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

DOMENIU

Sunt divulgate metode de preparare a mercabilului omecamtiv. Sunt furnizate metode de
preparare a noi intermediari de mercabil omecamtiv, si metode sintetice intermediare.
FUNDAL

Sarcomerul cardiac este unitatea de baza a contractiei musculare in inima. Sarcomerul cardiac
este o structura citoscheletald de ordin superior compusa din miozina muschiului cardiac, actina si un set
de proteine regulatoare. Descoperirea si dezvoltarea activatorilor micromoleculari ai miozinei muschiului
cardiac ar conduce la tratamente promititoare pentru insuficienta cardiacd acutd si cronicd si
cardiomiopatia dilatatd (DCM) si afectiunile asociate cu disfunctia sistolicad ventricularda stanga si/sau
dreapta sau rezerva sistolicd. Miozina muschiului cardiac este proteina motoare citoscheletala din celula
muschiului cardiac. Este direct responsabild pentru transformarea energiei chimice in fortd mecanica,
conducand la contractia muschiului cardiac.

Agentii inotropici pozitivi curenti, cum ar fi agonistii receptorului beta-adrenergic sau inhibitorii
activitatii de fosfodiesteraza, cresc concentratia de calciu intracelular, crescand prin urmare
contractilitatea sarcomerului cardiac. Totusi, cresterea nivelurilor de calciu creste viteza de contractie a
musgchiului cardiac si scurteaza timpul de evacuare sistolicd, care au fost legate de potentiale efecte
secundare care pericliteaza viata. In schimb, activatorii de miozina ai muschiului cardiac functioneaza cu
un mecanism care stimuleaza direct activitatea proteinei motoare a miozinei muschiului cardiac, fara
cresterea concentratiei de calciu intracelular. Ei accelereaza etapa de limitare a vitezei ciclului enzimatic
al miozinei si o deplaseaza in favoarea starii de producere a fortei. Mai degraba decét sa creasca viteza
contractiei cardiace, acest mecanism, lungeste in schimb timpul de evacuare sistolica, ceea ce conduce la
contractilitatea crescutd a mugchiului cardiac si la iesirea cardiaca intr-o potentiald manierd mai eficienta
de oxigen.

Brevetul S.U.A. nr. 7.507.735 divulgéd un gen de compusi, incluzand mecarbil omecamtiv (AMG
423, CK-1827452), avand structura:

MeO,C. Me
K/N\/@NJLN N
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Mercabilul omecamtiv este un prim activator direct din clasa de miozina cardiaca, proteina
motoare care cauzeaza contractia cardiaca. El este evaluat ca potential tratament al insuficientei cardiace
in formulari atat intravenoase cat si orale cu scopul de a stabili un nou continuu de ingrijire al pacientilor
atat 1n spital cat si ambulatoriu.

Existd o necesitate continud pentru un procedeu comercial de fabricare a mecarbilului
omecamtiv care adreseaza probleme specifice productiei de API, incluzand cerintele si aprobarea
organismului de reglementare (de exemplu, FDA si EMA din SUA) a procedurii de fabricare de bunuri
(GMP).

REZUMAT

Este furnizatd aici sarea de piperazina metil carboxilat (PMEC) fosfat hidrat. PMEC este referita
alternativ ca metil piperazin-1-carboxilat.

in plus, sunt furnizate aici procedee de sintetizare a sirii PMEC fosfat hidrat cuprinzand a)
amestecarea piperazinei si cloroformiatului de metil pentru a forma PMEC; (b) amestecarea PMEC si 0,5
echivalenti molari de acid fosforic intr-o solutie apoasa pentru a forma PMEC fosfat hidrat; si (c) filtrarea
optionali a PMEC fosfat hidrat din amestecul din etapa (b). In unele cazuri, etapa (a) este efectuata intr-0
solutie apoasd care genereazi PMEC fosfat hidrat cu un raport PMEC la apd de aproximativ 2:1. in
diferite cazuri, etapa (a) este efectuatd la o temperatura de 20 pani la 55°C timp de 1 pana la 12 ore. in
unele cazuri, PMEC format in etapa (a) este izolat ca solutie in clorurd de metilen, dicloroetan, 2-
metiltetrahidrofuran, sau amestec al acestora. Mai specific, izolarea poate fi efectuatd prin (i) spalarea
PMEC rezultat din etapa (&) cu un solvent organic; (ii) modificarea pH-ului la 8 pana la 14 prin adaugarea
unei baze pentru a forma o solutie bazica apoasa; si (iii) extragerea PMEC din solutia bazicéd apoasa din
etapa (ii) cu clorura de metilen, dicloroetan, 2-metil tetrahidrofuran, sau un amestec al acestora.

Sunt de asemenea furnizate aici procedee de sintetizare a metil 4-(2-fluoro-3-
nitrobenzil)piperazin-1-carboxilatului (PIPN) cuprinzand (a) amestecarea de 2-fluoro-3-nitrotoluen,
bromat de sodiu, si bisulfit de sodiu in izopropilacetat si apa pentru a forma 1-(bromometil)-2-fluoro-3-
nitrobenzen (FNB); (b) spélarea optionala a FNB cu tiosulfat apos de sodiu, cu clorurd apoasa de sodiu,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3645518 T2 2021.11.30
4

sau cu ambele; si (c) amestecarea FNB, o baza trialchilamina, si piperazind metil carboxilat (,,PMEC”)
fosfat hidrat, pentru a forma PIPN. In unele cazuri, FNB este spilat cu tiosulfat apos de sodiu, si clorura
apoasda de sodiu. Alternativ, PIPN poate fi preparat prin (a) amestecarea de 2-fluoro-3-nitrotoluen,
peroxid de benzoil, N-bromosuccinimida si acid acetic la o temperatura de 70 pana la 95°C pentru a
forma 1-(bromometil)-2-fluoro-3-nitrobenzen (FNB); (b) extragerea optionala a FNB cu toluen, spalarea
FNB cu o solutie bazica apoasa, sau ambele; (c) amestecarea FNB, o bazd trialchilamina, si piperazina
metil carboxilat (,PMEC”) fosfat hidrat, pentru a forma PIPN. In unele cazuri, FNB este extras cu toluen
si spalat cu hidroxid apos de sodiu. In oricare din procedurile pentru prepararea PIPN, PIPN poate fi
format ca sare clorhidrat. In oricare din procedurile pentru prepararea PIPN, PMEC fosfat hidrat, poate fi
preparat cum s-a divulgat aici. In oricare din procedurile pentru prepararea PIPN, baza trialchilamina
cuprinde diizopropiletilamina sau trietilamina. in oricare din procedurile pentru prepararea PIPN, inainte
de amestecarea de FNB, baza trialchilamind, si PMEC, procedura poate cuprinde suplimentar addugarea
de dietilfosfit si o trialchilamina, si amestecarea amestecului rezultat la o temperatura de la 30 pana la
65°C.

In plus, sunt divulgate in acest document procedee pentru sintetizarea carbamat de fenil (6-
metilpiridin-3-il) (PCAR) cuprinzand amestecarea de 5-amino-2-metilpiridind (APYR) si cloroformiat de
fenil in acetonitril pentru a forma PCAR, in care amestecarea este efectuatd in absenta N-metil
pirolidinonei (NMP). in unele cazuri, amestecarea este efectuatd la o temperatura de la 15 pana la 30°C
timp de 1 pand la 15 ore. in diferite cazuri, PCAR este format ca sare clorhidrat. in unele cazuri,
procedeul poate cuprinde suplimentar prepararea APYR printr-un procedeu cuprinzand: (i) hidrogenarea
2-metil-5-nitropiridinei (NPYR) in prezenta unui catalizator de paladiu pentru a forma APYR brut; si (ii)
cristalizarea APYR din APYR brut in acetat de izopropil si heptan. In diferite cazuri, procedeul poate
cuprinde suplimentar, inainte de etapa (i), spalarea NPYR 1in acetat de izopropil cu hidroxid de sodiu
apos, urmat de amestecarea NPYR spilat in acetat de izopropil cu cirbune. in unele cazuri, procedeul
poate cuprinde suplimentar, inainte de amestecarea APYR si fenil cloroformiatului, purificarca APYR
printr-un procedeu cuprinzand: (i) spalarea unei solutii de acetat de izopropil de APYR brut, in care
APYR brut cuprinde pana la 10% g clorhidrat de APYR, cu hidroxid de sodiu apos, si amestecarea APYR
spalat cu carbune pentru a forma, dupa filtrare, o solutie de APYR; si (ii) cristalizarea APYR din solutia
de APYR din etapa (i) din acetat de izopropil si heptan. in diferite cazuri, procedeul poate cuprinde
suplimentar cristalizarea PCAR.

Sunt de asemenea divulgate in acest document procedee pentru sintetizarea de metil 4-(3-amino-
2-fluorobenzil)piperazin-1-carboxilat (PIPA) cuprinzand (a) amestecarea de metil 4-(2-fluoro-3-
nitrobenzil)piperazin-1-carboxilat (PIPN), o solutie apoasa a unei baze anorganice, §i toluen pentru a
forma o solutie PIPN de baza libera; (b) hidrogenarea solutiei PIPN de baza liberd in prezenta unui
catalizator de paladiu intr-un amestec de solventi de toluen si alcool pentru a forma PIPA brut, in care
alcoolul cuprinde etanol sau izopropanol; si (c) cristalizarea PIPA din PIPA brut in heptan si toluen. In
diferite cazuri, baza anorganica cuprinde hidroxid de sodiu.

In plus, sunt divulgate in acest document procedee pentru prepararea de mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat cuprinzand (a) amestecarea de metil 4-(3-amino-2-fluorobenzil)piperazin-1-carboxilat
(PIPA), carbamat de fenil (6-metilpiridin-3-il) (PCAR), si o trialchilamina in acetonitril si tetrahidrofuran
pentru a forma o solutie de mecarbil omecamtiv brut; (b) izolarea bazei libere de mecarbil omecamtiv din
solutia de mecarbil omecamtiv brut; si (c) amestecarea bazei libere de mecarbil omecamtiv izolate cu 2
pana la 3 echivalenti molari de acid clorhidric in izopropanol si apa pentru a forma mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat. In diferite cazuri, trialchilamina cuprinde diizopropiletilamina sau trietilamina. in
unele cazuri, izolarea din etapa (b) cuprinde cristalizarea bazei libere de mecarbil omecamtiv prin
adaugare de apa la solutia de mecarbil omecamtiv brut din etapa (a) si filtrarea bazei libere de mecarbil
omecamtiv cristalizat. In diferite cazuri, procedeul poate cuprinde suplimentar cristalizarea mecarbilului
omecamtiv diclorhidrat hidrat din izopropanol si apa. in unele cazuri, PCAR este preparat utilizand un
procedeu cum s-a divulgat aici.

Sunt de asemenea divulgate in acest document procedee pentru prepararea de mecarbil
omecamtiv diclorhidrat hidrat cuprinzand (a) amestecarea de metil 4-(3-amino-2-fluorobenzil)piperazin-
1-caboxilat (PIPA), trifosgen, si o trialchilamind in acetonitril si tetrahidrofuran pentru a forma PIPA
izocianat; (b) amestecarea de PIPA izocianat gi 5-amino-2-metilpiridind (APYR) pentru a forma baza
libera de mecarbil omecamtiv; (c¢) amestecarea bazei libere de mecarbil omecamtiv cu 2 pana la 3
echivalenti molari de acid clorhidric in izopropanol si apa pentru a forma mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat. In unele cazuri, etapa (a) este efectuatd prin fabricare continui cuprinzand amestecarea
unei prime solutii cuprinzand PIPA si trialchilamind in acetonitril i a unei a doua solutii cuprinzand
trifosgen in tetrahidrofuran utilizind un cip micromixer si o bucld de reactie pentru a forma PIPA
izocianat. In diferite cazuri, etapa (b) este efectuata prin fabricarea continua cuprinzind amestecarea unei
solutii cuprinzand PIPA izocianat si a unei solutii cuprinzand APYR utilizand un Y-mixer si o bucla de
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reactie. In unele cazuri, APYR este preparat printr-un procedeu cum s-a divulgat aici. In unele cazuri,
PIPA este preparat printr-un procedeu cum s-a divulgat aici.
SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 prezintd un grafic izotermic al sorbtiei dinamice de vapori (DVS) pentru trei forme de sare de
metil piperazin-1-carboxilat (PMEC) - o forma de sare de fosfat hidrat, o forma de sare de hemi-sulfat, si
o forma de sare acetat. Debutul cresterii greutatii DVS pentru fiecare sare a fost masurat cum s-a notat -
35% umiditate relativa (RH) pentru hemi-sulfat; 50% RH pentru acetat; si 65% RH pentru fosfat hidrat.
Fosfatul hidrat este denumit fosfat sau hemi-fosfat si hemi-sulfatul este denumit sulfat sau hemi-sulfat in
figura.

Figura 2 prezinta un spectru de calorimetrie cu scanare diferentiala al PMEC fosfat hidrat.

Figura 3 prezinta un model de difractie cu raze X pe pulbere pentru PMEC fosfat hidrat (patrat) si
suspensia PMEC (cerc).

DESCRIERE DETALIATA

Inventia este definita prin revendicarile anexate. Mecarbilul omecamtiv diclorhidrat hidrat este
utilizat intr-o formulare orald ca tratament al insuficientei cardiace. Afectiunile specifice includ, dar nu se
limiteazd la, insuficientd cardiacd congestiva acuta (sau decompensatd), si insuficientd cardiaca
congestiva cronica; in special bolile asociate cu disfunctia sistolicd a inimii.

Un procedeu anterior de fabricare a mecarbilului omecamtiv diclorhidrat hidrat este divulgat
in WO 2014/152270. Secventa de fabricare a GMP divulgata aici diferd de secventa sintetica anterioara
printr-un numar de cai. Secventa GMP este prelungitd de la doua la sase etape. Aceastd secventd GMP
mai lunga furnizeaza secvente de productie alternative, incluzand evitarea solventilor in timpul productiei
care sunt dificil de indepartat (de exemplu, N-metilpirolidona, NMP), evitand utilizarea unei cristalizari
evaporative, si a intermediarilor de izolare pentru a evita modificérile de solventi provocatoare.

Procedeul anterior de fabricare a mecarbilului omecamtiv diclorhidrat hidrat este reprezentat in
Schema 1, si este discutat in detaliu in WO 2014/152270. Acel procedeu implica prepararea non-GMP de
materii prime API regulatoare, piperazina nitro-HCI (PIPN) si carbamat de fenil-HCI (PCAR) din materii
prime disponibile comercial FN-Toluen (FNT) si 5-Amino-2-metilpiridind (APYR), respectiv.
Intermediarul GMP izolat piperazin anilind (PIPA) este preparat din PIPN prin hidrogenare si cuplat
ulterior cu PCAR pentru a genera mecarbil omecamtiv. Sarea diclorhidrat hidrat de mecarbil omecamtiv
este fabricatd din baza libera corespunzatoare print-un procedeu telescopat (adica, baza libera de mecarbil
omecamtiv nu este izolatd) si izolatd ca diclorhidrat hidrat prin filtrare dupa macinare umeda. Toate
materiile prime API sunt notate in dreptunghiuri.
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Pentru sinteza divulgata aici, materiile prime API au fost mutate in amonte in secventa pentru a
se potrivi cerintelor de selectie si justificare a materiilor prime API de catre diferite organisme de
reglementare, de exemplu, EMA si FDA. Ca atare, procedeul divulgat aici cuprinde sase etape, in
comparatie cu secventa in doua etape divulgata in WO 2014/152270. Aceasta secventa GMP prelungita
furnizeazd céiteva avantaje fata de secventa mai scurtd. Metil piperazin-1-carboxilat (PMEC) fosfat este
utilizat in loc de baza libera a PMEC in formarea intermediarului piperazina nitro-HCI (PIPN). Baza
libera a PMEC este un ulei care contine diferite niveluri de piperazina, care conduc la formarea de
impuritati (de exemplu, BISN in produsul PIPN, vezi Schema 3). In schimb, PMEC fosfat este o sare
cristalind stabila care are niveluri scazute si constante de piperazind. Prin urmare, utilizarea de PMEC
hemi-fosfat hemi-hidrat in loc de baza liberd a PMEC scade semnificativ formarea de impuritati.
Procedeul divulgat aici, permite de asemenea intreruperea de N-metilpirolidinona (NMP) cand se prepard
PCAR, un avantaj considerand 5 ca NMP este dificil de indepartat si a aparut in listele de protocol
REACH din UE (o listd de sigurantd a materialelor chimice). In plus, procedeul divulgat aici altereaz
solventul 1n care este efectuatd hidrogenarea PIPN pentru a genera PIPA, deoarece utilizarea acetatului de
izopropil in procedeul anterior a implicat o operatie de cristalizare evaporativa, care a condus adesea la
ancrasarea materialului si la rezultate inconsistente. Procedeul divulgat aici inlocuieste o modificare de
solvent provocatoare, luand in considerare solubilitatea foarte scdzutd a bazei libere de mercabil
omecamtiv in izopropanol (-12 mg/mL) la 20°C si formarea unei suspensii neagitabile in timpul
modificarii solventului din tetrahidrofuran (THF) in izopropanol.

Noul procedeu comercial divulgat aici pentru a prepara mercabil omecamtiv diclorhidrat hidrat
este prezentat in Schema 2. El implica sase etape GMP. Materiile prime API denumite comercial sunt 2-
fluoro-3-nitro-toluen (FNT), 5-amino-2-metilpiridind (APYR), si PMEC fosfat hidrat.
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5 FN-Toluen este o materie prima care este fabricatd din toluen utilizand o secventa sintetica

scurtd. Distilarea fractionatd a amestecului de izomeri generati da regioizomerul dorit 2-fluoro-3-nitro-
toluen de puritate acceptabild, nu mai mare de 0,5% din aria GC a oricéror alti izomeri. 2-Fluoro-3-nitro-
toluenul (FNT) fabricat utilizand acest procedeu are calitate reproductibila si poate fi denumit ca materie
primd API comerciala.

10 Fabricarea PIPN: PMEC fosfat, de exemplu, PMEC fosfat hidrat, este o materie prima API
preparatd intr-o singurd etapa din piperazind. Procedeul anterior pentru prepararea PIPN a utilizat baza
libera PMEC ca materie prima, care poate fi cumparata, dar este un ulei care contine diferite cantitati de
piperazina. Dupa depozitarea la 25°C, nivelurile de piperazind pana la 18% din aria LC au fost observate
in baza libera a PMEC. Cum s-a ilustrat In Schema 3, piperazina reziduald conduce la formarea de

15  impuritdti BISN in PIPN produs.
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O sare cristalina stabild de PMEC avand niveluri scadzute si constante de piperazina a fost gandita
ca materie prima API comerciala. Multiple saruri au fost astfel analizate pentru a identifica un candidat
adecvat. PMEC fosfat, de exemplu, PMEC fosfat hidrat, a fost gasita ca fiind mai putind higroscopica
decat sarea sulfat si acetat corespunzitoare, cum s-a reprezentat in Figura 1. Poate fi depozitatd in pungi
de aluminiu etansate la aer pentru a evita contactul cu umezeala.

Ca beneficiu, PMEC fosfat, de exemplu, PMEC fosfat hidrat, poate fi adaugata direct la un
amestec de reactie pentru a prepara PIPN. in schimb, PMEC acetat trebuie si fie convertiti la baza libera
PMEC 1inainte de addugarea la amestecul de reactie considerand formarea unui produs secundar din FN-
Bromura (FNB) si anionul acetat. PMEC fosfat, de exemplu, PMEC fosfat hidrat, contine niveluri scazute
de piperazind (<0,4% din aria GC) care nu cresc dupa depozitare. PMEC fosfat, de exemplu, PMEC
fosfat hidrat, a fost utilizat cu succes pentru fabricarea de PIPN. Lotul de PIPN astfel fabricat (5 kg) a
continut mai putin de 0,1% din aria LC de BISN rezidual.

A fost dezvoltat un procedeu de fabricare a PMEC fosfat hidrat care implica tratamentul
piperazinei cu cloroformiat de metil urmat de extragerea de PMEC ca baza libera in stratul organic dupa
neutralizare cu hidroxid de sodiu apos, asa cum se arata in Schema 4. Ulterior schimbului de solvent din
diclorometan in t-butilmetil eter, sarea tinta este cristalizata prin addugarea de acid fosforic si filtrare.
PMEC fosfat hidrat este izolat in randament 45-50% din piperazina si >99% din aria GC. S-a observat ca
nivelurile de piperazinad din mostrele de PMEC fosfat hidrat au fost <0,4% din aria GC. Spectrul DSC si
tiparul XRPD pentru PMEC fosfat hidrat sunt prezentate in Figurile 2 si respectiv 3. PMEC fosfat are o
stoichiometrie de aproximativ 2:1 de PMEC:fosfat si este astfel referit aici interschimbabil cu PMEC
fosfat, sau PMEC hemi-fosfat, sarea de PMEC fosfat. Un hidrat de PMEC fosfat poate fi format cum s-a
detaliat aici, si un astfel de hidrat are o stoichiometrie de aproximativ 2:1:1 PMEC:fosfat:apa, si este
referit interschimbabil cu PMEC fosfat hidrat, PMEC hemi-fosfat hemi-hidrat, sau PMEC fosfat hidrat.
Se intelege ca raportul de PMEC, fosfat, si apa in PMEC fosfat hidrat poate diferi putin de raportul
stoichiometric 2:1:1 notat mai sus, de exemplu, la un raport de 6:4:3 sau altele asemenea. Analiza
elementald si/sau analiza structurald cu raze X a monocristalului pot fi efectuate pe materialul preparat
prin procedeele divulgate aici. Raportul de PMEC, fosfat, si apd in sarea izolatd este consistent si
determinarea raportului exact de PMEC:fosfat:apa nu impacteaza negativ adecvabilitatea sarii de PMEC
fosfat hidrat de aici pentru utilizarea intentionatd ca materie prima in prepararea de mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat.
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Metoda sinteticd generald pentru prepararca de PMEC fosfat hidrat cuprinde amestecarea
piperazinei si cloroformiatului de metil pentru a forma PMEC, adaugarea de 0,5 echivalenti molari de
acid fosforic intr-o solutie apoasa pentru a forma fosfatul hidrat si optional filtrarea sarii. Reactia dintre
piperazina si cloroformiatul de metil poate fi efectuatd la o temperatura de la 20 pana la 55°C timp de 1
pana la 12 ore.

Metodele de extractie specifice si procedurile de prelucrare post-reactie sunt prezentate in
Schema 4 pentru a purifica PMEC fosfatul. Totusi, pot fi utilizate si alte proceduri de prelucrare. PMEC
poate fi purificat din bis-PMEC format in amestecul de reactie de piperazina si metilcloroformiat prin
extragere cu un solvent organic cum ar fi clorura de metilen, dicloroetan, sau 2-metiltetrahidrofuran, sau
un amestec al acestora. In unele realiziri, solventul organic cuprinde clorurd de metilen. Nedoritul bis-
PMEC este separat 1n stratul de solvent organic si PMEC dorit ramane in stratul apos. PMEC poate fi
purificat suplimentar. De exemplu, PMEC in solutia apoasa poate fi ajustat la un pH bazic (de exemplu, 8
pana la 14) prin adaugarea unei solutii bazice apoase si extras cu un solvent organic, cum ar fi clorurad de
metilen, dicloroetan, sau 2-metiltetrahidrofuran sau un amestec al acestora, unde PMEC este in solventul
organic. In unele cazuri, solventul organic cuprinde clorura de metilen. PMEC din solventul organic poate
suferi o schimbare de solvent din extragerea solventului organic la metil t-butil eter (MTBE) si reactionat
cu acid fosforic pentru a forma sarea fosfat.

in unele realiziri specifice, piperazina este suspendata in 4,0 volum (V) de apa la 20 + 5°C. S-a
adaugat cloroformiat de metil (1 echiv.) peste > 1 ora mentinand temperatura lotului < 20°C. Reactia este
agitata la 20 + 5°C timp de > 1 ord. Sunt efectuate una sau mai multe extractii de clorurd de metilen, cu
stratul de clorurd de metilen fiind eliminat de fiecare datd. Stratul apos este tratat cu o solutie apoasa 10
M de NaOH (0,8 echiv.) pentru a ajusta pH-ul intre 9,5 si 10,3. Se adaugd NaCl (1,47 echiv.) la stratul
apos si sunt efectuate spalari cu clorurd de metilen (2 x 4V). Straturile de clorurd de metilen sunt
combinate si distilate pana la 2,5 V. Se adaugad metil butil eter (MTBE) (8 V sau 4,5 V) si solutia este
concentrata pana la 2,5 V. Se adaugd MTBE (3,5 sau 4,5 V) si se concentreaza pana la 2,5 V. Se adauga
din nou MTBE (3,5 V) si amestecul este filtrat lustruit. Solutia filtrata este incalzita la 45 + 5°C (de
exemplu, 40 pana la 50°C) si se adauga o solutie de 85% acid fosforic (0,5 echiv.) in MTBE (1,5 V sau
3,5 V) peste > 3 ore in timp ce se mentine o temperaturd a lotului de 45 + 5°C (de exemplu, 40 pana la
50°C). Suspensia este racita la 20 + 5°C in 2 ore si agitata timp de 1 ord la 20 = 5°C. Suspensia este
filtrata, si turta rezultanta spalatd cu MTBE (2 V) si uscata (de exemplu, utilizand azot si vid timp de > 24
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h). Randamentul PMEC fosfat hidrat este 48,5%, cu 100% din %arie LC, 64,6% g test, 4,2% g continut
de apa prin titrare Karl Fischer, 0,44% g MTBE rezidual, si 0,2% din %earie piperazina reziduala prin GC.

Procedura pentru fabricarea PIPN din FNT: FNT poate fi brominat pentru a forma FNB, care
poate fi reactionat in schimb cu PMEC fosfat hidrat pentru a forma PIPN (vezi, de exemplu, partea
superioard a Schemei 2). FNT poate fi brominat pentru a forma FNB prin reactie cu NBS si clorura de
benzoil in acid acetic la o temperaturd de 70-95°C. FNB poate fi optional extras cu toluen si/sau spalat cu
0 solutie bazica apoasd pentru a indeparta impuritatile. Alternativ, FNT poate fi brominat pentru a forma
FNB prin reactie cu bromatul de sodiu si bisulfitul de sodiu in acetat de izopropil si apa. FNB format prin
reactie cu bromatul de sodiu si bisulfitul de sodiu poate fi optional spélat cu o solutie apoasa de tiosulfat
de sodiu si/sau o solutie apoasa de clorurd de sodiu pentru a indeparta impuritdtile. FNB, indiferent de
cum este format din FNT, poate fi tratat optional cu dietilfosfit si o trialchilamind (de exemplu,
trietilamina sau diizopropiletilamind) la o temperaturd de 30 pana la 65°C pentru a reduce impuritatile di-
brominate nedorite. FNB, indiferent de cum este format din FNT, poate fi amestecat cu o baza
trialchilamina (de exemplu, trietilamina sau diizopropiletilamina) si PMEC fosfat hidrat pentru a forma
PIPN. PIPN poate fi convertit mai departe in forma de sare clorhidrat prin amestecarea cu acid clorhidric,
si poate fi in plus izolat.

in unele realizari specifice, 2-fluoro-3-nitrotoluenul (3,0 kg, 1 echiv) este incarcat intr-un reactor
urmat de peroxid de benzoil (0,03 echiv), si N-bromosuccinimida (0,56 echiv). Acidul acetic (3 V) este
incarcat 1n reactor si lotul este incalzit la 83°C. Dupa 1,5 ore, o suspensie de NBS (0,56 echiv) in acid
acetic (1 V) este incarcata in reactor. Dupa 1,5 ore suplimentare, 0 a doua suspensie de NBS (0,56 echiv)
in acid acetic (1 V) este incarcata in reactor. Dupa 5 ore suplimentare, o solutie de HsPOj3 (0,1 echiv) in
acid acetic (0,1 V) este incarcatd 1n reactor si lotul este agitat timp de 30 minute apoi racit la 20°C. Se
incarca apa (5,5 V) si toluen (8 V) in reactor si lotul este agitat viguros timp de 30 minute. Agitarea este
apoi oprita si straturile sunt lasate sa se separe. Stratul apos inferior este eliminat. Se incarca o solutie de
NaOH (1,7 echiv) in apa (7 V) in reactor in timp ce se mentine o temperatura a lotului sub 30°C. Lotul
este agitat viguros timp de 30 minute. Agitarea este oprita si straturile sunt lasate sa se separe. Lotul este
filtrat intr-un reactor curat si straturile sunt lasate sa se separe. Stratul apos inferior este eliminat. Se
incarca N,N-diizopropiletilamina (0,53 echiv) in reactor urmata de metanol (0,23 V) si lotul este incalzit
la 40°C. Se incarca o solutie de dietilfosfit (0,46 echiv) in metanol (0,23 V) in reactor si lotul este agitat
timp de 3 ore. Lotul este racit la 20°C. La o solutie de 1 echiv. 2-fluoro-3-nitrofenilmetilbromura in
toluen (9V), preparatd prin brominarea radicalului de 2-fluoro-3-nitrotoluen, se adaugd 2,3 echiv.
diizopropiletilamina la 20°C. La solutia agitatd se adauga o solutie de 1,05 echiv. PMEC fosfat hidrat in
metanol (2,6V) in picaturd. Dupa agitare timp de > 3 ore, (5V) se adauga apa si straturile sunt separate.
Faza organica este spalata de doud ori cu NH4Cl apoasa saturatd (5V) apoi o datd cu NaHCOs3 apoasa
saturata (5V). Dupa filtrarea lustruita, stratul de toluen este diluat cu izopropanol (9,7V) si apa (0,5V).
Solutia este incélzita la 55°C si s-a adaugat HCI concentrat (0,15V) in 30 minute. Solutia este insamantata
cu PIPN-HCI (3 mol%) si mentinuta la 55°C timp de 15 minute. Se adaugd HCL concentrat suplimentar
(0,62V) in decursul a 4 ore. Solutia este mentinuta la 55°C timp de 15 minute si racita la 20°C in > 1 ora.
Solutia este agitatd timp de 30 minute si filtrata. Cristalele sunt spalate de doua ori cu IPA (5,6V). Turta
este uscata sub vid si azot pentru a da PIPN-HCI (randament 82%, 98,6 g%, 99,6 LCAP).

in alte realizari specifice, 2-fluoro-3-nitrotoluen (3,0 kg, 1 echiv) este incarcat intr-un reactor
urmat de peroxid de benzoil (0,03 echiv) si N-bromosuccinimida (NBS, 0,1 echiv). Se incarcé acid acetic
(2 V) 1n reactor si amestecul este incalzit la 83°C. Amestecul de reactie este agitat timp de 1,5 ore si se
adauga o suspensie de NBS (0,4 echiv) in acid acetic (0,9 V). Amestecul de reactie este agitat timp de 1,5
ore si se adaugd o a doua suspensie de NBS (0,4 echiv) in acid acetic (0,9 V). Amestecul de reactie este
agitat timp de 1,5 ore si se adaugd o a doua suspensie de NBS (0,8 echiv) 1n acid acetic (1,6 V). Se
adauga acid acetic (1,0 echiv) si amestecul de reactie este agitat timp de 1,5 ore si o solutie de acid
fosforic (HsPOs, 0,1 echiv) in acid acetic (0,1 V) este incércata in reactor. Amestecul este agitat timp de
60 minute si racit la 20°C. Se adauga apa (5,5 V) si toluen (8 V) in vas si amestecul bifazic este agitat
viguros timp de 30 minute. Agitare este opritd si straturile sunt ldsate s se separe. Stratul apos este
eliminat. Se incarca o solutie de hidroxid de sodiu (1,7 echiv) in apa (7 V) in timp ce se mentine
temperatura sub 30°C. Amestecul bifazic este agitat viguros timp de 30 minute. Agitarea este oprita si
straturile sunt lasate sa se separe. Amestecul bifazic este filtrat si straturile sunt lasate sa se separe. Stratul
apos este eliminat. Amestecul de reactie este transferat intr-un vas curat separat, vasul original este clatit
cu toluen (1,2 V), si volumul clétit se adauga la amestecul de reactie. Se incarca N,N-diizopropiletilamina
(0,53 echiv) si metanol (0,23 V) la stratul organic si amestecul este incalzit la 40°C. O solutie de
dietilfosfit (0,46 echiv) In metanol (0,23 V) este incarcatad si amestecul de reactie este agitat timp de 3 ore.
Amestecul este racit la 20°C. La solutia de FNB 1n toluen, preparatd prin brominarea radicalului de 2-
fluoro-3-nitrotoluen (FNT), se adaugd diizopropiletilamina (2,3 echiv.) si toluen (1 V). Solutia de FNB se
adauga la o solutie de metanol (1,8 V) si PMEC fosfat hidrat (1,05 echiv). Vasul original care a continut
solutia de FNB este clatit cu metanol (0,8 V), si volumul clatit se adaugd la amestecul de reactie.
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Amestecul de reactie este agitat timp de 4 ore la 25 °C si se adauga apa (5 V) in timp ce se mentine
temperatura lotului sub 30°C. Amestecul bifazic este agitat timp de 30 minute si straturile sunt separate.
Faza organica este spalata de doua ori cu 3 M clorura apoasa de amoniu (5 V), si o datd cu 1 M bicarbonat
apos de sodiu (5 V). Amestecul de reactie este transferat la un vas curat separat, vasul original este clatit
cu toluen (1 V), si volumul clitit se adauga la amestecul de reactie. Dupa filtrarea lustruita, se adauga
izopropanol (9,7 V) si apa (0,6 V) la solutia organica. Solutia este incalzita la 55°C si se adauga 32 g%
acid clorhidric apos (0,25 echiv) in 30 minute. Solutia este agitatd la 55°C timp de 15 minute i
insamantata cu o suspensie de PIPN (sare clorhidrat, 0,045 echiv.) in izopropanol (0,2 V). Suspensia este
agitatd la 55°C timp de 30 minute. Se adauga 32 g% acid clorhidric apos suplimentar (1,0 echiv) peste 4
ore. Suspensia este agitatd la 55°C timp de 30 minute si racita la 20°C in 2 ore. Suspensia este agitata
timp de 30 minute si filtrata. Turta produsa este spalatd de doua ori cu izopropanol (5,6 V). Turta produsa
este uscat pe filtru/uecator pentru a da PIPN cu randament de 82% cu 98,6 g% test si 99,6% din arie LC.

in unele realizari specifice, 2-fluoro-3-nitrotoluenul (5,1 grame) este dizolvat in acetat de
izopropil (30 mL) si se adaugd o solutie de bromat de sodiu (14,9 grame) in apa (50 mL). Amestecul este
racit la 10°C. Se adaugd o solutie de bisulfit de sodiu (10,3 g) in apa (100 mL) peste 20 minute.
Amestecul rezultat este incalzit la 80°C timp de 3 ore. Vasul de reactie are acces la lumina vizibila.
Continuturile sunt racite la 20°C si fazele separate. Faza organica este spalata secvential cu 10% tiosulfat
apos de sodiu si clorurd de sodiu saturatd apoasd. Se obtine 1-(bromometil)-2-fluoro-3-nitrobenzen (FNB)
intr-un randament de test de 74% cu 11% randament de test al produsului dibromura.

Fabricarea APYR: 5-Amino-2-metilpiridina (APYR) este disponibild comercial ca materie
primad, totusi ea contine diferite cantitati de sare clorhidrat (3-5 g%) si este furnizata ca un material maro
inchis sau negru. In plus, poate contine multiple potentiale impurititi genotoxice, cum s-a reprezentat in
Schema 5. In consecintd, pentru a utiliza APYR ca materie prima API comerciald avand puritate ridicata
si consistenta, este dorit un protocol de purificare pentru APYR sau un procedeu sintetic de a prepara
APYR.

Schema 5
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Este divulgata o metoda de purificare a APYR prin spalarea unei solutii de acetat de izopropil
de APYR avand pana la 10 g% de sare clorhidrat corespunzatoare cu hidroxid de sodiu apos si apoi
amestecarea fazei organice cu carbune. APYR poate fi cristalizat din acetat de izopropil si heptan,
optional dupa uscarea azeotropica a fazei organice si filtrarea lustruita. Procedeul de purificare al APYR
este ilustrat in Schema 6. Purificarea APYR implica conversia sarii clorhidrat de APYR in baza libera
APYR si indepartarea concurentd a materialului anorganic utilizdnd o spilare cu hidroxid de sodiu apos
bazic a unei solutii de acetat de izopropil de APYR. Dupd un tratament cu carbune (de exemplu,
amestecare cu carbune si filtrarea suspensiei sau recircularea unei solutii de acetat de izopropil prin
capsule de carbune), solutia cuprinzand APYR este uscata azeotropic si filtrata lustruit. Solutia clara de
acetat de izopropil este concentrata, si APYR este cristalizat prin adaugarea de heptan. APYR este izolat
in >99% din arie LC si >99% g test.
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in unele realizari specifice din divulgare, o solutie de 5-amino-2-metilpiridind (APYR) bruti in
acetat de izopropil (IPAc) (15 volume) este spdlata cu o solutie apoasd IN de NaOH (1,0 volum) si
circulatd prin capsule de carbune pand cand este indeplinita colorarea solutiei (COS) din procedeul de
control (COS <20). Solutia este este uscatd azeotropic prin concentratie pana la aproximativ 6 volume si
se adaugi acetat de izopropil (8 volume). Amestecul este filtrat lustruit intr-un vas separat. Vasul original
este cldtit cu acetat de izopropil (1,0 volum), si volumul clatit se adauga la amestecul de reactie. Solutia
este concentratd, de exemplu, prin distilare sub presiune redusa si produsul este cristalizat din acetat de
izopropil si heptan (1:4, 10 vol). In unele cazuri, solutia este concentrati pani la 3 volume la 60°C si
insamantata cu APYR purificat (1 mol%). Suspensia este agitata timp de 30 minute, racita la 20°C peste 3
ore, si agitatd timp de 1 ord. Se adaugd heptan (8 volume) in decursul a 3 ore pentru a finaliza
cristalizarea materialului. Suspensia este agitatd timp de 1 ora, filtratd, si turta produsa este spalata
utilizdnd heptan (2 x 3 volume). APYR purificat este izolat prin filtrare, uscat, si s-a obtinut un randament
de 90% cu >99% din arie LC.

APYR din NPYR: In unele cazuri, APYR este sintetizat din NPYR, cum s-a evidentiat in
Schema 6. NPYR este hidrogenat in prezenta unui catalizator de paladiu pentru a forma APYR brut care
poate fi cristalizat din acetat de izopropil si heptan. Hidrogenarea NPYR pentru a genera APYR brut este
efectuatda dupd o spalare apoasa bazica si un tratament cu carbune. Tratamentul cu carbune cuprinde
amestecarea cu carbune si filtrarea suspensiei sau recircularea solutiei de acetat de izopropil prin capsule
de carbune. Solutia APYR este uscatd azeotropic si filtratd lustruit. APYR este cristalizat din acetat de
izopropil si heptan. In unele cazuri, NPYR este purificat inainte de hidrogenare prin spalarea cu acetat de
izopropil si hidroxid de sodiu apos si efectuarea unui tratament cu cérbune (amestecarea cu carbune apoi
filtrarea carbunelui).

in unele realiziri specifice din divulgare, o solutie de acetat de izopropil (15 V) de 2-metil-5-
nitropiridinda (NPYR) este spalatd cu o solutie apoasa IN de NaOH (2 V) si apa (2 V). Solutia este
circulatd optional prin capsule de carbune pana cand este indeplinitd colorarea solutiei (COS) din
procedeul de control (COS <20). NPYR este hidrogenat cu 4,5 bari de hidrogen, de exemplu, la 70psi/50-
60°C (de exemplu, 55°C) in prezenta a 5% Pd/C (pe carbon activat vandut de BASF Escat™ 1421,
incarcare 1,5 g%) timp de aproximativ 1 ord. Amestecul de reactie este filtrat si uscat azeotropic prin
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concentratie pana la aproximativ 7 V, se adduga 8 V de acetat de izopropil, si se filtreaza lustruit. Solutia
este concentratd pana la 3 V sub presiune redusa la 60°C. Produsul este cristalizat din acetat de izopropil
si heptan (1:4) optional prin insaméantare cu APYR pur (1 mol%) si/sau optional prin racirea la 20°C.
Produsul este optional filtrat i spalat utilizand heptan (2 x 3 V). APYR este izolat cu randament de 75%
CU >99% din aria LC.

Fabricarea PCAR: In procedeul divulgat anterior pentru prepararea de mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat, N-metilpirolidinona (NMP) este utilizata ca co-solvent in prepararea PCAR. Totusi,
NMP este dificil de indepartat din turta produsd deoarece spalarea cu 30 de volume de acetonitril este
necesara pentru a reduce nivelul sau in turtd sub 5000 ppm. Suplimentar, NMP este un solvent potential
riscant care a fost plasat pe listele de protocol REACH reglementate de Uniunea Europeand, adoptate
pentru a mbunatati protectia sanatatii umane si mediul de riscurile care le pot prezenta substantele
chimice. S-a descoperit ca prin utilizarea APYR purificat preparat cum s-a descris mai sus, niveluri de
clorhidrat de APYR in PCAR cristalizat izolat ar putea fi usor mentinute sub 1% din aria LC fara
utilizarea de NMP (vezi Schema 7). Acest lucru nu a fost cazul cu un APYR purificat deoarece 1 pana la
2% din aria LC a clorhidratului de APYR a fost gasitd in PCAR izolat preparat fara NMP din aceasta
materie prima si constituie o descoperire surprinzatoare.

Astfel, este divulgatd aici o metoda de preparare PCAR prin amestecarea APYR si
cloroformiatului de fenil 1n acetonitril gi in absenta NMP. Reactia poate avea loc de la 15 pana la 30°C
timp de 1 pana la 15 ore. Metoda poate utiliza APYR care a fost purificat cum s-a notat mai sus - de
exemplu, pentru a indeparta sarea clorhidrat de APYR si culoarea inchisd. APYR poate fi preparat din
NPYR cum s-a descris mai sus. PCAR poate fi format ca sarea sa clorhidrat. The PCAR poate fi
cristalizat, de exemplu, ca sare clorhidrat.

in unele realizari specifice din divulgare, o solutie de 5-amino-2-metilpiridina (APYR) in ACN
(15 volume) este reactionatd cu cloroformiat de fenil (1,05 echiv.) timp de 3 ore la 20 + 5°C in timp ce
produsul cristalizeaza din amestecul de reactie. Suspensia produsd este filtratd si turta uscatd pe
filtru/uscator. PCAR este izolat cu randament de 97%, puritate HPLC >99%., APYR 0,3% si R-uree
0,25%. In unele cazuri, la APYR purificat se adauga acetonitril (14 volume) si amestecul este agitat timp
de 30 minute. Amestecul este filtrat lustruit intr-un vas separat. Vasul original este clatit cu acetonitril
(1,0 volum), si volumul clatit se adauga la amestecul de reactie. Se adauga fenilcloroformiat (1,05 echiv.)
peste 5 ore la 20°C in prezenta semintelor de PCAR (0,01 echiv). Amestecul este agitat timp de 2 ore
suplimentare. Produsul este izolat prin filtrare si turta este spalata cu acetonitril (2 x 2 volume). Turta este
uscata pe filtru/uscator. PCAR este izolat cu randament de 97% cu PCAR >99% din aria LC si 0,3% din
aria LC a APYR reziduala.

Schema 7

H,H@’ § ¢Fi°'@ pnoj‘ﬁg"'“'

Cloroformiat de fenil

Aminopiridina = Carbamat de fenil-HCI

Acetonitril {PCAR)
{AE‘:R}% Etapa 3 GMP intermefiar GMF
ek Cristalizare reactiva cristalin

Randament 35%

HaN N =HCI

Impuritate APYR
0,2-0,8% aria LC

Fabricarea PIPA: Solventul utilizat in timpul hidrogenarii PIPN pentru a da PIPA in procedeul
anterior pentru a prepara mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat a fost acetatul de izopropil. Reactia de
hidrogenare s-a efectuat bine in acest solvent, totusi o cristalizare evaporativa (distilarea solventului in
timpul cristalizarii produsului) a fost necesard din cauza solubilitatii ridicate a PIPA in amestecurile de
acetat de izopropil:heptan in rapoarte de peste 5:95. A fost necesar ca nivelurile ridicate de acetat de
izopropil utilizat sa fie reduse prin distilare dupa insamantarea solutiei produse, conducand astfel la
ancrasarea produsului si lipsa robustetii procedeului. Pentru procedeul divulgat aici, acetatul de izopropil
a fost inlocuit cu toluen, eliminand toate problemele mentionate mai sus considerdnd ca raportul
toluen:heptan care trebuie obtinut imediat inainte de filtrare este de 30:70, ceea ce elimina o cristalizare
evaporativa. In plus, etanolul este utilizat ca co-solvent in timpul reactiei de hidrogenare pentru a crestere
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solubilitatea PIPA si a asigura miscibilitatea produsului secundar in apa. In final, un bicarbonat de sodiu
apos a fost inlocuit cu un hidroxid de sodiu apos pentru a opera bazarea libera a PIPN pentru procedeul

comercial pentru a limita volumele de solutie de spalare apoase si a elimina degazarea. Procedeul pentru a
prepara PIPA din PIPN cum s-a divulgat aici este prezentat in Schema 8.

A e

Schema 8

N. F i.} Toluen/NaCH [apes) N, F
|: ]'H'-‘-' il.) Ha/Pd-C/Toluen/Etanc |: :|
N
io iii.) Heptan
oF “oMe
il Etapa 4 GMFP o i ——
Piperazina Nitre-HCI IpFerazina anilina
{PIPN} [PIPA)
Intermediar GMFP
cristalin

Randament 90%

16

Astfel, este divulgatd aici o metoda de sintetizare PIPA cuprinzand amestecarea PIPN (care
poate cuprinde sare clorhidrat de PIPN), o solutie apoasa a unei baze anorganice, si toluen pentru a forma
0 solutie de baza liberd a PIPN. Baza anorganicd poate fi bicarbonat de sodiu sau hidroxid de sodiu, de
exemplu. In unele realiziri, baza anorganica cuprinde hidroxid de sodiu. Solutia de bazi liberd a PIPN
este apoi hidrogenatd in prezenta unui catalizator de paladiu in toluen si unui solvent alcoolic pentru a
forma PIPA brut. Solventul alcoolic poate cuprinde etanol sau izopropanol. PIPA este apoi cristalizat
dintr-un amestec de heptan si solvent de toluen.

In unele realizari specifice din divulgare, la un amestec de 1 echiv. PIPN-HCI si toluen (4V) se
adauga 1M NaOH apos (3,3V) la 20°C. Agitarea se continua timp de 1 ora inainte ca fazele sa fie
separate. Stratul organic este spalat de doua ori cu un amestec de apa (2,4V) si saramura saturata (0,6V),
apoi stratul organic este distilat pana la 3,8V. Solutia este filtrata, reactorul clatit cu toluen (1V) si solutia
de clatire filtrata inainte ca straturile organice sa fie combinate. La stratul de toluen se adauga Pd/C (0,7
g%) si amestecul eterogen este incdrcat intr-un vas de hidrogenare. Se adauga etanol (1V) la amestec.
Hidrogenarea este efectuata la 20°C sub 60 psig de hidrogen. Dupa reactia este completd, amestecul este
filtrat si clatit cu toluen (1V). Amestecul este distilat pana la 2,4V, insdmantat cu 1% mol PIPA in heptan
(0,1V) la 35°C si apoi racit la 20°C. Adaugarea de heptan (5,6V) este finalizatd in 3 ore. Amestecul este
filtrat si uscat sub vid si azot pentru a da PIPA (randament 90%, > 97,0% g, > 98,0 LCAP).

in unele alte realiziri specifice din divulgare, 1 N hidroxid de sodiu apos (3,3 volume) se adaugi
la 1 echiv. de PIPN (sare clorhidrat) suspendat in toluen (4 volume). Amestecul bifazic este agitat la 20°C
timp de 1 ord si fazele sunt lasate sa se separe. Stratul organic este spalat de doua ori cu o solutie apoasa
de clorura de sodiu 0,9 M (3 volume). Amestecul de reactie este uscat azeotropic prin concentratie pana la
aproximativ 3,8 volume si filtrat lustruit. Linia de transfer este clatitd cu toluen (1 volum) si solutia de
clatire este combinatd cu solutie PIPN. Se adauga etanol (I volum) la solutia PIPN si hidrogenarea
materiei prime este efectuata in prezenta a 5% Pd/C (pe carbon activat vandut de BASF ca Escat 1421,
0,7% g incarcare catalizator) utilizand o presiune de 4 bari de hidrogen la 15°C. Dupa finalizarea reactiei,
amestecul este filtrat. Autoclava de hidrogenare si catalizatorul filtrat sunt clatite cu toluen (1V) si solutia
de clatire este combinatd cu amestecul de reactie. Solutia este concentratd pana la 2,4 volume si
insamantata cu 1% mol PIPA in heptan (0,1 volum) la 38°C. Amestecul este agitat timp de 30 minute la
38°C, racit la 20°C 1n decursul a 2 ore, si agitat la acea temperatura timp de 30 minute. Se adauga heptan
(5,6 volume) in decursul a 3 ore si amestecul este agitat timp de 30 minute. Amestecul este filtrat si uscat
pe filtru/uscator. Turta este spalatd o datd cu heptan:toluen (7:3, 2 volum total) si o datd cu heptan (2
volume). PIPA este izolat cu randament de 88% cu > 98,0% g test si > 98,0% din aria LC.

Preparare de mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat: procedeul anterior pentru prepararea
mecarbilului omecamtiv diclorhidrat hidrat implicatd o procedurd telescopatd prin care mecarbilul
omecamtiv este preparat ca solutie in THF, si solventul este ulterior schimbat cu izopropanol. Totusi,
considerand céd solubilitatea mecarbilului omecamtiv in izopropanol la 20°C este de aproximativ 10
mg/mL si volumul total de izopropanol la finalul schimbarii solventului, 95% din material este in afara
solutiei la finalul schimbarii solventului, conducand la formarea unei suspensii care este dificil sau
imposibil de agitat. Distilarea poate sa nu mai fie efectuatd odatd ce aceasta suspensie s-a format, din
cauza slablui transfer de masa, care lasa in urma niveluri THF in suspensie care sunt peste specificatia din
procedeul de control (IPC), de exemplu, mai mari sau egale cu 1% din aria GC. In practici, acest lucru
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conduce la intarzieri in fabricare din cauza necesitatii reincarcarii de izopropanol pana cand amestecul
poate fi agitat, urmata de distilarea suplimentara si analiza THF reziduale. In plus, raportul de izopropanol
si apa trebuie sa fie verificat utilizind un procedeu de control considerand cantititi variabile de
izopropanol la finalul distilarii si influenta raportului de solvent (izopropanol/apd) asupra pierderilor de
lichid mama dupa filtrare.

Luand in considerare provocarile prezentate de procedeul telescopat anterior raportat, s-a
dezvoltat o izolare a bazei libere de mecarbil omecamtiv cum s-a divulgat aici (vezi Schema 9). Dupa
formarea de mecarbil omecamtiv in acetonitril si THF, se adauga apa si se izoleazd baza libera de
mecarbil omecamtiv, de exemplu, prin cristalizare. Aglomeratele cristaline suferd filtrarea si uscarea
rapide. Baza liberda de mercabil omecamtiv este apoi dizolvatd in izopropanol si apa in prezenta acidului
clorhidric pentru a prepara mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat. Utilizind aceastd procedura
modificata, provocarea schimbarii solventului este evitata si masurarea raportului de izopropanol si apa
este inutild deoarece cantitdti cunoscute din ambii solventi se adauga la baza libera cristalind de mecarbil
omecamtiv la inceputul etapei de formare a sarii.

A 4
s ,,miu,gm ’
M
ENJ F Earbar:at Fenil-HCI M'OAT:;I i ,©I' ¢
N [PCAR) " NN N
- H H

IO#LD

Schema 9

H‘ i. I i T . o " .
Piperazind anilini "_ J-Pr;NEt.ITTHFJ..AumnImI Bazi liberda de mecarkil omecamtiv
(PIPA) ii. HyQ/Cristalizare
Randament 85%
Etapa 5 GMF
X
L]
ALY
2-PrOHIHOVHCI L\..-N e T T
H H
— .
Etapa 6 GMP *2HCHHLO
DS cristaling

Randament 35%

Astfel, este divulgatd aici o metoda de preparare a mercabilului omecamtiv diclorhidrat hidrat
prin amestecarea PIPA, PCAR, si a trialchilaminei (de exemplu, trietilamina sau diizopropiletilamind) in
acetonitril si THF pentru a forma mecarbil omecamtiv. Mecarbilul omecamtiv este izolat ca baza libera si
apoi amestecat cu 2 pana la 3 echivalenti molari de acid clorhidric in izopropanol si apa pentru a forma
mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat, care poate fi optional cristalizat din izopropanol si apa. Izolarea
de baza libera de mecarbil omecamtiv poate fi efectuatd prin cristalizare prin addugare de apa si filtrare.
PIPA si PCAR pot fi preparate cum s-a divulgat mai sus.

in unele realizari din divulgare, PIPA (2,1 kg, 1 echiv) este incircati la un reactor, urmata de
PCAR (1,1 echiv), apoi THF (2,5 V), si in final acetonitril (2,5 V). La suspensia rezultatd se adaugd N,N-
diizopropiletilamina (1,2 echiv) si lotul este incalzit la 55°C timp de 16 ore. Se adauga apoi apa (5 V)
pestel5 minute si semintele de baza libera de mecarbil omecamtiv (0,05 echiv) sunt incércate in reactor.
Lotul este agitat timp de 15 minute si se adauga apa (10 V) peste 3 ore. Lotul este racit la 20°C timp de 1
ora si filtrat. Turta este spalata cu 3:1 apa:acetonitril (3 V) si apoi acetonitril (3 x 3 V). Turta este uscata
intr-un filtru/uscator. Baza liberd de mercabil omecamtiv este izolatd ca solid cu randament de 80%, cu
99,9% din aria LC, si 99,3% g test.

Baza libera de mecarbil omecamtiv (2,6 kg, 1 echiv) este incarcata intr-un reactor urmata de 2-
propanol (2,6 V) si apa (1,53 V). Lotul este apoi incalzit la 45°C. Se adaugd 6 M HCI apos (2,2 echiv) la
o rata care sa mentind temperatura lotului sub 60°C. Lotul este incalzit la 60°C timp de 30 minute si filtrat
intr-un reactor curat la 60°C. Vasul original este clitit cu un amestec de izopropanol:apa (1:1, 0,1 volum
total) si volumul clatit se adaugad la amestecul de reactie. Solutia este racita la 45°C si o suspensie de
seminte de mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat (0,05 sau 0,03 echiv) in izopropanol (0,14 sau 0,1 V)
este incarcata in reactor. Suspensia este agitata timp de 1 ora. Se incarcé izopropanol (3,68 V) in reactor
peste 2 ore. Amestecul este incélzit la 55°C timp de 1 ord si mentinut timp de 30 minute la acea
temperatura. Amestecul este racit la 45°C timp de 1 ord. Amestecul este agitat timp de 2 ore si apoi se
adauga izopropanol (7,37 V) in reactor peste 3 ore. Amestecul este agitat timp de 1 orad si apoi racit la
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20°C peste 2 ore. Amestecul este macinat umed pana cand sunt indeplinite specificatiile d90 (de exemplu,
< 110 pm) si suspensia este filtrata. Turta umeda este spalatd de doua ori cu izopropanol:apa (95:5, 2V) .
Turta umeda este uscatd sub vid pana cand nivelurile de izopropanol sunt sub 1000 ppm. Turta este
optional re-hidratatd daca este necesar utilizand de exemplu, un flux de azot umidificat, pana cand
continutul de apa al solidelor este intre 3,0 si 4,2% g. Materialul poate fi recristalizat daca nu indeplineste
specificatia. Mecarbilul omecamtiv diclorhidrat hidrat este izolat ca solid cu randament de 91,3%, cu
99,96% din aria LC, si 100,1% g test.

Preparare de mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat utilizand fabricarea continua: Este divulgata
aici o metoda de preparare a mecarbilului omecamtiv diclorhidrat hidrat utilizand un procedeu de
fabricare continuu. Procedura sintetica generala este prezentata in Schema 10 mai jos.

Schema 10
Conditii pentri rufarea demo de 100 g
X
MeC N"“\l
L"-"N HH;
¢
PIPA [0,538M]
Debit 1,2 mLimin _ch\
Cr {1 echiwv.}
€G- CCH Braz Huning {2 echiv.} MeQ {:1
S M
Trifosgen {0,195M} THFICHLCM (1), 21 °C HCO
Debit 1,16 mL/min F
{0,350 echiv.} lzecianat PIPA {0, 273M)

Debit 2,36 mLimin

.“_‘ME

o]

M
o~ N L!&CJ"”-‘N""I i |
Aminopiridina L\_,.N L M

F H H

Debit 1,18 mLimin
{1,15 echiwv.} . .

- Mecarbil omecamtiv

CHLCN (B V), 21 °C Randament test = 95,2%
Conwersie = 98,2%
L-CAP L-Uree = 0%
LCAP carbamat de metil PIPA = 1 49%
Rata de productie de mecarkil omecamtiv = 15,29 g'h

Astfel, este divulgata aici o metoda pentru prepararea de mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat
cuprinzand amestecarea de PIPA, trifosgen, si o trialchilamina in acetonitril si tetrahidrofuran pentru a
forma un izocianat PIPA; amestecarea izocianatului PIPA si APYR pentru a forma baza libera de
mecarbil omecamtiv; §i amestecarea bazei libere de mecarbil omecamtiv cu 2 pana la 3 echivalenti molari
de acid clorhidric in izopropanol si apa pentru a forma mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat. Reactia
dintre PIPA, trifosgen si trialchilamind (de exemplu, trietilamind sau diizopropiletilamind) poate fi
efectuata prin fabricare continua utilizdind un micromixer si o bucld de reactie. Reactia dintre izocianatul
PIPA si APYR poate fi efectuata prin fabricare continua utilizand un Y-mixer si o bucla de reactie. PIPA
si/sau APYR pot fi preparate cum s-a descris mai sus.

in unele realiziri din divulgare, fabricarea continua este efectuati dupa cum urmeazi. La un
flacon de 1 L cu 3 gaturi se adauga acetonitril (471 mL) urmat de PIPA (100,09 g, 374 mmol) si
amestecul este agitat pana cand se dizolva solidele. Se adauga diizopropiletilamina (135 ml, 770 mmol) si
amestecul se agitd pana cand se omogenizeaza. La un flacon separat de 1 L cu 3 gaturi se adauga THF
(620 mL) urmata de trifosgen (39,3 g, 131 mmol) si amestecul este agitat pana cand se dizolva solidele.
La un flacon separat de 1 L cu 3 gaturi se adaugd acetonitril (598 mL) urmat de APYR (47,3 g, 431
mmol). Amestecul este agitat pana cand se dizolva solidele. Flacoanele sunt atagate la pompe de seringa
Asia. Debitul solutiei de PIPA/diizopropiletilamind este inceput la 1,2 mL/min (1,00 echiv PIPA) si
debitul solutiei de trifosgen a inceput la 1,16 mL/min (1,05 echiv de fosgen). Fluxurile de proces sunt
amestecate printr-un micromixer si apoi trecute printr-o bucla de reactie de 3 mL. Conversia PIPA in
izocianatul corespunzator este monitorizatd prin ReactiR. Starea stabild este atinsa aproape instant.
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Debitul solutiei APYR a inceput la 1,18 mL/min (1,15 echiv). Fluxurile de izocianat PIPA si
APYR sunt imbinate intr-un Y-mixer si trecute printr-un echipament de bucld de reactie de 51 mL (de
exemplu, un sistem cu trei bucle cu o prima bucla avand un volum de 10 mL, o a doua bucla de 25 mL, si
o a treia bucld de 16 mL). Fluxul de reactie este trecut printr-o celuld de curgere ReactiR pentru a
monitoriza progresul reactiei si colectat intr-un vas contindind MeOH (100 mL). Aceasta setare este
efectuata in mod continuu timp de 5,5 ore pentru a da aproximativ 1,3 L de solutie de produs de reactie.

In unele cazuri, solutia produsa este transferata intr-un vas de reactie de 2 L si concentratd pana
la un volum de aproximativ 350 mL. Se adauga izopropanol (300 mL) si amestecul este concentrat pana
la un volum de 350 mL. Ultima operatia se repeta de trei ori.

Dupa distilarea finald, vasul este reumplut cu azot si se adaugd 300 mL suplimentari de
izopropanol, urmati de 125 mL de apa. Temperatura invelisului este stabilitd la 50°C si se adaugd incet 6
M HCI (82 mL). Temperatura invelisului este redusd la 45°C si se adaugd o solutie 1:1 de
izopropanol:apa (50 mL). Cristalizarea este insdmantatd cu 5 g suplimentare de mecarbil omecamtiv
diclorhidrat hidrat suspendat in 15 mL izopropanol, apoi mentinuta timp de 1 ord la 45°C. Se adauga
izopropanol (227 mL) la amestec §i temperatura este crescutd la 55°C timp de 1 ora. Temperatura
invelisului este stabilitd la 45°C si si amestecul se agitd aproximativ 16 ore. Se adauga izopropanol (670
mL) peste 90 minute. Temperatura invelisului este redusa pana la 20°C si amestecul se agita timp de 2
ore. Suspensia este filtrata, si turta este spalata cu 800 mL de 95:5 izopropanol:apa. Turta este uscata sub
vid. Mecarbilul omecamtiv diclorhidrat hidrat este izolat cu randament de 93,5% (99,09 g) cu 99,17% g.
si 99,7% puritate LCAP.

In unele cazuri, la amestecul de reactie se adauga izopropanol (315 mL) si apa (125 mL).
Amestecul este Incalzit 1a 50°C si se adauga 6 M acid clorhidric apos (82 mL). Solutia este racita la 45°C
si se adauga o suspensie de seminte de mecarbil omecamtiv diclorhidrat hidrat (5 g) intr-un amestec de
izopropanol:apa (1:1, 50 mL). Suspensia este agitata la 45°C timp de 1 ora. Se adauga izopropanol (227
mL) si amestecul este incdlzit la 55°C timp de 1 ora. Suspensia este racitd la 45°C si agitatd timp de 16
ore. Se adauga izopropanol (670 mL) peste 90 minute. Amestecul este racit la 20°C si agitat timp de 2
ore. Suspensia este filtratd i turta spalatd cu o solutie de 95:5 izopropanol:apa (800 mL). Turta este
uscata pe filtru/uscator. Mecarbilul omecamtiv diclorhidrat hidrat este izolat cu randament de 93,5% (99,1
g) cu 99,17% g. test, si 99,7% din aria LC.

Un numir de procedee divulgate aici include etape notate ca optionale. in unele cazuri, etapa
optionala nu este efectuata. in alte cazuri, etapa optionala este efectuat.
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(57) Revendicari:

1. Piperazind metil carboxilat hidrat.

MeO™ N
NH

(,PMEC?”) fosfat.
2. Un procedeu pentru sintetizarea piperazinei metil carboxilat

(o}

A

MeO D\JH

(,,PMEC”) fosfat hidrat cuprinzand

(a) amestecarea piperazinei si cloroformiatului de metil pentru a forma PMEC;

(b) amestecarea PMEC si 0,5 echivalenti molari de acid fosforic intr-o solutie apoasa pentru a
forma PMEC fosfat hidrat; si

(c) optional filtrarea PMEC fosfat hidrat din amestecul din etapa (b).

3. Procedeul conform revendicarii 2, cuprinzand in plus izolarea PMEC format din etapa (a) ca
solutie in clorura de metilen, dicloroetan, 2-metiltetrahidrofuran, sau amestec al acestora.

4. Procedeul conform revendicarii 3, in care izolarea este efectuata prin

(i) spalarea PMEC rezultata din etapa (a) cu un solvent organic;

(if) modificarea pH-ului la 8 pana la 14 prin addugarea unei baze pentru a forma o solutie apoasa
bazicad; si

(iii) extragerea PMEC din solutia apoasa bazica din etapa (ii) cu clorura de metilen, dicloroetan, 2-
metil tetrahidrofuran, sau amestec al acestora.

5. Procedeul conform revendicarii 2, in care etapa (a) este efectuata intr-o solutie apoasa.

6. Procedeul conform oricareia dintre revendicarile 2 pana la 5, In care etapa (a) este efectuata la o
temperatura de la 20 pana la 55°C timp de 1 pana la 12 ore.

7. Un procedeu pentru sintetizarea de metil 4-(2-fluoro-3-nitrobenzil)piperazin-1-carboxilat

NO,
ol
N
OAOMe

(PIPN) cuprinzand 22
(a) amestecarea de 2-fluoro-3-nitrotoluen, bromat de sodiu, si bisulfit de sodiu in izopropilacetat si
apa pentru a forma 1-(bromometil)-2-fluoro-3-nitrobenzen

B
r NO,
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(FNB);
(b) optional spalarea FNB cu tiosulfat apos de sodiu, cu clorura apoasa de sodiu, sau cu ambele; si
(c) amestecarea de FNB, bazi trialchilamina, si piperazina metil carboxilat

(,,PMEC”) fosfat hidrat pentru a forma PIPN.

8. Procedeul conform revendicarii 7, in care FNB este spalat cu tiosulfat apos de sodiu si clorura
apoasa de sodiu.

9. Un procedeu pentru sintetizare de metil 4-(2-fluoro-3-nitrobenzil)piperazin-1-carboxilat

NO,
O

N
OJ\OMe

(PIPN) cuprinzand
(a) amestecarea de 2-fluoro-3-nitrotoluen, peroxid de benzoil, N-bromosuccinimida si acid acetic
la o temperatura de la 70 pana la 95°C pentru a forma 1-(bromometil)-2-fluoro-3-nitrobenzen

B
r NO,

(FNB);
(b) optional extragerea FNB cu toluen, spalarea FNB cu o solutie bazicd apoasd, sau ambele;
(c) amestecarea de FNB, o baza trialchilamina, si piperazind metil carboxilat

o)

PN

MeO N’\
L_NH
(,,PMEC”) fosfat hidrat pentru a forma PIPN.

10. Procedeul conform revendicarii 9, in care FNB este extras cu toluen si spalat cu hidroxid de
sodiu apos.

11. Procedeul conform oricéreia dintre revendicarile 7 pana la 10, in care PIPN este format ca sare
clorhidrat.

12. Procedeul conform oricareia dintre revendicarile 7 pana la 11, in care PMEC fosfat hidrat este
preparat printr-un procedeu conform oricareia dintre revendicarile 2 pana la 6.

13. Procedeul conform oricareia dintre revendicérile 7 pana la 12, in care baza trialchilamina
cuprinde diizopropiletilamina sau trietilamina.

14. Procedeul conform oricareia dintre revendicarile 7 pana la 13, in care inainte de amestecarca
de FNB, bazd de trialchilamind, si PMEC fosfat hidrat, procedeul cuprinde in plus addugarea de
dietilfosfit §i o trialchilamind, si amestecarea amestecului rezultat la o temperaturd de la 30 péana la
65°C.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doaa nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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Grafic izotermic al sorbtiei dinamice de vapori
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