,7
7 1351,9 298,6 607,6
9 1675,8 317,4 696,2
12 2025,0 378,2 855,6
14 668,5 1293,9
16 853,5 1683,5
19 14155 21375
21 1519,2
23 1666,0
30 2025,0

Exemplul de referinta 34e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefele
tumorale gastrice umane.
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Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorala a compusului 39-S cu
activitatea antitumorald a compusului C prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 52 raporteaza cresterea volumului tumorii a tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, compus C si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 41.

Tabel 52

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 39-S Compus C

0 200,7 195,6 195,0
2 429,0 356,3 391,0
5 835,5 469,7 578,6
7 1256,5 467,8 708,2
9 1602,2 575,2 937,7
12 2040,7 611,1 1169,5
14 637,3 1496,8
16 690,4 1690,6
19 701,8 2004,0
21 697,4 17414
23 715,5 2056,4
26 898,1
28 1163,4
30 1409,3
33 1450,5
35 1708,5
37 1804,4
40 2075,2

Exemplul de referinta 35. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 47-R in mai multe
modele de xenogrefa.

Compusul 47-R a fost furnizat sub forma de fiole liofilizate de produs liofilizat. Fiecare flacon a
fost reconstituit cu apd sterila pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au facut
dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5% pand la concentratia formularii de dozare. Doza
administratd de 47-R a fost de 0,1 mg/Kg.

Compusul D a fost furnizat sub forma de substantd medicamentoasa sub forma de pulbere.
Fiecare flacon a fost reconstituit mai intai prin dizolvare totald in DMSO (Fisher) si apoi adaugare de
Kolliphor ELP (Basf)/etanol absolut (Merk) (1:1, vol/vol) la o concentratie de 0,8 mg/mL. S-au facut
dilutii suplimentare cu o solutie tampon de lactat (pH = 4,0) pana la concentratia formularii de dozare.
Doza administratd de Compus D a fost de 0,5 mg/Kg.

Placebo a fost furnizat sub forma de flacoane cu produs liofilizat. Fiecare flacon (zaharoza 200
mg + fosfat diacid de potasiu 13,6 mg + acid fosforic q.s. pH 3,8-4,5) a fost reconstituit cu apa sterila
pentru preparate injectabile (2 ml). S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5%.

in aceste experimente, compusul 47-R si compusul D, precum si placebo, au fost administrate
intravenos pe un program saptdmanal la un volum de 10 ml/Kg.

Exemplul de referintd 35a. Studii in vivo pentru a determina efectul 47-R in xenogrefe de fibrosarcom
uman.
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Scopul acestui studiu a fost de a evalua activitatea antitumorald a compusului 47-R prin
comparatie cu activitatea antitumorald a compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT1080.

Tabelul 53 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 42.

Tabel 53
Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)
Martor 47-R Compus D

0 7.5 75 75
2 9,4 8,9 8,2
5 11,4 10,1 75
7 12,1 10,5 7.4
9 13,2 11,5 8,1
12 14,5 13,5 7,9
14 15,2 13,9 7,7
16 15,9 14,6 8,8
19 18,0 18,0 10,2
21 11,2
23 12,2
27 13,2
30 14,6
33 16,3
35 18,0

Exemplul de referinta 35b. Studii in viv pentru a determina efectul compusului 47-R in xenogrefe de
adenocarcinom mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 47-R si
compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de sdn uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 54 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la soareci
tratati cu placebo, compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 43.

Tabel 54
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 47-R Compus D

0 149,4 150,5 149,6
2 240,0 2253 217,2
5 325,1 323,2 2845
7 407,8 405,0 310,0
9 514,8 495,9 3255
12 648,1 594,1 268,4
14 799,0 769,5 237,7
16 1002,5 1009,5 261,2
19 1233,9 1298,0 251,3
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 47-R Compus D

21 1539,1 1580,7 2199
23 2006,5 2006,5 221,8
26 2027,7 2032,1 2455
28 320,3
30 401,6
33 545,8
35 629,2
37 670,7
40 669,9
42 696,3
44 798,1
47 857,7
49 870,7
51 925,8
54 1005,4
56 1064,2
58 1235,6
61 1367,8
63 1553,7
65 2017,9

Exemplul de referinta 35c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 47-R in xenogrefe de
cancer pulmonar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 47-R cu
activitatea antitumoralda a compusului D prin utilizarea a trei modele diferite de xenogrefd de cancer
pulmonar uman. Aceste modele corespund cancerului pulmonar fara celule mici (linia celulard H-460) si
cancerului pulmonar cu celule mici (liniile celulare H526 si H82).

Tabelul 55 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati
cu placebo, compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 44.

Tabel 55
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 47-R Compus D

0 187,4 185,8 187,2
2 5775 508,1 329,7
5 1352,0 979,3 559,4
7 1642,9 1280,0 756,5
9 2025,0 1543,1 971,9
12 1764,0 1370,9
14 1845,5 1626,8
16 2025,0
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Tabelul 56 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H526 la soarecii tratati
cu placebo, compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 45.

Tabel 56

Zile Volumul median al tumorii (mm?q)
Martor 47-R Compus D

0 217,2 2115 216,1
2 410,7 3679 240,9
4 7785 583,7 99,3
7 1083,2 941,7 56,7
9 1371,0 1305,2 62,5
11 1782,0 14847 62,5
14 2025,0 2025,0 32,0
16 4,0
21 4,0
28 4,0
35 4,0
42 4,0
49 4,0
56 4,0
63 4,0
70 4,0
77 4,0
84 4,0
91 4,0
98 4,0
105 4,0
112 4,0
119 4,0
126 4,0
133 4,0
140 4,0
147 4,0
165 4,0
175 4,0
191 4,0
205 4,0

Tabelul 57 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H82 la soareci tratati cu
placebo, compus D si compus 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 46.

Tabel 57.

Volumul median al tumorii (mm3)
Martor 47-R Compus D
0 171,6 169,0 169,4

Zile
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] Volumul median al tumorii (mm?3)

Zile Martor 47-R Compus D
2 4394 371,6 340,6
5 1024,7 888,8 443,3
7 1422,0 1314,2 496,2
9 1923,8 1811,0 614,1
12 2025,0 2055,4 665,5
14 1041,6
16 1151,2
19 1516,7
21 1748,0

Exemplul 35d. Studii in vivo pentru a determina efectul 47-R in xenogrefele tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 47-R cu
activitatea antitumorald a compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 58 raporteazi evaluarea volumului tumorilor A2780 la soareci tratati cu placebo,
compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 47.

Tabel 58
Zile  [Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 47-R Compus D

0 169,5 170,6 168,8
2 317,5 280,6 225,7
5 758,9 653,9 256,6
7 1351,9 848,7 473,8
9 1675,8 1569,1 633,6
12 2025,0 1764,0 822,8
14 1666,0 1129,3
16 2025,0 1198,6
19 1649,6
21 2025,0

Exemplul de referinta 35e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 47-R in xenogrefele
tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumoralda a compusului 47-R cu
activitatea antitumorald a compusului D prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 59 raporteazad cresterea volumului tumorii a tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, compus D si 47-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 48.

Tabel 59
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 47-R Compus D
200,7 194,0 194,0

429,0 359,4 324,2
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 47-R Compus D

835,5 7748 561,6

1256,5 1155,4 504,2

1602,2 14747 584,2
12 2040,7 1870,2 767,7
14 2031,3 1056,8
16 2075,2 1440,2
19 17179
21 2043,4

Exemplul de referintd 36. Studii in vivo pentru a determina efectul 32 in mai multe modele de
xenogrefa.

Au fost furnizati compusii 32 si ET-736 in forma de flacoane liofilizate de produs liofilizat.
Fiecare flacon a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml.
S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabild de dextroza 5% pana la concentratia formularii de
dozare. Doza administratd de compus 32 si ET-736 a fost de 0,5 mg/Kg.

A fost furnizat Placebo sub forma de produs liofilizat. Fiecare flacon (zaharoza 200 mg + fosfat
diacid de potasiu 13,6 mg + acid fosforic q.s. pH 3,8-4,5) a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate
injectabile (2 ml). S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5%.

in aceste experimente, compusul 32 si ET-736, precum si placebo, au fost administrate
intravenos la un program saptamanal la un volum de 10 ml/Kg.

Exemplul de referintii 36a. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 32 in
xenogrefele de fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua activitatea antitumorala a compusului 32 prin comparatie
cu activitatea antitumoralda a compusului ET-736 prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom
uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT-1080,

Tabelul 60 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 49.

Tabel 60
Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)
Martor 32 ET-736

0 75 7.5 7,4
2 94 8,9 8,3
5 11,4 8,2 71
7 12,1 8,8 7,6
9 13,2 10,0 7,4
12 14,5 8,8 7,0
14 15,2 10,8 71
16 15,9 11,8 7,4
19 18,0 12,0 8,4
21 14,0 8,6
23 13,8 10,0
27 13,6 10,9
30 15,5 13,2
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Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)
Martor 32 ET-736

33 18,0 14,3
35 15,2
37 15,8
40 16,6
42 18,0

Exemplul de referinti 36b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 32 in xenogrefe de
adenocarcinom mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activititile antitumorale ale compusului 32 si ET-736
prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 61 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 50.

Tabel 61

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 32 ET-736
0 149,4 150,2 150,0
2 240,0 233,6 237,7
5 3251 310,6 302,1
7 407,8 386,1 364,9
9 514,8 4375 404,6
12 648,1 4934 3954
14 799,0 560,3 398,3
16 1002,5 649,5 4472
19 1233,9 853,0 485,0
21 1539,1 1017,5 536,3
23 2006,5 1263,2 669,8
26 2027,7 1487,7 778,9
28 1726,6 1046,1
30 1892,6 1315,9
33 2082,8 1664,9
35 2007,7

Exemplul de de referinta 36¢. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 32 (de de
referinti) in xenogrefele de cancer pulmonar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 32 si ET-736
prin utilizarea a trei modele diferite de xenogrefd de cancer pulmonar uman. Aceste modele corespund
cancerului pulmonar fara celule mici (linia celulard H-460) si cancerului pulmonar cu celule mici (liniile
celulare H526 si H82).

Tabelul 62 prezintd evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati cu
placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 51.
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Tabel 62

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 32 ET-736
0 187,4 183,9 185,8
2 5775 455,2 457,8
5 1352,0 784,8 732,8
7 1642,9 837,4 930,1
9 2025,0 1044,3 1207,2
12 2025,0 1452,4 1568,0
14 18455 1845,5
16 2025,0 2025,0

Tabelul 63 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H526 la soarecii tratati
cu placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 52.

5
Tabel 63
Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 32 ET-736
0 217,2 212,1 2135
2 410,7 277,3 240,5
4 778,55 127,0 97,2
7 1083,2 95,0 48,8
9 1371,0 63,1 62,5
1 1782,0 62,5 62,5
14 2025,0 62,5 47,3
16 62,5 32,0
21 4,0 4,0
28 4,0 4,0
35 55,3 4,0
42 85,3 4,0
49 185,6 4,0
56 169,1 4,0
63 62,5 4,0
70 88,9 4,0
77 280,6 4,0
84 694,2 199,8
91 1150,9 786,5
Tabelul 64 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H82 la soarecii tratati cu
placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 53.
0 Tabel 64
Zile Volumul median al tumorii (mm?®)

Martor 32 ET-736
0 171,6 171,6 170,0
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 32 ET-736
2 439,4 309,4 3344
5 1024,7 485,0 539,4
7 1422,0 708,4 836,4
9 1923,8 972,6 1013,1
12 2025,0 1101,6 1290,9
14 1339,6 1648,0
16 1430,3
19 1885,7

Exemplul de referinti 36d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 32 in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 32 si ET-736
prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost A2780.

Tabelul 65 raporteazd evaluarea volumului tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo,
compusul ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 54.

Tabel 65

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 32 ET-736
0 169,5 168,6 168,8
2 317,5 262,9 251,2
5 758,9 572,7 382,6
7 1351,9 997,5 676,1
9 1675,8 1359,9 959,4
12 2025,0 1715,0 12415
14 2025,0 1582,7
16 2025,0 1646,4
19 18455
21 2025,0

Exemplul de referinta 36e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 32 in xenogrefele
tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 32 si ET-736
prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 66 raporteaza cresterea volumului tumorii la tumorile HGC27 la soarecii tratati cu
placebo, ET-736 si 32. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 55.

Tabel 66
Zile Volumul median al tumorii (mm?q)
Martor 32 ET-736
0 200,7 194,8 195,9
2 429,0 386,3 359,2
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor 32 ET-736

8355 551,3 537,6

1256,5 579,2 553,5

1602,2 665,8 604,7
12 2040,7 701,1 627,4
14 8145 648,0
16 959,9 687,6
19 1312,4 760,0
21 1626,8 792,4
23 17373 818,9
26 1026,1
28 1354,9

Exemplul de referintia 37. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in mai multe
modele de xenogrefa.

Compusul 35 a fost furnizat sub forma de flacoane liofilizate de produs liofilizat. Fiecare flacon
a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au facut
dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5% pand la concentratia formularii de dozare. Doza
administrata de compus 35 a fost 0,25 mg/Kg.

PMO01183 a fost furnizat sub formd de flacoane de produs liofilizat. Fiecare flacon a fost
reconstituit cu apa sterila pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au facut dilutii
ulterioare cu solutie injectabila de glucoza 5% sau clorurd de sodiu 0,9% péana la concentratia formularii
de dozare. Doza administrata de PM01183 a fost 0,18 mg/Kg.

Placebo a fost furnizat sub forma de flacoane cu produs liofilizat, fiecare flacon (zaharoza 200
mg + fosfat diacid de potasiu 13,6 mg + acid fosforic q.s. pH 3,8-4,5) a fost reconstituit cu apa sterila
pentru preparate injectabile (2 mL). S-au facut dilutii suplimentare cu solutie injectabild de dextroza 5%.

In acest experiment, compusul 35 si PMO01183, precum si placebo au fost administrate
intravenos pe un program saptamanal la un volum de 10 ml/Kg.

Exemplul de referinta 37a. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in xenogrefele
de fibrosarcom uman.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua activitatile antitumorale ale compusului 35 si PM01183
prin utilizarea unui model de xenogrefa de sarcom uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara HT-1080.

Tabelul 67 raporteazd evaluarea diametrului total (tumora + picior) a tumorilor HT1080 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 35. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 56.

Tabel 67

Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)

Martor PMO01183 35
0 8,4 8,4 8,3
2 10,9 9,8 9,4
5 14,8 9,7 8,7
7 15,9 11,4 8,0
9 18,0 12,7 9,9
12 13,7 11,4
14 14,6 12,5
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Zile Diametru total (tumoare + picior) (mm)
Martor PM01183 35
16 15,5 13,2
19 15,6 14,6
21 18,0 15,7
23 18,0

Exemplul de referinta 37b. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in xenogrefe de
adenocarcinom mamar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activititile antitumorale ale compusului 35 si
PM01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de san uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara MDA-MB-231.

Tabelul 68 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor MDA-MB-231 la
soarecii tratati cu placebo, PM01183 si 35. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 57.

Tabel 68

Zile Volumul median al tumorii (mm?®)

Martor 35 PMO01183
0 132,6 132,7 134,3

194,1 193,6 177,2

248,2 179,1 186,3
11 377,6 276,7 250,7
14 461,3 286,0 266,1
18 679,2 384,5 327,7
21 753,2 436,8 391,0
25 909,2 554,3 493,1
28 1090,7 647,0 627,3
32 14334 817,5 789,0
36 1887,5 1156,7 1022,0
39 1785,2 1387,6 12942
42 2081,5 1595,3 1643,3
46 21375 1689,9 1658,9
49 2044,2 1938,0

Exemplul de referinta 37c. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in xenogrefele
de cancer pulmonar uman.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activititile antitumorale ale compusului 35 si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer pulmonar uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost linia celulara H460.

Tabelul 69 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor H460 la soarecii tratati
cu placebo, PM01183 si 35. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 58.

Tabel 69

Zile Volumul median al tumorii (mm?3)

Martor PM01183 35

0 197,0 196,3 197,2
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor PM01183 35

2 529,5 457,0 415,3
4 1057,4 861,5 750,8
7 1582,5 1280,2 1242,3
9 2094,8 14249 1536,3
11 1969,9 1728,7
14 2080,9

Exemplul de referintd 37d. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in xenogrefele
tumorale ovariene umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activititile antitumorale ale compusului 35 si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer ovarian uman.

Modelul tumoral utilizat In acest studiu a fost A2780.

Tabelul 70 raporteazd evaluarea volumului tumorilor A2780 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 35. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 59.

Tabel 70
Zile Volumul median al tumorii (mm?®)
Martor PMO01183 35

0 163,4 163,6 163,6
2 287,1 236,5 189,9
4 568,7 463,2 284,3
7 1211,3 986,3 606,4
9 1633,7 1451,4 946,9
11 2047,8 2062,0 1394,2
14 2067,7

Exemplul de referinta 37e. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 35 in xenogrefele
tumorale gastrice umane.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatile antitumorale ale compusului 35 si
PMO01183 prin utilizarea unui model de xenogrefa de cancer gastric uman.

Modelul tumoral utilizat in acest studiu a fost HGC27.

Tabelul 71 raporteaza cresterea in volum a tumorilor HGC27 la soarecii tratati cu placebo,
PMO01183 si 35. Aceste rezultate sunt prezentate de asemenea in Figura 60.

Tabel 71
Zile Volumul median al tumorii (mm?®)
Martor 35 PMO01183

0 178,3 182,3 177,6

2 409,0 382,2 395,6

5 907,4 610,8 5724

7 1283,6 775,5 766,6

9 1664,0 988,0 950,7

12 1692,4 1005,6 972,0

14 2102,8 1531,7 1199,4
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Zile Volumul median al tumorii (mm?3)
Martor 35 PM01183
16 1866,3 1353,1

Exemplul de referintd 38. Studii in vivo pentru a determina efectul compusilor 12-S si 12-R in
xenogrefele de prostatd umana.

Compusii 12-S si 12-R au fost furnizati sub forma de fiole liofilizate de produs liofilizat. Fiecare
flacon a fost reconstituit cu apd pentru perfuzie la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au facut dilutii
suplimentare cu solutie injectabild de dextroza 5% pana la concentratia formularii de dozare. Dozele
administrate de compusi 12-S si 12-R au fost 0,25 mg/kg si, respectiv, 0,05 mg/kg.

A fost furnizat placebo sub forma de turtd liofilizata care contine 100 mg zaharoza + fosfat
diacid de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

In aceste experimente, compusii 12-S si 12-R, precum si placebo, au fost administrati intravenos
o data pe saptamana timp de 3 sdptdmani consecutive, in zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost posibil.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusilor 12-S si 12-R prin
utilizarea unui model de xenogrefa de cancer de prostata uman.

Modelul tumoral utilizat In acest studiu a fost linia celulara PC-3.

Tabelul 72 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu
placebo, 12-S si 12-R. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 61.

Tabel 72

Volumul median al tumorii (mm?2)

Zile Martor 12-R 12-S
0 128,0 129,0 128,0
2 149,6 136,2 1415
4 197,0 1442 143,7
7 250,9 172,2 183,9
11 291,6 183,6 208,1
14 326,5 205,2 270,7
16 361,9 256,0 286,3
18 397,0 325,7 336,1
21 476,9 322,2 357,1
23 506,1 407,8 400,8
25 526,7 419,9 443,6
29 593,6 459,1 523,4
32 769,5 512,1 652,6
35 875,3 579,2 689,7
37 900,0 613,8 692,2
39 977,8 764,1 726,9
42 1061,5 785,0 823,7
44 1463,4 845,5 864,2
46 1612,8 748,0 1182,8
49 1809,2 808,7 1219,2
51 2030,9 855,8 1331,9
56 1125,2 1335,2
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Exemplul 39. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 4-S in xenogrefele de prostata
umana.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 4-S prin
utilizarea a trei modele diferite de xenogrefa de cancer de prostatd uman. Aceste modele corespund
liniilor celulare PC-3, DU-145 si 22Rv1.

Compusul 4-S a fost furnizat sub forma de flacoane liofilizate de produs liofilizat. Fiecare
flacon a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au
facut dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5% pana la concentratia formularii de dozare.
Doza administrata de 4-S a variat in functie de studiu, fiind de 1,25 mg/Kg cand modelul tumoral era PC-
3, 1,00 mg/Kg cand modelul tumoral era DU-145 si 0,75 mg/Kg cand tumora era modelul era 22Rvl,
respectiv.

Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizata care contine 100 mg zaharoza + fosfat diacid
de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.

In aceste experimente, 4-S precum si placebo au fost administrate intravenos o dati pe
saptamana timp de 3 sdptdmani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost posibil.

Tabelul 73 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu
placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 62.

Tabel 73
Volumul median al tumorii (mm?3)
Zile Martor 4-S
0 140,5 141,3
2 178,6 130,7
4 233,1 147,6
7 2846 157,7
9 331,7 200,9
11 433,7 192,8
14 500,4 210,8
16 570,8 255,5
18 680,3 261,1
21 850,1 2824
23 928,5 382,2
25 915,7 451,6
28 11875 611,1
30 1270,1 762,3
32 1327,1 821,6
35 1373,6 1045,6

Tabelul 74 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor DU-145 la soarecii tratati
cu placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 63.

Tabel 74
Volumul median al tumorii (mm?®)
Zile Martor 4-S
0 127,4 126,2

3 180,9 102,4
5 248,8 1195
7 320,4 149,5




5

10

MD/EP 3615544 T2 2023.08.31

111

Volumul median al tumorii (mm?3)

Zile Martor 4-S
10 384.,6 216,8
12 441,0 181,4
14 519,6 237,7
17 601,0 204,4
19 660,8 2109
24 740,7 300,0
26 798,6 378,4
28 587,0
31 650,3

Tabelul 75 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor 22Rv1 la soarecii tratati
cu placebo si 4-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 64.

Tabel 75
Volumul median al tumorii (mm?3)
Zile Martor 4-S
0 174,6 173,6
3 307,2 70,3
5 511,5 63,1
7 739,1 76,7
10 955,2 49,1
12 1286,1 59,8
14 1385,8 74,9
17 1791,1 55,1
19 2025,0 64,9
24 138,4
26 186,9
28 2420
31 392,5
33 561,8
35 799,3
38 1107,0
40 1426,4
42 1685,5
45 2025,0

Exemplul de referinta 40. Studii in vivo pentru a determina efectul compusului 39-S in xenogrefele de
prostata umana.

Scopul acestui studiu a fost de a compara activitatea antitumorald a compusului 39-S prin
utilizarea a trei modele diferite de xenogrefa de cancer de prostatd uman. Aceste modele corespund
liniilor celulare PC-3, DU-145 si 22Rv1.

Compusul 39-S a fost furnizat sub forma de flacoane liofilizate de produs liofilizat. Fiecare
flacon a fost reconstituit cu apa sterild pentru preparate injectabile la o concentratie de 0,5 mg/ml. S-au
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facut dilutii suplimentare cu solutie injectabila de dextroza 5% pana la concentratia formularii de dozare.
Doza administratd de 39-S a variat in functie de studiu, fiind de 1,25 mg/Kg cand modelul tumoral a fost
PC-3, 1,00 mg/Kg cand modelul tumoral a fost DU-145 si respectiv 0,75 mg/Kg cand modelul tumoral a
fost 22Rv1,
5 Placebo a fost furnizat sub forma de turta liofilizata care contine 100 mg zaharoza + fosfat diacid
de potasiu 6,8 mg + acid fosforic g.s. pH 3,8-4,5 care a fost reconstituit cu apa pentru perfuzie.
In aceste experimente, compusul 39-S, precum si placebo, au fost administrate intravenos o dati
pe saptamana timp de 3 saptimani consecutive, in Zilele 0, 7 si 14, ori de cate ori a fost posibil.
Tabelul 76 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor PC-3 la soarecii tratati cu
10  placebo si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 65.

Tabel 76

Volumul median al tumorii (mm?3)

Zile Martor 39-S

0 1819 182,3
2 254.8 222,6
4 308,7 2440
7 3445 269,3
9 396,8 295,8
11 439,2 315,0
14 542,7 356,9
16 619,0 388,0
18 721,3 400,1
21 908,1 503,3
23 1039,1 556,0
25 1117,0 579,6
28 1232,3 694,9
30 1778,6 811,1
32 2018,1 1027,1
35 1194,3
37 1495,0
39 1710,7
42 2066,2

Tabelul 77 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor DU-145 la soarecii tratati
15 cu placebo si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 66.

Tabel 77

Volumul median al tumorii (mm?®)

Zile Martor 39-S
0 156,8 179,9
2 198,3 199,9
4 253,9 222,2
7 325,8 340,5
9 385,1 354,1
11 462,2 349,7
14 4838 4291
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Volumul median al tumorii (mm?3)

Zile Martor 39-S
16 599,0 454,8
18 664,0 4497
21 816,9 517,5
23 861,3 568,5
25 977,9 629,4
28 973,6 775,7

Tabelul 78 raporteaza evaluarea volumului tumoral mediu al tumorilor 22Rv1 la soarecii tratati
cu placebo si 39-S. Aceste rezultate sunt prezentate si in Figura 67.

5  Tabel 78
Volumul median al tumorii (mm?3)
Zile Martor 39-S
0 174,6 173,5
3 307,2 93,0
5 511,5 96,8
7 739,1 115,2
10 955,2 108,2
12 1286,1 128,4
14 1385,8 155,6
17 17911 1734
19 2025,0 210,2
24 358,8
26 456,5
28 645,2
31 1049,5
33 1439,4
35 2025,0
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e WO-A1-03/014127
e WO-A1-2011/147828

(57) Revendiciri:

1. Compus cu formula IC sau o sare sau ester ale acestuia acceptabile din punct de vedere
farmaceutic:

in care:

X este -NH-;

R1 este -OH sau -CN;

R; este o grupare -C(=O)R?;

R; este hidrogen sau o grupare -OR®;

R4 este ales dintre —-CH,OH si -CH,OC(=0O)R¢;

R? este ales dintre hidrogen, alchil C1-C1, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ca, substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy2 substituit sau nesubstituit;

RPeste ales dintre alchil C;-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cy, substituit sau
nesubstituit si alchinil C;-Cy substituit sau nesubstituit; si

R® este ales dintre alchil C;-Cy» substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci» substituit sau
nesubstituit si alchinil C,-Cy, substituit sau nesubstituit.

2. Compus conform revendicarii 1 ales cu formula 1Ca sau ICb sau o sare acceptabila din punct
de vedere farmaceutic sau ester al acestuia:

ICa ICb
in care:

X este -NH-;

R1 este -OH sau -CN;

R, este o grupare -C(=O)R?;

R3 este hidrogen sau o grupare -OR?;

R, este ales dintre —-CH,OH si -CH,OC(=0O)R¢;
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R? este ales dintre hidrogen, alchil C;-Cy2 substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci, substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy, substituit sau nesubstituit;

RPeste ales dintre alchil C;-Cy, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cy, substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy2 substituit sau nesubstituit; si

R® este ales dintre alchil C;-Cq» substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Ci» substituit sau
nesubstituit si alchinil C2-Cy, substituit sau nesubstituit.

3. Compus conform revendicarii 1 sau 2 in care R4 este ales dintre —-CH,OH si

-CH,0OC(=0O)R°® in care R® este alchil C1-Cs substituit sau nesubstituit; preferabil in care R¢ este
ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau
nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau
nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit; mai preferabil in
care R® este metil.

4. Compus conform oricéreia dintre revendicarile 1 la 3 in R4 este —CH,OH.
5. Compus conform oricareia dintre revendicérile de la 1 la 4, in care R; este —OH.

6. Compus conform oricareia dintre revendicarile de la 1 1a 5, in care R; este o grupare -C(=O)R?
in care R? este alchil Ci-Cg substituit sau nesubstituit; de preferintd in care R? este ales dintre metil
substituit sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil
substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil
substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit; preferabil in care R, este acetil.

7. Compus conform oricireia dintre revendicarile de la 1 la 6, in care Rs este hidrogen sau -OR®
in care R este alchil C;1-Cs substituit sau nesubstituit; de preferintd in care R este ales dintre metil
substituit sau nesubstituit, etil substituit sau nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil
substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil
substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit sau nesubstituit, preferabil in care Rs este hidrogen.

8. Compus conform revendicirii 7 in care R este -ORP in care R este alchil C;-Cs substituit sau
nesubstituit; de preferintd in care RP este ales dintre metil substituit sau nesubstituit, etil substituit sau
nesubstituit, n-propil substituit sau nesubstituit, izopropil substituit sau nesubstituit, n-butil substituit sau
nesubstituit, izobutil substituit sau nesubstituit, sec-butil substituit sau nesubstituit si tert-butil substituit
sau nesubstituit; preferabil in care Rz este metoxi.

9. Compus conform revendicarii 1 cu formula:
MeO
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sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic sau ester al acestora.

10. Compus conform oricareia dintre revendicarile 1 la 9, In care sarea este aleasd dintre
clorhidrat, bromhidrat, iodhidrat, sulfat, azotat, fosfat, acetat, trifluoracetat, maleat, fumarat, citrat, oxalat,
succinat, tartrat, malat, mandelat, metansulfonat, p-toluensulfonat, sodiu, potasiu, calciu, amoniu,
etilendiamina, etanolamina, N,N-dialchilenetanolamina, trietanolamina si aminoacizi bazici.

11. Compozitie farmaceutica care cuprinde un compus conform oricareia dintre revendicarile de
la 1 la 10 sau o sare sau ester acceptabil din punct de vedere farmaceutic al acestuia si un purtator
acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

12. Forma de dozare care cuprinde o compozitie farmaceutica conform revendicarii 11.

13. Compus conform oricéreia dintre revendicarile 1 pana la 10 sau o sare sau ester acceptabil
din punct de vedere farmaceutic al acestuia sau o compozitie conform revendicarii 11 sau o forma de
dozare conform revendicarii 12 pentru utilizare ca medicament.

14. Compus conform oricéreia dintre revendicarile 1 pand la 10 sau o sare sau ester acceptabil
din punct de vedere farmaceutic al acestuia, o compozitie conform revendicarii 11 sau o forma de dozare
conform revendicédrii 12, pentru utilizare in tratamentul cancerului.

15. Compus, compozitie sau formd de dozare pentru utilizare conform revendicarii 14, in care
cancerul este ales dintre cancerul pulmonar, inclusiv cancerul pulmonar fara celule mici si cancerul
pulmonar cu celule mici, cancerul de colon, cancerul colorectal, cancerul de san, cancerul de pancreas,
sarcomul, cancerul ovarian, cancerul de prostata si cancerul gastric; de preferinta, in care cancerul este
ales dintre cancerul pulmonar incluzand cancerul pulmonar fard celule mici si cancerul pulmonar cu
celule mici, cancerul de san, cancerul de pancreas si cancerul colorectal.

16. Procedeu pentru obtinerea unui compus definit in oricare dintre revendicarile de la 1 1a 10
sau a unei sari sau ester acceptabil din punct de vedere farmaceutic al acestuia:

care cuprinde etapa de reactie a unui compus cu formula 11 cu un compus cu formula I11 pentru a
da un compus cu formula 1V:

” NHy

in care (unde este permis de catre posibilele grupari substituente):

X este -NH-;

R, este o grupare -C(=O)R?;

R3 este hidrogen sau o grupare -OR?;

R4 este ales dintre

R4 este ales dintre —-CH,OH si -CH,OC(=0O)R¢;

R? este ales dintre hidrogen, alchil C;-C1, substituit sau nesubstituit, alchenil C,-Cy, substituit sau
nesubstituit si alchinil C»-Cy2 substituit sau nesubstituit;

Rbeste ales dintre alchil C;-Ci, substituit sau nesubstituit, alchenil C»-Ci, substituit sau
nesubstituit si alchinil C>-C12 substituit sau nesubstituit; si

R® este ales dintre alchil C;-Cio substituit sau nesubstituit, alchenil C.-Cio substituit sau
nesubstituit si alchinil Co-C1, substituit sau nesubstituit

si optional cuprinzand etapa ulterioard de inlocuire a gruparii ciano din compusul cu formula IV
cu o grupare hidroxi pentru a se obtine un compus cu formula IC, in care R; este OH.
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17. Kit care cuprinde o cantitate eficace terapeutic dintr-un compus conform oricéreia dintre
revendicarile 1 la 10 sau o sare sau ester acceptabil din punct de vedere farmaceutic al acestuia si un
purtator acceptabil din punct de vedere farmaceutic; kitul cuprinzadnd, in mod optional, instructiuni de
utilizare a compusului in tratamentul cancerului si, mai preferabil, a unui cancer ales dintre cancerul
pulmonar, inclusiv cancerul pulmonar cu celule mici si cancerul pulmonar fara celule mici, cancerul de
colon, cancerul de san, cancerul de pancreas, sarcomul, cancerul ovarian, cancerul de prostata, cancerul
colorectal si cancerul gastric.

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