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CERERI DE BREVET INRUDITE

Aceasta cerere de brevet revendica prioritatea la cererea de brevet provizorie S.U.A.
nr. 62/589.822, depusa pe 22 noiembrie 2017 si la cererea de brevet provizorie S.U.A. nr.
62/691.709, depusa pe 29 iunie 2018.

FUNDAL

Deficienta de piruvat kinazéd (PKD) este o boala a globulelor rogii cauzata de o
deficienta a enzimei de piruvat kinaza R (PKR) din cauza mutatiilor recesive ale genei PKLR
(Wijk si colab. Human Mutation, 2008, 30 (3) 446-453). Activatorii PKR pot fi benefici pentru
a trata PKD, talazemia (de exemplu, beta talezemia), abetalipoproteinemia sau sindromul
Bassen-Kornzweig, boala celulei secera, hemoglobinuria nocturnala paroxismala, anemia
(de exemplu, anemia congenitala (de exemplu, enzimopatiile), anemia hemolitica (de
exemplu anemia hemolitica ereditara si/sau congenitala, anemia hemolitica dobandita,
anemia hemolitica cronica cauzata de deficienta kinazei fosfoglicerate, anemia de boli
cronice, anemia hemolitica nesferocitica sau sferocitoza ereditara). Tratamentul PKD este de
sustinere, incluzand transfuzii de sénge, splenectomie, terapie chelativa pentru a aborda
supraincarcarea cu fier, si/sau interventii pentru alte morbiditati asociate cu boala. in prezent,
totusi, nu exista medicamente aprobate care sa trateze cauza de baza a PKD, si prin urmare,
etiologia anemiei hemolitice de-a lungul vietii.

N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-carbonil)fenil)chinolin-8-sulfonamida, la care se
face referire aici ca compus 1, este un activator alosteric al izoformei celulelor rosii de piruvat
kinaza (PKR). Vezi de exemplu, WO 2011/002817 si WO 2016/201227. W0O2016/201227A1
se refera la metode pentru utilizarea compusilor care activeaza piruvat kinaza.
US8785450B2 se refera la compusi si compozitii care cuprind compusi care moduleaza
piruvat kinaza M2 (PKM2).
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Compusul 1 a fost dezvoltat pentru a trata PKD si este in prezent investigat in studii
clinice de faza 2. Vezi de exemplu, studiile clinice din U.S. cu identificatorul NCT02476916.
Date fiind beneficiile sale terapeutice, exista 0 necesitate pentru dezvoltarea de forme
alternative ale compusului 1 intr-un efort de a facilita izolarea, fabricarea, si dezvoltarea
formularii, precum si pentru a imbunatati stabilitatea la depozitare.

Compus 1)

Rezumat

Inventia este definitd prin revendicarile anexate. In particular, prezenta inventie
furnizeaza un seschihidrat, forma cristalina de sare hemisulfat a unui compus avand formula:
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in care forma cristalina este forma cristalina A caracterizata prin maxime de difractie cu raze
X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 9,9°, 15,8°, si 22,6°.
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De asemenea sunt furnizate aici compozitii farmaceutice cuprinzand forma A cristalina
de sare hemisulfat, metode pentru fabricarea acesteia, si utilizari ale acesteia pentru tratarea
afectiunior asociate cu piruvat kinaza cum ar fi de exemplu, PKD. Metodele pentru fabricarea
formei A cristaline de sare hemisulfat si metodele terapeutice nu sunt parte a inventiei.

Scurta descriere a figurilor

FIG. 1 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma A
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 2 ilustreaza termograma de analiza termogravimetrica combinata (TGA) si
termograma de calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma A cristalina
de sare hemisulfat.

FIG. 3 ilustreaza termograma de calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC) pentru
forma A cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 4 ilustreaza izoterma sorbtiei dinamice a vaporilor (DVS) pentru forma A cristalina
de sare hemisulfat.

FIG. 5 (i) ilustreaza tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) suprapus cu forma
A cristalina de sare hemisulfat si dupa expunerea la 11%, 48%, si 75% umiditate
relativa si 40°C timp de doua saptamani. XRPD a ramas nemodificat dupa testul de
doua saptamani sub aceste trei conditii de umiditate. FIG. 5 (ii) ilustreaza XRPD
suprapus cu forma A cristalina de sare hemisulfat si dupa expunerea la granulele de
pentoxid de fosfor (P20s) la temperatura camerei si la 50°C timp de o saptamana,
precum si la temperatura ambianta intr-o fiola timp de 24 de ore. S-a observat ca nu
a existat nici o modificare in tiparul XRPD la temperatura camerei dupa o saptamana,
dar unele maxime au fost putin deplasate la 50°C. Totusi, aceste maxime au fost
deplasate inapoi in pozitiile originale dupa expunerea la temperatura ambientala timp
de 24 de ore, ceea ce indica faptul ca aceste modificari au fost reversibile.

FIG. 6 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma B
cristalina de sare hemisulfat obtinuta in MeOH:EtOH (3:7).

FIG. 7(i) ilustreaza termograma analizei termogravimetrice combinate (TGA) si
termograma calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma B cristalina de
sare hemisulfat. FIG. 7(ii) ilustreaza XRPD pentru forma B cristalina de sare
hemisulfat Thainte si dupa sorbtia dinamica a vaporilor (DVS). Dupa DVS, forma B a
fost convertita la o forma K diferita.

FIG. 8 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma D
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 9 ilustreaza termograma analizei termogravimetrice (TGA) si termograma
calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma D cristalina de sare
hemisulfat.

FIG. 10 ilustreaza tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma D
cristalina de sare hemisulfat inainte si dupa sorbtia dinamica a vaporilor (DVS).

FIG. 11 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma E
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 12 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma F
cristalina de sare hemisulfat.
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FIG. 13 ilustreaza termograma analizei termogravimetrice (TGA) si termograma
calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma F cristalina de sare
hemisulfat.

FIG. 14 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma G
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 15 ilustreaza termograma analizei termogravimetrice (TGA) si termograma
calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma G cristalina de sare
hemisulfat.

FIG. 16 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma H
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 17 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma |
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 18 ilustreaza termograma analizei termogravimetrice (TGA) si termograma
calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru forma | cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 19 ilustreaza un tipar de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma J
cristalina de sare hemisulfat.

FIG. 20 ilustreaza tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma
amorfa de sare hemisulfat a Compusului 1.

FIG. 21 ilustreaza termograma analizei termogravimetrice (TGA) si termograma
calorimetriei cu scanare diferentiala (DSC) pentru sarea hemisulfat amorfa a
compusului 1 uscata in cuptor cu vid la 50°C peste noapte.

FIG. 22 ilustreaza profilurile de concentratie medie in plasma in functie de timp ale
formei cristaline A dupa o doza PO in diferite forme la 200 mg/kg la sobolanii SD
(N=6). Doza de forma A cristalina este calculata pe baza echivalentei la 200 mg/kg a
compusului 1.

FIG. 23 ilustreaza tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma
amorfa de baza libera a compusului 1.

FIG. 24 ilustreaza termogramele TGA si DSC pentru forma amorfa de baza libera a
compusului 1.

FIG. 25 ilustreaza tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma
cristalina de baza libera a compusului 1.

DESCRIERE DETALIATA

Definitii Cand au fost utilizati singuri, termenii ,forma A”, ,forma B”, ,forma C”, ,forma
D”, ,forma E”, ,forma F”, ,forma G”, ,forma H”, ,forma I”, si ,forma J” se refera la formele A,
B,C,D, E, F, G, H,I, siJcristaline de sare hemisulfat ale compusului 1, respectiv. Termenii
,forma A”, ,forma A cristalind”, si ,forma A cristalina de sare hemisulfat a compusului 1” sunt
utilizati interschimbabil. In mod similar, ,forma B”, ,forma B cristalind”, si ,forma B cristalina
de sare hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati interschimbabil. In mod similar, ,forma C’,
,forma C cristalind”, si ,forma C cristalina de sare hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati
interschimbabil. Tn mod similar, ,forma D”, ,forma D cristalind”, si ,forma D cristalina de sare
hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati interschimbabil. In mod similar, ,forma E”, ,forma E
cristalingd”, si ,(forma E cristalind de sare hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati
interschimbabil. Tn mod similar, ,forma F”, ,forma F cristalind”, si ,forma F cristalina de sare

hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati interschimbabil. Tn mod similar, ,forma G”, ,forma G
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cristalind”, si ,forma G cristalina de sare hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati
interschimbabil. in mod similar, ,forma H”, ,forma H cristalind”, si ,forma H cristalind de sare
hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati interschimbabil. in mod similar, ,forma I”, ,forma |
cristalind”, si ,forma | cristalina de sare hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati
interschimbabil. Tn mod similar, ,forma J”, si ,forma J cristalind”, ,forma J cristalind de sare
hemisulfat a compusului 1” sunt utilizati interschimbabil.

,ripar A”, [tipar B”, ,tipar C”, ,tipar D", ,tipar E”, ,tipar F”, ,tipar G”, ,tipar H”, ,tipar I”, si
Jipar J” se refera la tiparul de difractie cu raze X pe pulbere (XRPD) pentru forma A, B, C, D,
E, F, G, H, | si respectiv J cristalind de sare hemisulfat.

Termenii ,baza libera cristalina”, ,forma cristalina de baza libera a compusului 17,
,forma de baza libera cristalina a compusului 17, si ,baza libera cristalina a compusului 1”
sunt utilizati interschimbabil si inseamna forma de baza libera sau de non-sare a compusului
1, care este prezenta intr-o forma cristalina.

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,anhidru” inseamna ca forma cristalina
referentiata nu are substantial nici un pic de apa in structura cristalina de exemplu, mai putin
de 0,1% din masa dupa cum s-a determinat prin analiza Karl Fisher.

Termenul ,amorf” ihnseamna un solid care este prezent intr-o stare sau forma
necristalind. Solidele amorfe sunt aranjamente dezordonate ale moleculelor si prin urmare
nu poseda nici o structura cristalina distingibila sau celula unitara si prin urmare nu au o
ordonare definibila pe un interval lung. Ordonarea starii solide a solidelor poate fi determinata
prin tehnici standard cunoscute in domeniu, de exemplu, prin difractie cu raze X pe pulbere
(XRPD) sau prin calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC). Solidele amorfe pot fi de
asemenea diferentiate de solidele cristaline de exemplu, prin birefringenta utilizand
microscopia cu lumina polarizata.

Asa cum s-a utilizat in acest document, puritatea chimica se refera la masura in care
forma divulgata este fara materiale care au structuri chimice diferite. Puritatea chimica a
compusului din formele cristaline divulgate inseamna greutatea compusului impartita la suma
dintre greutatea compusului si materialele/impuritatile care au diferite structuri chimice,
inmultitd cu 100%, adica, procente din masa. intr-o realizare, compusul din formele cristaline
divulgate are o puritate chimica de cel putin 60%, de cel putin 70%, de cel putin 80%, de cel
putin 90%, de cel putin 95%, sau de cel putin 99% din masa.

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,cristalin” se refera la o forma solida dintr-un
compus in care exista o ordine atomica de lunga durata in pozitiile atomilor. Natura cristalina
a unui solid poate fi confirmata, de exemplu, prin examinarea tiparului de difractie cu raze X
pe pulbere. Daca XRPD prezinta maxime ascutite ale intensitatii in XRPD atunci compusul
este cristalin.

Termenul ,solvat” se refera la un compus cristalin in care o cantitate stoichiometrica
sau nestoichiometrica de solvent, sau de amestec de solventi, este incorporata in structura
cristalului.

Termenul ,hidrat” se refera la un compus cristalin unde o cantitate stoichiometrica sau
nestoichiometrica de apa este incorporata in structura cristalului. Un hidrat este un solvat in
care solventul incorporat in structura cristalului este apa. Termenul ,anhidru” cand s-a utilizat
fata de un compus, inseamna substantial fara solvent incorporat in structura cristalului.

O singura forma cristalina a sarii cristaline de hemisulfat divulgate inseamna ca sarea
hemisulfat de N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-carbonil)fenil)chinolin-8-sulfonamida este
prezenta ca un singur cristal sau ca o multitudine de cristale in care fiecare cristal are aceeasi
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forma cristalina (adica, forma A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J). Cand forma cristalina este
definita ca un procentaj specificat al unei singure forme cristaline particulare a compusului,
restul este alcatuit din forma amorfa si/sau forme cristaline altele decat una sau mai multe
forme particulare care sunt specificate. intr-o realizare, forma cristalina este cel putin 60% o
forma& monocristalina, cel putin 70% o forma monocristalina, cel putin 80% o forma
monocristalina, cel putin 90% o forma monocristalina, cel putin 95% o forma monocristalina,
sau cel putin 99% o forma monocristalina din masa. Procentele din masa ale unei anumite
forme cristaline sunt determinate din greutatea formei particulare de cristal impartité la suma
greutatii cristalului particular, plus greutatea celorlalte forme cristaline prezente plus
greutatea formei amorfe prezente inmultita cu 100%.

Asa cum s-a utlizat in acest document, ,N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-
carbonil)fenil)chinolin-8-sulfonamida” este utilizata interschimbabil cu ,compusul 1”, ,baza
libera a compusului 1” cu urmatoarea structura:

(

Valorile 2-teta ale tiparelor de difractie cu raze X pe pulbere pentru formele cristaline
descrise aici pot varia putin de la un instrument la altul si de asemenea depinzand de variatiile
in prelucrarea mostrei si de variatia de la lot la lot. Prin urmare, in afara de cazul cand sunt
definite altfel, tiparele XRPD/asignarile enumerate aici nu trebuie sa fie interpretate ca
absolute si pot varia cu + 0,2 grade. Valorile 2-teta furnizate aici au fost obtinute utilizand
radiatia Cu Ka1.

Valorile de temperatura, de exemplu, pentru maximele DSC de aici pot varia putin de
la un instrument la altul si de asemenea depinzand de variatiile in prepararea mostrei, de
variatia de la lot la lot, si factori de mediu. Prin urmare, in afard de cazul cand sunt altfel
definite, valorile de temperatura enumerate aici nu trebuie sa fie interpretate ca absolute si
pot varia cu + 5 grade sau cu + 2 grade.

~Substantial acelasi tipar XRPD” sau ,un model de difractie cu raze X pe pulbere
substantial similar cu” un numar definit inseamna ca in scopuri de comparare, sunt prezente
cel putin 90% din maximele prezentate. Trebuie sa se inteleagd in plus ca, in scopuri de
comparare este permisa o0 oarecare variabilitate a intensitatilor maxime dintre cele
prezentate, cum ar fi de + 0,2 grade.

O ,cantitate eficienta terapeutic’ dintr-un compus descris aici este o cantitate
suficienta pentru a furniza un beneficiu terapeutic in tratamentul unei afectiuni sau pentru a
intarzia sau minimiza unul sau mai multe simptome asociate cu afectiunea. Termenul
,cantitate eficienta terapeutic” si ,cantitate eficientd” sunt utilizati interschimbabil. intr-un
aspect, o cantitate eficienta terapeutic dintr-un compus ihseamna o cantitate de agent
terapeutic, singur sau in combinatie cu alte terapii, care furnizeaza un beneficiu terapeutic in
tratamentul afectiunii. Termenul ,cantitate eficienta terapeutic’ poate cuprinde o cantitate
care imbunatateste terapia globala, reduce sau evita simptome, semne, sau cauze ale
afectiunii, si/lsau amelioreaza eficacitatea terapeuticd a unui alt agent terapeutic. in anumite
realizari, o cantitate eficienta terapeutic este o cantitate suficienta pentru a provoca activarea
masurabild a PKR de tip salbatic sau mutantd. In anumite realizari, o cantitate eficients
terapeutic este o cantitate suficientd pentru reglarea nivelurilor de 2,3-difosfoglicerati in
sangele care are nevoie de acestia sau pentru tratarea deficientei de piruvat kinaza (PKD),
anemiei hemolitica (de exemplu, anemie hemolitica cronica, anemie nesferocitara ereditara),
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bolii celulei secera, talazemiei (de exemplu, alfa talazemie, beta talazemie sau talazemie
nedependenta de transfuzie), sferocitozei ereditare, eliptocitozei ereditare,
abetalipoproteinemiei (sau sindrom Bassen-Kornzweig), hemoglobinuriei nocturnale
paroxismale, anemiei hemolitice dobandite (de exemplu, anemie congenitala (de exemplu,
enzimopatie)), anemiei de boli cronice sau de tratarea bolilor sau afectiunilor care sunt
asociate cu nivelurile crescute de 2,3-difosfoglicerati (de exemplu, bolile de ficat). in anumite
realizari, o cantitate eficienta terapeutic este o cantitate suficienta pentru provocarea activarii
masurabile a PKR de tip salbatic sau mutanta si pentru reglarea nivelurilor de 2,3-
difosfoglicerati in sdngele care are nevoie de acestia sau pentru tratarea deficientei de piruvat
kinaza (PKD), anemiei hemolitice (de exemplu, anemie hemolitica cronica, anemie
nesferocitara ereditara), bolii celulei secera, talazemiei (de exemplu, alfa talazemie, beta
talazemie sau talazemie dedependenta de transfuzie), sferocitozei ereditare, eliptocitozei
ereditare, abetalipoproteinemiei (sau sindrom Bassen-Kornzweig), hemoglobinuriei
nocturnale paroxismale, anemiei hemolitice dobandite (de exemplu, anemie congenitala (de
exemplu, enzimopatie)), anemiei de boli cronice sau de tratarea bolilor sau afectiunilor care
sunt asociate cu nivelurile crescute de 2,3-difosfoglicerati (de exemplu, bolile de ficat). intr-
un aspect, cantitatea eficienta terapeutic este cantitatea necesara pentru a genera o crestere
a raspunsului la hemoglobina al subiectului de 21,0 g/dL (cum ar fi 21,5 g/dL sau 22,0 g/dL)
in concentratia de Hb fata de valoarea initiala. intr-un aspect, concentratia de Hb initiald a
subiectului este media tuturor concentratiilor de Hb disponibile inainte de tratamentul cu un
compus descris aici. In anumite aspecte, cantitatea eficientd terapeutic este cantitatea
necesara pentru a reduce sarcina de transfuzie a pacientului. Intr-un aspect, cantitatea
eficienta terapeutic este intre 0,01 - 100 mg/kg greutate corporala/zi a compusului furnizat,
cum ar fi de exemplu, 0,1 - 100 mg/kg greutate corporala/zi.

Asa cum s-a utilizat Tn acest document, reducerea sarcinii de transfuzie inseamna o
reducere cu cel putin 20% a numarului de unitati RBC transfuzate in cel putin 5 saptamani
de tratament. In anumite realiz&ri, reducerea in sarcina de transfuzie este o reducere 233%
a numarului de unititi RBC transfuzate in cel putin 5 sdptamani de tratament. in anumite
realizari, reducerea sarcinii de transfuzie este o reducere 233% a numarului de unitati RBC
transfuzate in cel putin 10 saptamani (de exemplu, cel putin 20 saptamani sau cel putin 24
saptamani) de tratament.

Asa cum s-a utilizat in acest document, boala celulei secera (SCD), boala
hemoglobinei SS, si anemia celulei secera sunt utilizate interschimbabil. Boala celulei secera
(SCD) este o tulburare de sange mostenita cauzata de prezenta hemoglobinei secera (HbS).
in anumite realizari, subiectii cu SCD au hemoglobing anormal&, denumitd hemoglobind S
sau hemoglobina secer4, in globulele lor rosii. In anumite realizari, oamenii care au SCD au
cel putin 0 gena anormald care determina corpul s& producd hemoglobinad S. in anumite
realizari, oamenii care au SCD au doua gene de hemoglobina S, hemoglobina SS.

Talazemia este o tulburare de sdnge mostenitd in care raportul normal al productiei
dintre a- si B-globina este perturbat din cauza unei variante care determina boala in 1 sau
mai multe gene de globina. Tn anumite realiz&ri, agregatele de alfa globina (cum s-a gasit in
B-talazemie) precipita cu usurinta, ceea ce perturba membrana globulelor rosii (RBC) si
conduce la stres oxidativ. in anumite realiz&ri, tetramerii de beta-globina (Hb H, gasiti in a-
talazemie) sunt in general mai solubili, dar sunt inca instabili si pot forma precipitate.
Dezechilibrul sintezelor catenei de globina poate conduce la o reducere neta a concentratiilor
de Hb si are efecte dramatice asupra supravietuirii precursorilor RBC, conducand in final la
distrugerea lor prematura in maduva osoasa si in situsurile extramedulare (Cappellini si
colab, 2014). in anumite realizari, tulburarea conduce la distrugerea unui numar mare de
globule rosii, care conduce la anemie. Tn anumite realizari, talazemia este alfa talazemie. in
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anumite realizari, talazemia este beta talazemie. in alte realizari, talazemia este talazemie
nedependentd de transfuzie. In alte realizari, talazemia este beta talazemie intermedia. in
alte realizari, talazemia este Hb E beta talazemie. In alte realizari, talazemia este beta
talazemie cu mutatii ale 1 sau mai multor gene alfa.

Termenul ,activand” asa cum s-a utilizat in acest document inseamna un agent care
creste (masurabil) activitatea piruvat kinazei R de tip salbatic (wt PKR) sau cauzeaza ca
activitatea piruvat kinazei R de tip salbatic (wt PKR) sa creasca la un nivel care este mai
mare decéat nivelurile de baza ale activitatii wt PKR sau un agent care creste (masurabil)
activitatea unei piruvat kinaze R mutante (MPKR) sau cauzeaza ca activitatea piruvat kinazei
R mutante (MPKR) sa creasca la un nivel care este mai mare decat cel al nivelurilor de baza
ale activitatii PKR mutante, de exemplu, la un nivel care este 20%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% sau 100% din activitatea PKR de tip salbatic.

Termenul ,globule rosii ambalate” sau PRBC-uri asa cum s-a utilizat in acest
document se refera la globulele rosii facute dintr-o unitate de sange integral prin centrifugare
si indepartarea majoritatii plasmei. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de
cel putin aproximativ 95%. in anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 90%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 80%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 70%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 60%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 50%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 40%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 30%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 20%. In anumite realizari, o unitate PRBC are un hematocrit de cel putin
aproximativ 10%.

©Coooooo

Termenii tratament®’,  trateaza”, si ,tratare” se refera la inversarea, atenuarea,
reducerea probabilitatii de dezvoltare, sau inhibarea progresului unei boli sau tulburari, sau
a unuia sau mai multor simptome ale acesteia, cum s-a descris aici. In unele realizari,
tratamentul poate fi administrat dupa dezvoltarea unuia sau mai multor simptome, adica,
tratament terapeutic. In alte realizari, tratamentul poate fi administrat in absenta simptomelor.
De exemplu, tratamentul poate fi administrat unui individ susceptibil inainte de debutul
simptomelor (de exemplu, in lumina unui istoric al simptomelor si/sau in lumina factorilor
genetici sau a altor factori de susceptibilitate), adica, tratament profilactic. Tratamentul poate
fi de asemenea continuat dupa rezolvarea simptomelor, de exemplu pentru a reduce
probabilitatea de, sau intarzierea recurentei acestora.

Asa cum s-a utilizat in acest document termenii ,subiect” si ,pacient” pot fi utilizati
interschimbabil, si inseamna un mamifer care are nevoie de tratament, de exemplu, animale
de companie (de exemplu, céini, pisici, si altele asemenea), animale de ferma (de exemplu,
vaci, porci, cai, oi, capre si altele asemenea) si animale de laborator (de exemplu, sobolani,
soareci, cobai si altele asemenea). De obicei, subiectul este un om care are nevoie de
tratament. In anumite realizari, termenul ,subiect” se referd la un subiect uman care are
nevoie de tratamentul unei boli. in anumite realizari, termenul ,subiect” se refera la un subiect
uman care are nevoie de tratamentul PKD. In anumite realizari, termenul ,subiect” se refera
la un subiect uman care are nevoie de tratamentul talazemiei. in anumite realizari, termenul
,subiect” se referd la un subiect uman care are nevoie de tratamentul bolii celulei secera. Tn
anumite realizari, termenul ,subiect” se refera la un om adult cu varsta de peste 18 ani care
are nevoie de tratamentul unei boli. In anumite realizari, termenul ,subiect” se referd la un
om copil cu varsta nu mai mare de 18 ani care are nevoie de tratamentul unei boli. in anumite
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realizari, subiectul este un pacient care are nevoie de transfuzie regulata de sange. Asa cum
s-a utilizat aici, transfuzia regulata de sange se refera la cel putin 4 episoade de transfuzie
intr-o perioada de 52 de s3ptdmani inainte de tratament. In anumite realizéari, transfuzia
regulata de sange se refera la cel putin 5 episoade de transfuzie intr-o perioada de 52 de
saptamani inainte de tratament. n anumite realizéri, transfuzia regulata de sange se refera
la cel putin 6 episoade de transfuzie intr-o perioada de 52 de saptamani inainte de tratament.
In anumite realizari, transfuzia regulatd de sange se referd la cel putin 7 episoade de
transfuzie intr-o perioadd de 52 de saptdmani inainte de tratament. in anumite realizari,
subiectul cu cel putin una dintre afectiunile selectate dintre boala celulei secera, talazemie,
PKD sub transfuzie regulata, si PKD nedependenta de transfuzie, nu a fost expus la terapie
cu sotatercept (ACE-011), luspatercept (ACE-536), ruxolitinib, sau geneticd. in anumite
realizari, un astfel de subiect nu ia inhibitori de citocrom P450 (CYP)3A4, inhibitori puternici
de CYP3A4, inhibitori puternici de P-glicoproteind (P-gp), sau digoxin. In anumite realizari,
un astfel de subiect nu primeste terapie cu anticoagulant cronic, steroizi anabolici, agenti de
stimulare hematopoietici (de ex., eritropoietine, factori de stimulare ai coloniilor de
granulocite, trombopoietine), sau alergeni la sulfonamide.

Termenul ,purtator acceptabil farmaceutic” se refera la un purtator netoxic, adjuvant,
sau vehicul care nu afecteaza advers activitatea farmacologica a compusului cu care este
formulat, si care este de asemenea sigur pentru utilizare umana.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenii ,in jur de” si ,aproximativ’ cand sunt
utilizati in combinatie cu o valoare numerica sau interval de valori utilizat pentru a caracteriza
o anumita forma cristalind, forma amorfa, sau amestec al acestora dintr-un compus,
inseamna ca valoarea sau intervalul de valori pot devia intr-o masura considerata rezonabila
de catre cineva avand calificare obisnuita in domeniu in timp ce descrie forma cristalina
particulara, forma amorfa, sau amestecul acestora.

Compusi

Este furnizata aici o forma cristalina A a unei saruri hemisulfat dintr-un compus avand
formula (1):

( i Q
U\HQ/O’/ No) I\J : *1/2 H,S0,
(D

in care sarea hemisulfat a compusului cu forma cristalina A este un seschihidrat.

Asa cum s-a utilizat in acest document, forma cristalina A este un seschihidrat
hemisulfat al compusului 1, N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-carbonil)fenil)chinolin-8-
sulfonamida. Trebuie sa se inteleaga ca forma cristalina A poate fi denumita ,1-
(ciclopropilmetil)-4-(4-(chinolin-8-sulfonamido)benzoil)piperazin-1-iu seschihidrat hemisulfat”
avand formula A, sau alternativ »1-(ciclopropilmetil)-4-(4-(chinolin-8-
sulfonamido)benzoil)piperazin-1-iu trihidrat sulfat” avand formula B asa cum se arata mai jos:
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Trebuie sa se infeleaga ca forma cristalina A poate fi denumita interschimbabil fie
formula A sau fie formula B.

Formula A

Formula B.

Asa cum s-a utilizat Tn acest document, ,hemisulfat” inseamna ca raportul
stoechiometric dintre compusul 1 si H2SOa4 este 2:1 intr-o forma cristalina (adica o forma
cristalina contine doua molecule de compus 1 per o molecula de H2SOa).

o~

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,seschihidrat” sau ,trihidrat” inseamna ca
raportul stoichiometric dintre compusul 1 si H20 este 2:3 in forma cristalina A (adica forma
cristalina A contine doua molecule de compus 1 per trei molecule de apa).

Forma cristalind A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la
unghiuri 20 (£ 0,2°) de 9,9°, 15,8°, si 22,6°. In anumite realizari, forma cristalind A este
caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 9,9°,
15,8°, si 22,6° si cel putin un maxim suplimentar de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (% 0,2°) selectate dintre 15,0°, 17,1°, 21,3°, si 21,9°. In anumite realiz&ri, forma cristalin
A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de
9,9° 15,8°, si 22,6°; si cel putin doud maxime suplimentare de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (z 0,2°) selectate dintre 15,0°, 17,1°, 21,3°, si 21,9°. In Inc& o alta alternativa,
forma cristalind A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (£ 0,2°) de 9,9°, 15,8°, si 22,6°; si cel putin trei maxime suplimentare de difractie cu raze
X pe pulbere la unghiuri 20 (x 0,2°) selectate dintre 15,0°, 17,1°, 21,3°, si 21,9° . In anumite
realizari, forma cristalind A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 9,9°, 15,0°, 15,8°, 17,1°, 21,3°, 21,9°, si 22,6°. In anumite realizéri,
forma cristalina A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (+ 0,2°) de 9,9°, 11,4°, 15,0°, 15,3°, 15,8°, 17,1°, 17,7°, 21,3°, 21,9°, 22,6°, si 23,5°. In
anumite realizari, forma cristalina A este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe
pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) de 4,9°, 9,9°, 11,0°, 11,4°, 11,7°, 12,3°, 12,8°, 13,6°, 13,9°,
14,2°, 15,0°, 15,3°, 15,8°, 17,1°, 17,4°, 17,7°, 18,8°, 19,1°, 19,8°, 21,3°, 21,9°, 22,6°, 23,0°,
23,2°, 23,5°, 23,8°, 24,1°, 24,5°, 25,3°, 25,6°, 26,1°, 27,1°, 28,1°, si 29,8°. In anumite
realizari, forma cristalina A este caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe
pulbere substantial similar cu FIG. 1. In inca o altd alternativd, forma cristalind A este
caracterizata printr-un termografic de calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC) cuprinzand
maxime endoterme la aproximativ 159°C + 5°C si la 199°C + 5°C. In inca o alta alternativa,
forma cristalina A este caracterizata printr-un termografic de calorimetrie cu scanare
diferentiala (DSC) substantial similar cel reprezentat in FIG. 2. In inca o alta alternativa, forma
cristalina A este caracterizata printr-o termograma de analiza termogravimetrica (TGA)
cuprinzand o pierdere in greutate de aproximativ 4,5 + 0,5 % pana la 180°C + 2°C. in inca o
alta alternativa, forma cristalina A este caracterizata printr-o termograma de analiza
termogravimetricd (TGA) substantial similaré cu cea reprezentatd in FIG 2. In inc& o alta
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alternativa, forma cristalina A este caracterizata printr-un DSC substantial similar cu cel
reprezentat in FIG 3.

Cum s-a discutat in mai multe detalii in Exemple, forma cristalina A a unei saruri
hemisulfat dintr-un compus avand formula () a fost gasité ca avand o varietate de proprietati
fizico-chimice favorabile, incluzadnd cristalinitate ridicata, stabilitate in sisteme de solventi
multipli (de exemplu contindnd in special apa), dimensiune relativ mica a particulei (de
exemplu sub 20 um sub microscop astfel incat sa evite potential micronizarea ulterioara), si
stabilitate la umiditate (de exemplu cel putin 20% RH sau cel putin o activitate a apei de 0,2),
si demonstreaza profiluri favorabile timp-concentratie plasmatica si parametrii
farmacocinetici.

Este de asemenea furnizata aici o forma cristalind B a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:

1 1 Q
U\Q/Q/O’ o) ,J : *1/2 H,SO,

in care sarea hemisulfat a compusului in forma cristalina B este un solvat etanol. Forma
cristalind B nu este parte a inventjei.

Intr-un aspect, forma cristalind B este caracterizatd prin cel putin trei maxime de
difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 9,9°, 10,6°, 12,7°, 15,7°,
16,9°, 22,0°, si 22,5°. Alternativ, forma cristalina B este caracterizata prin cel putin patru
maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 9,9°, 10,6°,
12,7°,15,7°, 16,9°, 22,0°, si 22,5°. intr-o alta alternativa, forma cristalina B este caracterizata
prin cel putin cinci maxime de difractie cu X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre
9,9°, 10,6°, 12,7°, 15,7°, 16,9°, 22,0°, si 22,5°. In Inca o alta alternativa, forma cristalind B
este caracterizata prin cel putin sase maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (z 0,2°) selectate dintre 9,9°, 10,6°, 12,7°, 15,7°, 16,9°, 22,0°, si 22,5°. In inc4 o alta
alternativa, forma cristalina B este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 9,9°, 10,6°, 12,7°, 15,7°, 16,9°, 22,0°, si 22,5°. In inca o altd
alternativa, forma cristalina B este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (£ 0,2°) de 9,9°, 10,6°, 12,7°, 13,9°, 14,6°, 15,7°, 16,9°, 22,0°, 22,5°, si 27,6°.
In inca o alta alternativa, forma cristalind B este caracterizatd prin maxime de difractie cu
raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 7,0°, 7,8°, 9,9°, 10,6°, 11,7°,12,7°, 13,1°, 13,5°,
13,9°, 14,6°, 14,9°, 15,3°, 15,7°, 16,1°, 16,9°, 17,6°, 19,3°, 19,7°, 20,7°, 21,2°, 22,0°, 22,5°,
23,3° 24,0°, 24,7°, 25,1°, 25,7°, 26,1°, 27,2°, 27,6°, 28,4°, 29,3°, si 29,8°. In inca o alta
alternativa, forma cristalina B este caracterizat printr-un model de difractie cu raze X pe
pulbere substantial similar cu FIG 6. in incd o altd alternativa, forma cristalind B este
caracterizatd printr-un tipar TGA sau DSC substantial similar cu FIG 7. Tn inca o alta
alternativa, forma cristalina B este caracterizata printr-un termografic de calorimetrie cu
scanare diferentiald (DSC) cuprinzand maxime endoterme la aproximativ 154 + 5°C. in inca
0 alta alternativa, forma cristalina B este caracterizata printr-o TGA cuprinzand o pierdere in
greutate de aproximativ 4,3 + 0,5 % péana la 200°C + 2°C.

Este de asemenea furnizata aici o forma cristalina C a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:
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( 1 LE
I\Q\g/@/d/ ‘\O,J : *1/2 HySO,

Forma cristalina C nu este parte a inventiei.

Intr-un aspect, forma cristalina C este caracterizatd prin maxime de difractie cu raze
X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 6,9°, 10,4°, si 12,0°.

De asemenea este furnizata aici o forma cristalind D a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:

1 1 LE
U\g/@d’ So ,\J : *1/2 H,S0,

in care sarea hemisulfat a compusului in Forma D este anhidra. Forma cristalina D nu este
parte a inventiei.

Intr-un aspect, forma cristalind D este caracterizati prin cel putin trei maxime de
difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 5,8°, 10,0°, 10,2°, 19,3°,
22,9°, 23,3°, si 25,2°. Alternativ, forma cristalina D este caracterizata prin cel putin patru
maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 5,8°, 10,0°,
10,2°, 19,3°, 22,9°, 23,3°, si 25,2°. Intr-o altd alternativa, forma cristalina D este caracterizata
prin cel putin cinci maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) selectate
dintre 5,8°, 10,0°, 10,2°, 19,3°, 22,9°, 23,3°, si 25,2°. In incé o alta alternativa, forma cristalina
D este caracterizata prin cel putin sase maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (+ 0,2°) selectate dintre 5,8°, 10,0°, 10,2°, 19,3°, 22,9°, 23,3°, si 25,2°. In inca o alta
alternativa, forma cristalina D este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 5,8°, 10,0°, 10,2°, 19,3°, 22,9°, 23,3° si 25,2°. In inca o altd
alternativa, forma cristalina D este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (£ 0,2°) de 5,8°, 10,0°, 10,2°, 12,2°, 17,3°, 17,6°, 19,3°, 22,9°, 23,3°, 23,6°, si
25,2°. In inca o alt4 alternativa, forma cristalina D este caracterizatd prin maxime de difractie
cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) de 5,8°, 10,0°, 10,2°, 11,3°, 11,5°, 12,2°, 13,6°,
14,1°,14,7°, 15,4°, 16,0°, 17,3°, 17,6°, 19,3°, 20,0°, 20,8°, 22,1°, 22,9°, 23,3°, 23,6°, 24,4°,
25,2°, 26,4°, 27,4°, 28,3°, si 29,6°. In incd o altd alternativa, forma cristalind D este
caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe pulbere substantial similar cu FIG. 8.
In inca o alta alternativa, forma cristalind D este caracterizata printr-un tipar de calorimetrie
cu scanare diferentiald (DSC) avand un maxim la 239,0°C + 2°C. In incéa o alta alternativa,
forma cristalind D este caracterizata printr-un DSC substantial similar cu FIG. 9. In inc& o alta
alternativa, forma cristalina D, este caracterizata printr-un TGA cuprinzand o pierdere in
greutate de aproximativ 0,62+ 0,5% pana la 220°C + 2°C. In inca o alta alternativa, forma
cristalina D este caracterizata printr-un TGA substantial similar cu FIG. 9.

De asemenea este furnizata o forma cristalind E a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:
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1 1 ﬁ%
U\g/@o” ‘\orJ : *1/2 H,SO,

Forma cristalina E nu este parte a inventiei.

Intr-un aspect, forma cristalind E este caracterizata prin maxime de difractie cu raze
X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 4,6°, 9,0°, 13,5°, si 22,5°. intr-un alt
aspect, forma cristalina E este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la
unghiuri 20 (x 0,2°) de 4,6°, 9,0°, 13,5°, 15,1°, 18,5°, 21,7°, si 22,5°. Intr-o alta alternativa,
forma cristalina E este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (£ 0,2°) de 4,6°, 9,0°, 9,9°, 11,0°, 13,5°, 15,1°, 15,8°, 18,5°, 19,8°, 20,4°, 21,7°, 22,5°, si
28,1°. In inca o altd alternativa, forma cristalind E este caracterizata printr-un model de
difractie cu raze X pe pulbere substantial similar cu FIG. 11.

Este de asemenea furnizata aici o forma cristalind F a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:

( L0
U\EQ/O” \‘OIJ : *1/2 H,S0,

Forma cristalina F nu este parte a inventjei.

intr-un aspect, forma cristalina F este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X
pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) selectate dintre 5,0°, 9,9°, si 14,7°. Alternativ, forma
cristalind F este caracterizatd prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20
(+ 0,2°) selectate dintre 5,0°, 9,9°, 14,7°, 16,5°, 19,6°, 21,6°, si 24,4°. Intr-0 alt alternativa,
forma cristalina F este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (+ 0,2°) de 5,0°, 9,9°, 11,1°, 14,7°, 16,5°, 19,6°, 21,6°, 22,8°, si 24,4°. In inca o alta
alternativa, forma cristalina F este caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe
pulbere substantial similar cu FIG. 12. Tn inc& o alti alternativa, forma cristalind F, este
caracterizata printr-un tipar DSC avand un maxim la 101,0°C + 2°C. In inc4 o alta alternativa,
forma cristalina F, este caracterizata printr-un TGA cuprinzand o pierdere in greutate de
aproximativ 8,8 + 0,5% pan4 la 182°C + 2°C. In incé o alta alternativa, forma cristalina F este
caracterizata printr-un TGA sau DSC substantjal similar cu FIG. 13.

Este de asemenea furnizata forma cristalina G a unei saruri hemisulfat a unui compus
avand formula:

( 1 L%
U\QD/O’/ ‘\OI\J : *1/2 HySO,

Forma cristalina G nu este parte a inventiei.

intr-un aspect, forma cristalind G este caracterizatd prin maxime de difractie cu raze
X pe pulbere la unghiuri 20 (x 0,2°) selectate dintre 4,7°, 9,4°, si 14,1°. Alternativ, forma
cristalind G este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20
(+ 0,2°) selectate dintre 4,7°, 9,4°, 11,0°, 14,1°, 18,9°, 21,2°, si 23,8°. intr-0 alta alternativa,
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forma cristalina G este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (x0,2°)de 4,7°,9,4°,11,0°, 13,3°, 14,1°, 15,9°, 16,2°, 18,9°, 21,2°,22,8°, 23,8°, 26,7°, Si
28,5°. In inca o alté alternativa, forma cristalind G este caracterizatd printr-un model de
difractie cu raze X pe pulbere substantial similar cu FIG 14. in inca o alta alternativa, forma
cristalind G, este caracterizata printr-un tipar DSC avand un maxim la 156,7°C + 2°C. In inca
o alta alternativa, forma cristalina G, este caracterizata printr-un TGA cuprinzand o pierdere
in greutate de aproximativ 2,6 + 0,5% pana la 176°C + 2°C. in inc4 o alta alternativa, forma
cristalina G este caracterizata printr-un TGA sau DSC substantial similar cu FIG. 15.

Este de asemenea furnizatd o forma cristalind H a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:

1 i LE
U\g/@o” ‘\o'J : *1/2 H,SO,

Forma cristalina H nu este parte a inventiei.

Intr-un aspect, forma cristalind H este caracterizata prin cel putin trei maxime de
difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) selectate dintre 4,6°, 7,4°, 9,2°, 11,1°,
13,5°, 14,9°, si 22,3°. Alternativ, forma cristalina H este caracterizata prin cel putin patru
maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 4,6°, 7,4°,
9,2°, 11,1°, 13,5°, 14,9°, si 22,3°. Intr-o alta alternativa, forma cristalind H este caracterizata
prin cel putin cinci maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) selectate
dintre 4,6°, 7,4°, 9,2°, 11,1°, 13,5°, 14,9°, si 22,3°. In inca o alta alternativa, forma cristalind
H este caracterizata prin cel putin sase maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (+ 0,2°) selectate dintre 4,6°, 7,4°, 9,2°, 11,1°, 13,5°, 14,9°, si 22,3°. In inca o alta
alternativa, forma cristalina H este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 4,6°, 7,4°, 9,2°, 11,1°, 13,5°, 14,9°, si 22,3°. In inca o altd
alternativa, forma cristalina H este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 4,6°, 5,4°, 7,4°,9,2°, 10,3°, 11,1°, 13,5°, 13,8°, 14,9°, 16,9°, 17,6°,
18,4°, 19,5°, 20,7°, 22,3°, 22,9°, 23,4°, 24,1°, 24,8°, 26,5°, 27,2°, si 29,5°. In inca o alta
alternativa, forma cristalina H este caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe
pulbere substantial similar cu FIG. 16.

Este de asemenea furnizata o forma cristalina | a unei saruri hemisulfat a unui compus
avand formula:

{ 1 LE
UTQ/O/I o) ,J : *1/2 H,SO,

in care sarea hemisulfat a compusului in forma cristalina | este un solvat etanol. Forma
cristalina | nu este parte a inventiei.

Intr-un aspect, forma cristalina | este caracterizatd prin maxime de difractie cu raze X
pe pulbere la unghiuri 20 (£ 0,2°) de 6,7°, 9,5°, si 19,7°. Alternativ, forma cristalina | este
caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 6,7°,
9,5°, si 19,7°; si cel putin un maxim suplimentar de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri
20 (+ 0,2°) selectate dintre 9,9°, 12,6°, 15,8°, 21,9°, si 22,3°. intr-o alta alternativa, forma
cristalina | este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+
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0,2°) de 6,7°, 9,5°, si 19,7°; si cel putin doua maxime suplimentare de difractie cu raze X pe
pulbere la unghiuri 20 (x 0,2°) selectate dintre 9,9°, 12,6°, 15,8°, 21,9°, si 22,3°. in inca o
alta alternativa, forma cristalina | este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe
pulbere la unghiuri 20 (x 0,2°) de 6,7°, 9,5°, si 19,7°; si cel putin trei maxime suplimentare
de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 9,9°, 12,6°, 15,8°,
21,9°, si 22,3°. In inc4 o alta alternativa, forma cristalind | este caracterizata prin maxime de
difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 6,7°, 9,5°, 9,9°, 12,6°, 15,8°, 19,7°,
21,9°, si 22,3°. In inc4 o alta alternativa, forma cristalind | este caracterizata prin maxime de
difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 6,7°, 7,7°, 9,5°, 9,9°, 10,5°, 11,6°,
12,6°, 13,4°, 13,8°, 14,3°, 15,2°, 15,8°, 16,8°, 17,2°, 19,0°, 19,7°, 20,5°, 20,9°, 21,9°, 22,3°,
23,9°, 24,6°, 25,5°, 26,0°, 27,5°, 28,3°, si 29,3°. In inca o alta alternativa, forma cristalina |
este caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe pulbere substantial similar cu FIG.
17.In inca o alta alternativa, formé cristalina |, este caracterizata printr-un tipar DSC avand
un maxim la 134,7°C = 2°C. in inca o alt alternativa, forma cristalina |, este caracterizata
printr-un TGA cuprinzénd o pierdere in greutate de aproximativ 6,9 + 0,5% péna la 180°C %
2°C. In inca o alta alternativa, forma cristalina | este caracterizatd printr-un TGA sau DSC
substantial similar cu FIG. 18.

Este de asemenea furnizata o forma cristalina J a unei saruri hemisulfat a unui compus

avand formula:

Forma cristalina J nu este parte a inventiei.

intr-un aspect, forma cristalina J este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X
pe pulbere la unghiuri 20 (x 0,2°) selectate dintre 12,4°, 13,2°, 14,6°, 20,4°, si 23,7°.
Alternativ, forma cristalina J este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere
la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 12,4°, 13,2°, 14,6°, 15,7°, 20,4°, 23,3°, si 23,7°. Intr-0
alta alternativa, forma cristalina J este caracterizatd prin maxime de difractie cu raze X pe
pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de 12,4°, 13,2°, 14,6°, 15,7°, 20,4°, 22,0°, 23,3°, 23,7°, si
28,0°. Intr-o alta alternativa, forma cristalina J este caracterizata printr-un model de difractie
de raze X pe pulbere substantjal similar cu FIG. 19.

Este de asemenea furnizata aici este o forma cristalina de baza libera a compusului 1

avand formula:
|SEe!
K/NT@O OI\I =

O forma cristalina de baza libera nu este parte a inventjei.

intr-un aspect, forma cristalind de baza liberd a compusului 1 este caracterizata prin
maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 6,9°, 13,5°,
19,8°, si 20,3°. Alternativ, forma cristalina de baza libera a compusului 1 este caracterizata
prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) selectate dintre 6,9°,
13,5°, 19,8°, 20,3°, si 25,7°. Intr-o alt4 alternativa forma cristalind de bazé libera a compusului
1 este caracterizata prin maxime de difractie cu raze X pe pulbere la unghiuri 20 (+ 0,2°) de
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6,9°,13,5°, 15,7°,15,9°, 19,8°, 20,3°, 23,6°, si 25,7°. In inc4 o alta alternativa, forma cristalind
de baza libera a compusului 1 este caracterizata printr-un model de difractie cu raze X pe
pulbere substantial similar cu FIG. 25.

Este de asemenea furnizatd aici o forma amorfa a unei saruri hemisulfat a unui
compus avand formula:

7, NS \
0”70 '\J ) *1/2H;80,

O forma amorfa nu este parte a inventiei.

intr-un aspect, compusii descrisi aici sunt cel putin 60% o singura forma cristalina, cel
putin 70% o singura forma cristalina, cel putin 80% o singura forma cristalina, cel putin 90%
o singura forma cristalina, cel putin 95% o singura forma cristalina, sau cel putin 99% o
singura forma cristalina din masa.

Intr-un aspect, compusii descrisi aici au o puritate chimica de cel putin 60%, cel putin
70%, cel putin 80%, cel putin 90%, cel putin 95%, sau cel putin 99% din masa.

Intr-un aspect, compusii descrisi aici sunt substantial fara forme amorfe, adica, mai
putin de 10% din forma amorfa este prezenta de exemplu, mai putin de 5%, mai putin de 3%,
mai putin de 2%, sau mai putin de 1% din forma amorfa este prezenta.

De asemenea sunt furnizate procedee pentru fabricarea formelor cristaline si amorfa
divulgate. Aceste procedee nu sunt parte a inventiei.

Intr-un aspect, este furnizata aici o metoda de formare a formei cristaline A, metoda
cuprinzand punerea in reactie a unui compus 1:

£

cu H2S0sa intr-o solutie alcoolica. intr-un aspect, raportul molar dintre compusul cu formula 1
si H2SO4 este de aproximativ 2:1. Intr-un alt aspect, solutia alcoolica cuprinde in plus apa.
Intr-un aspect, metoda de formare a formei cristaline A descrisa mai sus cuprinde in plus
etapa de, dupa reactia cu H2SO4, adaugare a unei cantitati suficiente de apa pentru a
precipita forma cristalina. Intr-un aspect, alcoolul este metanol sau etanol. intr-un alt aspect,
solutia cuprinde in plus un solvent aromatic. intr-un alt aspect, solventul aromatic este toluen.

intr-o alternativa, forma cristalind A este preparatd prin punerea in reactie a unui
compus 1 cu H2SOs intr-o solutie cuprinzand acetona si apa. Intr-un aspect, solutia este
acetona:apa (9:1/v:v).

De asemenea este furnizatd o metoda de formare a unei saruri hemisulfat dintr-un
compus avand formula:
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{ 1 ﬂ%
U\Q)Q/o” o) IJ : *1/2 H,S0,

metoda cuprinzand punerea in reactie a bazei libere necristaline a compusului 1 cu o solutie
de acid sulfuric in EtOAc. Intr-un aspect, concentratia de acid sulfuric in EtOAc este de la
aproximativ 15% din masa pana la aproximativ 30% din masa. Tn anumite realizari,
concentratia de acid sulfuric in EtOAc este de aproximativ 24% din masa.

intr-o alternativd, sarea hemisulfat este preparata prin punerea in reactie a unui
compus 1 cu H2SOq4 intr-o solutie cuprinzand apa si un alcool cum ar fi MeOH sau EtOH.

De asemenea este furnizatda o metoda de formare a unei forme amorfe a unei saruri
hemisulfat dintr-un compus cu formula:

{ 1 (%
U\g/[j/o” No) I\J : *1/2 H,SO,

>

metoda cuprinzand cristalizarea formei A a unei saruri hemisulfat dintr-un compus avand
formula:

! 1 LE
U\Q/Q/O// \‘o,\J ; *1/2 H,SO,

prin evaporare din MeOH. Alternativ, forma amorfa a sarii hemisulfat poate fi preparata prin
cristalizarea formei cristaline A a unei saruri hemisulfat din THF. Intr-un aspect, cristalizarea
evaporativa este efectuata in metanol sau THF la aproximativ 50°C.

Compozitii si administrare

Sunt furnizate aici compozitii farmaceutice cuprinzand una sau mai multe din formele
cristaline divulgate (de exemplu forma cristalina A), sau forma amorfa divulgata, impreuna
cu un purtator acceptabil farmaceutic. Cantitatea de forma cristalina sau amorfa dintr-o
compozitie furnizata este astfel incat este eficienta pentru a modula masurabil PKR la un
subiect.

Compozitiile farmaceutice descrise aici pot fi preparate prin orice metoda cunoscuta
in domeniul farmacologic. In general, astfel de metode preparatoare includ etapele de
aducere a uneia sau mai multora din formele cristaline divulgate (de exemplu forma cristalina
A) Tn asociere cu un purtator si/sau unul sau mai multe alte ingrediente accesorii, $i apoi,
daca este necesar si/sau de dorit, modeland si/sau ambaland produsul intr-o unitate
monodoza sau multidoza dorita.

Purtatorii acceptabili farmaceutic utilizati in fabricarea compozitiilor farmaceutice
furnizate includ diluanti inerti, agenti de dispersare gi/sau granulare, agenti activi de suprafata
si/sau emulgatori, agenti de dezintegrare, agenti de legare, conservanti, agenti de
tamponare, agenti de lubrifiere, si/sau uleiuri. Purtatorii cum ar fi untul de cacao si cerurile
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pentru supozitoare, agentii de colorare, agentii de acoperire, de indulcire, de aromatizare, si
agentii de parfumare pot fi de asemenea prezenti in compozitie.

Exemplele de diluanti includ carbonat de calciu, carbonat de sodiu, fosfat de calciu,
fosfat dicalcic, sulfat de calciu, fosfat acid de calciu, lactoza de fosfat de sodiu, zaharoza,
celuloza, celuloza microcristalina, caolin, manitol, sorbitol, inozitol, clorura de sodiu, amidon
uscat, amidon de porumb, zahar pudra, si amestecuri ale acestora.

Exemplele de granule si/sau agenti de dispersare includ amidon din cartofi, amidon
din porumb, amidon de tapioca, glicolat de amidon de sodiu, argile, acid alginic, guma de
guar, pulpa de citrice, agar, bentonita, celuloza, si produse lemnoase, bureti naturali, rasini
cu schimb de cationi, carbonat de calciu, silicati, carbonat de sodiu, poli(vinil-pirolidona)
reticulat (crospovidona), amidon de carboximetil de sodiu (glicolat de amidon de sodiu),
carboximetil celuloza, carboximetil celuloza de sodiu reticulat (croscarmeloza), metilceluloza,
amidon pregelatinizat (amidon 1500), amidon microcristalin, amidon insolubil in apa,
carboximetil celuloza de calciu, silicat de magneziu si aluminiu (Veegum), lauril sulfat de
sodiu, compusi de amoniu cuaternar, si amestecuri ale acestora.

Exemplele de agenti activi de suprafata si/sau emulgatori includ emulgatori naturali
(de exemplu acacia, agar, acid alginic, alginat de sodiu, tragacant, condrux, colesterol,
xantan, pectin, gelatind, galbenus de ou, caseind, grasime de lana, colesterol, ceara, si
lecitind), argile coloidale (de exemplu bentonita (silicat de aluminiu) si Veegum (silicat de
magneziu si aluminiu)), derivati aminoacizi cu catena lunga, alcooli cu masa moleculara mare
(de exemplu alcool stearilic, alcool cetilic, alcool oleilic, monostearat de triacetina, distearat
de etilen glicol, monostearat de gliceril, si monostearat de propilen glicol, alcool polivinilic),
carbomeri (de exemplu carboxi polimetilen, acid poliacrilic, polimer de acid acrilic, si polimer
carboxivinil), caragenan, derivati celulozici (de exemplu carboximetilcelulozd de sodiu,
celuloza pudra, hidroximetil celuloza, hidroxipropil celuloza, hidroxipropil metilceluloza,
metilceluloza), esteri sorbitan de acid gras (de exemplu monolaurat de polioxietilen sorbitan
(Tween 20), polioxietilen sorbitan (Tween 60), monooleat de polioxietilen sorbitan (Tween
80), monopalmitat de sorbitan (Span 40), monostearat de sorbitan (Span 60), tristearat de
sorbitan (Span 65), monooleat de gliceril, monooleat de sorbitan (Span 80)), polioxietilen
esteri (de exemplu polioxietiien monostearat (Myrj 45), polioxietilen de ulei de ricin
hidrogenat, ulei de ricin polietoxilat, stearat de polioximetilen, si Solutol), esteri de acid gras
de zaharoza, esteri de acid gras de polietilen glicol (de exemplu Cremofor™), polioxietilen
eteri, (de exemplu polioxietilen lauril eter (Brij 30)), poli(vinil-pirolidona), monolaurat de
dietilen glicol, oleat de trietanolamina, oleat de sodiu, oleat de potasiu, oleat de etil, acid oleic,
laurat de etil, lauril sulfat de sodiu, Pluronic F-68, Poloxamer-188, bromura de cetrimoniu,
clorura de cetilpiridiniu, clorura de benzalconiu, docusat de sodiu, si/sau amestecuri ale
acestora.

Exemplele de agenti de legare includ amidon (de exemplu amidon de porumb si pasta
de amidon), gelatina, zaharuri (de exemplu zaharoza, glucoza, dextroza, dextrina, melasa,
lactoza, lactitol, manitol, etc.), gume naturale si sintetice (de exemplu acacia, alginat de
sodiu, extract de muschi irlandez, guma panwar, guma ghatti, mucilagii de coji de isapol,
carboximetilceluloza, metilceluloza, etilceluloza, hidroxietilceluloza, hidroxipropil celuloza,
hidroxipropil metilceluloza, celuloza microcristalind, acetat de celuloza, poli(vinil-pirolidona),
silicat de magneziu si aluminiu (Veegum), si arabogalactan de zada), alginati, oxid de
polietilena, polietilen glicol, saruri anorganice de calciu, acid silicic, polimetacrilati, ceruri, apa,
alcool, si/sau amestecuri ale acestora.

Exemplele de conservanti includ antioxidanti, agenti chelatori, conservanti
antimicrobieni, conservanti antifungali, conservanti alcoolici, conservanti acidici, si alfi
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conservanti. In anumite realizdri, conservantul este un antioxidant. In alte realizéri,
conservantul este un agent chelator.

Exemplele de antioxidanti includ alfa tocoferol, acid ascorbic, palmitat de acorbil,
hidroxianisol butilat, hidroxitoluen butilat, monotioglicerol, metabisulfit de potasiu, acid
propionic, propil galat, ascorbat de sodiu, bisulfit de sodiu, metabisulfit de sodiu, si sulfit de
sodiu.

Exemplele de agenti chelatori includ acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) si saruri si
hidrati ai acestuia (de exemplu, edetat de sodiu, EDETAT disodic, edetat trisodic, EDETAT
disodic de calciu, edetat de dipotasiu, si altele asemenea), acid citric si saruri si hidrati ai
acestuia (de exemplu, acid citric monohidrat), acid fumaric si saruri si hidrati ai acestuia, acid
malic si saruri si hidrati ai acestuia, acid fosforic si saruri si hidrati ai acestuia, si acid tartric
si saruri si hidrati ai acestuia. Exemplele de conservanti antimicrobieni includ clorura de
benzalconiu, clorura de benetoniu, alcool benzilic, bronopol, cetrimida, clorura de
cetilpiridiniu, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol, cloroxilenol, cresol, alcool etilic,
glicerina, hexetidina, imiduree, fenol, fenoxietanol, alcool feniletilic, nitrat fenilmercuric,
propilen glicol, si timerosal.

Exemplele de conservanti antifungali includ butil paraben, metil paraben, etil paraben,
propil paraben, acid benzoic, acid hidroxibenzoic, benzoat de potasiu, sorbat de potasiu,
benzoat de sodiu, propionat de sodiu, si acid sorbic.

Exemplele de conservanti alcoolici includ etanol, polietilen glicol, fenol, compusi
fenolici, bisfenol, clorobutanol, hidroxibenzoat, si alcool feniletilic.

Exemplele de conservanti acidici includ vitamina A, vitamina C, vitamina E, beta-
carotena, acid citric, acid acetic, acid dehidroacetic, acid ascorbic, acid sorbic, si acid pitic.

Alti conservanti includ tocoferol, acetat de tocoferol, deteroxim mezilat, cetrimida,
hidroxianisol butilat (BHA), hidroxitoluen butilat (BHT), etilendiamina, lauril sulfat de sodiu
(SLS), lauril eter sulfat de sodiu (SLES), bisulfit de sodiu, metabisulfit de sodiu, sulfit de
potasiu, metabisulfit de potasiu, Glydant Plus, Fenonip, metilparaben, Germall 115,
Germaben II, Neolone, Kathon, si Euxyl.

Exemplele de agenti de tamponare includ solutii tampon de citrati, solutii tampon de
acetati, solutii tampon de fosfati, clorura de amoniu, carbonat de calciu, clorurd de calciu,
citrat de calciu, glubionat de calciu, gluceptat de calciu, gluconat de calciu, acid D-gluconic,
glicerofosfat de calciu, lactat de calciu, acid propanoic, levulinat de calciu, acid pentanoic,
fosfat de calciu dibazic, acid fosforic, fosfat de calciu tribazic, fosfat hidroxid de calciu, acetat
de potasiu, clorura de potasiu, gluconat de potasiu, amestecuri de potasiu, fosfat de potasiu
dibazic, fosfat de potasiu monobazic, amestecuri de fosfat de potasiu, acetat de sodiu,
bicarbonat de sodiu, clorura de sodiu, citrat de sodiu, lactat de sodiu, fosfat de sodiu dibazic,
fosfat de sodiu monobazic, amestecuri de fosfat de sodiu, trometamina, hidroxid de
magneziu, hidroxid de aluminiu, acid alginic, apa apirogena, solutie salina izotonica, solutie
Ringer, alcool etilic, si amestecuri ale acestora.

Exemplele de agenti de lubrifiere includ stearat de magneziu, stearat de calciu, acid
stearic, siliciu, talc, malt, behanat de gliceril, uleiuri hidrogenate vegetale, polietilen glicol,
benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorura de sodiu, leucina, lauril sulfat de magneziu, lauril
sulfat de sodiu, fumarat stearil de sodiu, si amestecuri ale acestora.

Exemplele de uleiuri naturale includ uleiuri de migdale, sdmbure de caisa, avocado,
babassu, bergamota, seminte propriu-zise negre, borage, cade, musetel, canola, chimen,
carnauba, ricin, scortisoara, unt de cacao, nuca de cocos, ficat de cod, cafea, porumb,
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seminte de bumbac, emu, eucalipt, primula, peste, seminte de in, geraniol, tartacuta, seminte
de struguri, alune de padure, isop, miristat de izopropil, jojoba, nuca kukui, lavandina,
lavanda, lamaie, cubeba litsea, nuca macademia, nalba, samanta de mango, samanta de
meadow, nurca, nucsoara, masline, portocale, portocale salbatice, palmier, miez de palmier,
miez de piersica, arahide, mac, seminte de dovleac, rapita, tarate de orez, rozmarin, sofranel,
lemn de santal, sascuana, cimbru, catina, susan, unt de shea, silicon, soia, floarea soarelui,
arbore de ceai, ciulin, tsubaki, vetiver, nuca, si germeni de gau. Exemplele de uleiuri sintetice
includ, dar nu sunt limitate la, stearat de butil, trigliceride caprilice, trigliceride caprice,
ciclometicone, dietil sebacat, dimeticona 360, miristat de izopropil, ulei mineral,
octildodecanol, alcool oleilic, ulei siliconic, si amestecuri ale acestora.

Compozitiile descrise aici pot fi administrate oral, parenteral, prin pulverizare cu
inhalare, topic, rectal, nazal, bucal, transmucozal, sau intr-un preparat oftalmic. Termenul
.parenteral” asa cum s-a utilizat in acest document include subcutanat, intravenos,
intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intrasternal, intratecal, intrahepatic, intralezional si
injectie intracraniald sau tehnici de perfuzie. Intr-un aspect, compozitile farmaceutice
furnizate aici sunt administrate oral intr-o forma de dozare acceptabila orala incluzand, dar
fara a se limita la, capsule, tablete, emulsii si suspensii apoase, dispersii si solutii. In cazul
tabletelor pentru utilizare orala, purtatorii care sunt utilizati in mod obignuit includ lactoza si
amidon din porumb. Agentii de lubrifiere, cum ar fi stearatul de magneziu, sunt de asemenea
adaugati de obicei. Pentru administrare orald intr-o forma de capsula, diluantii utili includ
lactoza si amidon uscat din porumb. Cand suspensiile apoase si/sau emulsiile sunt
administrate oral, ingredientul activ poate fi suspendat sau dizolvat intr-o faza uleioasa si
combinat cu agenti de emulsionare si/sau de punere in suspensie. Daca se doregte, pot fi
adaugati anumiti agenti de indulcire si/sau de aromatizare si/sau de colorare.

Cantitatea de forma cristalina sau amorfa furnizata care poate fi combinata cu
materiale purtatoare pentru a produce o compozitie intr-o singura forma de dozare va varia
depinzand de subiectul care este tratat si modul de administrare particular. De exemplu, un
dozaj specific si regim de tratament pentru orice subiect particular va depinde de o varietate
de factori, incluzand varsta, greutatea corporala, sanatatea generala, sexul, dieta, timpul
administrarii, rata de excretie, combinatia de medicamente, rationamentul medicului curant,
si severitatea bolii particulare care este tratata. Cantitatea unei forme cristaline furnizate in
compozitie va depinde de asemenea de forma particulara (de exemplu, forma A, B, C, D, E,
F, G, H, |, sau J) din compozitie. Intr-un aspect, o compozitie furnizata poate fi formulata
astfel incat un dozaj echivalent la aproximativ 0,001 pana la aproximativ 100 mg/kg greutate
corporala/zi a compusului 1 (de exemplu, aproximativ 0,5 pana la aproximativ 100 mg/kg
compusului 1) sa poata fi administrata unui subiect care primeste aceste compozitii.
Alternativ, dozaje echivalente la 1 mg/kg si 1000 mg/kg de compus 1 la fiecare 4 pana la 120
de ore sunt de asemenea acceptabile. Asa cum s-a utilizat in acest document, doza se refera
la cantitatea de compus 1 dintr-o anumita forma cristalina. Cantitatea formei particulare
cristaline va fi calculata pe baza echivalentei cu forma de baza libera a compusului 1.

Intr-un aspect, o form4 cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa divulgata
este formulatd pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 2 mg péana la
aproximativ 3000 mg de compus 1. in anumite realizari, doza este doza orala. In anumite
realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulatd echivalent cu aproximativ 2 mg pana la aproximativ 3000 mg de compus 1. in
anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulatd echivalent cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ 350 mg de compus 1. In
anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulatd echivalent cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ 200 mg de compus 1. In
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anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulatd echivalent cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ 100 mg de compus 1. in
anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulata echivalent cu aproximativ 5 mg de compus 1. in anumite realizéri, o form4 cristalina
(de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu
aproximativ 10 mg de compus 1. in anumite realizari, o formé cristalina (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 15 mg de compus
1. In anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa divulgata
este formulata echivalent cu aproximativ 20 mg de compus 1. In anumite realizari, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu
aproximativ 25 mg de compus 1. in anumite realizari, o formé cristalind (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 30 mg de compus
1. in anumite realizé&ri, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgat&
este formulata echivalent cu aproximativ 40 mg de compus 1. in anumite realizari, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu
aproximativ 45 mg de compus 1. in anumite realizari, o formé cristalina (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 50 mg de compus
1. In anumite realizari, o form4 cristalina (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa divulgata
este formulata echivalent cu aproximativ 60 mg de compus 1. In anumite realiz&ri, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu
aproximativ 70 mg de compus 1. In anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 80 mg de compus
1. In anumite realiz&ri, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgat&
este formulata echivalent cu aproximativ 90 mg de compus 1. in anumite realizari, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu
aproximativ 100 mg de compus 1. in anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 110 mg de
compus 1. In anumite realizari, o form4 cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa
divulgata este formulata echivalent cu aproximativ 120 mg de compus 1.

In anumite realizari, o forma cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 2 mg pana
la aproximativ 3000 mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o form& cristalind (de
exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o
doza echivalenta cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ 500 mg de compus 1 per zi. in
anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ
200 mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o forméa cristalinad (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta
cu aproximativ 5 mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o forma cristalind (de exemplu
forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza
echivalenta cu aproximativ 5 mg pana la aproximativ 10 mg de compus 1 per zi. in anumite
realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulata pentru administrare la 0 doza de aproximativ 15 mg echivalenta cu compusul 1 per
zi. In anumite realizari, o forméa cristalina (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o0 doza echivalenta cu aproximativ 20 mg de
compus 1 per zi. In anumite realizari, o formé cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau
amorfa divulgata este formulata pentru administrare la 0 doza echivalenta cu aproximativ 25
mg de compus 1 per zi. in anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalin&
A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu
aproximativ 30 mg de compus 1 per zi. in anumite realizari, o forma cristalind (de exemplu
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forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza
echivalenta cu aproximativ 35 mg de compus 1 per zi. in anumite realizari, o forma cristalina
(de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o
doza echivalentd cu aproximativ 40 mg de compus 1 per zi. in anumite realizari, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru
administrare la 0 doza echivalentd cu aproximativ 45 mg de compus 1 per zi. In anumite
realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulata pentru administrare la 0 doza echivalenta cu aproximativ 50 mg de compus 1 per
zi. In anumite realizari, o forma cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 60 mg de
compus 1 per zi. In anumite realiz&ri, o form& cristalind (de exemplu forma cristalina A) sau
amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 70
mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalin&
A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu
aproximativ 80 mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o formé cristalind (de exemplu
forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza
echivalentd cu aproximativ 90 mg de compus 1 per zi. In anumite realizéari, o formé cristalina
(de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o
dozéa echivalenta cu aproximativ 100 mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o forma
cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru
administrare la o doz& echivalenta cu aproximativ 110 mg de compus 1 per zi. In anumite
realizari, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este
formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 120 mg de compus 1 per
zi. In anumite realizéri, o forméa cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 130 mg de
compus 1 per zi. In anumite realizari, o formé cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau
amorfa divulgata este formulata pentru administrare la 0 doza echivalenta cu aproximativ 140
mg de compus 1 per zi. In anumite realizari, o formé cristalina (de exemplu forma cristalin
A) sau amorfa divulgata este formulatd pentru administrare la o doza echivalenta cu
aproximativ 150 mg de compus 1 per zi. Dozarea poate fi o data, de doua ori, sau de trei ori
zilnic. Tntr-un aspect, de exemplu, o forma cristalind (de exemplu forma cristalind A) sau
amorfa divulgata este formulata pentru administrare la 0 doza echivalenta cu aproximativ 5
mg de compus 1 de doud ori per zi. Intr-un aspect, de exemplu, o formé cristalina (de exemplu
forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza
echivalent& cu aproximativ 20 mg de compus 1 de doua ori per zi. intr-un aspect, de exemplu,
o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru
administrare la 0 doz& echivalenta cu aproximativ 50 mg de compus 1 de doua ori per zi. intr-
un aspect, de exemplu, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 100 mg de
compus 1 de doud ori per zi. Intr-un aspect, de exemplu, o formé cristalin& (de exemplu forma
cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza echivalenta
cu aproximativ 5 mg de compus 1 o data in fiecare altd zi. Intr-un aspect, de exemplu, o
forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru
administrare la o doza echivalenta cu aproximativ 20 mg de compus 1 o data in fiecare alta
zi. intr-un aspect, de exemplu, o forma cristalina (de exemplu forma cristalina A) sau amorfa
divulgata este formulata pentru administrare la o0 doza echivalenta cu aproximativ 50 mg de
compus 1 o dat& in fiecare alta zi. intr-un aspect, de exemplu, o form4 cristalina (de exemplu
forma cristalina A) sau amorfa divulgata este formulata pentru administrare la o doza
echivalenta cu aproximativ 100 mg de compus 1 o data in fiecare alta zi.
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Intr-un aspect, o formé divulgata (forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, forma
cristalina cu baza libera, sau forma amorfa) este formulata ca compozitie de tableta impreuna
cu un purtator acceptabil farmaceutic. Intr-un aspect, purtatorul este selectat dintre unul sau
mai multi dintre celuloza microcristalina, manitol, croscarmeloza de sodiu, si fumarat stearil
de sodiu. intr-un aspect, purtatorul este celuloz& microcristalind de exemplu, prezenta intr-o
cantitate de 50% g/g pana la 70% g/g (x2%), de la 55% g/g pana la 65% g/g (x2%), de la
58% g/g pana la 62% g/g (x2%), de 59% g/g (£2%), de 60% g/g (x2%), de 61% g/g (x2%),
de 62% g/g (+2%), de 61% g/g, sau de 62% g/g. intr-un alt aspect, purtatorul este manitol de
exemplu, prezent intr-o cantitate de la 15% g/g (x2%) pana la 35% g/g (+2%), de la 20% g/g
(x2%) péna la 30% g/g (x2%), de la 22% g/g (£2%) pana la 26% g/g (x2%), de 22% g/g
(2%), de 23% g/g (x2%), de 24% gl/g (¥2%), sau de 23% g/g. intr-un alt aspect, purtatorul
este croscarmeloza de sodiu de exemplu, prezenta intr-o cantitate de la 1% g/g pana la 5%
a/g (£2%), de la 2% g/g pana la 4% g/g (£2%), de 2% g/g (£2%), de 3% g/g (x2%), de 4%
g/g (#2%) sau de 3% g/g. Intr-un alt aspect, purtdtorul este fumarat stearil, prezent de
exemplu, intr-o cantitate de la 1% g/g pana la 5% g/g (x2%), de la 2% g/g pana la 4% g/g
(x2%), de 1% g/g (¥2%), de 2% g/g (+2%), de 3% g/g (+2%) sau de 2% g/g. in unele realizari,
forma cristalina A este prezenta in compozitia tabletei intr-o cantitate echivalenta cu
aproximativ 1 pana la aproximativ 200 mg de compus 1. In unele realizari, forma cristalina A
este prezenta in compozitia tabletei intr-o cantitate echivalent cu aproximativ 1 pana la
aproximativ 150 mg de compus 1. in unele realizari, forma cristalind A este prezenta in
compozitia tabletei intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 1 pana la aproximativ 100 mg
de compus 1. In unele realizari, forma cristalind A este prezenta in compozitia tabletei intr-o
cantitate echivalentd cu aproximativ 5 mg de compus 1. in unele realiz&ri, forma cristalina A
este prezenta in compozitia tabletei intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 20 mg de
compus 1. In unele realizari, forma cristalind A este prezentd in compozitia tabletei intr-o
cantitate echivalenta cu aproximativ 50 mg de compus 1. in unele realizari, forma cristalind
A este prezenta in compozitia tabletei intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 75 mg de
compus 1. In unele realizari, forma cristalind A este prezenta intr-o compozitie a tabletei intr-
0 cantitate echivalenta cu aproximativ 100 mg de compus 1.

Asa cum s-a utilizat in acest document, cantitatea dozei de forma cristalina A, B, C,
D, E, F, G, H, I, J, sau de forma amorfa este pe baza echivalentei la forma cu baza libera a
compusului 1. De exemplu, ,forma cristalina A prezenta in compozitie intr-o cantitate
echivalenta cu aproximativ 1,0 mg de compus 1” inseamna ca aproximativ 1,18 mg de forma
cristalina A sunt prezente in compozitie si este echivalent cu aproximativ 1,0 mg de baza
libera a compusului 1.

Intr-un aspect, compozitia tabletei cuprinde 10% g/g ((+1%) din baza libera cristalin;
62% g/g (x2%) celuloza microcristalina; 23% g/g (£2%) manitol, 3% g/g (+2%) croscarmeloza
de sodiu, si 2% g/g (x2%) fumarat stearil.

intr-un aspect, compozitia tabletei cuprinde 11,78% g/g (¥1%) din forma cristalin A;
62% g/g (x2%) celuloza microcristalina; 23% g/g (£2%) manitol; 3% g/g (£2%) croscarmeloza
de sodiu; si 2% g/g (£2%) fumarat stearil.

in anumite realizari, este furnizatd o compozitie farmaceuticd cuprinzand forma
cristalind A si un purtdtor acceptabil farmaceutic. In anumite realizari, este furnizatd o
compozitie farmaceutica cuprinzand forma cristalina A care este substantial fara compusul
IM-1 si/sau compusul IM-2 (vezi Exemplificarile). Tn anumite realizéri, compozitia
farmaceutica cuprinzand forma A este substantial fara alte forme cristaline de sare hemisulfat
ale compusului 1. in anumite realizari, unul sau mai multi purtatori sunt procesati pentru a
genera particule de o dimensiune consistenta. In anumite realizari, procesarea pulberii
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(adica, forma cristalina A) cuprinde macinarea pulberii pe o perioada de timp adecvata pentru
a o aduce la dimensiunea aproximativa doritd a particulei (,pulbere macinatad”). In unele
realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate este mai mica de aproximativ 400 pym. in
unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate este mai mica de aproximativ 300
um. In unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate este mai mica de aproximativ
200 um. In unele realizari, dimensiunea particulei pulberii m&cinate este mai mica de
aproximativ 100 pym. Tn unele realiz&ri, dimensiunea particulei pulberii macinate este mai
mica de aproximativ 90 um. in unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate este
mai mica de aproximativ 80 ym. in unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate
este mai mica de aproximativ 70 pm. in unele realizari, dimensiunea particulei pulberii
macinate este mai mica de aproximativ 60 ym. In unele realizéri, dimensiunea particulei
pulberii m&cinate este mai micd de aproximativ 50 um. in unele realizari, dimensiunea
particulei pulberii mé&cinate este mai mica de aproximativ 40 pm. In unele realizri,
dimensiunea particulei pulberii macinate este mai mica de aproximativ 30 pym. in unele
realizari, dimensiunea particulei pulbeii macinate este mai mic& de aproximativ 20 ym. In
unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate variaza de la aproximativ 10 ym
pana la aproximativ 400 um. In unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate
variaza de la aproximativ 10 ym pana la aproximativ 300 um. in unele realizari, dimensiunea
particulei pulberii macinate variaza de la aproximativ 10 ym pana la aproximativ 200 ym. In
unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate variaza de la aproximativ 10 ym
pana la aproximativ 100 um. Tn unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate
variaza de la aproximativ 10 pm pana la aproximativ 80 pym. In unele realizari, dimensiunea
particulei pulberii macinate variaza de la aproximativ 10 ym pana la aproximativ 70 pym. In
unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate variaza de la aproximativ 10 ym
pana la aproximativ 60 um. In unele realizari, dimensiunea particulei pulberii macinate
variaza de la aproximativ 20 um pana la aproximativ 60 um. Termenul ,aproximativ’, asa cum
s-a utilizat in acest document fata de dimensiunea particulei, inseamna +/- 5 ym.

n unele realizéri, cel putin 90% dintr-o mostra reprezentativa a pulberii m&cinate are
o dimensiune a particulei mai mica de aproximativ 100, aproximativ 80, aproximativ 70,
aproximativ 60, aproximativ 50, aproximativ 40, aproximativ 30, aproximativ 20, sau
aproximativ 10 ym. In unele realizéri, cel putin aproximativ 90% dintr-o mostra reprezentativa
a pulberii macinate are o dimensiune a particulei mai mica de aproximativ 60 um.

Metode de tratament si utilizari ale compusilor si compozitiilor

Intr-un aspect, formele cristalina si amorfa descrise aici si compozitiile acestora sunt
activatori alosterici ai PKR, si sunt in general utile pentru tratarea afectiunii de baza PKD.
Metodele de tratament nu sunt parte a inventiei.

Astfel, sunt furnizate aici metode pentru tratarea deficientei de piruvat kinaza (PKD) la
un subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati
eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau de forma amorfa a compusului
cu formula (1), sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia. De asemenea este furnizata
forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (1);
sau o compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea deficientei de piruvat
kinaza (PKD) la un subiect care are nevoie de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei
cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J, sau a formei amorfe a compusului cu formula (1),
sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea
deficientei de piruvat kinaza (PKD). Afectiunile exemplificative care au legatura cu PKD
includ, dar nu sunt limitate la, anemii, colecistolitiaza, calculi biliari, tahicardie,
hemocromatoza, sclera icterica, splenomegalie, ulcere ale piciorului, icter, oboseala, si
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dificultati de respiratie. Cum s-a descris aici, PKD este o deficientd a PKR. in anumite
realizari, deficienta PKR este asociata cu o mutatie PKR.

Deficienta de piruvat kinaza (PKD) este o enzimopatie glicolitica care conduce la
anemie hemolitica pe toata durata vietii. in anumite realizari, subiectul avand PKD este un
pacient avand cel putin 2 alele mutante in genele PKLR. Tn anumite realiz&ri, subiectul avand
PKD este un pacient avand cel putin 2 alele mutante in genele PKLR si cel putin una este o
mutatie cu sens gresit. Vezi Canu si colab., Blood Cells, Molecules and Diseases 2016, 57,
pag. 100-109. In anumite realizari, un subiect avand PKD are o concentratie de Hb mai mica
sau egala cu 10,0 g/dL. in anumite realizari, subiectul avand PKD este un adult neaflat sub
transfuzie regulata (de exemplu avand nu mai mult de 4 episoade de transfuzie intr-o
perioadd de 12 luni pana la tratament). Tn anumite realizari, subiectul avand PKD este un
adult dependent de transfuzie (de exemplu avand nu mai mult de 3 unitati de RBC-uri
transfuzate intr-o perioada de 12 luni inainte de tratament). in anumite realizari, subiectul
avand PKD este un adult sub transfuzie regulata (de exemplu avand cel putin 4 episoade de
transfuzie (de exemplu, cel putin episoade de 6 transfuzie) intr-o perioada de 12 luni inainte
de tratament). Tn anumite realizari, subiectul avand PKD are un numar total de cel putin 5
episoade de transfuzie pe durata de viatd a subiectului. In anumite realizari, subiectul avand
PKD are un numar total de cel putin 10 episoade de transfuzie pe perioada de viata a
subiectului. Tn anumite realiz&ri, subiectul avand PKD are un numéar total de cel putin 15
episoade de transfuzie pe durata de viata a subiectului. in anumite realizari, subiectul avand
PKD are un numar total de cel putin 20 episoade de transfuzie pe durata de viata a
subiectului. In anumite realizari, subiectul avand PKD are un numar total de cel putin 25
episoade de transfuzie pe durata de viatd a subiectului. In anumite realizari, subiectul avand
PKD are un numar total de cel putin 30 episoade de transfuzie pe durata de viatd a
subiectului. Tn anumite realiz&ri, subiectul avand PKD are un numéar total de cel putin 40
episoade de transfuzie pe durata de viata a subiectului. in anumite realizari, subiectul avand
PKD are un numar total de cel putin 50 episoade de transfuzie pe durata de viata a
subiectului. In anumite realizari, subiectul avand PKD are un numar total de cel putin 60
episoade de transfuzie pe durata de viatd a subiectului. In anumite realizari, subiectul avand
PKD are un numar total de cel putin 70 episoade de transfuzie pe durata de viatd a
subiectului. In anumite realizari, subiectul avdnd PKD nu este homozigot pentru mutatia
R479H sau nu are 2 mutatii fara sens gresit in gena PKLR. In anumite realizari, subiectul
avand PKD, sub transfuzie regulata, are hemoglobina (Hb) <12,0 g/dL (daca este mascul)
sau <11,0 g/dL (daca este femeld), inainte de tratament. in anumite realizari, subiectul avand
PKD, sub transfuzie regulata, are transfuzie care are loc in medie la mai putin de, sau egal
cu o data la fiecare trei sdptadmani. In anumite realizari, subiectul avand PKD a primit cel putin
0,8 mg (de exemplu cel putin 1,0 mg) acid folic zilnic (de exemplu timp de cel putin 21 zile)
inainte de tratament. In anumite realizari, subiectul cu PKD sub transfuzie regulaté obtine o
reducere a sarcinii de transfuzie (de exemplu o reducere cu cel putin 33% in numarul de
unitati RBC transfuzate) timp de 5 saptamani, 10 saptamani, 15 saptamani, 20 saptamani,
sau 24 saptamani, 28 saptamani, sau 32 saptamani de tratament. In anumite realizari,
subiectul avand PKD, care nu este sub transfuzie regulata (avand nu mai mult de 4 episoade
de transfuzie intr-o perioada de 12 luni Thainte de tratament si/sau nici o transfuzie in cele 3
luni de dinainte de tratament), are hemoglobina (Hb) <10,0 g/dL indiferent de sex inainte de
tratament. In anumite realizari, subiectul avand PKD a suferit o splenectomie.

In anumite realizari, subiectul cu PKD obtine o crestere a raspunsului la hemoglobin&
de cel putin 1,0 g/dL in concentratia de Hb dupa tratament, in comparatie cu valoarea initiala
inainte de tratament. In anumite realizari, subiectul cu PKD obtine o crestere a raspunsului
la hemoglobina de cel putin 1,5 g/dL in concentratia de Hb fata de valoarea initiala nainte
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de tratament. In anumite realizari, subiectul cu PKD obtine o crestere a raspunsului la
hemoglobina de cel putin 2,0 g/dL in concentratia de Hb fatd de valoarea initiala inainte de
tratament.

intr-o realizare, PKR mutantd este selectatd din grupul constand din A31V, A36G,
G37Q, R40W, R40Q, L73P, S80P, P82H, R86P, 190N, T93I, G95R, M107T, G111R, A115P,
S120F, H121Q, S130P, S130Y, V134D, R135D, A137T, G143S, 1153T, A154T, L155P,
G159V, R163C, R163L, T164N, G165V, L167M, G169G, E172Q, W201R, 1219T, A221Y,
D221N, G222A, 1224T, G232C, N253D, G263R, G263W, E266K, V269F, L272V, L272P,
G275R, G275R, E277K, V280G, D281N, F287V, F287L, V288L, D293N, D293V, A295I,
A295V, 1310N, 1314T, E315K, N316K, V320L, V320M, S330R, D331N, D331G, D331E,
G332S, V335M, A336S, R337W, R337P, R337Q, D339N, D339Q, G341A, G341D, 1342F,
K348N, A352D, I1357T, G358R, G358E, R359C, R359H, C360Y, N361D, G364D, K365M,
V368F, T371l, L374P, S376l, T384M, R385W, R385K, E387G, D390N, A392T, N393D,
N393S, N393K, A394S, A394D, A394V, V395L, D397V, G398A, M403I, G406R, E407K,
E407G, T408P, T408A, T408I, K410E, G411S, G411A, Q421K, A423A, A423A, R426W,
R426Q, E427A, E427N, A431T, R449C, 1457V, G458D, A459V, V460M, A468V, A468G,
A470D, T477A, R479C, R479H, S485F, R486W, R486L, R488Q, R490W, 1494T, A495T,
A495V, R498C, R498H, A503V, R504L, Q505E, V5061, R510Q, G511R, G511E, R518S,
R531C, R532W, R532Q, E538D, G540R, D550V, V552M, G557A, R559G, R559P, N566K,
M568V, R569Q, R569L, Q58X, E174X, W201X, E241X, R270X, E440X, R486X, Q501X,
L508X, R510X, E538X, R559X. Aceste mutatii sunt descrise in Canu si colab., Blood Cells,
Molecules and Diseases 2016, 57, pag. 100-109. intr-o realizare, PKR mutanté este selectata
dintre G332S, G364D, T384M, K410E, R479H, R479K, R486W, R532W, R510Q, si R490W.
in anumite realizdri, PKR mutantd este selectatd dintre A468V, A495V, 190N, T408I, si
Q421K, si R498H. In anumite realizari, PKR mutants este R532W, K410E, sau R5100Q. in
anumite realizari, PKR mutanta este R510Q, R486W, sau R479H.

in alte aspecte, sunt furnizate metode pentru tratarea unei boli selectate dintre anemie
hemolitica, boala celulei secera, talazemie, sferocitoza ereditara, eliptocitoza ereditara,
abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si  hemoglobinurie  nocturnala
paroxismala la un subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect
a unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa
a compusului cu formula (l), sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este
furnizata forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu
formula (1), sau o0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea bolii selectate
dintre anemie hemolitica, boala celulei secera, talazemie, sferocitoza ereditara, eliptocitoza
ereditara, abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si paroxismal nocturnal
hemoglobinurie nocturnala paroxismaléa la un subiect. In plus este furnizata utilizarea formei
cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, I, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (1), sau
a unei compozitii farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea unei
boli selectate dintre anemie hemolitica, boala celulei secera, talazemie, sferocitoza ereditara,
eliptocitoza ereditara, abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si hemoglobinurie
nocturnala paroxismala la un subiect care are nevoie de aceasta. Intr-un aspect, boala care
trebuie tratata este anemie hemolitica.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta
talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie) la un subiect care are nevoie de
aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina
A B,C, D, E F, G, H, I, sau J sau de forma amorfa a compusului cu formula (l), sau o
compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este furnizata forma cristalina A, B, C, D,
E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (I), sau o compozitie
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farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea talazemiei (de exemplu, beta talazemie
sau talazemie nedependenta de transfuzie). In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline
A, B,C,D,E, F, G, H, I, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei
compozitii farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea talazemiei
(de exemplu, beta talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie).

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta
talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie) la un subiect care are nevoie de
aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina
A, sau o compozitie farmaceutica a acesteia. De asemenea este furnizata forma cristalina A
sau 0 compozitie farmaceutica a acesteia pentru utilizare in tratarea talazemiei (de exemplu,
beta talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie). In plus, este furnizata utilizarea
formei cristaline A, sau a unei compozitii farmaceutice a acesteia, in fabricarea unui
medicament pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta talazemie sau talazemie
nedependenta de transfuzie).

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta
talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie) la un subiect care are nevoie de
aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina
D, sau o compozitie farmaceutica a acesteia. De asemenea este furnizata forma cristalina D,
sau o compozitie farmaceutica a acesteia pentru utilizare in tratarea talazemiei (de exemplu,
beta talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie). In plus, este furnizata utilizarea
formei cristaline D, sau a unei compoziti farmaceutice a acesteia, in fabricarea unui
medicament pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta talazemie sau talazemie
nedependenta de transfuzie).

In anumite realizari, subiectul este un subiect adult cu talazemie. In anumite realizari,
subiectul are talazemie cum ar fi B-talazemie intermedia, Hb E B-talazemie, a-talazemie
(boald Hb H), sau B-talazemie cu mutatii ale 1 sau mai multor gene a. In anumite realizéri,
subiectul are beta talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie. in anumite realizari,
subiectul este un subiect mascul adult cu talazemie cum ar fi beta talazemie sau talazemie
nedependenta de transfuzie. In anumite realizari, subiectul este un subiect femeld cu
talazemie cum ar fi beta talazemie sau talazemie nedependentd de transfuzie. in anumite
realizari, subiectul este un subiect femela adulta cu talazemie cum ar fi beta talazemie sau
talazemie nedependenta de transfuzie. in anumite realizari, subiectul are o concentratie de
hemoglobind mai micd sau egald cu 6,0 g/dL. in anumite realizari, subiectul are o
concentratie de hemoglobina mai mica sau egala cu 7,0 g/dL. in anumite realizari, subiectul
are o concentratie de hemoglobind mai mica sau egald cu 8,0 g/dL. in anumite realizari,
subiectul are o concentratie de hemoglobind mai mica sau egala cu 9,0 g/dL. In anumite
aspecte, subiectul avand talazemie nedependenta de transfuzie nu are un istoric cunoscut
(de exemplu, a fost diagnosticat in trecut) de forme Hb S sau Hb C de talazemie. in anumite
realizari, termenul talazemie ,nedependenta de transfuzie” se refera la subiectii cu talazemie
avand nu mai mult de 4 (de exemplu cinci) unitati de RBC-uri transfuzate intr-o perioada de
24 de saptamani pana in prima zi de administrare a unei forme cristaline sau amorfe descrise
aici si/sau nici o transfuzie RBC cu 8 saptamaéani inainte de prima zi de administrare a unei
forme cristaline sau amorfe descrise aici.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru cresterea perioadei de viata a
globulelor rogii (RBC-uri) la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea
catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
de forma amorfa a compusului cu formula (I), sau o0 compozitie farmaceutica a acestuia. De
asemenea este furnizata forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a
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compusului cu formula (1), sau o compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare n
cresterea perioadei de viata a globulelor rosii (RBC-uri) la un subiect care are nevoie de
aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
a formei amorfe a compusului cu formula (1), sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia
in fabricarea unui medicament pentru cresterea perioadei de viata a globulelor rosii (RBC-
uri). Intr-un aspect, forma cristalind A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a
compusului cu formula (l), sau o compozitie farmaceutica a acestuia se adauga direct in
sangele integral sau extracorporal in globulele rosii ambalate.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru reglarea nivelurilor de 2,3-
difosfoglicerati in sange la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand punerea in
contact a sangelui cu o cantitate eficienta de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J
sau de forma amorfa a compusului cu formula (I), sau cu o compozitie farmaceutica a
acestuia. De asemenea este furnizata forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
forma amorfa a compusului cu formula (1), sau 0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru
utilizare in reglarea nivelurilor de 2,3-difosfoglicerati in sdngele unui subiect care are nevoie
de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J
sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei compozitii farmaceutice a
acestuia in fabricarea unui medicament pentru reglarea nivelurilor de 2,3-difosfoglicerati in
sange.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea anemiei la un subiect care
are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de
forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau de forma amorfa a compusului cu formula
(), sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia. De asemenea este furnizata forma
cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (l), sau
0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea anemiei la un subiect care
are nevoie de aceasta. in plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B, C, D, E, F, G,
H, I, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei compozitji
farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea anemiei. intr-un
aspect, anemia care urmeaza sa fie tratata este anemie diseritropoietica.

In anumite realizari, anemia este o anemie diseritropoieticd cum ar fi anemia
diseritropoietica congenitald de tip I, Il, Ill, sau IV. In anumite realizari, anemia este anemie
hemolitica. Tn anumite realizari, anemia hemolitica este o forma congenitala si/sau ereditara
de anemie hemolitica cum ar fi PKD, boala celulei secera, talazemia (de exemplu talazemia
alfa sau beta sau nedependenta de transfuzie), sferocitoza ereditara, eliptocitoza ereditara),
hemoglobinuria nocturnala paroxismala, abeta-liproteinemia (sindromul Bassen-Kornzweig).
In anumite realiz&ri, anemia hemolitici este anemie hemoliticd dobanditad cum ar fi anemia
hemolitica autoimuna, anemia hemoliticd indusa de medicament. in anumite realizari, anemia
hemolitica este anemia ca parte a unei boli multi-sistem, cum ar fi anemia de purpura
eritropoietica congenitala, Fanconi, Diamond-Blackfan.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,anemie” se refera la o deficienta a
globulelor rosii (RBC-uri) si/sau de hemoglobina. Asa cum s-a utilizat Tn acest document,
anemia include toate tipurile de anemie clinica, de exemplu (dar fara a se limitat la): anemie
microcitara, anemie cu defit de fier, hemoglobinopatii, defect al sintezei heme, defect al
sintezei globine, defect sideroblastic, anemie normocitara, anemie de boala cronica, anemie
aplazica, anemie hemolitica, anemie macrocitara, anemie megaloblastica, anemie
pernicioasa, anemie dimorfica, anemie de prematuritate, anemie Fanconi, sferocitoza
ereditara, boala a celulei secera, anemie hemolitica autoimuna la cald, anemie hemolitica cu
aglutinina rece, osteopetroza, talazemie, si sindrom mielodisplazic.
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in anumite realiz&ri, anemia poate fi diagnosticatd pe baza unei hemoleucograme
complete. In anumite realizari, anemia poate fi diagnosticatd pe baza masurérii unuia sau
mai multor markeri de hemoliza (de exemplu numar de RBC-uri, hemoglobina, reticulocite,
schistocite, lactat dehidrogenaza (LDH), haptoglobina, bilirubina, si feritind) si/sau a
volumului corpuscular mediu de hemosiderinurie (MCV) si/sau a latimii distributiei de celule
rosii (RDW). In contextul din prezenta inventie, anemia este prezenta daca un individ are o
hemoglobina (Hb) mai mica decat nivelul dorit, de exemplu, concentratia de Hb mai mica de
14 g/dL, mai preferabil mai mica de 13 g/dL, mai preferabil mai mica de 12 g/dL, mai preferabil
mai mica de 11 g/dL, sau cel mai preferabil mai mica de 10 g/dL.

in anumite realizari, este furnizatd aici o metoda de crestere a cantitatii de
hemoglobina la un subiect prin administrarea unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B,
C,D,E, F, G, H, I, sau J sau de forma amorfa a compusului cu formula (I), sau o compozitie
farmaceuticd a acestuia cum s-a descris aici. in anumite realizdri, de asemenea este
furnizata aici o metoda de cregtere a cantitatii de hemoglobina la un subiect avand talazemie,
cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C,
D, E, F, G, H, |, sau J, sau de baza libera cristalina, sau de forma amorfa a compusului cu
formula (1), sau o compozitie farmaceuticd a acestuia. in plus, este furnizatd o metoda de
crestere a cantitati de hemoglobina la subiectii care au talazemie nedependentd de
transfuzie cuprinzand administrarea unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E,
F, G, H, I, sau J, sau de baza libera cristalina, sau de forma amorfa a compusului cu formula
(I), sau o compozitie farmaceuticd a acestuia cum s-a descris aici catre subiect. in anumite
realizari, sunt furnizate metode de crestere a concentratiei de hemoglobina la subiect. in
anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb la un nivel dorit, de exemplu,
peste 10 g/dL, mai preferabil peste 11 g/dL, mai preferabil peste 12 g/dL, mai preferabil peste
13 g/dL, sau cel mai preferabil peste 14 g/dL. In anumite realizari, metodele furnizate cresc
concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 0,5 g/dL. Tn anumite realizari, metodele furnizate
cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 1,0 g/dL. In anumite realizari, metodele
furnizate cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 1,5 g/dL. In anumite realizari,
metodele furnizate cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 2,0 g/dL. In anumite
realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 2,5 g/dL. in
anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 3,0
g/dL. Tn anumite realizdri, metodele furnizate cresc concentratia de Hb cu cel putin
aproximativ 3,5 g/dL. in anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb cu cel
putin aproximativ 4,0 g/dL. Tn anumite realiz&ri, metodele furnizate cresc concentratia de Hb
cu cel putin aproximativ 4,5 g/dL. In anumite realiz&ri, metodele furnizate cresc concentratia
de Hb cu cel putin aproximativ 5,0 g/dL. In anumite realiziri, metodele furnizate cresc
concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 5,5 g/dL. Tn anumite realizari, metodele furnizate
cresc concentratia de Hb cu cel putin aproximativ 6,0 g/dL. in anumite realizari, cresterea
concentratiei de Hb este determinata fata de valoarea initiala la una sau mai multe evaluari
intre saptamana 1 si saptamana 20 (de exemplu, intre saptamana 2 si saptamana 15, intre
saptamana 3 si saptamana 15, si intre saptamana 4 si saptamana 12) de tratament cu o
cantitate eficienta de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J, sau de baza libera
cristalina sau de forma amorfa a compusului cu formula (1), sau o compozitie farmaceutica a
acestuia cum s-a descris aici. In anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de
Hb cum s-a descris mai sus la subiecti femele avand talazemie (de exemplu, beta talazemie
sau talazemie nedependenta de transfuzie). in anumite realizari, metodele furnizate cresc
concentratia de Hb fatad de valoarea initiala pana la aproximativ 12 g/dL la subiectii femele
avand talazemie (de exemplu, beta talazemie sau talazemie nedependenté de transfuzie). in
anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb cum s-a descris mai sus la
subiectii masculi avand talazemie (de exemplu, beta talazemie sau talazemie nedependenta
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de transfuzie). In anumite realizari, metodele furnizate cresc concentratia de Hb fata de
valoarea initialda pana la aproximativ 13 g/dL la subiectii masculi avand talazemie (de
exemplu, beta talazemie sau talazemie nedependenta de transfuzie).

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea anemiei hemolitice la un
subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitafi
eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau de forma amorfa a compusului
cu formula (I), sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este furnizata forma
cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (I), sau
0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea anemiei hemolitice la un
subiect care are nevoie de aceasta. In plus, este furnizatéa utilizarea formei cristaline A, B, C,
D, E, F, G, H, |, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei compozitji
farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea anemiei hemolitice.
Intr-un aspect, anemia hemoliticd care urmeaza sa fie tratatd este anemie hemolitici
ereditara si/sau congenitala, anemie hemolitica dobandita, sau anemie ca parte a unei boli
multi-sistem.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea bolii celulei secerd la un
subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitaj
eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau de forma amorfa a compusului
cu formula (1), sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este furnizata forma
cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (l), sau
0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru utilizare in tratarea bolii celulei secera la un
subiect care are nevoie de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B, C,
D, E, F, G, H, |, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei compozitji
farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea bolii celulei secera.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea talazemiei, sferocitozei
ereditare, eliptocitozei ereditare, abetalipoproteinemiei sau a sindromului Bassen-Kornzweig,
a bolii celuleli secera, a hemoglobinuriei nocturnale paroxismale, dobé&ndite anemie
hemolitica, sau a anemiei de boli cronice la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand
administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G,
H, I, sau J sau de forma amorfa a compusului cu formula (1), sau o compozitie farmaceutica
a acestuia. De asemenea este furnizata forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
forma amorfa a compusului cu formula (1), sau 0 compozitie farmaceutica a acestuia pentru
utilizare 1n tratarea talazemiei, sferocitozei ereditare, eliptocitozei ereditare,
abetalipoproteinemiei sau a sindromului Bassen-Kornzweig, bolii celulei secera, a
hemoglobinuriei nocturnale paroxismale, a anemiei hemolitice dobandite, sau a anemiei la
un subiect care are nevoie de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B,
C,D, E F, G, H, I, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), sau a unei
compozitii farmaceutice a acestuia in fabricarea unui medicament pentru tratarea talazemiei,
a sferocitozei ereditare, a eliptocitozei ereditare, a abetalipoproteinemiei sau sindromului
Bassen-Kornzweig, a bolii celulei secera, a hemoglobinuriei nocturnale paroxismale, a
anemiei hemolitice dobandite, sau a anemiei.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode pentru activarea PKR de tip salbatic sau
mutanta in globulele rogii la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea
catre subiect a unei cantitati eficiente de forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
de forma amorfa a compusului cu formula (I), sau o0 compozitie farmaceutica a acestuia. De
asemenea este furnizata forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a
compusului cu formula (I), sau o compozifie farmaceutica a acestuia pentru utilizare n
activarea PKR de tip salbatic sau mutanta in globulele rosii la un subiect care are nevoie de
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aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
a formei amorfe a compusului cu formula (1), sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia
in fabricarea unui medicament pentru activarea PKR de tip salbatic sau mutanta in globulele
rosii.

Forma cristalind furnizata A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma amorfa a
compusului cu formula (1), si compozitile farmaceutice descrise aici sunt activatori ai
mutantilor PKR avand activititati mai scazute in comparatie cu cele de tip salbatic, fiind astfel
utile pentru metodele din prezenta divulgare. Astfel de mutatii in PKR pot afecta ativitatea
enzimatica (eficienta catalitica), proprietatile regulatoare (modulare prin bisfosfat fructoza
(FBP)/ATP), si/sau termostabilitatea enzimei. Exemple de astfel de mutatii sunt descrise in
Valentini si colab., JBC 2002. Unele exemple de mutanti care sunt activati de catre compusii
descrisi aici includ G332S, G364D, T384M, R479H, R479K, R486W, R532W, R510Q, si
R490W. Fara a fi legat de teorie, in anumite realizari, compusii descrisi aici afecteaza
activitatile mutantilor PKR prin activarea mutantilor PKR neresponsivi la FBP, refacerea
termostabilitatii mutantilor cu o stabilitate scazuta, sau refacerea eficientei catalitice a
mutantilor alterati. Activitatea de activare a prezentilor compusgi impotriva mutantilor PKR
poate fi testatd urmand o metoda descrisa in Exemple. Compusii descrigi aici sunt de
asemenea activatori ai PKR de tip salbatic.

In anumite realizari, forma cristalin& furnizata A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau forma
amorfa a compusului cu formula (1), si compozitiile farmaceutice descrise aici cresc afinitatea
PKR la fosfoenolpiruvat (PEP). In anumite realizari, forma cristalind furnizata A, B, C, D, E,
F, G, H, I, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (I), si compozitiile farmaceutice
descrise aici restabilesc capacitatea RBC-urilor de a acoperi PEP si ADP la piruvat si ATP.

in anumite realizari, sunt furnizate aici metode de reducerea frecventei de transfuzie
a unui subiect cu PKD cuprinzand administrarea catre subiect a formei cristaline A, B, C, D,
E, F, G, H, |, sau J sau a formei amorfe a compusului cu formula (I), si compozitiile
farmaceutice descrise aici. In anumite realizari, este administrata forma cristalind A. In
anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 5% in numarul de unitati
RBC transfuzate timp de putin 15 saptdmani. In anumite realizari, frecventa de transfuzie
este redusa cu cel putin 10% in numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 15
saptdmani. In anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 15% in
numarul de unitdti RBC transfuzate timp de cel putin 15 saptamani. in anumite realizari,
frecventa de transfuzare este redusa cu cel putin 20% in numarul de unitati RBC transfuzate
timp de cel putin 15 s&ptamani. in anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu
cel putin 25% in numarul de unititi RBC transfuzate timp de cel putin 15 s&ptdmani. in
anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 30% in numarul de unitati
RBC transfuzate timp de cel putin 15 saptamani. in anumite realizari, frecventa de transfuzie
este redusa cu cel putin 35% in numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 15
saptamani. In anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 40% in
numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 20 saptamani. in anumite realizari,
frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 5% in numarul de unitati RBC transfuzate
timp de cel putin 20 s&ptdmani. in anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu
cel putin 10% in numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 20 saptamani. in
anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 15% in numarul de unitati
RBC transfuzate timp de cel putin 20 s&ptdmani. in anumite realizari, frecventa de transfuzie
este redusa cu cel putin 20% in numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 20
saptamani. In anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 25% in
numarul de unitdti RBC transfuzate timp de cel putin 20 saptamani. In anumite realizari,
frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 30% in numarul de unitati RBC transfuzate
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timp de cel putin 20 saptamani. in anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu
cel putin 35% in numarul de unitati RBC transfuzate timp de cel putin 20 s&ptamani. in
anumite realizari, frecventa de transfuzie este redusa cu cel putin 40% in numarul de unitati
RBC transfuzate timp de cel putin 20 saptamani.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode de evaluare a subiectului, metoda
cuprinzand: administrarea catre subiect a formei cristaline A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J sau
a formei amorfe a compusului cu formula (1), sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia;
si obtinerea unei valori pentru nivelul formei cristaline sau amorfe, nivelul de 2,3-
difosfoglicerati (2,3-DPG), nivelul de trifosfat adenozina (ATP), sau activitatea PKR la
subiect, pentru a evalua prin urmare subiectul. in unele aspecte, valoarea pentru nivel este
obtinuta prin analizarea concentratiei in plasma a formei cristaline sau amorfe. in unele
aspecte, nivelul de 2,3-DPG este obtinut prin analizarea concentratiei de 2,3-DPG in sange.
in unele aspecte, nivelul de ATP este obtinut prin analizarea concentratiei de ATP in sange.
in unele aspecte, activitatea PKR este obtinuta prin analizarea concentratiei sanguine a unei
etichete 13C in sange. In unele aspecte, analiza este efectuata prin analiza mostrei de fluid
corporal. in unele aspecte, fluidul corporal este sangele. In unele aspecte, analiza este
efectuata prin spectroscopie de masa. In unele aspecte, analiza este efectuaté prin LC-MS.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode de evaluare a subiectului, metoda
cuprinzand obtinerea, valorii pentru nivelul de forma cristalind A, B, C, D, E, F, G, H, |, sau J
sau de forma amorfa a compusului cu formula (l), sau a unei compozitii farmaceutice a
acestuia, pentru nivelul de 2,3-DPG, pentru nivelul de ATP, sau pentru activitatea PKR la un
subiect care a fost tratat cu forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, I, sau J sau cu forma
amorfa a compusului cu formula (1), sau cu o compozitie farmaceutica a acestuia, pentru a
evalua prin urmare subiectul. in unele aspecte, obtinerea cuprinde primirea unei mostre de
la subiect. In unele aspecte, obtinerea cuprinde transmiterea valorii unei alte parti. in unele
aspecte, cealalta parte este partea care administreaza forma cristalina A, B, C, D, E, F, G,
H, I, sau J sau forma amorfa a compusului cu formula (1), sau o compozitie farmaceutica a
acestuia.

in unele aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea unui subiect, metoda
cuprinzand: administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente terapeutic de forma cristalina
A B, C, D, E, F, G, H, I, sau J sau de forma amorfa a compusului cu formula (I), sau o
compozitie farmaceutica a acestuia; si obtinerea unei valori pentru nivelul formei cristaline
sau amorfe, pentru nivelul de 2,3-difosfoglicerati (2,3-DPG), pentru nivelul de trifosfat de
adenozina (ATP), sau pentru activitatea PKR la subiect, pentru a trata prin urmare subiectul.

Intr-un alt aspect, sunt furnizate aici metode pentru tratarea deficientei de piruvat
kinaza (PKD) la un subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre
subiect a unei cantitati eficiente a formei de baza libera cristalina a compusului 1 sau a unei
compozitii farmaceutice a acestuia. In anumite realizéri, deficientd de PKR este asociata cu
o mutatie PKR. De asemenea este furnizata forma de baza libera cristalind a compusului 1,
sau o compozitie farmaceutica a acestuia, pentru utilizare in tratarea deficientei de piruvat
kinaza (PKD) la un subiect care are nevoie de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei
de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia, in
fabricarea unui medicament pentru tratarea deficientei de piruvat kinazé (PKD).

in alte aspecte, sunt furnizate metode pentru tratarea unei boli selectate dintre anemie
hemolitica, anemie cu celule secera, talazemie, sferocitoza ereditara, eliptocitoza ereditara,
abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si hemoglobinurie  nocturnala
paroxismala la un subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect
a unei cantitati eficiente a formei de baza libera cristalina a compusului 1, sau a unei
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compozitii farmaceutice a acestuia. intr-un aspect, boala care trebuie tratatd este anemia
hemolitica.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea anemiei hemolitice,
cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente a formei de baza libera
cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este
furnizata forma de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a
acestuia, pentru utilizare in tratarea anemiei hemolitice la un subiect care are nevoie de
aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei de baza libera cristalind a compusului 1, sau
0 compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament pentru tratarea anemiei
hemolitice.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea bolii celulei secera,
cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente a formei de baza libera
cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este
furnizata forma de baza libera a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia,
pentru utilizare in tratarea bolii celulei seceré la un subiect care are nevoie de aceasta. in
plus, este furnizata utilizarea formei de baza libera cristalina a compusului 1, sau o
compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament pentru tratarea bolii
celulei secera.

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta
talazemie), cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitati eficiente a formei de baza
libera a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este furnizata
forma de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia,
pentru utilizare in tratarea talazemiei (de exemplu, beta talazemie) la un subiect care are
nevoie de aceasta. In plus, este furnizatd utilizarea formei de baza liberd cristalind a
compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament
pentru tratarea talazemiei (de exemplu, beta talazemie).

In alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru cresterea duratei de viatd a
globulelor rosii (RBC-uri) la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea
catre subiect a unei cantitati eficiente a formei de baza libera cristalina a compusului 1, sau
0 compozitie farmaceuticd a acestuia. intr-un aspect, forma de baza libera cristalind a
compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia se adauga direct in sangele integral
sau extracorporal in globulele rosii ambalate. De asemenea este furnizata forma libera de
baza cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia, pentru utilizare in
cresterea duratei de viata a globulelor rosii (RBC-uri) la un subiect care are nevoie de
aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei de baza libera cristalind a compusului 1, sau
0 compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament pentru cresterea duratei
de viata a globulelor rosii (RBC-uri).

in alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru reglarea nivelurilor de 2,3-
difosfoglicerati in sénge la un subiect care are nevoie de aceasta cuprinzand punerea in
contact a sangelui cu o cantitate eficienta de forma de baza libera cristalina a compusului 1,
sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este furnizata forma de baza libera
cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia, pentru utilizare in
reglarea nivelurilor de 2,3-difosfoglicerati in sédnge la un subiect care are nevoie de aceasta.
in plus, este furnizatd utilizarea formei de baza liberd cristalind a compusului 1, sau o
compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament pentru reglarea nivelurilor
de 2,3-difosfoglicerati in sange.

Tn alte aspecte, sunt furnizate aici metode pentru tratarea anemiei la un subiect care
are nevoie de aceasta cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitafi eficiente a
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formei de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia.
intr-un aspect, anemia care urmeazd sa fie tratatd este anemie diseritropoietici. De
asemenea este furnizata forma de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie
farmaceutica a acestuia, pentru utilizare in tratarea anemiei in sdnge la un subiect care are
nevoie de aceasta. In plus, este furnizatd utilizarea formei de baza libera cristalind a
compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament
pentru tratarea anemiei.

in anumite realizari, este furnizatd aici o metoda de crestere a cantitatii de
hemoglobina la un subiect prin administrarea unei cantitati eficiente de forma de baza libera
cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a acestuia. De asemenea este
furnizata forma de baza libera cristalina a compusului 1, sau o compozitie farmaceutica a
acestuia, pentru utilizare in cresterea cantitatii de hemoglobina la un subiect care are nevoie
de aceasta. In plus, este furnizata utilizarea formei de baz libera cristalina a compusului 1,
sau 0 compozitie farmaceutica a acestuia, in fabricarea unui medicament pentru cresterea
cantitatii de hemoglobina.

in unele aspecte, o cantitate eficientd terapeutic dintr-o forma divulgatd (forma
cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza libera cristalina, sau forma amorfa) poate fi
administrata celulelor in cultura, de exemplu in vitro sau ex vivo, sau la un subiect, de
exemplu, in vivo, pentru a trata, preveni, si/sau diagnostica o varietate de tulburari,
incluzandu-le pe cele descrise aici mai jos.

Intr-un aspect, compozitiile divulgate, metodele de tratament, si utilizérile acestora,
cuprinzand o forma divulgata (forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza libera cristalina,
sau forma amorfa), cuprind suplimentar administrarea sau utilizarea unui acid folic.
Administrarea sau utilizarea unui acid folic poate fi inainte de, in acelasi timp cu, si/sau dupa
administrarea sau utilizarea unei forme cristaline sau amorfe descrise aici. Intr-un aspect,
totusi, acidul folic este administrat sau utilizat inainte de si/sau concomitent cu, o forma
divulgata (forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza libera cristalina, sau forma amorfa).
Astfel, intr-un aspect, este furnizata aici 0 metoda pentru tratarea unei afectiuni descrise aici
(de exemplu, PKD, anemie cum ar fi anemie hemolitica, anemie hemolitica dobandita, si
anemie a celulelor secera, talazemie (de exemplu, beta talazemie, alfa talazemie, talazemie
nedependenta de transfuzie, etc.), boala a celulei secera, sferocitoza ereditara, eliptocitoza
ereditara, abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si hemoglobinurie nocturnala
paroxismala; cresterea duratei de viata a RBC-urilor; reglarea nivelurilor de 2,3-
difosfoglicerati in sange; activarea PKR de tip salbatic sau mutantd in globulele rosii;
cresterea cantitatii de hemoglobina; evaluarea nivelului de 2,3-difosfoglicerati (2,3-DPG), a
nivelulului de trifosfat de adenozina (ATP), sau a activitatii PKR; evaluarea nivelului de 2,3-
difosfoglicerati (2,3-DPG), a nivelului de trifosfat de adenozina (ATP), sau a activitatii PKR;
la un subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei forme
eficiente, divulgate (forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza libera cristalina, sau
forma amorfa) si a acidului folic.

in aspectele unde acidul folic este administrat sau utilizat fnainte de o forma divulgata
(forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza libera cristalina, sau forma amorfa), acidul
folic poate fi utilizat cu cel putin 5 zile, cel putin 10 zile, cel putin 15 zile, cel putin 20 zile, sau
cel putin 25 zile Tnainte de administrarea sau utilizarea unei forme divulgate. intr-un aspect,
acidul folic este administrat sau utilizat cu cel putin 20, cel putin 21, cel putin 22, cel putin 23,
cel putin 24, sau cel putin 25 zile Tnainte de administrarea sau utilizarea unei forme divulgate.
Intr-un alt aspect, acidul folic este administrat cu cel putin 21 zile inainte de administrarea
sau utilizarea unei forme divulgate. Intr-un alt aspect, acidul folic acid este administrat sau
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utilizat cu 1 pana la 30 zile inainte de administrarea sau utilizarea unei forme divulgate. intr-
un alt aspect, acidul folic este administrat sau utilizat cu 5 pana la 25 zile inainte de
administrarea sau utilizarea unei forme divulgate. intr-un alt aspect, acidul folic este
administrat sau utilizat cu 10 pana la 30 zile Tnainte de administrarea sau utilizarea unei forme
divulgate. Intr-un alt aspect, acidul folic este administrat sau utilizat cu 10 pana la 25 zile
inainte de administrarea sau utilizarea unei forme divulgate. intr-un alt aspect, acidul folic
este administrat sau utilizat cu 15 pana la 25 zile inainte de administrarea sau utilizarea unei
forme divulgate. Intr-un alt aspect, acidul folic este administrat sau utilizat cu 20 pana la 25
zile inainte de administrarea sau utilizarea unei forme divulgate.

Cantitatile specifice de acid folic care vor fi administrate sau utilizate cu o forma
divulgata vor varia depinzand de subiectul care urmeaza sa fie tratat si modul de administrare
particular. In anumite aspecte, cantitatea eficient de acid folic este de la aproximativ 0,1 mg
pana la aproximativ 10 mg zilnic. In anumite aspecte, cantitatea eficienta de acid folic este
de cel putin 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 sau 1,0 mg zilnic. intr-un aspect, cantitatea
eficienta de acid folic este de cel putin 0,8 mg zilnic sau de cel putin 1,0 mg zilnic.

Cantitatea de acid folic este destinata sa fie combinata cu orice cantitate de forma
divulgata descrisa aici. Astfel, in anumite aspecte, este furnizata aici o metoda pentru tratarea
unei afectiuni descrise aici (de exemplu, PKD, anemia cum ar fi anemie hemolitica, anemie
hemolitica dobéandita, si anemia celulei secera, talazemia (de exemplu, beta talazemie, alfa
talazemie, talazemie nedependenta de transfuzie, etc.), boala celulei secera, sferocitoza
ereditara, eliptocitoza ereditara, abetalipoproteinemie, sindrom Bassen-Kornzweig, si
hemoglobinurie nocturnala paroxismald); cresterea duratei de viatd a RBC-urilor; reglarea
nivelurilor de 2,3-difosfoglicerati in sénge; activarea PKR de tip salbatic sau mutante in
globulele rosii; cresterea cantitatii de hemoglobina; evaluarea nivelului de 2,3-difosfoglicerati
(2,3-DPG), nivelul de trifosfat adenozina (ATP), sau activitatea PKR; evaluarea nivelului de
2,3-difosfoglicerati (2,3-DPG), nivelul de trifosfat adenozina (ATP), sau activitatea PKR; la un
subiect care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea catre subiect a unei cantitaj
eficiente a unei forme divulgate descrise aici (forma cristalina A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, baza
libra cristalina, sau forma amorfa) si a acidului folic, in care acidul folic este administrat inainte
de si/sau concomitent cu, forma divulgata (de exemplu, cu cel putin 21 zile nainte de), si
forma divulgata (de exemplu forma A) este administrata intr-o cantitate de 5, 20, sau 50 mg
BID si in care acidul folic este administrat intr-o cantitate de cel putin 0,8 mg/zi.

EXEMPLIFICARE

Cum s-a reprezentat in Exemplele de mai jos, formele cristalina si amorfa sunt
preparate in conformitate cu urmatoarele proceduri generale. Exemplele care nu se refera la
forma A seschihidrat a sarii hemisulfat cristaline sunt exemple de referinta si nu sunt parte a
inventiei.

Abrevierile tipice utilizate sunt prezentate mai jos.

Solventi
Nume Abreviere
1-propanol 1-PA
2-propanol IPA
Acetonitril ACN

Alcool benzilic BA



Nume
Diclorometan
Dimetil sulfoxid
Etanol

Acetat de etil

Acetat de izopropil
Metanol

Acetat de metil

Metil Butil Cetona
Metil Etil Cetona
Metil 1zobutil Cetona
N,N-Dimetilacetamida
N,N-Dimetilformamida
N-Metil Pirolidona
Metil Eter de tert-butil
Tetrahidrofuran
Acid trifluoroacetic
Trifluoroetanol
Unitati

Nume

Celsius

Grade

Echivalenti

Gram

Ora

Kelvin

Litri

Miligrame

Mililitri

Minut

Secunda

volum

Watt

greutate

Abreviere
DCM
DMSO
EtOH
EtOAC
IPAC
MeOH
MeOAc
MBK
MEK
MIBK
DMACc
DMF
NMP
MtBE
THF
TFA
TFE

Abreviere
C

o]
eq.
g
ore
K

L
mg
mL
min
sec
vol.
wW
wit
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Difractia cu raze X pe pulbere a fost facuta utilizadnd un Rigaku MiniFlex 600. Mostrele

au fost preparate pe plachete de Si cu intoarcere zero. O scanare tipica este de la 4 pana la
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30 grade 20, cu dimensiunea pasului de 0,05 grade timp de cinci minute cu 40 kV si 15 mA.
O scanare cu rezolutie ridicata este de la 4 pana la 40 grade 26, cu dimensiunea pasului de
0,05 grade timp de treizeci de minute cu 40 kV si 15 mA. Parametrii tipici pentru XRPD sunt
listati mai jos.

Parametrii pentru modul reflexie

Lungime de unda raze X Cu Ka1, 1,540598 A,

Setare tub raze X 40 kV, 15 mA

Stare fanta Sistem cu fanta variabila + fixata
Mod scanare Continuu

Interval de scanare (°2TH) 4-30

Dimensiune pas (°2TH) 0,05

Viteza de scanare (°/min) 5

Calorimetria cu scanare diferentiala a fost facuta utilizand un Mettler Toledo DSC3*.
Cantitatea dorita de mostra este cantarita direct intr-o tava ermetica din aluminiu cu un orificiu
pentru stift. O masa tipica a mostrei este de 3-5 mg. Un interval tipic de temperatura este de
la 30°C péna la 300°C la o rata de incalzire de 10°C pe minut (timp total de 27 minute).
Parametrii tipici pentru DSC sunt listati mai jos.

Parametri

Metoda Panta

Dimensiune mostra 3-5mg

Rata incalzire 10,0°C/min

Interval de temperatura 30 pénala 300°C
Metoda de gaz N2 la 60,00 mL/min

Analiza termogravimetrica si calorimetria cu scanare diferentiala au fost facute
utilizand un Mettler Toledo TGA/DSC?*. Cantitatea doritd de mostra este cantarita direct intr-
o tava ermetica din aluminiu cu orificiu pentru stift. Masa tipica a mostrei pentru masurare
este de 5-10 mg. Un interval tipic de temperatura este de la 30°C pana la 300°C la o rata de
incalzire de 10°C pe minut (timp total de 27 minute). Gazele de protectie si purjare sunt azot
(20 - 30 mL/min si 50 - 100 mL/min). Parametrii tipici pentru DSC/TGA sunt listati mai jos.

Parametri

Metoda Panta
Dimensiune mostra 5-10 mg

Rata de incalzire 10,0°C/min
Interval de temperatura 30 pana la 300°C

Sorbtia Dinamica a Vaporilor (DVS) a fost facuta utilizdnd o DVS intrinseca 1. Mostra
este incarcata intr-o tava pentru mostra si suspendata de un microcantar. O masa tipica a
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mostrei pentru masurarea DVS este de 25 mg. Azotul gazos barbotat prin apa distilata a
furnizat umiditatea relativa dorita. O masurare tipica cuprinde etapele:

1. Echilibrare la 50% RH
2. 50% pana la 2%. (50%, 40%, 30%, 20%, 10% si 2%)

a. mentinere minimum 5 minute si maximum 60 minute la fiecare umiditate. Criteriul
de trecere este o modificare mai mica de 0,002%.

3. 2% pana la 95% (2%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%)

b. mentinere minimum 5 minute si maximum 60 minute la fiecare umiditate. Criteriul
de trecere este o modificare mai mica de 0,002%.

4. 95% pana la 2% (95%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 2%)

c. mentinere minimum 5 minute si maximum 60 minute la fiecare umiditate. Criteriul
de trecere este o modificare mai mica de 0,002%.

5. 2% pana la 50% (2%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%)

d. mentinere minimum 5 minute i maximum 60 minute la fiecare umiditate. Criteriul
de trecere este o modificare mai mica de 0,002%.

RMN cu protoni a fost facut pe un spectrometru Bruker Avance 300 MHz. Solidele
sunt dizolvate in 0,75 mL solvent deuterat intr-o fiola de 4 mL si transferate intr-un tub RMN
(Wilmad 5mm perete subtire de 8" 200MHz, 506-PP-8). O masurare tipica este uzual de 16
scanari. Parametrii tipici pentru RMN sunt listati mai jos.

Parametri
Instrument Spectrometru Bruker Avance 300 MHz
Spectrometru Bruker Avance 500 MHz
Temperatura 300 K
Sonda 5 mm PABBO BB-1H/DZ-GRD Z104275/0170
Numar de scanari 16
intarziere de relaxare 1,000 s
Latime impuls 14,2500 us
Timp de achizitie 2,9999 s
Frecventa spectrometru 300,15 Hz
500,13 Hz
Nucleu 1H

Titrarea Karl Fischer pentru determinarea apei a fost facuta utilizand un 785 DMP
Titrino si 703 Ti Stand echipat cu electrozi 6.0338.100 dubli din s&rma de platina. Mostrele
sunt dizolvate in metanol de calitate HPLC sau anhidru si titrate cu Hydranal-Compozit 5. O
masa tipica a mostrei pentru masurare este de 0,03 - 0,10 g. Pentru calibrare se utilizeaza
standardul Hydranal 1% din greutate.

Compusul 1, adica, baza libera necristalina, poate fi preparat urmand procedurile
descrise mai jos.

Preparare de etil-4-(chinolin-8-sulfonamido)benzoat
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Moo k.
Piridina, CH,CN .
O = ’ 0 ':'j .. N=

O solutie continand etil-4-aminobenzoat (16,0g, 97mmol) si piridina (14,0g, 177mmol)
in acetonitril (55mL) a fost adaugata timp de 1,2 ore la o suspensie agitata de clorura de
chinolin-8-sulfonil (20,0g, 88mmol) in acetonitril anhidru (100 mL) la 65°C. Amestecul a fost
agitat timp de 3,5 ore la 65°C, racit la 20°C timp de 1,5 ore si mentinut pana cand s-a adaugat
apa (140 mL) intr-o ora. Solidele au fost recuperate prin filtrare, spalate de 2 ori (100mL
fiecare) cu acetonitril/apa (40/60 g./g.) si uscate la greutate constanta intr-un cuptor cu vid la
85°C. Analiza solidului alb (30,8g, 87mmol) a gasit (A) puritate HPLC = 99,4% etil-4-(chinolin-
8-sulfonamido)benzoat, (B) LC-MS consistenta cu structura, (M+1)=357 (Coloana C18
eluand 95-5, CHaCN/apa, modificatd cu acid formic, timp de 2 minute), si (C) *H RMN
consistent cu structura (400 MHz, DMSO-ds) = 6 10,71 (s, 1H), 9,09 (dd, J = 4,3, 1,6 Hz, 1H),
8,46 (ddt, J=15,1, 7,3, 1,5 Hz, 2H), 8,26 (dd, J = 8,3, 1,4 Hz, 1H), 7,84 - 7,54 (m, 4H), 7,18
(dd, J = 8,6, 1,3 Hz, 2H), 4,26 - 4,07 (m, 2H), 1,19 (td, J = 7,1, 1,2 Hz, 3H).

Preparare de acid 4-(chinolin-8-sulfonamid)benzoic

Etapa 2

Q} Naor i Q}
0 O, W=/ _THFH20 _ g S M=
EtC HO

O solutie NaOH (16,29, 122mmol) a fost adaugata timp de 30 minute la o suspensie
agitata de etil-4-(chinolin-8-sulfonamido)benzoat (20,09, 56,2mmol) in apa (125 mL) la 75°C.
Amestecul a fost agitat la 75°-80°C timp de 3 ore, racit 20°C si mentinut pana cand a fost
adaugat THF (150 mL). S-a adaugat acid clorhidric (11% HCL, 81mL, 132mmol) timp de >1
ora la pH-ul de 3,0. Solidele au fost recuperate prin filtrare la 5°C, spalate cu apa (2X 100mL)
si uscate la greutate constanta intr-un cuptor cu vid la 85°C. Analiza solidului alb (16,7g, 51
mmol) a gasit (A) puritate HPLC = >99,9% acid 4-(chinolin-8-sulfonamid)benzoic, LC-MS
consistenta cu structura (M+1) = 329 (Coloana C18 eluand 95-5 CH3CN/apa, modificata cu
acid formic, timp de 2 minute.) si *H RMN consistent cu structura (400 MHz, DMSO-de) =
12,60 (s, 1H), 10,67 (s, 1H), 9,09 (dd, J = 4,2, 1,7 Hz, 1H), 8,46 (ddt, J = 13,1, 7,3, 1,5 Hz,
2H), 8,26 (dd, J = 8,2, 1,5 Hz, 1H), 7,77 - 7,62 (m, 3H), 7,64 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 7,16 (dd, J
=8,7, 1,4 Hz, 2H).

Preparare de diclorhidrat de 1-(ciclopropilmetil)piperazina (4)

1) NaBH(OAc);

N ’3"4\\7 toluenfPA g’\v

2] HCIH;O
5 3 acetona 4
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La un reactor de 1 L sub N2 au fost incarcate piperazin-1-carboxilat de tert-butil (2)
(200,0 g, 536,9 mmol), ciclopropancarbaldehida (3) (41,4 g, 590,7 mmol ), toluen (500,0 mL)
si 2-propanol (50,0 mL). La solutia obtinuta a fost adaugat NaBH(OAc)s (136,6 g, 644,5
mmol) in portii la 25-35°C si amestecul a fost agitat la 25°C timp de 2 ore. S-a adaugat apa
(300,0 mL) urmata de solutie de NaOH (30%, 225,0 mL) la pH-ul de 12. Straturile au fost
separate si stratul organic a fost spalat cu apa (100,0 mLx2). La stratul organic a fost adaugat
acid clorhidric (37%, 135,0 mL, 1,62 mol) si amestecul a fost agitat la 25°C timp de 6 ore.
Straturile au fost separate si stratul apos a fost adaugat la acetona (2,0 L) la 25°C timp de 1
ora. Suspensia rezultata a fost racita la 0°C. Solidul a fost filtrat la 0°C, spalat cu acetona
(100,0 mLx2) si uscat pentru a da 4 (105,0 g) in randament izolat de 92%. LC-MS (Coloana
C18 eluand 90-10 CHsCN/apa timp de 2 minute) a gasit (M+1)=141. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 11,93 (br.s, 1H), 10,08 (br., 2H), 3,65 (br.s, 2H), 3,46 (br.s, 6H), 3,04 (d,J=7,3
Hz, 2H), 1,14 - 1,04 (m, 1H), 0,65 - 0,54 (m, 2H), 0,45 - 0,34 (m, 2H) ppm.

Preparare de N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-carbonil)fenil)chinolin-8-
sulfonamida (1)

o Q \>
o) \\, \\O = N/W \\

HO 2HCI Na

5 4 1

La un reactor de 2 L sub N2 au fost incarcate acidul 4-(chinolin-8-sulfonamido)benzoic
(5) (100,0 g, 304,5 mmol) si DMA (500,0 mL). La suspensia rezultata a fost adaugat CDI
(74,0 g, 456,4 mmol) in portii la 25°C gi amestecul a fost agitat la 25°C timp de 2 ore. La
suspensia rezultata a fost adaugat diclorhidrat de 1-(ciclopropilmetil)piperazina (4) (97,4 g,
457,0 mmol) intr-o portie la 25°C si amestecul a fost agitat la 25°C timp de 4 ore. S-a adaugat
apa (1,0 L) timp de 2 ore. Solidul a fost filtrat la 25°C, spalat cu apa si uscat sub vid la 65°C
pentru a da 1 (124,0 g) in randament izolat de 90%. LC-MS (Coloana C18 eluénd 90-10
CHsCN/apa timp de 2 minute) a gasit (M+1)=451. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 10,40
(br.s, 1H), 9,11 (dd, J = 4,3, 1,6 Hz, 1H), 8,48 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H), 8,40 (dt, J=7,4, 1,1
Hz, 1H), 8,25 (dd, J = 8,3, 1,3 Hz, 1H), 7,76 - 7,63 (m, 2H), 7,17 - 7,05 (m, 4H), 3,57 - 3,06
(m, 4H), 2,44 - 2,23 (m, 4H), 2,13 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 0,79 - 0,72 (m, 1H), 0,45 - 0,34 (m,
2H), 0,07 - 0,01 (m, 2H) ppm.

Doua impuritati sunt de asemenea identificate din aceasta etapa de sinteza. Prima
impuritate este compusul IM-1 (aproximativ 0,11% procent de suprafatd pe baza HPLC
reprezentative) cu urmatoarea structura:

0 .
— __,EJH‘- ""ﬂ"\--\:'x I"f .b't‘_‘
NS o
B s
N"w*" = «’:'-:;N\M#S‘-E:} ] gl
H O N/

(Compusul IM-1)

Compusul IM-1 a fost generat din cauza prezentei N-metil piperazinei, o impuritate in
compusul 2, si a fost transportat impreuna pentru a reactiona cu compusul 5. LC-MS a gasit
(M+1) =411,2; (M-1)= 409,2. *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 10,43 (brs, 1H) 9,13-9,12 (m,
1H), 8,52-8,50 (m, 1H), 8,43-8,41 (m, 1H), 8,26 (d, 7=4,0 Hz, 1 H), 7,73-7,70 (m, 2H), 7,15-
7,097,69 (m, 4H), 3,60-3,25 (brs, 4H), 2,21 (brs, 4H), 2,13 (s, 3H).
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A doua impuritate este compusul IM-2 (aproximativ 0,07% procent de suprafata pe
baza HPLC reprezentative) cu urmatoarea structura:

i D
{ = h: H iy,
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(Compusul IM-2)

Compusul IM-2 a fost din cauza prezentei piperazinei, o impuritate generata prin deprotejarea
compusului 2. Reziduul de piperazina a fost transportat impreuna pentru a reactiona cu doua
molecule ale compusului 5 pentru a da compusul IM-2. LC-MS gasita (M+1) =707. 'H RMN
(400 MHz, CF3COOD) 6 9,30-9,23 (m, 4H), 8,51 (s, 4H), 8,20-8,00 (m, 4H), 7,38-7,28 (m,
8H), 4,02-3,54 (m, 8H).

Experimente de solubilitate

Masuratorile de solubilitate au fost facute cu metoda gravimetrica in 20 de solventi
diferiti la doua temperaturi (23°C si 50°C). Aproximativ 20-30 mg de forma A, a carei sinteza
este descrisa mai jos, au fost cantarite si 0,75 mL solvent a fost adaugat pentru a forma o
suspensie. Suspensia a fost apoi agitata timp de doua zile la temperatura specificata. Fiola
a fost centrifugata si supernatantul a fost colectat pentru masurarea solubilitatii prin metoda
gravimetrica. Supernatantul saturat a fost transferat in fiole HPLC de 2 mL precantarite si
cantarit din nou (fiola + lichid). Fiola neacoperita a fost apoi lasata pe o placa fierbinte la 50°C
pentru ca solventul sa se evapore incet peste noapte. Fiolele au fost apoi lasate in cuptor la
50°C si sub vid pentru a indeparta solventul rezidual, astfel incat a ramas numai solidul
dizolvat. Fiola a fost apoi cantarita (fiola + solid). Din aceste trei greutatj; fiola, fiola+lichid si
fiola+solid; s-au calculat greutatea solidului dizolvat si a solventului. Apoi utilizand densitatea
solventului, s-a calculat solubilitatea ca mg solid/mL solvent. Datele despre solubilitate sunt
rezumate in Tabelul 1.

Tabelul 1

Solvent (rapoartele sunt volumetrice) Solubilitate, mg solid/mL solvent

23 °C 50 °C
MeOH 393 >765
EtOH 0 1
IPA 0 2
Acetona 1 6
MtBE 1 3
EtOAC 0 2
Acetonitril 4 6
Ciclohexan 1 1
MEK:apa (20:1) 0 2
Toluen:EtOH:apa (10:5:1) nemiscibila nemiscibila
Toluen:EtOH:apa (10:5:0,5) 1 4
Toluen 0 2

THF 2 26
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Solvent (rapoartele sunt volumetrice) Solubilitate, mg solid/mL solvent

23°C 50 °C

IPAC 0 1
acetona:apa (8:2) 5 16
THF:apa (8:2) 14 77
IPA:DMSO (8:2) 11 28
IPA:DMSO:apa (80:18:2) 1 6
IPA:DMSO:apa (70:25:5) 2 9
IPA:DMSO:apa (70:20:10) 1 8
DCM 2 N/A

Deoarece solubilitatea in metanol a fost semnificativ ridicata, masurarea a fost extinsa
la mai multe sisteme de solventi amestecati cu metanol. Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 2. 20-30 mg de forma A au fost cantarite intr-o fiola de 2 mL si s-au adaugat 500 pL
sistem de solvent MeOH cum s-a evidentiat in tabel. Daca s-a dizolvat, s-au adaugat mai
multe solide pentru a forma suspensia. Suspensiile au fost apoi agitate timp de doua zile.
Fiolele au fost centrifugate si supernatantul a fost colectat pentru masurarea solubilitatii prin
metoda gravimetrica prin evaporare la 50°C. Analiza XRPD a fost efectuata pe solid dupa
filtrarea suspensiilor.

Apa a avut un impact semnificativ asupra solubilitatii formei A. De exemplu in sistemul
MeOH:apa (1:1), solubilitatea la temperatura camerei a fost 208 mg/mL, 118, 39 si 5 pentru
0% din vol, 1%, 2,5% si 5%, respectiv. Prin urmare, numai adaugarea a 5% din vol de apa a
scazut solubilitatea de 42 de ori. Au fost utilizate trei compozitii de solvent ca MeOH:Apa
(99:1vol), (98:2) si (95:5). Aproximativ 25mg de forma A au fost cantarite intr-o fiola de 2 mL
si s-au adaugat 6 volume de solvent, apoi s-a incalzit incet pentru a se dizolva. Pentru
experimentul cu 5% apa, a fost efectuat un test suplimentar cu 8 vol de solventi. Vezi Tabelul
3.

Tabelul 2

Solvent (rapoartele sunt volumetrice) Solubilitate, mg solid/mL solvent
23°C 50 °C

MeOH:apa (1:1) 7 27
MeOH:apa (8:2) 10 59
EtOAc:MeOH (1:1) 21 240
EtOAc:MeOH (9:1) 0 9
EtOAc:MeOH (1:9) 359 531
EtOH:MeOH (1:1) 2 11
EtOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol apa 3 12
MeOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol apa 5 26
MeOAc:MeOH (1:1) 208 340

MeOAc:MeOH (1:1) si 1_% din vol apa 118 236
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Solvent (rapoartele sunt volumetrice) Solubilitate, mg solid/mL solvent
23°C 50 °C

MeOAc:MeOH (1:1) si 2,5 % din vol apa 39 143

Tabelul 3
Solvent Solvent Temperatura I|a Solubilitate, |Extra |Tipar

vol dizolvare, °C mg solid/mL apa XRPD
solvent

MeOH:apa 6 vol 23 >167 N/A B + extra
(99:1)
MeOH:apa 6 vol 35 167 N/A B
(98:2)
MeOH:apa 6 vol 60 167 4vol A
(95:5)
MeOH:apa 8 vol 50 125 4vol A
(95:5)

Din motive de comparatie, solubilitatea compusului 1, adica, baza libera necristaling,
a fost de asemenea masurata in doua sisteme de solventi pentru a vedea efectul apei. 2,5%
din vol apa nu au avut nici un impact asupra solubilitatii compusului 1. Vezi Tabelul 4.

Tabelul 4

Solvent Solubilitate, mg solid/mL solvent
23°C 50°C

MeOAc:MeOH (1:1) 15 34

MeOAc:MeOH (1:1) si 2,5_% din vol apa 15 36

Experimente de selectie
1. Suspensii pe termen scurt

Solidele din suspensia din experimentele de masurare a solubilitatii au fost colectate
pentru analiza XRPD, prezentate in Tabelul 5. Tiparul A a ramas nemodificat in majoritatea
sistemelor de solventi in decursul a doua zile de suspensie. in unele cazuri, si-a pierdut
cristalinitatea, ceea ce arata ca o agitare pe o perioada mai lunga ar fi posibil sa modifice
forma. Au fost observate trei noi tipare: tiparul B in EtOH la RT si 50°C; tiparul A + C in IPA
la RT; tiparul D in IPA si acetonitril la 50°C. Tiparul D + baza libera cristalina in IPA:DMSO
(8:2) la 50°C.

in plus, 2 zile de suspensie au fost efectuate in amestecuri de solventi de metanol si
rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6. Unde a fost prezent cel putin 2,5% din vol apa,
tiparul A a ramas nemodificat. Cand numai 1% apa a fost prezenta, tiparul A si-a pierdut
cristalinitatea la 50°C in timp ce a ramas nemodificat la temperatura camerei in timpul celor
doua zile de suspensie. In amestecurile anhidre unde a existat o cantitate substantiala de
metanol, tiparul A nu a fost stabil.



Tabelul 5

Solvent

MeOH

EtOH

IPA

Acetona

MtBE

EtOAc

Acetonitril

Ciclohexan

MEK:apa (20:1)
Toluen:EtOH:apa (10:5:0,5)
Toluen

THF

IPAC

acetona:apa (8:2)
THF:apa (8:2)

IPA:DMSO (8:2)
IPA:DMSO:apa (80:18:12)
IPA:DMSO:apa (70:25:5)
IPA:DMSO:apa (70:20:10)
DCM

Tabelul 6

Solvent

MeOH:apa (1:1)

MeOH:apa (8:2)

EtOAc:MeOH (1:1)

EtOAc:MeOH (9:1)

EtOAc:MeOH (1:9)

EtOH:MeOH (1:1)

EtOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol apa
MeOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol apa
MeOAc:MeOH (1:1)
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Tiparul XRPD dupa 2 zile de suspensie
23°C 50°C

A Cristalin A scazut

B B

A+C D

A A (Extra maxim la ~5,8)
A A

A A

A D

A A

A A

A A

A A

A A

A A

A A

A A

A D + baza libera cristalina
A A

A A

A A

A N/A

Tiparul XPRD dupa suspensie
RT |50°C

A

A

D

A

Cristalin A scazut

B

A

A

Cristalin A mai scazut

> > > > > 0 > >



e 2020 0988

Solvent Tiparul XPRD dupa suspensie
RT |50°C

MeOAc:MeOH (1:1) si 1% din vol apa A Cristalin A mai scazut

MeOAc:MeOH (1:1) si 2,5% din vol apa A A

2. Experimente cu suspensii de baza libera cristalina

Compusul 1, adica, baza libera cristalind, a fost de asemenea suspendat in cateva
sisteme de solventi in care sarea hemisulfat a prezentat diferite tipare XRPD din motive de
comparatie. Baza libera a ramas nemodificata dupa doua zile de suspensie. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7

Solvent Tipar XPRD dupa suspensie
23°C 50°C

MeOAc:MeOH (1:1) FB-A FB-A

MeOAc:MeOH (1:1) si 2,5 % din vol apa FB-A FB-A

EtOH Neefectuata FB-A

ACN Neefectuata FB-A

IPA:apa(8:2) Neefectuata FB-A

FB-A se refera la forma de baza libera cristalina a compusului 1

3. Experimente de generarea amorfelor

Liofilizarea in ACN:apa (2:1 vol) a fost efectuata pentru a genera material amorf.
Aproximativ 250 mg de forma A au fost cantarite intr-o fiola de 20 mL si s-au adaugat 6 mL
de amestec de solvent, apoi amestecul a fost incalzit la 40°C si mentinut timp de 0,5 ore,
apoi a fost pus in congelator (-20°C). O parte din amestecul congelat (aproximativ jumatate)
a fost scos pe un filtru Tnainte de a fi topit pentru analiza. O alta jumatate a fost topita, apoi
s-au adaugat 1 mL ACN:apa (2:1 vol) si 1 mL ap4, si a fost puséa din nou in congelator. in
final acest amestec a fost pus in liofilizator peste noapte. Analiza XRPD a fost efectuata pe
solidele rezultate. Vezi Tabelul 8.

Tabelul 8
Solvent Tipar XRPD Metoda
6 mL ACN:apa (2:1) Forma E (umeda, filtru si XRD imediat, 57-1- Filtru

umeda)
Forma F (cuptor cu vid uscat, 57-1-uscata)

Forma E convertita la forma A cand turta umeda
a formei E a fost lasata in fiola peste noapte

1 mL ACN:apa (2:1) + Forma A Liofilizare
2mL apa
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Pe baza rezultatului cristalizarii evaporative, material amorf a fost observat pentru
mostra din THF. Acest experiment a fost repetat, dar in schimb a fost observat tiparul D. Vezi
Tabelul 9.

Tabelul 9
Solvent Solvent vol, yL Tipar XRPD
THF 13380 Forma D

Cristalizarea evaporativa in solvent MeOH a generat material amorf. Acest experiment
a fost repetat la 55°C prin adaugarea a 1,5 vol metanol pentru a dizolva forma A. Apoi solutia
a fost pusa intr-un cuptor cu vid la 50°C peste noapte. XPRD a aratat ca solidul rezultat a
fost amorf. TGA/DSC a prezentat de asemenea un eveniment endotermic mic insotit de o
pierdere graduala in greutate de 2,7%. Vezi Tabelul 10.

Tabelul 10
Solvent Solvent vol, pL Tipar XRPD
MeOH 70 amorf

A fost gasita o metoda pentru a forma forma amorfa de baza libera a compusului 1 si
este descrisa dupa cum urmeaza.

Aproximativ 4 mL de acetonitril au fost combinati cu 2 mL de apa. intr-o fiol& cu
scintilatie de 20 mL, excesul de solid al compusului 1 a fost suspendat in amestec de solventi,
astfel incat solidele nu au fost complet dizolvate. Fiola cu scintilatie a fost acoperita si
sistemul a fost plasat intr-o baie de sonicare la temperatura camerei timp de 10 - 15 minute.
Suspensia a fost filtrata printr-o seringa cu filtru de 0,45 pm intr-un balon cu fund rotund de
100 mL pentru a obtine o solutie clara. Solutia a fost congelata utilizadnd o baie cu gheata
uscata/acetona si solutia congelata a fost plasaté intr-un liofilizator timp de cel putin 18 ore
pentru a obtine forma amorfa a compusului 1. XRPD a formei amorfe obtinute este prezentat
in Fig. 23. Termogramele TGA si DSC pentru baza libera amorfa a compusului 1 sunt
prezentate in FIG. 24.

4. Cristalizare evaporativa

Aproximativ 0,3 mL pana la 0,5 mL de solutie saturata de forma A in diferite sisteme
de solventi au fost evaporate la sec gi s-a efectuat analiza XRPD unde a fost posibil.
Evaporarea a fost facuta la 50°C si la presiune atmosferica (Tabelul 11). Solidul a fost foarte
mic Tn multe cazuri din cauza solubilitatii scazute. Tiparul XPRD a ramas tiparul A pentru
mostrele in MeOH la RT, acetona:apa (8:2) la RT si 50°C; baza libera cristalina scazuta a
fost observata in ACN la RT si 50°C; amorfa a fost generata in MeOH la 50°C si in THF la
50°C.

Tabelul 11
Solvent Tipar XRPD prin cristalizare evaporativa
Suspendat la 23°C Suspendat la 50°C
MeOH Forma A amorfa
EtOH putin solid putin solid

IPA putin solid putin solid



Solvent

Acetona
MeBE
EtOAC
ACN

Ciclohexan
MEK:apa(20:1)
Toluen:EtOH:apa(10:5:1)
Toluen

THF

IPAC

Acetona:apa(8:2)
THF:apa(8:2)

IPA:DMSO(8:2)
IPA:DMSO:apa(80:18:12)
IPA:DMSO:apa(70:25:5)
IPA:DMSO:apa(70:20:10)
DCM

e 2020 0988

Tipar XRPD prin cristalizare evaporativa

Suspendat la 23°C
putin solid
putin solid
putin solid

Baza libera cristalina

scazuta
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
Forma A
putin solid

putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid

Suspendat la 50°C
putin solid

putin solid

putin solid

cristalina

Baza libera

scazuta
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
amorf
putin solid
Forma A

Forma cristalind A

scazuta
putin solid
putin solid
putin solid
putin solid
N/A

Cristalizarea evaporativa a fost efectuatd in sistemul de solventi MeOH dupa
masurarea solubilitatii. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 12. Solidul a fost foarte mic in
unele cazuri din cauza solubilitatii scazute. Tiparul XRPD a ramas tiparul A pentru mostrele
in MeOH:apa (1:1) la 50°C, MeOH:apa (8:2) la RT si 50°C, si EtOAc:MeOH:apa (1:1:0,05) la
50°C; tiparul B a fost gasit in EtOH:MeOH (1:1) la 50°C; tiparul F a fost observat in
MeOAc:MeOH (1:1:0,05) la 50°C; amorfa a fost generata in EtOAc:MeOH (1:1) la 50°C si

MeOAc:MeOH(1:9) la RT si 50°C.

Tabelul 12

Solvent

MeOH:Apa (1:1)
MeOH:apa (8:2)
EtOAc:MeOH (1:1)
EtOAc:MeOH (9:1)
EtOAc:MeOH (1:9)
EtOH:MeOH (1:1)

Tipar XRPD prin cristalizare evaporativa

Suspendat la 23°C
putin solid

Forma A

putin solid

putin solid

Amorf

putin solid

Suspendat la 50°C
Forma A

Forma A

Amorf

putin solid

Amorf

Forma B
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Solvent Tipar XRPD prin cristalizare evaporativa
Suspendat la 23°C Suspendat la 50°C

EtOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol apa putin solid Forma A

MeOAc:MeOH (1:1) si 5% din vol putin solid Forma F

apa

5. Cristalizare prin racire lenta si rapida

Experimentele de racire lenta si rapida au fost efectuate pentru a studia
comportamentul polimorfic al formei A. In experimentele de réacire lenta, aproximativ 20-35
mg de forma A au fost dizolvate la 55°C in diferite sisteme de solventi si apoi racite la RT
(23°C) timp de 5 ore, si daca nu a fost observata nici o precipitare, mostrele au fost racite la
5°C timp de o ora. In experimentele de racire rapida, solutii ale formei A la 55°C au fost racite
repede pana la 0°C prin plasarea fiolei intr-o baie de apa cu gheata si daca nu a avut loc nici
0 precipitare, mostrele au fost plasate intr-un congelator la -20°C fara amestecare pentru a
fi racite in continuare.

in ambele experimente de réacire, rapida si lentd, nu s-a observat nici o precipitare n
IPA:-DMSO (7:3) si in IPA:DMSO:apa (65:30:5). Forma A nu se dizolva in 77 volume
MeOH:EtOH (3:7). Suspensia din MeOH:EtOH (3:7) a fost filtrata si analizata, ceea ce a
prezentat conversia la tiparul B. In experimentul de r&cire rapid&, s-au obtinut dou noi tipare:
tiparul G in acetona:apa (8:2) si tiparul H in MeOH:EtOAc (1:1). in experimentul de racire
lenta, tiparul solid rezultat a fost tiparul A in acetona:apa (8:2), si tiparul B in MeOH:EtOAc
(1:1). Vezi Tabelul 13.

Tabelul 13
Solvent Solvent vol  Tipar XRPD prin cristalizare prin racire
Rapida Lenta
Acetona:apa (8:2) 72 Forma G Forma A
IPA:DMSO (7:3) 14 Neprecipitat Neprecipitat
MeOH:EtOAc (1:1) 17 Forma H Forma B
IPA:DMSO:apa (65:30:5) 196 Neprecipitat Neprecipitat
MeOH:EtOH (3:7) 77 Nedizolvata Nedizolvata (suspensia a

fost tiparul B)

6. Cristalizare antisolvent

Experimentele antisolvent au fost efectuate pentru a studia suplimentar
comportamentul polimorfic al formei A. In experimentele antisolvent directe, antisolventul a
fost adaugat la o solutie de 20-25 mg de forma A dizolvata in 3 volume MeOH cu incremente
de 25 L in fiecare moment. in experimentele de aditie inversa, solutia a fost adaugata pana
la 6 volume antisolvent o data. Experimentele au fost efectuate la RT. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 14. Numai in sistemul MeOH/EtOH solidele au fost generate in
decursul experimentelor.

Tabelul 14
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Solvent |Antisolve |Cristalizare antisolvent Tipar XRPD
(3vol) nt (6vol)  pirects Inversa Direct |Invers
MeOH EtOAC Precipitat si Precipitat si N/A N/A
dizolvat rapid (nici dizolvat rapid (nici
un solid) un solid)
MeOH IPAC Suspensie Precipitat si N/A N/A
precipitata silgumat
subtire, putin
solida dupa filtrare
MeOH Acetona  |Neprecipitat Neprecipitat N/A N/A
MeOH Etanol Precipitat Gumat Forma [Forma B
B cristalina
scazuta
MeOH Apa Neprecipitat Neprecipitat N/A N/A

7. Experiment de macinare cu picaturi de solvent a tiparului A de sare

Experimentele de macinare cu picaturi de solvent au fost efectuate pentru a evalua
comportamentul polimorfic al formei A. Aproximativ 25 mg de forma A au fost cantarite in
capsula morii cu bile, apoi s-au adaugat 25 yL de solvent. Solidul a fost macinat de trei ori,
cate 30 s de fiecare data. Solidul a fost razuit de pe peretele capsulei de fiecare data pentru
a preveni efectul de turtd. Tn afard de aceasta, macinarea uscata a formei A fara solvent a
fost conceputa ca referinta. XRPD a aratat ca solidele rezultate au ramas nemodificate dupa
procesul de macinare cu picaturi de solvent cu exceptia mostrei de macinare uscate, care a
condus la o cristalinitate scazuta a formei A, aproape amorfa. Vezi Tabelul 15.

Tabelul 15

Solvent Solvent vol, gL Tipar XRPD

MeOH:apa (95:5) 25 Forma A

Acetona:apa (8:2) 25 Forma A

MeOH:MeOAc (1:1) 25 Forma A

IPAC 25 Forma cristalina A scazuta
Anisol 25 Forma A

Solid uscat fara solvent Aproape amorfa

8. Formarea sarii hemisulfat

Formarea sarii a fost efectuata prin suspendarea compusului 1, adica, baza libera
necristalina in diferiti solventi urmata de adaugarea de solutie de acid sulfuric in EtOAc. Mai
intéi, a fost preparata o solutie de acid sulfuric Tn EtOAc (concentratie aproximativ 24% din
masa). Apoi 25 pana la 30 mg de baza libera necristalina a compusului 1 au fost cantarite
intr-o fiola de 2 mL, urmate de adaugarea a 15 vol de solvent. S-a adaugat apoi numarul dorit
de echivalenti de acid sulfuric. Suspensiile au fost incalzite la 45°C si mentinute timp de 1
ora si apoi racite la RT timp de 2 ore, apoi mentinute peste noapte. Suspensia a fost filtrata
si apoi analizata prin XRPD. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 16.



Tabelul 16

Solvent

IPA

Acetonitril

MeOAc:MeOH (1:1)
EtOAc:MeOH (1:1)

MeOAc:MeOH (1:1);
5% apa

EtOAc:MeOH (1:1);

5% apa

MeOAc:MeOH (1:1);
10% apa

Acetona

THF

Etanol

IPAC

MeOAc:MeOH (1:1);
1% apa

Observatie

0,5 echiv.
acid sulfuric

suspensie
subtire si usor
gumoasa

suspensie
subtire si usor
gumoasa

Solutie*
Solutie*
Solutie*

solutie la

suspensie
Solutie*

Suspensie

Suspensie

Suspensie

suspensie
subtire si usor
gumoasa

Solutie*

1,0 echiv.
acid sulfuric

suspensie
subtire si usor
gumoasa

solutie la

suspensie

Solutie*
Solutie*
Solutie*

Solutie*
Solutie*

suspensie
subtire si usor
gumoasa

Suspensie

solutie lao

suspensie
suspensie
subtire si usor
gumoasa

Solutie*

Tipar XRPD
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0,5 echiv. acid 1,0 echiv. acid

sulfuric

FB-A
cristalinitate
scazuta

Forma A
cristalinitate
scazuta

Amorfa
Amorfa

Forma A
cristalinitate
scazuta

Forma A

Forma A

FB-A
cristalinitate
scazuta
FB-A
cristalinitate
scazuta

Forma |

FB-A

FB-A

cristalinitate
scazuta

Ccu

cu

cu

Cu

Ccu

Ccu

sulfuric

FB-A
cristalinitate
scazuta

cu

Forma D

Amorfa

Amorfa

Amorfa

Amorfa

Amorfa

Forma D

FB-A
cristalinitate
scazuta

cu

Forma D

FB-A
cristalinitate
scazuta

Amorfa

Ccu

* Nici o precipitare dupa 3-4 ore de agitare, apoi solventul a fost evaporat. FB-A se
refera la forma de baza libera cristalina a compusului 1

Hemisulfatul s-a format de asemenea in amestec MeOAc:MeOH (1:1) cu si fara apa.

O solutie de acid sulfuric in apa de 43% din masa (densitate: 1,3072 g/mL) a fost preparata
si utilizata pentru formarea hemisarii. Vezi Tabelul 17.

Tabelul 17- Formarea sarii in sistemul de solventi MeOAc:MeOH cu 0,52 echiv. solutie
de acid sulfuric in apa (40 pana la 50% din masa)



Acid
sulfuric,
echiv.

0,52

0,52

0,52

0,52

Solutie de Solvent,
acid sulfuric juL

in apa, L

19,4 578,4
18,6 555
19,8 591
18,6 555,6
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Descriere experiment Tipar XPRD
solid umed

S-au adaugat 6 volume FormaJ
MeOAc:MeOH (1:1) la RT; s-

au adaugat 0,52 echiv. acid,;

s-a obtinut solutia cu unele

specii de solide

S-a adaugat tiparul A ca
samanta.
S-a adaugat tiparul B ca
samanta
S-a mentinut 1 ora. A devenit

gros. S-a esantionat pentru
XRPD.

S-a incalzit la 50°C.

S-au adaugat 6 volume Forma A
MeOAc:MeOH (1:1) la RT.

S-au adaugat 0,52 echiv.
acid; s-a obtinut solutia cu
unele specii de solide.

S-au adaugat 0,4 vol apa in
picatura.

S-a mentinut 2 ore. A devenit
gros. S-a filtrat pentru XRPD.

S-au adaugat 6 volume Forma A
MeOAc:MeOH (1:1) la RT.

S-a incalzit la 45°C.

S-au adaugat 0,52 echiv.
acid; s-a obtinut solutia cu
unele specii de solide.

S-au adaugat 0,4 vol apa in
picatura.
S-a mentinut timp de 30
minute si s-a racit la RT timp
de 1 ora.

S-a mentinut 1 ora. A devenit
gros. S-a filtrat pentru XRPD.

S-au adaugat 6 volume Forma A
MeOAc:MeOH (1:1) la RT

S-au adaugat 0,52 echiv.
acid; s-a obtinut solutia cu
unele specii de solide.
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Acid Solutie de |Solvent, |Descriere experiment Tipar XPRD
sulfuric, acid sulfuric pL solid umed
echiv. in apa, L

S-a adaugat 1 vol apa in 2
ore.

S-a mentinut 1 ora. A devenit
gros. S-a filtrat pentru XRPD.

Formarea sarii hemisulfat a fost de asemenea efectuata prin suspendarea compusului
1 in metanol urmaté de adaugarea de solutie de acid sulfuric in apa (43% din masa apoasa).
Aproximativ 100 mg de compus 1, baza libera necristalina, au fost cantarite intr-o fiola de 4
mL, urmate de adaugarea a 6 vol solvent. S-au adaugat apoi 0,52 echivalenti de solutie de
acid sulfuric in apa (concentratie de aproximativ 43% din masa) care au condus la dizolvarea
completa la temperatura camerei. Pentru experimentul 1, s-a adaugat mai intai in picatura
un volum de apa, s-a adaugat o cantitate mica de tipar A ca seminte, apoi s-au adaugat 5
volume apa intr-o ora; pentru experimentul 2, nu s-a adaugat deloc apa, ambele tipare A si
B au fost adaugate ca seminte; pentru experimentul 3, s-au adaugat sase volume apa in 2
ore, fara seminte. Toate fiolele au fost agitate peste noapte (O/N). Suspensia a fost filtrata si
apoi analizata prin XRPD. Randamentul a fost de aproximativ 80% pentru experimentul cu
adaugarea de apa si aproximativ 60% pentru experimentul fara adaugarea de apa, conform
cu Tabelul 18.

Tabelul 18
Solvent Solvent |Acid Apa Compozitie Semint Tipar Rand
vol, uL  |sulfuric |adauga finala e XRPD amen
in apa uL ta pL adauga t
te
MeOH 572 19,2 595 MeOH:apa Forma Forma A 84%
(50:50) A
MeOH 552 18,4 fara apa MeOH:apa Forma FormaB 63%
(98,5:1,5) A+B
MeOH 577 194 600 MeOH:apa Fara Forma A 82%
(50:50) seminte

Formarea sarii hemisulfat a fost de asemenea efectuata in metanol:apa (95:5) prin
utilizarea bazei libere si a acidului sulfuric. Aproximativ 150 mg de compus 1 au fost cantarite
intr-o fiola de 4 mL si s-au adaugat 8 volume de solvent. Amestecul a fost agitat la 500 rpm
si apoi s-au adaugat 0,52 echiv. solutie de acid sulfuric in apa (concentratie aproximativa de
43% din masa). Acest amestec a fost incalzit la 45°C ceea ce a condus la dizolvarea
completa urmata de adaugarea a 0,5 volum apa, apoi a fost racit la RT si mentinut O/N. Acest
lucru a condus la o suspensie fluida. S-au adaugat apoi 3,5 vol apa si s-a filtrat. Analiza
XRPD a prezentat tiparul A. Randamentul a fost de aproximativ 84%, in conformitate cu
Tabelul 19.

Tabelul 19
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Acid <« |Compozitie . Rand
Solvent . Temperatura . @ Tipar
Solvent sulfuric | .0 2 . -~ finala ame
ML N < (incalzit |la), °C XRPD
in apa pL nt
MeOH:apa 1200 30,2 45 MeOH:apa Forma A 84%
(95:5) (63:37)

Un experiment extins pentru forma A a fost efectuat dupa cum urmeaza.

Aproximativ 1,0253 g de compus 1 au fost adaugate la un flacon de 100 mL. S-au
adaugat apoi 8 vol solvent MeOH:apa (95:5 vol) (8,2 mL) si amestecul a fost agitat la 300
rpm utilizadnd un rotor de turbina cu lama cu 4 pasi (4-PBT) cu diametrul de 3,5 cm. S-au
adaugat manual 0,52 echiv. acid sulfuric in apa (~43% din masa) (206 uL) si amestecul a
fostincalzit de la 23°C pana la 45°C timp de 10 min, ceea ce a condus la dizolvarea completa.
S-au adaugat 0,5 vol apa (0,512 mL) si solutia a fost mentinuta timp de 10 minute, racita la
23°C timp de 1 ora si mentinuta in timp ce a fost agitata peste noapte. Nu a fost observata
nici o precipitare. S-au adaugat apoi 4 vol apa timp de 1 ora si solutia a ramas clara prin
adaugarea apei la temperatura camerei. Precipitarea a inceput la scurt timp (15-30 minute)
dupa terminarea apei. O mostra a fost analizata prin XRPD care a prezentat tiparul A.
Amestecul a fost apoi racit pana la 15°C intr-o ora, mentinut timp de 3 ore in timp ce a fost
agitat, si apoi filtrat si spalat cu 2 vol MeOH:apa(1:1). XRPD al turtei umede a prezentat
tiparul A. Produsul a fost uscat peste noapte intr-un cuptor cu vid la 50°C. Se obtin 1,1143 g
sare de tipar A prin XRPD. Metanolul rezidual a fost de 0,18% din masa prin RMN. PH-ul
filtratului a fost masurat utilizand un pH-metru si a prezentat o valoare de 2,63.

9. Extinderea sarii hemisulfat

Sarea hemisulfat a fost produsa la scara de 2 grame cum s-a detaliat mai jos. Solidul
rezultat a fost forma de sare hemisulfat. Randamentul a fost de aproximativ 88%.

Aproximativ 1,9581 g de compus 1 au fost adaugate la un flacon de 100 mL. S-au
adaugat 8 vol solvent MeOH:apa (95:5 vol) (15,9 mL) si amestecul a fost agitat la 300 rpm
utilizdnd un rotor 4-PBT cu diametrul de 3,5 cm. S-au adaugat manual 0,52 echiv. de acid
sulfuric Tn apa (~43% din masa) (399 uL). Amestecul a fost incalzit de la 23°C pana la 45°C
timp de 10 min ceea ce a condus la dizolvarea completa. S-au adaugat 0,5 vol apa (0,993
mL), si solutia a fost mentinuta timp de 10 minute si racitd pana la 23°C timp de 1 ora. S-au
adaugat 4 vol apa intr-o ora si nucleatia a fost observata dupa aproximativ 45 minute de
mentinere in timp ce s-a agitat. Amestecul a fost racit la 15°C intr-o ora, mentinut timp de
aproximativ 30 minute in timp ce s-a agitat, si filtrat si spalat cu 2 vol MeOH:apa (1:1). XRPD
al turtei umede a prezentat tiparul A. Produsul a fost uscat peste noapte int-un cuptor cu vid
la 50°C. Acet lucru a dat 2,04 g (88%) tipar A de sare prin XRPD. Metanolul rezidual a fost
0,16% din masa prin RMN.

10. Procedura de extindere optimizata a sarii hemisulfat a formei A cristaline

O preparare optimizata a formei A ca sare seschihidrat hemisulfat cu si fara
insamantare este prevazuta mai jos.

Preparare de trihidrat sulfat de 1-(ciclopropilmetil)-4-(4-(chinolin-8-sulfonamido)
benzoil)piperazin-1-iu (Forma A) cu insamantare
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La un reactor de 2 L sub N2 s-au incarcat N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-
carbonil)fenil)chinolin-8-sulfonamida (5) (111,0 g, 246,4 mmol), si un solvent de proces
preamestecat de etanol (638,6 g), toluen (266,1 g) si apa (159,6 g). Suspensia a fost agitata
si incalzita peste 60°C pentru a dizolva solidele, si apoi solutia rezultata a fost racita la 50°C.
La solutie s-a adaugat o solutie apoasa de H2SO4 (2,4 M, 14,1 mL, 33,8 mmol), urmata de
trihidrat sulfat de 1-(ciclopropilmetil)-4-(4-(chinolin-8-sulfonamido) benzoil)piperazin-1-iu (6)
(1,1 g, 2,1 mmol). Dupa 1 ora de agitare, la suspensie s-a adaugat o solutie apoasa de H2SOa4
(2,4 M, 42,3 mL, 101,5 mmol) timp de 5 ore. Suspensia a fost racita la 22°C si agitata timp
de 8 ore. Solidele au fost filtrate la 22°C, spalate cu solvent de proces proaspat (2 x 175 Q)
si uscate pentru a da produsul (121,6 g) in randament izolat de 94%. LC-MS (Coloana C18
eluand 90-10 CH3CN/apa timp de 2 minute) a gasit (M+1) = 451. *H RMN (400 MHz, DMSO-
de) 6 10,45 (s, 1H), 9,11 (dd, J =4,2, 1,7 Hz, 1H), 8,50 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H), 8,41 (dd, J
= 7,3, 1,5 Hz, 1H), 8,27 (dd, J = 8,2, 1,5 Hz, 1H), 7,79 - 7,60 (m, 2H), 7,17 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 7,11 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 3,44 (d, J = 8,9 Hz, 5H), 3,03 - 2,50 (m, 6H), 0,88 (p, J = 6,3
Hz, 1H), 0,50 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 0,17 (d, J = 4,9 Hz, 2H).

Preparare de trihidrat sulfat de 1-(ciclopropilmetil)-4-(4-(chinolin-8-sulfonamido)
benzoil)piperazin-1-iu (forma A) fara insamantare

o
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La un reactor de 50 L s-au incarcat N-(4-(4-(ciclopropilmetil)piperazin-1-
carbonil)fenil)chinolin-8-sulfonamida (5) (1,20 kg, 2,66 mol) si apa (23,23 L) la 28°C. In timp
ce s-a agitat suspensia, o solutie apoasa de H2S04 (1,0 M, 261 g) a fost adaugata in picatura
timp de 2 ore. Reactia a fost agitata la 25 - 30°C timp de 24 ore. Solidele au fost filtrate si
uscate sub vid sub 30°C timp de 96 ore pentru a da produsul (1,26 kg) in randament izolat
de 90%.

11. Reproducerea si prepararea de diferite tipare

Tiparele observate in timpul experimentelor anterioare au fost reproduse pentru
caracterizare. Tiparele B, D, E, F au fost reproductibile. Tiparul G a fost reprodus la
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cristalinitate mai scazuta. Tiparul | a fost reprodus, desi, i-au lipsit cateva maxime, in

conformitate cu Tabelul 20.
Tabelul 20

Tipar
tinta

Tipar actual

Forma B |Forma B

Forma Forma A
C+A
Forma D |Forma A+D
Forma B |Forma B
Forma E |FormaE
Forma F |[Forma F
Forma G |Forma G
cristalina
scazuta
Forma H |Solid aproape
amorf.
Majoritatea
maximelor
lipsesc
Forma B |Forma B
Formal |Forma | - i
lipsesc cateva
maxime

Solvent

EtOH

IPA

ACN

EtOH:MeOH
(3:7)

ACN:apa (2:1)

N/A

ACN:apa (8:2)

MeOH:EtOAc
(1:1)

MeOH:apa
(99:1)

EtOH

Metoda

suspensie la RT

suspensie la RT

suspensie
50°C
Suspensie
55°C
Cristalizare

racire la -20°C

Obtinut

uscarea tiparului
E la 50°C si

vidand

Cristalizare
racire rapida
20°C

Cristalizare
racire rapida
20°C

Descriere

Mentine metanolul
sau etanolul. Dupa
uscare Tisi pierde
cristalinitatea

Tiparul C nu a fost
reproductibil
deoarece ar putea fi
prea instabil si s-ar
putea transforma in
tiparul A

la Tiparul D  este

anhidru

la ' S-a obtinut tiparul B

Randament foarte
scazut (5%). Instabil
dupa uscare si se
transforma in F

Ccu

prin Aproximativ 8% din
masa pierdere in
TGA care ar trebui
sa fie pe baza de
apa la RMN

cu Aproximativ 5% din

& -'masa pierdere in
TGA care ar trebui
sa fie pe baza de
apa la RMN

cu |Posibil solvat

& - cristalin foarte

scazut

Dizolvat la RT gi|S-a obtinut tiparul B.

insamantat

Ccu

tiparele A si B

Formeaza

cu baza libera sidin

sare Continut de 8,5%
masa EtOH.

acidul sulfuric n |Posibil solvat

EtOAC
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Tipar Tipar actual Solvent Metoda Descriere
tinta
Forma D [Forma D ACN Formeaza sare Tiparul D  este

cu baza libera si anhidru
acidul sulfuric in
EtOAC

FormaB

Forma B poate fi preparata prin susupendarea formei A in aproximativ 10 volume
etanol la temperatura camerei pentru un numar de zile pana cand se obtine forma B. Forma
B este de obicei uscata. Uscarea se face la 50°C sub vid. Alte metode de formare a formei
B sunt descrise mai sus, de exemplu, in Tabelele 5, 6, 12-14, 18, si 20.

Forma C

Forma C este formata ca amestec cu forma A dupa suspendarea formei A in IPA timp
de 2 zile la aproximativ 23°C. Vezi de exemplu, Tabelul 5. Maximele XRPD pentru forma C
sunt obtinute scazandu-le din maximele formei A.

Forma D

Forma D este formata prin adaugarea a 15 vol acetonitril si apoi a 0,52 echiv. acid
sulfuric la compusul 1 si incalzind amestecul pana la 50°C. Amestecul este apoi mentinut la
50°C timp de 30 minute si racit la RT. Produsul rezultant, forma D, este apoi filtrat si uscat.
intr-o alternativa, forma A poate fi suspendata in IPA sau acetonitril la mai mult de 50°C timp
de cel putin 2 zile pentru a se transforma in forma D. Cea din urma metoda nu a fost atat de
robusta ca prima procedura in care este utilizata baza libera. Metode suplimentare sunt
descrise mai sus, de exemplu, in Tabelele 5, 6, 9, 16, si 20.

FormaE

Forma E poate fi preparata prin adaugarea a 24 volume acetonitril:apa (2:1) la forma
A si incalzind amestecul pana la 50°C pentru a dizolva materialul. Solutia este apoi racita la
-20°C si lasata peste noapte. Produsul rezultant, forma E, este apoi filtrat. Vezi de exemplu,
Tabelul 8 si 20.

Forma F

Forma F poate fi preparata prin uscarea formei E la 50°C sub vid. Vezi de exemplu,
Tabelul 20. Metode suplimentare sunt descrise mai sus, de exemplu, in Tabelele 8 si 12.

Forma G

Forma G poate fi preparata prin adaugarea a 72 volume acetonitril: apa (8:2) la forma
A si apoi incalzind amestecul pana la 50°C pentru a dizolva solidele. Solutia este apoi racita
rapid la -20°C si lasata peste noapte pentru a produce forma G. Vezi de exemplu, Tabelul
20. Metode suplimentare sunt descrise mai sus, de exemplu, in Tabelul 13.

FormaH

Forma H poate fi preparata prin dizolvarea formei A in 40 volume MeOH:EtOAc (1:1)
la 50°C, si apoi plasarea solutiei in gheata pentru a raci solutia si apoi racind solutia la -20°C.
Precipitatul rezultat, forma H, este apoi filtrat si analizat ca turta umeda. Vezi de exemplu,
Tabelul 20. Reproducerea tiparului H a condus la un solid asemanator amorf care nu are
maximele formei H. Metode suplimentare sunt descrise mai sus, de exemplu, in Tabelul 13.



e 2020 0988

Formal

Forma | este un posibil solvat care poate fi preparat prin adaugarea a 15 volume de
etanol la compusul 1 si incalzirea amestecului pana la 45°C pentru a obtine o suspensie. Se
adauga apoi 0,52 echiv. acid sulfuric in EtOAc si amestecul este {inut timp de 1 ora apoi racit
la temperatura camerei in 2 ore, mentinut timp de 1 ora si filtrat. Produsul, forma |, este apoi
uscat la 50°C si vid. Vezi de exemplu, Tabelele 16 si 20.

FormaJ

Forma J poate fi formata prin adaugarea compusului 1 si a 6 volume MeOAc:MeOH
(1:1) la temperatura camerei. Se adauga apoi 0,52 echiv. de acid sulfuric diluat pana la 43%
din masa in apa. Suspensia este apoi incalzita la 60°C pentru a dizolva amestecul, si solutia
este racita la RT si filtrata. Forma J a fost obtinuta ca turtd umeda, care se transforma in
forma A dupa uscare. Vezi de exemplu, Tabelul 17.

Forma de baza libera cristalina a compusului 1

Forma de baza libera cristalina a compusului 1 poate fi preparata prin urmatoarea
metoda.

_ aHc o
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14,8 kg S-1 si 120 kg DMAc sunt incarcate intr-un balon cu fund rotund sub protectie
de N2 si reactia este agitata la 30°C sub protectie de N2 timp de 40min, pentru a obtine o
solutie galbena clara. Se adauga 7,5 kg CDI (1,02 echiv.) si reactia este agitata la 30°C timp
de 2,5 ore sub protectie de N2. S-au adaugat 0,6 kg de CDI (0,08 echiv.) la 30°C si amestecul
a fost agitat la 30°C timp de 2 ore sub protectie de N2. Reactia a fost testata din nou pentru
consumul de material. S-au Tincarcat 11,0 kg (1,14 echiv.) de clorura de 1-
(ciclopropilmetil)piperazina in balonul cu fund rotund la 30°C si reactia a fost agitata sub
protectie de N2 timp de 6 ore (solutie clara). S-a adaugat 7,5 X H20 in picatura timp de 2 ore,
s-au format unele solide si reactia a fost agitata timp de 1 ora la 30°C. S-a adaugat 16,8 X
H20 timp de 2,5 ore si reactia a fost agitata timp de 2,5 ore. S-au adaugat 3,8 kg (0,25 X)
NaOH (30%, g/g, 0,6 echiv.) si reactia a fost agitata timp de 3 ore la 30°C. Reactia a fost
filtrata si turta umeda a fost clatita cu H2O/DMAc=44 kg/15 kg. S-au obtinut 23,35 kg de turta
umeda (KF: 4%). Mostra a fost recristalizata prin adaugarea a 10,0 X DMACc si agitata timp
de 1 ora la 70°C, solutie clara; s-au adaugat 4,7 X H20 timp de 2 ore la 70°C si reactia a fost
agitata 2 ore la 70°C; s-au adaugat 12,8 X H20 in picatura timp de 3 ore si s-a agitat timp de
2 ore la 70°C; reactia a fost ajustata pana la 30°C timp de 5 ore si agitata timp de 2 ore la
30°C; reactia a fost filtrata si turta umeda a fost clatita cu DMAc/H20=15 kg/29 kg si 150 kg
H20. S-au obtinut 19,2 kg de turta umeda. Materialul a fost recristalizat din nou dupa cum
urmeaza. La turta umeda s-au adaugat 10,0 X DMACc si reactia a fost agitata timp de 1 ora la
70°C, solutie clara. S-au adaugat 16,4 X H20 in picatura la 70°C si reactia a fost agitata timp
de 2 ore la 70°C. Reactia a fost ajustata pana la 30°C timp de 5,5 ore si agitata timp de 2 ore
la 30°C. Reactia a fost centrifugata si s-au obtinut 21,75 kg de turta umeda. Materialul a fost
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uscat sub vid la 70°C timp de 25 ore. S-au obtinut 16,55 kg de forma de baza libera cristalina
a compusului 1. Puritate de 99,6%.

12. Solubilitatea in apa si fluid simulat

Solubilitatea tiparelor A, B si D a fost masurata in apa. Solidele au fost suspendate in
fluide timp de doua zile si la 37°C. Supernatantul a fost filtrat cu seringa si utilizat pentru
analiza HPLC. Pentru tiparele A si D masurarea solubilitatii a fost repetata si mostra a fost
luata dupa 1 ora de suspensie. A fost dezvoltata o curba de calibrare utilizand tiparul A.
Aceasta nu a fost corect testata si prin urmare valorile de solubilitate sunt pe baza sarii hemi-
sulfat, seschi-hidrat.

Ambele tipare B si D au fost convertite la tiparul A dupa doua zile de suspensie. Tiparul
D a fost de asemenea convertit la tiparul A intr-o ora de suspensie in fluid gastric simulat in
stare de infometare (FaSSGF) sau apa. Numai in cazul fluidului intestinal simulat in stare de
infometare (FaSSIF), tiparele A si B au fost disproportionate fata de baza libera cristalina
dupa doua zile de suspensie si au prezentat solubilitate mai scazuta. Tiparul D, totusi, nu a
fost disproportionat in FaSSIF si in schimb s-a convertit in tiparul D. Solubilitatea in apa si
fluidul simulat al celor trei tipare nu au fost diferite semnificativ. Acest lucru ar putea fi datorita
conversiei tiparelor B si D la tiparul A. Datele despre solubilitate si tiparele XRPD rezultate
dupa masurare sunt raportate in Tabelul 21.

Tabelul 21- Solubilitate in fluidele simulate la 37°C

Tipar Solubilitate mg solid/mL Tipar Timp _

solvent suspensie
Apa A 2,69 A 2 zile
Apa B 3,02 A 2 zile
Apa D 2,71 A 2 zile
FaSSIF A 0,24 FB 2 zile
FaSSIF B 0,20 FB 2 zile
FaSSIF D 3,49 A 2 zile
FasSGF 6,80 L”esrit'g'zr;gced;Rpéo"d 2 zile
FaSSGF B 6,53 A 2 zile
FaSSGF D 5,94 A 2 zile
Apa A 3,05 A 1 ore
FaSSGF A 7,07 A 1 ore
Apa D 2,62 A 1 ore
FaSSGF D 5,43 A 1 ore
FB inseamna baza libera cristalina a compusului 1.

13. Suspensie competitiva

Patru solventi diferiti au fost utilizati pentru experimentele de suspensie competitiva.
Patru sisteme de solventi au fost selectate pentru suspensia competitiva la doua temperaturi
diferite. Solventii au fost acetona, acetona:apa (9:1), IPA si MeOH:apa (95:5) si temperaturile
au fost de 23°C si 50°C. Toti solventii au fost initial saturati prin suspendarea tiparului A la
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temperaturile tinta timp de aproximativ 2 ore, apoi barele de agitare au fost indepartate gi
fiola a fost tinuta la temperatura tinta permitdnd sedimentarea solidului. Apoi supernatantul
saturat a fost transferat in fiole goale noi care au fost deja incalzite la temperaturile tinta pe
o placa fierbinte. Apoi 5-10 mg din fiecare din tiparele A, B si D au fost adaugate la aceste
solutii saturate. Amestecul solid a fost suspendat utilizadnd bara de agitare si prima mostra a
fost luata dupa 2 zile de suspensie. A doua mostra a fost luata dupa 1 saptamana. Tiparul A
a fost stabil in solventii care au continut apa. Tiparul D a fost stabil in sistemele anhidre in
special la temperaturi mai ridicate. Se pare ca tiparul D care este solid anhidru este cel mai
stabil solid cand sunt utilizati solventi organici anhidri. Vezi Tabelul 22.

Tabelul 22

Solvent Tipar initial Tipar XPRD - 2 zile Tipar XPRD - 1
saptamana
RT |50°C RT 50°C
Acetona A+B+ D A+D D A+D D
Acetona:apa (9:1) A+B+D A A A A
IPA A+B+ D D D D D
MeOH:apa (95:5) A+B+D A Mostra insuficienta A

pentru XRPD

14. Studiu de stabilitate

Nu a fost observata nici o degradare in studiul de stabilitate al formei A in urmatoarele
trei conditii: o luna sub 40+2°C/75+5% RH, trei luni sub 25+2°C /60+5% RH, trei luni la
30+2°C/65+5% RH, trei luni sub 40+2°C/75% RH, douasprezece luni sub 25+2°C/60£5% RH.

15. Compozitie exemplificativa a tabletei

Forma A a fost formulata intr-o tableta fie prin comprimarea directa a formularii
amestecate direct sau fie printr-un proces de granulare uscata sau de granulare umeda. Pot
fi adaugati si alti excipienti, cum ar fi lianti, si/sau surfactanti, si flme de acoperire pentru a
ajuta la integritatea tabletei, mascarea gustului si estetica. O compozitie exemplificativa a
tabletei este dupa cum urmeaza:

Componenta % g/g din componenta
Forma A 11,70%

Celuloza microcristalina NF 60,18%

Manitol 23,12%

Croscarmeloza de sodiu 3,00%

Fumarat Stearil de Sodiu 2,00%

% Total 100,00%

15. Rezumatul caracterizarii
i). Forma A

XRPD pentru Forma A este prezentat de catre FIG. 1 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 23.
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Tabelul 23

Unghi 2-6 Distanta d (A°) In&ltime (numar) Int. rel.
4,9 17,8305 40 0,28%
9,9 8,9545 9363 66,02%
11,0 8,02613 2418 17,05%
11,4 7,7313 4177 29,45%
11,7 7,56421 3209 22,63%
12,3 7,16163 635 4,48%
12,8 6,93632 2500 17,63%
13,6 6,51539 2286 16,12%
13,9 6,38771 1644 11,59%
14,2 6,23136 3520 24,82%
15,0 5,88897 5689 40,11%
15,3 5,78752 4085 28,80%
15,8 5,60806 12313 86,82%
17,1 5,17018 7400 52,18%
17,4 5,07818 2144 15,12%
17,7 4,99463 4146 29,23%
18,8 4,71113 2437 17,18%
19,1 4,63884 1177 8,30%
19,8 4,49007 3657 25,79%
21,3 4,17694 6577 46,38%
21,9 4,04794 6503 45,85%
22,6 3,92853 14182 100,00%
23,0 3,86945 1915 13,50%
23,2 3,82274 2764 19,49%
23,5 3,78695 4288 30,24%
23,8 3,73813 2177 15,35%
24,1 3,68699 1723 12,15%
24,5 3,63374 2387 16,83%
25,3 3,51767 3957 27,90%
25,6 3,47637 2258 15,92%
26,1 3,41137 1463 10,32%
27,1 3,28258 3975 28,03%
28,1 3,17265 2581 18,20%

29,8 3,00049 2969 20,93%
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TGA aformei A a prezentat aproximativ 4,5% pierdere in greutate pana la 180°C. Vezi
FIG. 2. Continutul de apa conform Karl Fisher a fost de aproximativ 5,3%. Doua evenimente
termice au fost observate in termograma DSC cu primul maxim la 159,9°C si cel de al doilea
maxim la 199,1°C. Vezi FIG. 3. Primul maxim a prezentat de asemenea un umar. Sorbtia
dinamica a vaporilor formei A de sare la 25°C a aratat ca solidul preia aproximativ 1,3% din
umezeald, si de la 2% péana la 95% din umiditatea relativa. Vezi FIG. 4. DVS a prezentat o
pierdere rapida in greutate la umiditate mai mica de 10% care a fost reversibila dupa ciclul
de sorbtie. O izoterma DVS luata la 40°C a fost in mod esential aceeasi cu cea de la 25°C.
XRPD au ramas nemodificate dupa DVS la ambele temperaturi. Testul de umiditate a fost
efectuat pe forma A cu expunere la 11%, 48%, si 75% umiditate relativa la 40°C timp de 2
saptamani urmata de analiza XRPD. XRPD au ramas nemodificate dupa testul de doua
saptamani. Vezi FIG. 5. Datele cristalografice pentru forma A sunt dupa cum urmeaza:

Formula empirica: CasHeNsO13S3
Formula greutate: 1053,22
Temperatura: 173(2) K
Lungime de unda: 1,54178 A
Sistem cristalin, grup spatial: monoclinic, C 2/c
Dimensiuni celula unitara:
a =3,0748(5) A
b =10,2638(4) A
c =36,1371(12) A
a =90 grade.
B =97,340(3) grade.
y =90 grade.
Volum: 4809,8(3) A3
Z=4
Densitate calculata: 1,454 Mg/m?3
Coeficient de absorbtie: 2,046 mm-*
F(000): 2224
Dimensiune cristal: 0,171 x 0,156 x 0,061 mm3
Interval teta pentru colectia datelor: 2,47 pana la 72,03°.
Indici limitativi:

e 15<h<16
o 12<k=<12
e 43<1<44

Reflexii colectate/unice: 16676 / 4532 [R(int) = 0,0767] Completitudine: 95,6%.

Metoda rafinare: cele mai mici patrate cu matrice completd pe F? Date/restrictii/parametri:
4532/0/336 capacitatea potrivirii pe F?: 1,096

ii). Forma B
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XRPD pentru forma B este prezentat de catre FIG. 6 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 24.

Tabelul 24

Unghi 2-6 Distanta d (A°) In&ltime (numaér) Int. rel.
7,0 12,57535 1083 8,57%
7,8 11,27583 1748 13,83%
9,9 8,89921 10912 86,36%
10,6 8,33283 3619 28,64%
11,7 7,55341 2313 18,31%
12,7 6,95632 7739 61,25%
13,1 6,7694 1609 12,73%
13,5 6,53423 2490 19,71%
13,9 6,38636 3216 25,45%
14,6 6,06413 3446 27,27%
14,9 5,94981 2751 21,77%
15,3 5,79313 2471 19,56%
15,7 5,62485 4393 34,77%
16,1 5,51086 1536 12,16%
16,9 5,2332 7462 59,06%
17,6 5,02985 2722 21,54%
19,3 4,60381 2787 22,06%
19,7 4,50087 2503 19,81%
20,7 4,29561 2454 19,42%
21,2 4,18049 1540 12,19%
22,0 4,03572 8193 64,84%
22,5 3,95619 12635 100,00%
23,3 3,81776 1530 12,11%
24,0 3,70488 985 7,80%
24,7 3,60111 2053 16,25%
25,1 3,54205 2015 15,95%
25,7 3,46451 521 4,12%
26,1 3,41725 1020 8,07%
27,2 3,27757 1417 11,21%
27,6 3,23088 3271 25,89%
28,4 3,1406 1887 14,93%
29,3 3,04578 1720 13,61%

29,8 2,99111 750 5,94%
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Forma B tinde sa mentina substantial cantitatea de solvent. Totusi, datele TGA nu
corespund cu datele RMN pentru solventul organic, ceea ce ar putea fi din cauza naturii
higroscopice a formei B. Vezi de exemplu, FIG. 7. DVS a formei B a aratat ca solidul preia
aproximativ 14% din umezeala, si intre 2% si 95% din umiditatea relativa.

iv). Forma D

XRPD pentru forma D este prezentat de catre FIG. 9 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 26.

Tabelul 26

Unghi 2-6 Distanta d (A°) In&ltime (numar) Int. rel.
5,8 15,28058 4971 70,74%
10,0 8,87509 4389 62,46%
10,2 8,65751 6043 86,00%
11,3 7,82263 2566 36,52%
11,5 7,66971 749 10,66%
12,2 7,27684 3233 46,01%
13,6 6,51388 2448 34,84%
14,1 6,28225 1365 19,43%
14,7 6,01924 2881 41,00%
15,4 5,74733 250 3,56%
16,0 5,52579 1652 23,51%
17,3 5,13037 3250 46,25%
17,6 5,03792 3136 44,63%
19,3 4,59918 5083 72,34%
20,0 4,42807 1495 21,28%
20,8 4,26377 1928 27,44%
22,1 4,01598 1363 19,40%
22,9 3,88059 4961 70,60%
23,3 3,81849 7027 100,00%
23,6 3,76707 3176 45,20%
24,4 3,6518 1755 24,98%
25,2 3,52644 4136 58,86%
26,4 3,37296 1305 18,57%
27,4 3,25211 610 8,68%
28,3 3,15078 553 7,87%

29,6 3,01482 615 8,75%
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Forma D a fost determinata ca fiind anhidra cu un maxim de topire la 239°C. Vezi de
exemplu, FIG. 9. A fost efectuat DVS al tiparului D si solidul a preluat aproximativ 2% din
umezeala, si de la 2% pana la 95% din umiditatea relativa. Vezi FIG. 10. Tiparul XRPD a
ramas nemodificat dupa DVS si expunerea de 0 saptamana la 75% umiditate relativa la 40°C,
si de asemenea nu si-a modificat forma.

v). Forma E

XRPD pentru forma E este prezentat de catre FIG. 11 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 27.

Tabelul 27

Unghi 2-6 Distanta d (A°) In&ltime (numar) Int. rel.
4,6 19,33569 1738,68 42,25%
9,0 9,8034 4115,26 100,00%
9,9 8,90634 170,17 4,14%
11,0 8,05091 182,67 4,44%
13,5 6,56847 2221,93 53,99%
15,1 5,86939 909,83 22,11%
15,8 5,59154 280,55 6,82%
18,5 4,78855 309,99 7,53%
19,8 4,48316 260,12 6,32%
20,4 4,34963 461,71 11,22%
21,7 4,09107 862,85 20,97%
22,5 3,94718 1259,97 30,62%
28,1 3,1714 143,14 3,48%

vi). Forma F

XRPD pentru forma F este prezentat de catre FIG. 12 gi listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 28. O combinatie TGA si DSC este prezentata de catre FIG. 13.

Tabelul 28

Unghi 2-6 Distanta d (A°) Inaltime (numér) Int. rel.
50 17,63127 3501,15 68,88%
9,9 8,953 5083,17 100,00%
11,1 7,95783 175,54 3,45%
14,7 6,02129 1144,71 22,52%
16,5 5,3774 319,64 6,29%
19,6 4,52559 557,84 10,97%
21,6 4,11341 625,78 12,31%
22,8 3,89996 383,12 7,54%

24,4 3,64257 313,08 6,16%
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XRPD pentru forma G este prezentat de catre FIG. 14 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 29. O combinatie TGA si DSC este prezentata de catre FIG. 15.

Tabelul 29

Unghi 2-6
4,7
9,4
11,0
13,3
14,1
15,9
16,2
18,9
21,1
21,2
22,8
23,8
26,7
28,5

viii). Forma H

Distanta d (A°)
18,70556
9,36302
8,02324
6,67148
6,2664
5,58681
5,46454
4,69155
4,20095
4,17959
3,89083
3,74261
3,3332
3,12882

In&ltime (numaér)
1242,62
2094,33
393,11
95,37
1061,57
287,25
135,26
302,27
210,62
623,95
287,75
339,41
36,96
200,93

Int. rel.
59,33%
100,00%
18,77%
4,55%
50,69%
13,72%
6,46%
14,43%
10,06%
29,79%
13,74%
16,21%
1,76%
9,59%

XRPD pentru forma H este prezentat de catre FIG. 16 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 30.

Tabelul 30

Unghi 2-6
4,6
54
7,4
9,2
10,3
111
13,5
13,8
14,9
16,9
17,6

Distants d (A°)
19,00577
16,21955
11,92606
9,58199
8,60629
7,96834
6,53326
6,3908
5,02137
5,24557
5,03079

Inaltime (numér)
2892,58
656,39
1637,2
2031,32
244,93
1041,86
1064,3
495,71
1640,91
238,8
330,16

Int. rel.
100,00%
22,69%
56,60%
70,23%
8,47%
36,02%
36,79%
17,14%
56,73%
8,26%
11,41%
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Unghi 2-6 Distanta d (A°) Inaltime (numar) Int. rel.
18,4 4,82818 764,47 26,43%
19,5 4,55426 201,62 6,97%
20,7 4,28199 421,57 14,57%
22,3 3,98173 914,58 31,62%
22,9 3,88793 641,59 22,18%
23,4 3,80422 445,25 15,39%
24,1 3,68517 219,37 7,58%
24.8 3,58024 766,52 26,50%
26,5 3,36223 292,29 10,10%
27,2 3,27175 129,95 4,49%
29,5 3,0237 272,48 9,42%
ixX). Formal

XRPD pentru forma | este prezentat de catre FIG. 17 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 31. O combinatie TGA si DSC este prezentata de catre FIG. 18.
Analiza RMN a dezvaluit prezenta a aproximativ 4,6% EtOH, ceea ce indica un posibil solvat.

Tabelul 31

Unghi 2-6 Distanta d (A°) Inaltime (numar) Int. rel.
6,7 13,16055 3581,49 96,93%
7,7 11,44901 740,16 20,03%
9,5 9,319 1710,55 46,29%
9,9 8,97128 3519,19 95,24%
10,5 8,45555 1052,24 28,48%
11,6 7,61244 855,25 23,15%
12,6 7,01279 1799,14 48,69%
13,4 6,60237 1385,62 37,50%
13,8 6,43395 850,03 23,00%
14,3 6,19667 516,23 13,97%
15,2 5,8277 722,04 19,54%
15,8 5,59406 1926,11 52,13%
16,8 5,26642 1316,92 35,64%
17,2 5,1627 745,55 20,18%
19,0 4,65907 716,28 19,39%
19,7 4,50851 3694,98 100,00%
20,5 4,32796 526,56 14,25%

20,9 4,25526 540,88 14,64%
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Unghi 2-6 Distanta d (A°) Inaltime (numar) Int. rel.
21,9 4,05301 2830,08 76,59%
22,3 3,97817 2205,69 59,69%
23,9 3,71963 1226,09 33,18%
24,6 3,61051 976,08 26,42%
25,5 3,48946 531,17 14,38%
26,0 3,42073 440,36 11,92%
27,5 3,24167 511,68 13,85%
28,3 3,15203 747,77 20,24%
29,3 3,0427 455,27 12,32%
x). FormaJ

XRPD pentru forma J este prezentat de catre FIG. 19 si listele maximelor sunt
prezentate in Tabelul 32.

Tabelul 32
Unghi 2-6 Distanta d (A°) Inaltime (numar) Int. rel.
12,4 7,14209 722,37 100,00%
13,2 6,69075 254,54 35,24%
14,6 6,06522 348,12 48,19%
15,7 5,64077 168,89 23,38%
20,4 4,34313 213,59 29,57%
22,0 4,0429 79,01 10,94%
23,3 3,8076 179,4 24,83%
23,7 3,74601 213,97 29,62%
28,0 3,18475 87,25 12,08%

xi). Baza libera cristalina a compusului 1

XRPD pentru forma de baza libera cristalina a compusului 1 este prezentat de catre
FIG. 25 si listele maximelor sunt prezentate in Tabelul 33.

Tabelul 33
Unghi 2-6 Distanta d (A°) Intensitate rel. (%)
6,9 12,8 46,1
10,6 8,4 1,9
12,1 7,3 0,8
13,5 6,5 100

14,3 6,2 2,2
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Unghi 2-6 Distanta d (A°) Intensitate rel. (%)
15,7 5,6 10,3
15,9 5,6 10,1
17,3 51 59
17,9 4,9 2,9
19,8 4,5 32,6
20,3 4.4 44,0
21,0 4,2 3,0
21,7 4,1 2,8
22,2 4,0 1,0
23,6 3,8 13,5
24,0 3,7 7,8
24,8 3,6 10,6
25,7 3,5 23,1
26,0 3,4 2,2
26,7 3,3 1,7
27,1 3,3 2,9
27,6 3,2 0,6
28,4 3,1 4,0
29,7 3,0 9,7
30,6 2,9 3,3
31,0 2,9 0,7
31,5 2,8 1,4
32,1 2,8 5,8
33,9 2,6 2,2
35,6 2,5 0,4
36,3 2,5 0,7
37,1 2,4 0,8
39,0 2,3 0,6
39,5 2,3 2,9

Evaluare farmacocinetica
Metode:

Doza unica in suspensie utilizand forma A cristalina micronizata si nemicronizata, si
baza libera cristalind a compusului 1 au fost administrate unui sobolan Sprague-Dawley
mascul la 200 mg/kg. Probele de sange au fost colectate in prezenta K2EDTA, si au fost
centrifugate pentru a obtine plasma. Plasma a fost apoi analizata pentru acesti compusi prin
LC/MS.
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Prepararea articolului de test pentru dozarea de suspensie |la sobolani:

Toate animalele implicate in programul de dozare au fost cantarite si li s-au atribuit
numere. Toate formularile de suspensie au fost proaspat facute inainte de utilizare. Fiecare
solutie a fost preparata la 40 mg/mL in 0,5% solutie de metil-celuloza in apa. Tuburile au fost
vortexate timp de 2 min si sonicate timp de 30 min pentru a obtine 0 suspensie omogena
alba.

Toate animalele (n=6/ grup) au fost dozate oral intr-un volum de 5 mL/kg. Dupa
dozare, fiecare sobolan a fost sdngerat la fiecare din momentele de timp desemnate. Probele
de sange au fost colectate din vena cozii. Alicotele de sange (150 pl) au fost colectate in
tuburi acoperite cu K2EDTA, amestecate usor si apoi tinute pe gheata si centrifugate la 2.000
g pentru 5 minute la 4°C, intr-o serie de 15 min. Stratul de plasma a fost colectat si mentinut
congelat la -70°C pana la procesarea ulterioara.

Metode bioanalitice

A fost efectuata cuantificarea bioanalitica utilizand HPLC/spectrometrie de masa tripla
cvadrupla (HPLC-MS). Concentratiile de plasma si T1/2 au fost calculate gi raportate.

Test de plasma:

O solutie standard de 1 mg/mL in DMSO: metanol (20:80, v/v) a fost diluata de 50 ori
si ulterior diluata serial in 50% metanol apa. Alicotele (10 pl) dilutiilor seriale au fost
amestecate cu 190 ul plasma de control pentru utilizare ca o curba standard. Mostrele de
plasma (50 ul) si mostrele standard (nediluate) au fost diluate 10x cu acetonitril racit cu
gheata continand 40 ng/ml dexametazona ca standard intern. Mostrele precipitate cu
acetonitril si standardele au fost vortexate la 5 g pentru 2 min (vortex IKA), apoi centrifugate
la 5000 g pentru 10 min.

Pentru mostrele standard diluate de 10 ori: a fost adaugata o alicota a mostrei de 5
ML cu 45 uL plasma de control pentru a obtine mostrele diluate. Daca a fost necesara o
mostra standard diluata de 50 ori: a fost adaugata o alicota a mostrei diluate de 10 ori de 10
ML cu 40 pL de plasma martor pentru a obtine mostrele diluate finale. Apoi, procedura de
exactitate pentru mostrele diluate a fost aceeasi ca pentru mostrele nediluate.

Mostrele si standardele (10 ul) au fost injectate in sistemul LC-MS, cum s-a descris
mai jos. Concentratiile solutiilor de dozare au fost raportate in mg/mL.

Analiza LC-MS:

LC: 7,5 pl din fiecarei mostra si standard au fost injectati pe o coloana Waters BEH
C18 (2,1x50 mm, 1,7 ym, mentinuta la 60°C) la 0,6 mL/min printr-un UPLC. Coloana a fost
echilibrata la 10% acetonitril. Compusii au fost eluati cu un gradient pana la 95% acetonitril.
Toate fazele mobile au continut 0,025% (v/v) acid formic cu 1 mM acetat de amoniu.

Tabelul 34. Conditii de eluare cromatografica.

Timp (min) Faza mobila B (%)
Initiala 10
0,20 10
0,60 95
1,10 95

1,15 10



e 2020 0988

Timp (min) Faza mobila B (%)
1,50 10

MS: Coloana de eluent n a fost analizata prin ionizare prin electropulverizare intr-un
sistem de spectrometrie de masa triplu cvadruplu. Compozitia eluentului a fost analizata
pentru specificitatile perechii de ioni la standardul intern gi respectivul analit.

Analize farmacocinetice

Mostrele experimentale au fost comparate cu mostrele curbei standard pentru a
determina concentratiile de compus. Concentratiile medii de compus (in ng/mL % deviatie
standard) au fost raportate pentru fiecare moment de timp. Limita de detectie (LLOQ) a fost
raportata ca cea mai scazuta mostra a curbei standard care a demonstrat o deviatie mai mica
de 20% din concentratia nominala. Analiza PK a fost efectuata in Phoenix Winnonlin; Cmax a
fost determinata ca concentratia medie maxima observata la un punct dat, la care aria de
sub curba (AUC) a fost raportata pentru to la tuiim ore.

Asa cum se arata in FIG. 22 si Tabelul 35, s-a aratat ca forma A cristalina
(micronizata) si forma A cristalina (nemicronizata) sunt mai solubile in tampon fosfat pH7,4
in comparatie cu baza liberd cristalina a compusului 1. Cand profilurile concentratie
plasmatica-timp si parametrii farmacocinetici ai formei A cristaline (micronizata si
nemicronizata) au fost comparate cu baza libera cristalina a compusului 1 dupa dozarea orala
ca suspensie la sobolanii Sprague-Dawley masculi infometati, AUC si Cmax au fost
semnificativ diferite. Formele A cristaline micronizata si nemicronizata au prezentat AUC-uri
de 3,8 si 2,7 ori mai ridicate in comparatie cu baza libera cristalina a compusului 1 respectiv.
in mod similar, formele A cristaline micronizata si nemicronizata au prezentat Cmax de 2 si 1,6
ori mai ridicate in comparatie cu baza liberé cristalind a compusului 1 respectiv. in contrast,
nici o diferenta semnificativd nu a putut fi observata intre formele micronizata si
nemicronizata ale formei A cristaline.

Tabelul 35: Rezumatul caracterizéarii compusilor utilizati in studiul farmacocinetic

Materiale PSD

Forma cristalina A (micronizata) D90: 10/ D50=4,6 / D10=1
Forma cristalina A (nemicronizata) D90=71/D50= 32,6 / D10 =11,55
Baza libera cristalina a compusului 1 D90= 521/ D50=206/ D10 =32

Tabelul 36: Parametrii farmacocinetici dupa administrarea PO la sobolanii Sprague-Dawley

Forma compus Forma cristalina A Forma cristalina A Baza libera cristalina

(micronizata) (nemicronizata) a compusului 1
Doza orala 200 200 200
(mg/kg)*
Cmax (ng/mL) 36700 + 6800 29800 £ 5300 17900 + 3600
AUCo-ultim 478000 = 87900 355900 + 82900 124800 + 85800
(ng/h/mL)

*Doza prezinta echivalenta cu forma de baza libera a compusului 1.
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in timp ce a fost descris un numér de realizari, domeniul inventiei este definit prin
revendicarile anexate, si nu prin realizarile specifice care au fost reprezentate cu titlu de
exemplu. In afard de cazul cand este altfel definit, toti termenii tehnici si stiintifici utilizati aici
sunt in conformitate cu intelesul lor cunoscut in mod obignuit de catre o persoana calificata
in domeniu.



