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3 (57) Abstract: Acrording to the prosent invention there is provided an immediata relests pharmacentical formalation compris-

“=w ing, w sctive ingredient, a compovnd of formula (T), wherein R; represents C?1-28191 alkyl substitoted by ane or more fluom

- substinients;R, represents hydrogen, hydroxy, meihoxy or ethoxy; andn represents 0, 1 ar 2:0r a pharmaceatically acceptable salt
thereof; and a pharmacentically acceptable diluent or carrier, provided that when the sctive ingredient is other than i the form of a

o salt the formnlation doas not solely contain:~ s solution of one active ingredient and water a solution of ons active ingredisnt and
dimethylmilphoxide; cr= = solution of one active ingredient in & mixture of ethanol : PBG 660 12-hydroxy stearats : waler 5:5:90;
such formnlations baing of use for the treatment of a cardiovascular disorder.
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provides for the delivery of particular pharmaceuticals, to the manufacture of such a
formmlation, and to the use of such a formulation in the treatment or prevention of
5 thrombosis.

It is often desirable to formulate pharmaceutically active compounds for immediate
release following oral and/or parenteral administration with a view to providing a sufficient
concentration of drug in plasma within the time-frame required to give rise to a desired
therapeutic response.

10 Jmmediate release may be particularly desirable in cases where, for example, a rapid
thexapeatic response is required (for example in the treatment of acute problems), or, in the
case of parenteral administration, whea peroral delivary to the gastrointestinal tract ia
incapable of providing sufficient systemic uptake within the required time-frame.

In the case of the treatment or prophylaxis of thrombosis, immediate release

15 formulations may be necessary to ensure that a sufficient amonnt of drug is provided in
plasma within a relatively short period of time to enable quick onset of action. Immediate
release formulations are also typically simpler to develop than modified release
formulations, and may also provide more flexibility in relation to the variation of doses that
are to be administered to patients. Immediate release formulations are superior when

20 multiple doses are not required and where it is not necessary to keep the plasma

concentration at a constant level for an extended time.

International Patent Application No. PCT/SED1/02657 (WO 02/44145, exrliest
priority date 01 December 2000, filed 30 November 2001, published 06 June 2002)
discloses a number of compounds that are, or are metabolised to compounds which are,
25 competitive inhibitors of trypsin-like proteases, such as thrombin. The following three
compounda are amongst those that are specificelly disclosed:

(2) Ph(3-CI)5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe):
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H,
HO. /’dc :
N H N,
cl OCHF,

which compound is referred to hereinafter as Compound A;
(b) Ph(3-Cl)(5-OCHF2 )~ R)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe):

Hy
E —0
HO NC " )
?’ NH,
Ci OCHF,

which compound is referred to hereinsfter as Compound B; and
(c) Ph(3-CD(5-OCH;CHaF){R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe):

| P
HO I
5:" "v@im,
| cl OCH,CH,F

which compound is referred to hereinafter as Compound C.

The methoxyamidine Compounds A, B and C are metabolised following oral and/or
parenteral administration to the corresponding free amidine compounds, which latter
compounds have been found to be potent inhibitors of thrombin. Thus:

e Compound A is metabolized to Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab
(which compound is referred to hereinafter as Compound D) vig a prodrug interroediate
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Ph(3-CI)}(5-OCHEy)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OH) (which compound is referred to
hercinafter as Compound G); '

. Compound B is metabolized to Ph(3-CI)5-OCHFR)H{RYCH(OB)C{O)(S)Aze-
Pab(2,6-diF) (which compound is referred to hereinafter as Compound E) via a prodrug
intermediate Ph(3-Cl)(S-OCHFHR)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH) (which
compound is referred to hereinafter as Compound H); and,

. Compoumd C is mstabalizad to Ph(3-CIX5-OCH2CHaF)~(R)CH(OH)C(O){(S)Aze-
Pab (which compound is referred to hereinafter as Compound F) via & prodrug intermediate
Ph(3-CI)(5-OCH;CH;F)-(R)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(OH) (which compound is referred
to hereinafter as Compound I).

Processes for the synthesis of Compounds A, B, C, D, E, F, G and I are described in
Examples 12, 40, 22, 3, 39, 21, 2 and 31 (respectively) of international patent application
No. PCT/SE01/02657. An immediate release formulation of thege compounds, or their
metsbolites has yet to be described in the literature. 'We have found that the compounds of
formula (T) and their salts can be formniated as immediate release pharmaceutical
formulations which are casy to administer, for exampie by oral ar pareateral
administration.

According to a first aspect of the invention, there is provided an immediate release
pharmaceutical formulation comprising, as active ingredient, a compound of formula (T): -

. ' (F)ﬂ - Rz
HO []
N—)’H\M o
NH,
S

cl OR!

wherein

R! represents C) .z alkyl substituted by one or more flucro substituents;
R? represents bydrogen, hydroxy, methoxy or ethoxy; and

n represents 0, 1 or 2;
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or & pharmaceutically acceptable salt thereof; and a pharmaceutically acceptable diluent or
carjer;
provided that the formmlation does not solely contain:

s asolution of one active ingredient and water;

+ ‘a solution of one active ingredient and dimethylsulphoxide; or,

o asolution of one active ingredient in a mixture of ethanol : PEG 660 12-hydroxy

stoarate : water 5:5:90;
which formuistions are referrext to hereinafter as “the formulations of the invention”.

PEG 660 12-hydroxy stearate is a non-ionic surfactant and is better known as
Solutol K ™,

According to a second aspect of the present invention there is provided Compound H,
Ph(3-CIX5-OCHF)H{R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH) which can be prepared by
methods similar to those described below for the preparation of Compounds G and J.

The compounds of formmula (I), or a pharmacéutically acceptable salt thereof, may
be in the form of a solvate, a hydrate, & mixed solvate/hydrate or, preferably, an ansolvate,
such as an anhydrats. Solvates may be of ope or more organic solveats, such as lower (for
example Cy.y) alky] alcohols (for example methano}, ethanol or iso-propanol), ketones
(such as acetone), esters (such as ethyl acetats) or mixtures thereof.

InomplruculuupeutofthzmvmuonR'uCHF;orCHzﬂhF

Thevnnablonupmfmblyoorz.

More preferred compounds of formuia (I) include those in which n represents 0, or
those in which n represents 2, so providing two fluoro atoms located at the 2- and 6-
positions (that is the two ortho-poxitions relative to the point of attachment of the benzene
ring to the -NH-CHgz- group).

The compound of formula () is especially Compound A, Compound B or Compound
C.

Preferred salts of the compounds of formula (T) are ecid addition salts. Acid
addition salts include inorganic acid addition salts, such es those of sulphuric acid, nitric
acid, phosphoric acid and hydrohalic acids, such as hydrobromic acid and hydrochloric
acid. Moare preferred acid eddition salts include those of organic acids, such as those of



10

15

WO 03/101423 PCT/SE03/00857 %

dimethylphosphoric acid; saccharinic acid; cyclohexylsulfamic acid; those of carboxylic
acids (such s malefc acid, fumaric acid, aspartic acid, succinic acid, malonic acid, acetic
acid, benzoic acid, terophthalic acid, hippuric acid, 1-bydraxy-2-nephthoic acid, pamoic
acid, hydroxybenzoic acid and the like); those of hydroxy acids (such as salicylic acid,
tartaric acid, citric acid, malic acid (including L-(-}-malic acid and, D,L-malic acid),
gluconic acid (including D-gluconic acid), glycolic acid, ascorbic acid, lactic acid and the
like); those of amino acids (such ax glautamic acid (including D-glutamic, L-ghitamic, and
D,L-glutamic, ecids), arginine (including L-arginine), lysine (including L-lysine and L~
lysine hydrochloride), glycine and the like); and, particularly, those of sulfonic acids, (such
a5 1,2-cthanedisulfonic acid, camphorsulfonic acids (including 15-(+)-10-camphorsulfonic
acid and (-+/-}-camphorsulfonic acids), ethanesulfonic acid, a propanesulfonic acid
(including n-propanesulfonic acid), a butanesulfonic acid, a pentanesulfonic acid, a
tolusnesulfonic acid, methanesulfonic acid, p-xylenesulfonic acid, 2-mesitylenesnlfonié
acid, naphthalenesulfonic acids (including 1,5-naphthalenesuifonic acid and
naphthalenegulfonic acid), benzenesulfomic acid, hydroxybenzenesulfonic acids, 2-
hydroxyethanesulfonic acid, 3-hydroxyethanesulfonic acid and the like).

Particularly preferred salts include those of C,.¢ (for example C,4) alkanesulfonic
acids, such as ethanesulfonic acid (esylate) and propanesulfonic acid (for example n-
propanesulfonic acid) and optionally substituted (for example with one or more C,.; alkyl
groups) arylsulfonic acids, such as benzenesulfonic acid (besylats) and
naphthalenedisulfonic acid.

Suitable stoichiometric ratios of acid to free base are in the range 0.25:1.5 to 3.0:1,
such ag 0.45:1.25 to 1.25:1, including 0.50:1 to 1:1. .

Accarding to a farther agpect of the invention there is provided formulation
comprising a compound of formnla (T) in substantially crystalline form.

Although we have found that it is possible to produce compounds of the invention
in forms which are greater than 80% crystalline, by “substantially crystalline” we include
greater than 20%, preferably greater than 30%, and more preferably greater than 40% (e.g-
greater than any of 50, 60, 70, 80 or 90%) crystalline.
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According to a further aspect of the invention there js also provided a
compound of the invention in partially crystalline form. By “partially crystalliné™
we include 5% or between 5% and 20% crystalline.

The degree (%) of crystallinity may be determined by the skilled person using X-ray
powder diffraction (XRFPD). Other techniques, such as solid state NMR, FT-IR, Raman
spectroscopy, differential scamming calorimetry (DSC) and microcalorimetry, may also be
used.

Preferred compounds of formmia (T) that may be prepared in crystalline form
include salts of C,_5 (for example C,4, such as C,) alkanesulfonic acids, such as
ethanesulfonic acid, propanesulfonic acid (for example n-propanesufonic acid) and
optionally substituted erylsulfonic acids, such as benzenesulfonic acid and
naphthelenedisulfonic acid.

The term “immeadiate release” pharmaceutical formmlation includes any formulation
in which the rate of release of drug from the formulation and/or the absorption of drug, is
neither sppreciably, nor intentionally, retarded by galenic menipulations. In the present
case, immediate release may be provided for by way of an appropriate pharmaceutically
acceptable diluent or carrier, which diluent or carrier does not prolong, to an appreciable
extent, the rate of drug release and/or absorption. Thus, the term excludes formulations
which are adapted to provide for “modified”, “coptrolled”, “sustained”, “prolonged”,
“extended” or “delayed” release of drug.

In this context, the term “release” includes the provision (or pressatation) of drug
from the formulation to the gestrointestinal tract, to body tissues and/or into systemic
circulation. For gastrointestinal tract release, the release is under pH conditiona such as pH
=1 to 3, especially at, or about, pH = 1. In one aspect of the invention a formulation as
doacribed herein with a compound of formula (T), or an acid addition salt thereof, in
crystalline form releases drug under a renge of pH conditions. In anotber aspect of the
fnvention a formulation as described herein with a compound of formula (T), or an acid
addition salt thereof, releases drug under pH conditions such as pH = 1 to 3, especially at,
or about, pH = 1. Thus, formuiations of the invention may release at leagt 70% (preferably
80%) of active ingredient within 4 hours, such as within 3 hours, preferably 2 hours, more
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preferably within 1.5 hours, and egpecially within an hour (such as within 30 minutes), of
administration, whether this be oral or parenteral.

The formulations of the invention may be formulated in accordance with 2 variety of
known techniques, for example as described by M. E. Aulton in “Pharmacewtics: The
Science of Dosage Form Design” (1988) (Churchill Livingstone), the relevant disclosures in
which document are hereby incorporated by reference.

Formulations of the invention may be, or may be adapted in accordance with
standard techniques to be, suitable for peroral administration, for example in the form of an
immediate release tablet, an immediate releass capsule or s & liquid dosage form,
comprising active ingredient. These formulation types are well known to the skilled person
and may be prepared in accordance with techniques known in the art.

_ Suitable diluents/carriars (which may also be terrned “fillers™) for use in peroral
formulations of the invention, for example those in the farm of immediats release tablets,
include monobazsic calcium phosphate, dibasic calcium phosphate (incloding dibasic
calcium phosphate dihydrate and dibasic calciom phosphate anhydrate), tribasic calcium
phosphais, lactose, microcrystalline cellulose, silicified microcrystalline cellulose,
mannitol, sorbitol, starch (such as maize, potato or rics), glucose, calcium lactate, calcium
carbonate and the like. Preferred diluents/carriers include dibasic calcium phosphate and
microcrystalline cellulose, which may be used alone or in combination with another
diluent/carrier such as mannitol.

A formulation of the invention in the form of an immediute release tablet may
comprise one or more excipients to improve the physical and/or chemical properties of the
final composition, and/or to facilitate the process of manufacture. Such excipients are
conventional in the formulation of immediate release formulations for peroral drug
delivery, and include one or more of the following: ons or more lubricants (such as
magnesium stearate, stearic acid, calcium stearate, stearyl alcohol or, proferably, sodium
stearyl fumarate); a glidant (such as talc or a colloidal silica); one or more binders (such as
polyvinylpyrrolidone, microcrystalline cellulose, a polyethylene glycol (PEG), a
polyethylene oxide, a hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) of a low molecular weight, &
methylcellulose (MC) of a low molecular weight, a hydroxypropylcellulose (HPC) of a low
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molecular weight, a hydroxyethylcellulose (HEC) of & low molecular weight, a starch (such
88 maize, potato or rice) or a sodium carboxymethyl cellulose of a low molecular weight;
(preferred bindars are polyvinylpyrrolidone or a HPMC of a low molecular weight); one or
more pH controlling agents (such ag an organic acid (for exampls citric acid) or an alkali
metal (for example sodium) salt thereof, an oxide of magnesium, an alkali or alkaline sarth
metal (for example sodinm, calcium or potassium) sulphate, metabisnlphats, propionate or
sarbate); one or more disintegrant (for exemple sodium starch glycoliate, a crosslinked
polyvinylpyzrolidone, & croaslinked sodium carboxymsthyl celluloss, a starch (such as
maijze, potato or rice) or an alginate); a colourant, a flavouring, a tonicity-modifying agent,
a coating agent or a preservative.

Tt will be appreciated that some of the above mentioned excipients which may be
presont in a final immediate release oral (for example tablet) formulation of the inveation
may have more than one of the above-stated functions.

In a further aspect of the invention a liquid formnlation of the invention is adapted
to be suitable for oral administration.

Suitable liquid formmulations that are to be administered omlly include those in which
a compomnd of formula (T) especially Compound A, Compound B or Compound C, ora
pharmacentically acceptable salt theyeof in presented together with an agueous carrier, such as
water. It will be noted however, that certein specific formulations are not claimed (see
particular aspects and the claims).

A formulation of the present invention comprising an aqueous carrier may further
comprise ane or more excipients, such as an antimicrobial preservative; a tonicity modifier
(for example sodium chloride, mannitol or glucose); a pH adjusting agent (for example a
common inorganic acid or base, inclnding hydrochloric acid or sodium hydroxide); a pH
controiling agents (that is, a buffer; for example tartaric acid, acetic acid or citric acid); &
surfactant (for example Sodiun dodecyl sulphate (SDS) or Solutol™); a solubiliser which
serves to belp solubilise the active ingredient (for example ethancl, a polyethylene glycol or
hydroxypropyl-B-cyclodextrin or polyvinyl chloride (PVP)); or an antioxidant.

Liquid oral formulations may be in the form of suspensiouns of active
ingredient in association with an aqueous solvent or, more preferably aqueous
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solutions (that is, solutions of active compound including water as a solvent). In
this context, the term “aqueous solution” includes formulations in which at least
99% of active ingredient is in solution at above 5°C and atmospheric pressure, and
the term “suspengion” means that more than 1% of active ingredient is not in
solution under such conditions. Typical dispersion agents for suspensions are
hydroxypropyl methylcellulose, AQOT (dioctylsulfosnceinate), PVP and SDS.
Other alternatives may be possible. ]

In another aspect the present invention provides a liquid oral formulation comprising
a compound of farmula (), or a pharmaceuticaily acceptabie salt thereof, water and at least
ono additional agent. The additional agents inchude : i

i. polyethylene glycol (PEG) and optionally also ethanol and/or tartaric acid and/or
citric acid and/or hydrochloric acid; or

fi. sodium chlodde (which will be dissalved in the formulation), and optionally also
ethanol; or '

iii.  hydrochloric acid end/or sodium hydroxide to bring the pH to a suitable value
(preferably in the range 3 - 8 for a campound of formmula (T) wherein R” is mothaxy or
ethoxy, such as Compound A, B or C); or

iv. DMA (dimethyl acetamide) and optionelly also a medium chain trigtyceride (such as
miglyol); or

v. aP-cyclodextrin (such as hydroxypropyl--cyclodextrin);

vi. a tonicity modifier such as sodium chloride and/or mannitol.

In & further aspect the present invention provides an oral solution comprising a
compound of forroula (T), or a pharmaceutically acceptable salt thereof, (preferably
Compound A, B or C) water and at least one additional agents as recited in (i) to (vi) above.

In another aspect the invention provides an aquecus formulation of a compound of
formula (T) (such as Compound A, B or C) comprising a solubilising agent such a8 a
polyethylene glycol, -cyclodextrin (such as hydroxypropyl-B-cyclodextrin), sorbitol or
ethanol.
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In a further aspect the present invention provides an oral sohution formulation
comprising & compound of formula (I) and ethanol. This formnlation can further comprise a
medium chain triglyceride (such as miglyol).

In a still further aspect the present invention provides an oral solution formulation
comprising & compound of forrmla (T) and DMA. This formmistion can further comprise a
medium chain trigtyceride (soch as migiyol).

In another aspect the compound of formnla (I) is crystalline (especially a salt of
Compound A; preferably a C.¢ (for example C,.5, such as C; 4) alkanesulfonic acid salt,
such as ethanesulfonic acid, propanesulfonic acid (for example a-propanesufonic acid) or
an optionally substituted arylsulfonic acid salt, such as benzenesulfonic acid or
naphthalenedisulfonic acid salt).

A particular liquid immediate release oral pharmaceutical formulation as claimed in
claim 1 ia provided wherein the active ingredient is:
Ph(3-CI)}5-OCHER)~R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab{OMe),
Ph(3-C1)(5-OCHF{R)CH(OH)C(O)H(S)Aze-Pab(2,6-diFOMe),
Ph(3-C1)(5-OCHCHaFHR)CH(OH)C(0)<(S) Aze-Pab(OMe),
or & pharmaceutically acceptable salt thereof,

A further particular liquid immediate release oral pharmacentical formulation as
claimed in claim 1 is provided wherein the active ingredient is:
Ph(3-C1)(5-OCHF)-{R)CH(OH)C(O)-(5)Aze-Pab(OMe) or a C. alkanesulfonic acid or an
optionally substituted arylsulfonic acid salt thereof.

A yet further particular liquid immediate release oral pharmaceutical formulation as
claimed in claim 1 is provided wherein the active ingredient is:
Ph(3-CI)}(5-OCHP)-(R)CH(OH)C(O)(S) Azc-Pab(2,6-diF}{OMe) ar an optionally
substituted arylsulfonic acid salt thereof (such as the naphthalene-1,5-disulphonic acid
salt).

It will be noted however, that certain specific formmiations ere not claimed (see
particular aspects and the claims). .

' In a further aspect of the invention & formulation of the invention is adapted to be
suitable for parenteral administration, The tarm “pearenteral” includes any mode of
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administration that does not comprise peroral administration to the gastrointestinal tract
and includes administration subcutaneously, intravenously, intraarterially, tranadermally,
intranesally, intrabuccally, intracutaneously, intramuscularly, intralipomateously,
intraperitoneally, rectelly, sublingually, topically, by inhalation, or by any other parenteral
route.

Suitable formnlations of the invention that are to be administered parenterally includs
those in which a compound of formula () or a pharmaceutically acceptable salt thereof is
presented together with an agqueous carrier, such as water.

A formnlation of the present invention comprising an aqueous carrier may further
comprise one or more excipients, such as an antimicrobial preservative; a tonicity modifier
(for exarnple sodium chloride, mannitol or glucose); a pH adjuating agent (for example a
common inorganic acid or base, including hydrochloric acid or sodium hydroxide); a pH
controlling agents (that is, a buffer; for example tartaric acid, acetic acid or citric acid); a
surfactant (for example sodium dodecyl sulphate (SDS) or Solutol™); a solubiliser which
serves to help sclubilise the active ingredient (for example sthanol, a polyethylene glycol or
hydroxypropyl-B-cyclodextrin or polyvinyl chloride (PVP)); or an antioxidant.

Parentoral formulations may be in the form of suspensions of active ingredient in
association with an aqueous solvent ar, more preferably aqueous solutions (that is, solutions
of active compound including water as a solvent). Jn this context, the term “aqueous
solution” includes formulations in'which at least 99% of active ingredient is in solution at
gbove 5°C and atmospheric pressure, and the tarm “suspension” means that more than 1% of
active ingredient is not in solution under such conditions, Typical dispersion agents for
sugpensions are hydroxypropyl methylcellulose, AOT, PVP and SDS, but other alternatives
are possible,

The number of excipients employed in the peroral and parenteral formnlations of the
invention depends upon many factors, such as the nature and amount of active ingredient
present, and the amount of diluent/carrier (aqueous solvent or otherwiss) that is included.

In another aspect the present invention provides a parentexal fornmulation comprising &
compound of formula (I), or a pharmaceuticelly acceptable salt thereof, water and at least one
additional agents. The additional agents include:
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i.  polyethylens glycol (PEG) and optionally also ethanol and/or tartaric acid and/or
hydrachloric acid; or )

ii. sodium chloride (which will be dissclved in the formmlation), and optionally also
ethanol; or

fii. hydrochloric acid and/or sodium hydroxide to bring the pH to a suitable value

(prefarably in the range 3-8 for a compound of formula (T) wherein R? is hydrogen,

such as Compound D, E or F; or preferably in the ange 3.5-8 for & compound of

formula (T) wherein R? is methoxy or ethoxy, such as Compound A, B or C); or
iv. DMA (dimethy] acetamide) and optionally also a medium chain triglyceride (such as
miglyol); or
v. a f-cyclodextrin (such uhyd:oxmopyl-ﬂ-cynlodﬁuin);
vi.  atonicity modifier such as sodium chloride end/or mannito).

In a further aspect the present invention provides an injectable solution comprising a
compound of formula (1), or a2 pharmaceutically acceptable salt thereof, (preferably
Compound D, E or F) water and at least one additional agents as recited in (i) to (vi) above.

In ancther aspect the invention provides an aqueous forrmulation of 8 compound of
formula (T) (such as Compound D, E or F) comprising a solubilising agent such as a
polyethylene giycol, f-cyclodextrin (such as hydroxypropyl-p-cyclodextrin), sorbitol or
ethanol.

In a further aspect the present invention provides a parenteral formulation comprising
a compound of formula (¥) and ethanol. This formulation can further comprise a medium
chain triglyceride (such as miglyol).

In a still further aspect the present invention provides a parenteral formuiation
comprising 2 compound of formula (I) and DMA. This formulation can further comprise a
medium chain triglyceride (such as miglyol).

In another aspect the compound of formmla () is crystalline (especially a salt of
Compound A; preferably a C,¢ (for exemple Ca6, such as Cz.4) alkanesnlfonic acid salt,
such as ethanesulfonic acid, propanesulfonic acid (for example n-propancsufonic acid) or
an optionally substituted arylsulfonic acid salt, such as benzenesuifonic acid salt).
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Formulations of the invention that are in the form of immediate release tablets may
be prepared by bringing active ingredient into association with diluent/carrier using
standard techniques, and using standard equipment, known to the skilled person, including
wet or dry granulation, direct compression/compaction, drying, milling, mixing, tableting
and coating, as well as combinations of these proceases, for example as described
bereinafter. In one aspect of the invention, acid addition salts of compounds of formula (T)
in crystalline form are formulated in tablets.

There is thus provided a process for the formation of a solid composition suitable
for use in the preparation of a formulation of the invention (for example & solution, such as
an agueous solution) ex tempore, which process comprises removal of diluent/carrier (for
example solvent) from a formulation of the invention, or a concentrated formulation of the
inveation.

Solvent may be removed by way of a variety of techniques known to those skilled
in the art, for example evaporation (under reduced pressure or otherwise), freeze-drying, or
any solvent removal (drying) process that removes solveat (such as water) while
meintaining the integrity of the active ingredient. An example of drying is freeze-drying.

Thus according to a further aspect of the invention there is provided a freeze-dried
(Iyophilised) solid composition of the invention.

In the preparation of solid compositions of the invention, the skilled person will
appreciate that appropriate additional excipients may be added at a suitable stage prior to
removal of dilusnt/carrier. For example, in the case of aqueous solutions, pH may be
controlled and/or adjusted as hereinbefore described. Furthermore, an appropriate
additional excipient may be added with a view to aiding the formation of a solid
composition of the invention during the process of dilusat/carrier removal (for example
mannitol, sucrose, glucose, mannose or trehalose).

A solid composition of a compound of formula (T} or a salt thereof, thus includes a
composition in which the solvent (for example water) content, other than a solvent of
crystallization, is no more than 10%, such as less than 2% unbound solvent, such as water.

Formulations of the invention may be sterilised, for example by sterile filtration or
antoclavation, and/or filled into primary packages, such 28 vials, cartridges and pre-filled
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syringes. Such processing steps may also take place prior to drying to form a solid
composition of the invention.

Before administration, the dried solid composition may be reconstituted and/or
diluted in, for instance, water, phyziological saline, glucose solution or any other suitable
solution.

The amount of diluent/carrier in an oral (for exemple immediate relcase tablet)
formulation of the invention depends upon many factors, such as the nature and amount of
the active ingredient that is employed and the nature, and amounts, of any other
constituents (for example further excipients) that are present in the formulation, but is
typically up to 40% (w/w), prefersbly up to 30%, more preferably up to 20%, and
particularly up to 10% (w/w) of the final composition. The amount of additional excipients
in such an oral formulation of the invention also dspends upon factors, such as the nature
end amount of the active ingredient that is employed, as well as the nature, and amounts, of
any other constituents (for example diluents/carriers and/or other further excipients) that
are present in the formmlation, but, for lubricants and glidants is typically up to 5% (w/w),
and for binders and disintegrants is typically up to 10% (w/w) of the final composition.

The formulations of the invention aro administered to mammalian patients
(including humans), and, for compounds of formmula (I) wherein R? is not hydrogen, are
thereafter metabolised in the body to form compounds of formula (T) wherein R? is
bydrogen that are pharmacologically active.

According to a further aspect of the invention there i3 thos provided a formulation
of the invention for use as a pharmacentical,

In particular, the compounds of formula (I} are, or are metabolised following
administration to form, potent inhibitors of thrombin, for example as may be demonstrated
in the tests described in inter alia international patent application No. PCT/SB01/02657, as
well as international patent applications WO 02/14270, WO 01/87879 and WO 00/42059,
the relevant disclosures in which documents are hereby incorporated by reference.

By “prodrug of a thrombin inhibitor”, we include cornpounds that are metabolised
following administration and form a thrombin inhibitor, in an experimentally-detectable
amount, following administration.

|
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By “active ingredient” and “active substance” we mean the pharmaceutical agent
(covering thrombin inhibitor and prodrugs thereof) present in the formulation.

The formulations of the invention are thus expected to be useful in those conditions
where inhibition of thrombin is required, and/or conditions where anticoagulant therapy is
indicated, including the following:

" The treatment and/or prophylaxis of thrombosis and hypercoegulability in blood
and/or tissues of animals including man. It is known that hypercoagulability may lead to
thrombo-embolic disesses. Conditions associated with hypercoagulability and thrombo-
embolic diseases which may be mentioned include inherited or acquired activated protein C
resistance, such as the factor V-matation (factor V Leiden), and inherited or acquired
deficiencies in antithrombin III, protein C, protein S, heparin cofactor IL Other conditions
known to be associated with hypercoagulability and thrombo-embolic disease include
circulating antiphospholipid antibodies (Lupus anticoagulant), homocysteinemi, heparin
induced thrombocytopenia and defects in fibrinolysis, as well as coagulation syndromes
{for example disseminated intmvasculer coagulation (DIC)) and vescular injury in general
(for example due to surgery).

The treatment of conditions where there is an undesirable excess of thrombin
without signs of hypercoagulability, for example in neurodegenerative diseascs such as
Alzheimer's disease.

Particular discase states which may be mentioned include the therspentic and/or
prophylactic treatment of venous thrombosis (for example DVT) and pulmonary embolism,
arterial throrbosis (e.g. in myocardial infarction, unstable angina, thrombosis-based stroke
end peripheral arterial thrombosia), and systemic embolism usually from the atriumn during
atrial fibrillation (for example nou-valvular atrial fibrillation) or from the left ventricle after
transrnural myocardial infarction, or cansed by congestive heart failure; prophylaxis of re-
occlusion (that is thrombosis) after thrombolysis, percutaneouns trans-luminal engioplasty
(PTA) and coronary bypass operations; the prevention of re-thrombosis after microsurgery
and vascular surgery in genersl

Further indications inciude the therapeutic and/or prophylactic treatment of
disseminated intravascular coagulation caused by becteria, multiple trauma, intoxication or
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any other mechanism; anticoagulant treatrnent when blood is in contact with foreign
surfaces in the body such as vescular grafts, vascular stents, vescular catheters, mechanical
and biological prosthetic valves or any other medical device; and anticoagulant treatment
when blood is in contact with medical devices ountside the body such as during
cardiovascular surgery using a heart-lung machine or in haemodialysis; the therapeutic
and/or prophylactic treatment of idiopathic and adult respiratory distress syndrome,
pulmonary fibrogis following treatment with radiation or chemotherepy, septic shock,
septicemie, inflammatory responses, which include, but are not limited to, edema, acute or
chronic atherosclerosis such as coronary arterial disease and the formation of
atherosclerotic plaques, cercbral arterial disease, cerebral infarction, cerebral thrombosis,
cerebral embolism, peripheral arterial diséase, ischeemia, angina (including unstable
angina), reperfusion damage, restenosis after percutaneons trans-lurninal angioplasty (PTA)
and coronary artery bypass surgery.

The formulation of the present invention may also comprise any
antithrombotic agent(s) with a different mechanism of action to that of the
compounds of formula (T), such as one or more of the following: the antiplatelet
agents acetylsalicylic acid, ticlopidine and clopidogrel; thromboxane receptor
and/or synthetase inhibitors; fibrinogen receptor antagonists; prostacyclin
mimetics; phosphodiesterase inhibitors; ADP-receptor (PaT) antagonists; and
inhibitors of carboxypeptidase U (CPU).

Compounds of formula (I} that inhibit trypain and/or thrombin may also be useful in
the treatment of pancreatitis.

- The formulations of the invention are thus indicated both in the therapeutic and/or
prophylactic treatment of these conditions.

According to a further aspect of the present invention, there is provided a method of
treatment of a condition where inhibition of thrombin is required which method comprises
administration of a therapeutically effective amount of a formulation of the invention to a
person suffering from, or susceptible to, such a condition.

In a stil} further aspect the present invention provides a formuletion of the invention
in the manufactare of a medicament for use in the treatment of thrombosis.
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According to a further agpect of the invention, there is provided a method of
treatment of thrombosis which method comprises administration of = formulation of the
invention to a person suffering from, or susceptible to, such & condition.

For the avoidance of doubt, by “treatment” we inciude the therapeutic treatment, as
wall az the prophylaxis, of a condition.

Suitable amounts of active ingredient in formulations (cral or pareateral),
concentrated formulations, snd solid compositions, of the invention depend upon many
factors, such as the nature of that ingredient (free base/salt etc), the dose that is required in
an oral formulation or in & fina] “ready to use” parenteral formualation that is, or is to be,
prepared, and the nature, and amounts, of other constituents of the formnlation. However,
a typical daily dose of a cormpound of formula (T), or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, is in the range 0.001-100 mg/kg body weight at peroral administration and 0.001- .
50 mg/kg body weight at parenteral administration, excluding the weight of any acid
counter-ion, irrespective of the number of individnal doses that are administered during the
course of that day. In the cese of an immediate release parenteral forrmulation
administrstion may be continuous (for example by way of infusion). A preferred daily oral
doso is 20-500mg and a preferred parenteral dose is in the mnge 0.1-50mg.

QGeneral Procedurng

TLC was performed oa silica gel. Chiral HPLC analysis was performed
using a 46 mm X 250 mm Chiralcel OD column with a 5 cm guard column. The
column temperature wes maintained at 35°C. A flow rate of 1.0 mL/min was used.
A Gilson 115 UV detector at 228 nm was used. The mobile phase consisted of
hexanes, ethanol and trifluroacetic acid and the appropriate retios are listed for
each compound. Typically, the product was dissolved in a minimal amount of
ethanol and this was diluted with the mobile phase.

In Preparations A to I below, LC-MS/MS was performed using a HP-1100
instrument equipped with a CTC-PAL injector and a 5 Tm, 4x100 mm
ThermoQuest, Hypersil BDS-C18 column. An API-3000 (Sciex) MS detector was
used. The flow rate was 1.2 mL/min and the mobile phase (gradient) consisted of
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10-90% acetonitrile with 90-10% of 4 mM aq. ammonium acetate, both containing
0.2% formic acid. Otherwise, low resolution mass spectra (LRMS) were recorded
using a Micromaas ZQ spectrometer in ESI posneg switching ion mode (mass
renge m/z 100-800); and high resolution mass spectra (HRMS) were recorded
using a Micromass 1.CT spectrometer in ES negative jonization mode (mass range
m/z 100-1000) with Leucine Bnkephalin (CsHs7NsOy) as internal mass standard.

"H NMR spectra were recorded using tetramethylsilane as the internal
standard.

‘Processes for the synthesis of compounds of formula (I) are contained in
International Patent Application No. PCT/SE01/02657 (WO 02/44 145, earliest priority
date 01 December 2000, filed 30 November 2001, published 06 June 2002)), relevant
information from which is incorporated herein.

(i) 3-Chloro-5-methoxybepzaldehyde

3,5-Dichioroanisole (74.0 g, 419 mmol) in THF (200 m!.) was added dropwise to
magnesium metal (14.2 g, 585 mmol, pre-washed with 0.5 N HCI) in THF (100
mL) at 25°C. After the addition, 1,2-dibromoethane (3.9 g, 20.8 mmol) was added
dropwise. The resultant dark brown mixture was heated at reflux for 3 h. The
mixture was cooled to 0°C, and N,N-dimethylformamide (60 mL) was added in
one portion. The mixture was partitioned with diethy] ether (3 x 400 mL) and 6N
HCI (500 mL). The combined organic extracts were washed with brine (300 mL},
dried (N8aSQy), filtered and concentrated in vacuo to give an oil. Flash
chromatography (2x) on silica gel eluting with Hex:BtOAc (4:1) afforded the sub-
title compound (38.9 g, 54%) as a yellow oil.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) §9.90 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.15 (3,
1H), 3.87 (s, 3H).

(if) 3-Chloro-5-hydroxybenzaldehyde
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A solution of 3-chloro-5-methoxybenzaldehyde (22.8 g, 134 mmo}; see step (i)
above) in CH;Cl; (250 mL) was cooled to 0°C. Boron tribromide (15.8 mL, 167
mmol) was added dropwise over 15 min. After stirring, the reaction mixture for 2
h, H;O (50 mL) was added slowly. The solution was then extracted with Et;0 (2 x
100 mL). The orgmnic layers were combined, dried (N8xSO,), filternd and
concentrated in vacuo. Flash chromatography on silica gel eluting with
Hex:EtOAc (4:1) afforded the sub-title compound (5.2 g, 25%).

'H NMR (300 MHz, CDCls) §9.85 (s, 1H), 7.35 (s,1H), 7.20 (s,1H), 7.10 (5,1H),
3.68 (s,1H)

(iii) 3-Chloro-S-difluoromethox ybenzaldehyde

A solution of 3-chloro-5-hydroxybenzaldehyde (7.5g, 48 mmol; see atep (ii)
above) in 2-propanol (250 mL) and 30% KOH (100 mL) was heated to refiux.
While stirring, CHCIF; wes bubbled into the reaction mixture for

2 h. The reaction mixture was cooled, acidified with IN HCl and extracted with
EtOAc (2 x 100 mL). The organics were washed with brine (100 mL), dried
(N82SO4), filtered and concentrated in vacuo. Flash chromatography on ailica gel
eluting with Hex:EtOAc (4:1) afforded the sub-title compound (4.6 g, 46%).

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) §9.95 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.40 (s,
1H), 6.60 (t, Juw=71.1 Hz, 1H)

(iv) Ph(3-CI)(3-QCHIEHR.NHCH(OTMSICN
A solation of 3-chloro-5-difluoromethoxybenzaldehyde (4.6 g, 22.3 mmol; see

stop (1ii) above) in CH3Cla (200 mL) was cooled to 0°C. Zal; (1.8 g, 5.6 mmol)
and trimethylsilyl cyanide (2.8 g, 27.9 mmol) were added and the reaction mixture
was allowed to warm to room temperature and stirred for 15 h. The mixtore was
partially concentrated in vacuo yielding the sub-title compound as a liquid, which
was used directly in step (v) below without further purification or characterization.
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(v) Bh(3-CIX5-OCHF R, SICH(OMCININOEL

Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R S)CH(OTMS)CN (6.82 g, assume 22.3 mmol; see sicp (iv)
above) was added dropwise to HCI/EtOH (500 mL). The reaction mixture was
stirred 15 b, then partially concentrated in vacuo yielding the syb-title compound
as a liquid, which was used in step (vi) without forther purification or
characterization.

(vi) Bh3-CIX5-OCHFR){RNCH(OHNCIOVORE
Ph(3-CI)(5-OCHF;)<R,S)CH(OH)C(NH)OE! (6.24 g, assume 22.3 mmol; see step
(v) above) was dissolved in THF (250 mL), 0.5M H2SO4 (400 mL) was added and
the reaction was stirred at 40°C for 65 h, cooled and then partially concentrated in
vacuo to remove most of the THF. The reaction mixture was then extracted with
Bt;0 (3 x 100 ml), dried (NazSOy), filtered and concentrated in vacuo to afford
the sub-title compound as a solid, which was used in step (vii) without farther
purification or characterization.

(vii) Ph(3-CN(G-QCHF)- R SICH(OINC(O\OH

A solution of Ph(3-CI)(5-OCHF(R,S)YCH(OH)C(Q)OBt (6.25 g, assume 22.3
mmol; see step (vi) above) in 2-propanol (175 mL) and 20% KOH (350 mL) was
stirred at room temperature 15 h. The reaction was then partially concentrated in
vacuo to remove most of the 2-propanol, The remaining mixture was acidified
with 1M HzSO,, extracted with Et;O (3 x 100 mL), dried (Na:80,) and
concentrated & vacuo to give a solid. Flash chromatography on silica gel eluting
with CHCly:MeOH:concentrated NH,OH (6:3:1) afforded the ammonium salt of
the sub-title compound. The ammonium salt was then dissolved in a mixture of
BEtOAc (75 mL) and HaO (75 mL) and acidified with 2N HCl. The organic layer
was separated and washed with brine (50 mL), dried (Na3SO4) and concentrated in
vacuo to afford the sub-title compound (3.2 g, 57% from steps (iv) to (vii)).
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'H NMR (300 MHz, CD;0D) 57.38 (3, 1H), 7.22 (5, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89 (t, /.
r=71.1 Hz, 1H), 5.16 (s, 1H)

(viii) Ph(3-C(5-QCHE A RICH(OMC(OOH (a) and Ph(3-Ch(S-OCHF;)-
(HCHOAIC(ONOH (b)

A mixture of Ph(3-CI){(S-OCHF:))<R SYCH(OH)C(O)OH (3.2 g, 12.7 mmol; see
step (vii) above) and Lipase PS “Amano” (~2.0 g) in vinyl ecetate (125 mL) and
MTBE (125 mL) was heatad at reflux for 48 h. The reaction mixture was cooled,
filtered through Celite® and the filter cake washed with EtOAc. The filtrate was
concentrated in vacuo and subjected to flash chromatography on silica gel eluting
with CHCly:MeOH:concentrated NH4OH (6:3:1) yielding the ammonium salts of

" the sub-title compounds (s) and (b). Compound (a) as a salt was dissolved in H;0,

acidified with ZN HCI and extracted with EtOAc. The organic layer was washed
with brine, dried (Na3SO,), filtered and concentrated in vacuo to afford the sub-

title compound (a) (1.2 g, 37%).

Far sub-title compound (a)
"H NMR (300 MHz, CDyOD) 5 7.38 (s, 1H), 7.2 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89 (t, Ju.
p=171.1Hz, 1H), 5.17 (s, 1H)

(ix) Ph(3-CN(5-OCHFH RICH(QINC(0) Aze-Pah(Teoc)

To & solution of Ph(3-Cl)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)OH (1.1 g, 4.4 mmol; see
step (viii) above) and H-Aze-Pab(Teoc) (see international patent application WO
00142059, 2.6 g, 5.7 mmol) in DMF (50 mL) at 0°C was added PyBOP (2.8 g, 5.3
mmol) and collidine (1.3 g, 10.6 mmol). The reaction was stirred at 0°C for 2 h
and then at room temperature for an additional 15 h. The reaction mixture was
concentrated in vacuo and flash chromatographed on silica gel (3 x), eluting first
with CHCly:EtOH (9:1), then with EtOAc:EtOH (20:1) and finally eluting with
CH,CL:CH3OH (95:5) to afford the sub-title compound (1.0 g, 37%) es a white
solid.
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'H NMR (300 MHz, CD3OD, mixture of rotamers) § 7.79-7.85 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.15-7.48 (m, 5H), 6.89 and 6.91 (¢, Jur=71.1 Hz, 1H), 5.12 and 520 (s,
1H), 4.75-4.85 (m, 1H), 3.97-4.55 (m, 6H), 2.10-2.75 (m, 2H), 1.05-1.15 (m, 2H),
0.09 (s, 9H) _

MS (m/z) 611 M + 1)*

Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc) (0.40 g, 0.65 mmol; sce step
(ix) above), was dissolved in 20 mL of acetonitrile and 0.50 g (6.0 mmol) of O-
methyl hydroxylamins hydrochloride was added. The mixture was heated at 70°C
for2-h. - The solvent was evaporated and the residue was partitioned between .
water and ethyl acetate. The aqueous phase was extracted twice more with ethyl
acetate and the combined organic phase was washed with water, brine, dried
(NagSOy), filterad and evaporated, Yield: 0.41 g (91%).

'H-NMR (400 MHz; CDCl3) : § 7.83 (bt, 1H), 7.57 (ba, 1H), 7.47 (d, 2H), 7.30 (d,
2H), 7.20 (m, 1H), 7.14 (m, 1H), 7.01 (m, 1H), 6.53 (t, 1H), 4.89 (s, 1H), 4.87 (m,
1H), 4.47 (m, 2H), 4.44.2 (b, 1H), 4.17-4.1 (m, 3H), 3.95 (s, 3H), 3.67 (m, 1H),
2.68 (m, 1H), 2.42 (m,1H) 0.97 (m, 2H), 0.01 (s, 9H).

(xi) Compound A
Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab{OMe, Teoc) (0.40 g, 0.62 mmol,;
see step (x) above), was dissolved in 5 mL of TFA and allowed to react for 30
min. TFA was evaporated and the residue was partitioned between ethyl acetate
and NaHCOs (ag.). The aqueous phase was extracted twice more with ethyl
acetate and the combined organic phase was washed with water, brine, dried
(NaySO4), filtered and evaporated, The product wes freeze dried from
water/acetonitrile. No purification was necessary.Yield: 0.28 g (85%).

PCIMMOBTW

1G
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'H-NMR (600 MHz; CDCl3) : §7.89 (bt, 1HD, 7.57 (d, 2H), 7.28 (d, 2H), 7.18 (m,
1H), 7.13 (m,1H), 6.99 (m, 1H), 6.51 (t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.87 (m, 1H), 4.80 (bs,
2H), 4.48 (dd, 1H), 4.43 (dd, 1H), 4.10 (m, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.68 (m, 1H), 2.68
(m, 1H), 2.40 (m, 1H).

BC-NMR (125 MHz; CDCly): (carbony] and/or amidine carbons, rotamers) 5
1729, 170.8, 152.7, 152.6

HRMS calcnlated for CxaHaiCIFaN,Os (M-H)™ 495.1242, found 495.1247

(MethylsulfinylXmethylthio)methane (7.26g, 0.0584 mol) was dissolved in 100
mL of dry THF under argon and was cooled to —78°C. Butyllithjum in hexane (16
mL 1.6M, 0.0256 mol) was added dropwise with stirring. The mixture was stirred
for 15 min. Meanwhile, a solution of 3,4,5-trifluorobenzonitrils (4.0 g, 0.025
mmol) in 100 mL of dry THF was cooled to -78°C undar argon and the former
solution was added throngh a cannula to the latter solution over a period of 35
min. After 30 min, the cooling bath was removed and when the reaction had
reached room temperature it was poured into 400 mL. of water. The THF was
evaporated and the remaining aqueous layer was extracted three times with diethyl
cther. The combined ether phase was washed with water, dried (Na;SO,) and
evaporsted. Yield: 2.0 g (30%).

‘H NMR (500 MHz, CDCly) 5 7.4-7.25 (m, 2H), 5.01 (s, 1H, diasteromer), 4.91 (s,
1H, diasteromer), 2.88 (s, 3H, dissteromer), 2.52 (5, 3H, diasteromer), 2.49 (s, 3H,
diasieromer), 2.34 (s, 3H, diasteromer), 1.72 (broad, 1H)

(i) 2.6-Difluoro-4-formyibenzonicle
2,6-Difluoro-4{(methylsulfinyl)(methylthio)methyl]benzonitrile (2.17 g, 8.32
mmol; see step (i) above) was dissolved in 90 mL of THF and 3.5 mL of
concentrated sulfuric acid was added. The mixture was left at room tempemture
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for 3 days and subsequently poured into 450 mL of water. Extraction three times
with BtOAc followed and the combined othercal phase was washed twice with
aqusous sodium bicarbonate and with brine, dried (N&SO4) and evaporated.

Yield: 1.36 g (98%). The position of the formyl group was established by *C
NMR. The signal from the fluorinated carbons at 162.7 ppm exhibited the
expected coupling pattern with two coupling constants in the order of 260 Hz, and
6.3 Hz respectively corresponding to an ipso and a meta coupling from the fluorine
atomns.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 10.35 (s, 1H), 7.33 (m, 2H)

(iii) 2.6-Difinorp4-hyd iyl il
2,6-Difluoro-4-formylbenzonitrile (1.36 g, 8.13 mmol; see step (ii) above) was
dissolved in 25 ml of methanol and cooled on an jce bath. Sodium borohydride
(0.307 g, 8.12 mmol) was added in portions with stirring and the reaction was left
for 65 min. The solvent was evaparated and the residue was partitioned between
diethy! ether and aqueous sodium bicerbonata. The ethercal layer was washed
with more aqueous sodium bicarbonete and brine, dried (NaxSO,) and evaporated.
The crude product crystallised soon and counld be used without further purification.
Yield: 1.24 g (90%).

' NMR (400 MHz, CDCly) 5 7.24 (m, 2H), 4.81 (s, 2H), 2.10 (broad, 1H)

(iv) £Cyano-2.6-difluorobenzyl methapesulfonate

To an ice cooled solution of 2,6-difluoro-4-hydroxymethylbenzonitrile (1.24 g,
7.32 mmol; see step (iii) above) and methanesulfonyl chloride (0.93 g, 8.1 mmol)
in 60 mL of methylene chloride was added triethylamine (0.81 g, 8.1 mmol) with
stirring. After 3 h at 0°C, the mixture was washed twice with 1M HCl and once
with water, dried (N22SO,) and evaporated. The product could be used without

" further purification. Yield: 1.61 g (89%).

PCT/SE03/00857

I+



10

15

30

W0 03101423 PCT/SEA3008S7

I NMR (300 MHz, CDCl;) 5 7.29 (m, 2H), 5.33 (s, 2H), 3.07 (s, 3H)

(v) 4-Azidomethy]-2.6-&iflnorol il
A mixture of 4-cyano-2,6-difluorobenzy! methanesulfonate (1.61 g, 6.51 mmol;
see step (iv) above) and sodium azide (0.72 g, 0.0111 mol) in 10 wL. of water and
20 mL of DMF was stirred at room temperature overnight. The resultant was
subsequently poured into 200 mL of water and extracted thres times with diethyl
ether. The combined ethercal phase was washed five times with water, dried
(NaaSO,) and evaporated. A small sample was evaporated for NMR purposes and
the product crystallised. The rest was evaporated cautiously but not until complete
dryness. Yield (theoretically 1.26 g) was assumed to be almost quantitative based
on NMR and analytical HPLC.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.29 (m, 2H), 4.46 (s, 2H)

(vi) 4-Ami v1-2.6-diflugrot il
This reaction was carried out according to the procedure described in J. Chem.
Res. (M) (1992) 3128. To a suspension of 520 mg of 109% Pd/C (50% mojstare) in
20 mL of water was added a solution of sodium borohydride (0.834 g, 0.0221 mol)
in 20 mL of water. Some gas evolution resuited. 4-Azidomethyl-2,6-
difluorobenzonitrile (1.26 g, 6.49 mmol; sec step (v) above) was dissolved in 50
mL of THF and added to the aqueous mixture on an ice bath over 15 min. The
mixture was stirred for 4 h, whereafter 20 mL of 2M HCl was added and the
mixture was filtered through Celite. The Celite was rinsed with more water and
the combined aqueous phase was washed with BtOAc and subsequently made
alkaline with 2M NaOH. Extraction three times with methylene chloride followed
and the combined organic phase was washed with water, dried (NazS04) and
evaporated. Yield: 0.87 g (80%).
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'H NMR (400 MHz, CDCly) 5 7.20 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 1.51 (broad, 2H)

step (vi) above) was dissolved in 50 mL of THF and di-ters-butyl dicarbonate
(1.14 g, 522 mmol) in 10 mL, of THF was added. The mixture was stirred for 3.5
h. The THF was evaporated and the residus was partitioned between water and
EtOAc. The organic layer was washed three times with 0.5 M HCI] and watez,
drisd (N#zSO) and evaporated. The product could be used without further
purification. Yield: 1.38 g (99%).

'H NMR (300 MHz, CDCly) 8 7.21 (m,2H), 4.95 (broad, 1H), 4.43 (broad, 2H),
1.52 (s, SH)

(viif) Boc-Pab(2.6-diFN(OX)

A mixmre of 2,6-diffluoro-4-terr-butoxycarbonylaminomethylbenzonitrile (1.38 g,
5.16 mmol; see step (vii) above), hydroxylamins hydrochloride (1.08 g, 0.0155
mol) and triethylamine (1.57 g, 0.0155 meol) in 20 mL of ethanol was stirred at
room temperature for 36 h. The solvent was evaporated and the residue was
partitioned between water and methylene chloride. The organic layer was washed
with water, dried (Ne;SO,) and evaporated. The product could be used without
further purification. Yield: 1.43 g (92%).

'H NMR (500 MHz, CD;0D) § 7.14 (m, 2H), 4.97 (broad, 1H), 4.84 (broad, 2H),
4.40 (broad, 2H), 1.43 (s, 9H)

(ix) Boc-Pah(2.6-diF) X HOAc

This reaction was carried out according to the procedure described by Judkins et
al, Synth. Comm. (1998) 4351, Boc-Pab(2,6-diF)(OH) (1.32 g, 4.37 mmo); see
step (viii) above), acetic anhydride (0.477 g, 4.68 mmol) and 442 mg of 10% Pd/C



10

15

WO 03/101423 PCT/SK03/00887

28

(50% moisture) in 100 mL of acetic acid was hydrogenated at 5 atm pressure for
3.5 h. The mixture was filtered through Celite, rinsed with ethanol and
evaporated. The residue was freeze-dried from acetonitrile and water and a few
drops of ethanol. The sub-title product could be used without further purification.
Yield: 1.49 g (99%).

TH NMR (400 MHz, CD:OD) § 7.45 (m, 2H), 4.34 (s, 2H), 1.90 (s, 3H), 140 (s,
SH)

(x) Boc-Pab(2.6-diF(Teoc)

To a solution of Boc-Pab(2,6-diF) x HOAc (1.56 g, 5.49 mmol; see step (ix)
above) in 100 mL of THF and 1 mL of water was added 2~(trimethylsilyl)ethyl p-
nitrophenyl carbonate (1.67 g, 5.89 mmol). A solution of potassium carbonate
(1.57 g, 0.0114 mol) in 20 mL of water was added dropwise over 5 min. The
mixture was stirred overnight. The THF was evaporated and the residue was
partitioned between water and methylene chloride. The aqueous layer was
extracted with methylens chloride and the combined orgunic phase was washed
twice with aqusons sodium bicarbonate, dried (Na;SO4) and evaporated. Flash
chromatography on silica gel with heptane/BtOAc = 2/1 gave 1.71 g (73%) of pure
compound.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) 5 7.43 (m, 2H), 4.97 (broad, 1H), 4.41 (broad, 2H),
4.24 (m, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.11 (m, 2H), 0.06 (8, 9H)

(xi) Boc-Aze-Pab(2.6-dif}(Teoc)

Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc) (1.009 g, 2.35 mmol; see step (x) above) was dissolved in
50 mL of EtOAc¢ saturated with HCl(g). The mixture was left for 10 min.,
evaporated and dissolved in 18 mL of DMF, and then cooled on an ice bath, Boc-
Azo-OH (0.450 g, 2.24 mmol), PyBOP (1.24 g, 2.35 mmol) and lastly
diisopropylethyl amine (1.158 g, 8.96 mmol) were added. The reaction mixture
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was stirred for 2 h and then poured into 350 mL of water and extracted three times
with BtOAc. The combined organic phase was washed with brine, dried (NazS04)
and eveporated. Flash chromatography on silica gel with heptane:BtOAc (1:3)
gave 1.097 g (96%) of the desired compound.

H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.46 (m, 2H), 4.65-4.5 (m, 3H), 4.23 (m, 2H), 3.87
(m, 1H), 3.74 (m, 1H), 2.45-2.3 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.10 (m, 2H), 0.05 (s, 9H)

dissolved in 20 mL of BtOAc saturated with HCI(g). The mixture was left for 10
min, and evaporated and dissolved in 5 mL of DMF. Ph(3-Cl)(5-OCHFz)-
(R)CH(OH)C(O)OH (0.120 g, 0.475 mmol; s Preparation A(vili) above),
PyBOP (0.263 g, 0.498 mmol) and lastly diisopropylethyl amine (0.245 g, 1.89
mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 2 h and then poared into
350 mL of water and extiacted thres times with EtOAc. The combined organic
phase was waxhod with brine, dried (N&;SO4) and evaporated. Flash
chromatography on silica gel with EtOAc gave 0.184 g (60%) of the desired sub-

title compound,

'H NMR (400 MHz, CD>OD, mixture of rotamers) 5 7.55-7.45 (m, 2H), 7.32 (m,
1H, msjor rotamer), 7.27 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 2H), 6.90 (t, 1H,
major rotamer), 6.86 (t, 1H, minor rotamer), 5.15 (s, 1H,major rotamer), 5.12 (m,
1H, minor rotamer), 5.06 (s, 1H, minor rotamer), 4.72 (m, 1H, major rotamex),
4.6-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 424 (m, 2H), 4.13 (m, 1 H, major
rotamer), 4.04 (m, 1H, minor rotamer), 3.95 (m, 1H, minor rotamer), 2.62 (m, 1H,
minor rotamer), 2.48 (m, 1H, major rotamer), 2.22 (m, 1H, major rotamer), 2.10
(m, 1H, minor rotamer), 1.07 (m, 2H), 0.07 (m, SH)

(xiif) Ph(3-CIX5-OCHF;-R|CH(OHC(OY}-Aze-Pab(2.6-diF}QMe,Teoc)

mm)dQH
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A mixture of Ph(3-Cl)(5-OCHFa)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (64
mg, 0.099 mmol; see step (xii) above) and O-methyl hydroxylamine hydrochloride
(50 mg, 0.60 mmol) in 4 mL of acatonitrile was heated at 70°C for 3 h. The
solvent was-evaporated and the residuc was partitioned between water and BtOAc,
The aqueous layer was extracted twice with BtOAc and the combined organic
phase was washed with water, dried (Na;SO,) and evaporated. The product could
be used without further purification. Yield: 58 mg (87%).

1H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 7.90 (bt, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.25-6.95 (m, 5H),
6.51, t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.83 (m, 1H), 4.6-4.5 (m, 2H), 4.4-3.9 (m, 4H), 3.95 (s,
3H), 3.63 (m, 1H), 2.67 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1.87 (broad, 1H), 0.98 (m, 2H),
0.01, 5, 9H) '

(xiv) Compound B
Ph(3-CI)X5-OCHF;)-{R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(OMe, Teoc) (58 mg,
0.086 mmol; see step (xiii) above) was dissolved in 3 mL of TFA, cooled on an ice
bath and ailowed to react for 2 h. The TFA was eveporated and the residue
dissolved in BtOAc. The organic Inyer was washed twice with aqueous sodium
carbonate and water, dried (Na;SO,) and evaporated. The residue was freeze-
dried from water and acetonitrile to give 42 mg (92%) of the title compound.

' NMR (300 MHz, CDCly) 8 7.95 (bt, 1H), 7.2-7.1 {m, 4H), 6.99 (m, 1H), 6.52
(t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.85-4.75 (m, 3H), 4.6-4.45 (m, 2H), 4.29 (broad, 1H), 4.09
(m, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.69 (m, 1H), 2.64 (m, 1E), 2.38 (m, 1H), 1.85 (broad, 1K)
13C.NMR (100 MHz; CDCls): {carbony! and/or amidine carbons) & 172.1, 169.8,
151.9

APCI-MS: (M + 1) = 533/535 m/z

PCT/SE03/00857
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To a magnetically stirred solution of 2-fluoroethenol (5.0 g, 78.0 mmol) in CH,Cly
(90 mL) under nitrogen at 0°C was added triethylarnine (23.7 g, 234 mmol} and
methanesulfony! chlorids (10.7 g, 93.7 mmal), The mixture was stirred at 0°C for
1.5 h, diluted with CH;Cl3 (100 mL) and washed with 2N HCl (100 mL). The
agueous layer was extracted with CH;Cl; (50 mL) and the combined organic
extracts washed with brine (75 mL), dried (Na;SOy), filtered and concentrated in
vacuo to afford the sub-title compound (9.7 g, 88%) as a yellow oil which was
used without further purification.

'I-INMR(SOOMH:.CDCI;)&_‘L?G(LJ=4H2. 1H), 4.64 (t, J= 4 Hz, 1H), 4.52
(t, 7=4 Hz, 1H), 4.43 (t, J = 4 Hz, 1H), 3.09 (5, 3H).

(ii) 3Chloro-5-monofluoroethoxybenzaldehyde

To a solution of 3-chloro-5-hydroxybenzaldehyde (8.2 g, 52.5 mmol; ses
Preparation A(li) above) and potassium carbonate (9.4 g, 68.2 mmol) in DMF (10
mL) under nitrogen was added a solution of (2-monofluorosthyl)
methanegulfonate (9.7 g, 68.2 mmol; see step (i) above) in DMF (120 mL)
dropwise at room temperature. The mixture was heated to 100°C for 5 h and then
stirred overnight at room temperature. The reaction was cooled to 0°C, poured
into ice-cold 2N HC] and extracted with EtOAc. The combined orgenic extracts
were washed with brine, dried (IN22SO,), filtered and concentrated in vacuo. The
brown oil was chromatographed on silica gel eluting with Hex:EtOAc (4:1) to
afford the sub-title compound (7.6 g, 71%) as a yellow oil.

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 9.92 (s, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.21 (s,
1H), 4.87 (t, J = 4 Hz, 1H), 4.71 (t, J= 3 Hz, 1H), 4.33 (, /=3 Hz, 1H), 424 (t, J
=3 Hz, 1H).

(iii) P(2-CI(S-OCH CHLI-(R SYCH(OTMSICN
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To a solution of 3-chloro-5-monofluoroethoxybenzaldehyde (7.6 g, 37.5 mmol;
see step (ii) above) and zinc iodide (3.0 g, 9.38 mmol) in CH;Cl; (310 mL) was
added trimethylsilyl cyanide (7.4 g, 75.0 mmol) dropwise at 0°C under nitrogen.
The mixture was stirred at 0°C for 3 b and at room temperature overnight. The
reaction was diluted with H20 (300 mL), the organic layer was separated, dried
(NaxSO,), filtered and concentrated in vacuo to afford the sub-title compound
(10.6 g, 94%) a5 a brown oil that was used without further purification or
characterisation,

(iv) Phi3-CIY5-OCH, CHyIN-(R SYCH(OH)C(OYOH
Concentrated hydrochloric acid (100 mL) was added to Ph(3-CI)(5-OCH;CH,F)-

(R,S)YCH(OTMS)CN (10.6 g, 5.8 mmol; see step (iii) above) and the solution

stirred at 100°C for 3 h. After cooling to room tempersture, the reaction wes
further cooled to 0°C, basified slowly with 3N NaOH (~300 mL) and washed with

Et;0 (3 x 200 mL). The aqueous layer was acidified with 2N HC1 (80 mL) and
axtracted with BtOAc (3 x 300 mL). The combined EtOAc extracts were dried
(NaaSOy), filtered and concentrated in vacuo to afford the sub-title compound (8.6
E. 98%) as a pale yellow solid thet was used without further purification.

Re=0.28 (90:8:2 CHCl;:MeOH:concentrated NH,OH)
'H NMR (300 MHz, CD;OD) 5 7.09 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 6.93 (s, 1H), 5.11 (s,
1H), 4.77-4.81 (m, 1H), 4.62-4.65 (m, 1H), 4.25-4.28 (m, 1H), 4.15-4.18 (m, LE).

(v) Eb(3-CIX5-OCH; CHFHSCH(OAC)C(OYOH (a) and Ph(3-Cl)(S-
OCH;CH,F)-(R\CH(OHC(O)OH (b)

A solution of Ph(3-CI)}(5-OCH,CH,F)}(R,S)CH(OH)C(O)OH (8.6 g, 34.5 mmol;
see step (iv) above) and Lipese PS “Ameno” (4.0 g) in viny! acetate (250 mL) and
MTBE (250 mL) was heated at 70°C under nitrogen for 3 d. The reaction was
cooled to room temperature and the enzyme removed by filtration through
Celite®. The filter cake was washed with EtOAc and the filtrate concentrated in
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vacuo. Chromatography on silica gel eluting with CHCly:MeOH:Bt;N (90:8:2)
sfforded the triethylamine salt of sub-title compound (2) as & yellow oil. In
addition, the triethylamine salt of sub-title compound (b) (4.0 g) was obtained.
The salt of sub-title compound (b) was diasolved in HzO (250 mL), acidified with
2N HC] end extracted with BtOAc (3 x 200 mL). The combined organic extracts
were dried (Na3SO,), filtered and concentrated in vacuo to yield the sub-title

compound (b) (2.8 g, 32%) as a yellow oil.

Data for Spb-Title Compound (b);

Re=0.28 (90:8:2 CHCl;:MeOH:concentrated NH,OH)

'H NMR (300 MHz, CD>OD) §7.09 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 6.93 (s, 1H), 5.11 (s,
1H), 4.77-4.81 (m, 1H), 4.62-4.65 (m, 1H), 4.25-4.28 (m, 1H), 4.15-4.18 (m, 1H).

(vi) Compowund C

To a solution of Ph(3-Cl1)(5-OCH2CHaF)~(R)CH(OH)C(O)OH (818 mg, 329
mmol; see step (v) above) in DMF (30 mL) under nitrogen at 0°C was added
HAze-Pab(OMs)+2HCI (1.43 g, 4.27 mmol, see international patent application
WO 00/42059), PyBOP (1.89 g, 3.68 mmoli), and DIPEA (1.06 g, 8.23 mmol).
'The reaction was stirred at 0°C for 2 h and then at room temperature overnight.
The mixture was concentrated ir vacuo and the residue chromatographed two
times on silica gel, eluting first with CHCl3:EtOH (15:1) and second with
EtOAc:EtOH (20:1) to afford the title compound (880 mg, 54%).

Re=0.60 (10:1 CHCly:EtOH)

'H NMR (300 MHz, CD30D, complex mixture of rotamers) § 7.58-7.60 (d, J =8
Hz, 2H), 7.34 (d, J = 7 Hz, 2H), 7.05-7.08 (m, 2H), 6.95-6.99 (m, 1H), 5.08-5.13
(m, 1H), 4.77-4.82 (m, 1H), 4.60-4.68 (m, 1H), 3.99-4.51 (m, 7H), 3.82 (s, 3H),
2.10-2.75 (m, 2H). ,

C-NMR (150 MHz; CD;OD): (carbonyl and/or amidine carbons) § 173.3, 170.8,

152.5.
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APCI-MS: (M + 1) =493 m/z.

Ph(3-Cl)(5-OCHF)-(RYCH(OH)C(Q)-Aze-Pab(Teoc) (0.045 g, 0.074 mmol; see
Preparation A (ix) sbove), was dissolved in 3 mL of TFA and allowed to react for
1 h. TFA was evaporated and the residue was freeze dried from water/acetonitrile
to yield 0.043 g (100%) of the sub-title compound as its TFA salt.

'H-NMR (400 MHz; CDsOD) rotamers: 5 7.8-7.75 (m, 2H), 7.55-7.5 (m, 2H),
7.35 (m, 1H, major rotamer), 7.31 {m, 1H, minor rotamer), 7.19 {m, 1H, major
rotamer), 7.15 (m, 1H), 7.12 (m, 1H, minor rotamer), 6.89 (t, 1H, major rotamer),
6.87 (t, 1H, minor rotamer), 5.22 (m, 1H, minor rotamar), 5.20 (8, 1H, major
rotamer), 5.13 (8, 1H, minor rotamer), 4.80 (m, 1H, major rotamer), 4.6-4.4 (m,
2H), 4.37 (m, 1H, major rotamer), 4.19 (m, 1H, major rotamer), 4.07 (m, 1H,
minor rotamer), 3.98 (m, 1H, minor rotamer), 2.70 (m, 1H, minor rotamer), 2.55
(m, 1H, major rotamer), 2.29 (m, 1H, major rotames), 2.15 (m, 1H, minor rotamer)
BC.NMR (100 MHz; CDyOD): (carbony! and/or amidine carbons, rotamers) §
172.6, 172.5, 172.0, 171.7, 167.0

MS (m/z) 465 M ~ 1, 467 M + 1)}

of Co 3-Cl OMC(O)-
111 2)]
Compound B
Ph(3-C1)(5-OCHF)+{R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (81 mg, 0.127
mmol; see Preparation B (xii) above) was dissolved in 0.5 mL of methylene
chloride and cooled on an ice bath. TFA (3 L) was added and the reaction was
left for 75 min. The TFA was evaporated and the residue was freeze dried from
water and acetonitrile. The crude product was purified by preparative RPLC with
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CH3CN:0.1M NH,OAc (35:65) to produce 39 mg (55%) of the title compound as
its HOAC salt, purity: 99%.

TH NMR (400 MHz, CD,0D mixture of rotamers) § 7.5-7.4 (m, 2H), 7.32 (m, 1H,
major rotamer), 728 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 3H) 6.90 (t, 1H, major
rotamer), 6.86 (t, minor rotamer), 5.15 (s, 1H, major rotamer), 5.14 (m, 1H, minor
rotamer), 5.07 (s, 1H, minor rotamer), 4.72 (m, 1H, major rotamer), 4.65-4.45 (m,
2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 4.16 (m, 1H, major rotamer), 4.03 (m, 1H,
minor rotamer), 3.95 (m, 1H, minor rotamer), 2.63 (m, 1H, minor rotamer), 2.48
(m, 1H, major rotamer), 2,21 (m, 1H, major rotamer), 2.07 (m, 1H, minor
rotamear), 1.89 (s, 3H)

13C-NMR (75 MHz; CDsOD): (carbony! and/or amidine carbons, mixture of
rotamers) 5§ 171.9, 171.2, 165.0, 162.8, 160.4

APCI-MS: (M + 1) = 503/505 m/z.

To a solution of Ph(3-Cl)(5-OCH;CH;F)-{(R)CH(OH)C(O)OH (540 mg, 3.78
mmol; see Preparation C (v) above) in DMF (30 mL) under nitrogen at 0°C was
added HAze-Pab(Teoc)*HCI (2.21 g, 4.91 mmol), PyBOP (2.16 g, 4.15 mmol),
and DIPEA (1.22 g, 9.45 mmol). The reaction was stirred at 0°C for 2 h and then
et room temperature for 4 h. The mixture was concentrated in vacuo and the
residue chromatographed twice on silica gel, eluting first with CHCly:BtOH (15:1)
and second with EtOAc:EtOH (20:1) to afford the sub-title compound (450 mg,
20%) as  crushable white foam. '

Mp: 80-88°C
R;=0.60 (10:1 CHCly:RtOH)
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'H NMR (300 MHz, CD;OD, complex mixture of rotamers) § 7.79 (d, J = 8 Hz,
2H), 7.42 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.05-7.08 (m, 1H), 6.93-6.99 (m, 2H), 5.08-5.13 (m,
1H), 4.75-4.80 (m, 2H), 4.60-4.68 (m, 1H), 3.95-4.55 (m, 8H), 2.10-2.75 (m, 2H),
1.05-1.11 (m, 2H), 0.08 (s, 9H).

APCI-MS: (M + 1) = 607 m/z.

(ii) Compound F
Ph(3-Cl)(5-OCH,CH,;F){(R)YCH(OH)C(0)-Aze-Peb(Teoc) (0.357 g, 0.589 mmol;
see step (i) sbove), was dissolved in 10 mL of TFA and allowed to react for 40
min. TFA was evaporated and the residue was freeze dried from watar/acetonitrile

to yiald 0.33 g (93%) of the title compound as its TFA salt.

'H-NMR (600 MHz; CDyOD) rotamers: 5 7.8-7.7 (m, 2H), 7.54 (d, 2H), 7.08 (s,
1H, major rotamer), 7.04 (s, 1H, minor rotamer), 6.99 (s, 1H, major rotamer), 6.95
(&, 1H), 6.92 (s, 1H, minor rotamer), 5.18 (m, 1H, minor rotamez), 5.14 (s, 1H,
major rotamer), 5.08 (s, 1H, minor rotamer), 4.80 (m, 1H, major rotamer), 4.73
(m, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.6-4.4 (m, 2H), 4.35 (m, 1H, major rotamer), 4.21
(doublet of multiplets, 2H), 4.12 (m, 1H, major rotatmer), 4.06 (m, 1H, minor
rotamer), 3.99 (m, 1H, minor rotamer), 2.69 (m, 1H, minor rotamer), 2.53 (m, 1H,
major rotamer), 2.29 (m, 1H, mejor rotamer), 2.14 (m, 1H, minor rotamer).
C-NMR (150 MHz; CD;0D): (carbonyl and/or amidine carbons) 5 172.8, 172.1,
167.4.

ESI-MS+: (M+1) = 463 (m/z)

(D) Ph(3-CIN5-OCHF, HRICH(OHNC(O)-Aze-Pab(OH, Teoc)
Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(Q)-Aze-Pab(Teoc) (0.148 g, 0.24 mmol; see
Preparation A step (ix) above), was dissolved in 9 mL of acetonitrile and 0.101 g
(1.45 mmol) of hydroxylamine hydrochloride was added. The mixture was heated
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at 70°C for 2.5 h, filtered through Celite® and evaporated. The crude product
(0.145 g; 75% pure) was used directly in the next step without further purification.

(i) Ph(3-CI)(3-OCHF - R)CH(OHC(0)-Aze-Pab{OH)
Ph(3-ClL)Y(5-OCHF )« R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(OH, Teoc) (0.145 g, 023 mmol;
see stap (i) above), was dissolved in 0.5 mL of CH;Cl; and 9 mL of TFA. The
reaction was allowed to proceed for 60 minutes. TFA was evaporated and the
residue was purified using preparative HPLC. The fractions of interest wero
pooled and freeze-dried (2x), yielding 72 mg (yield over two steps 62%) of the
title compound.

MS (m/z) 482 (M - 1); 484 (M + 1)*

'H-NMR (400 MHz; CDsOD): 5 7.58 (d, 2H), 7.33 {m, 3H), 7.15 (m, 2H), 6.89 (t,
1H major rotamer), 6.86 (t, 1H minor rotamer), 5.18 (s, 1H major rotamer; and m,
1H minor rotamer), 5.12 (s, 1H minor rotamer), 4.77 (m, 1H major rotamer),4.42
(m, 2H), 4.34 (m, 1H major rotamex), 4.14 (m, 1H major rotamer), 4.06 (m, 1H
minor rotamer), 3.95 (m, 1H minor rotamer), 2.66 (m, 1H minor rotamer), 2.50
(m, 1H major rotamer), 2.27 (m, 1H major rotamer), 2.14 (m, 1H minor rotamer)
C-NMR (100 MHz; CDsOD): (carbonyl and/or amidine carbons, rotamers) &

1724, 172.3,172.0, 171.4 1523, 152.1

HO :
8 J

cl OCHF,
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(i) Boc{S)Aze-NHCH-Ph(2.6-diF, 4-CN)

Boc-(S)Aze-OH (1.14 g, 5.6 mmol) was dissolved in 45 mL of DMF. 4-
Aminomethyl-2,6-difluorobenzonitrile (1.00 g 595 mol, sce Exemple 1(xiv)
above), PyBOP (3.10 g, 5.95 mmol) and DIPEA (3.95 mL, 22.7 mmol) were
added and the solution was stirred at room temperature for 2 h. The solvent was
evaporated and the residue was partitioned between HaO and BtOAc (75 mL
each). The aqueous phase was extracted with 2 x 50 mL BtOAc and the combined
organic phase was washed with brine and dried over Na;SO,  Flash
chromatography (Si0;, EtOAc/heptane (3/1)) yielded the sub-title compound (1.52
g, 77%) as &n oil which crystallized in the refrigerator.

'H-NMR (400 MHz; CD:OD): § 7.19 (m, 2H), 4.654.5 (m, 3H), 3.86 (m, 1H),
3,73 (m, 1H), 2.45-2.3 (m, 2H), 1.39 (s, 9H)

(i) H-(NAze-NHCH;-Ph(2 6-diF, 4-CN) x FIC]

Boc{S)Aze-NHCHz-Ph(2,6-diF, 4-CN) (0.707 g, 2.01 mmo), see step (i) above)
was dissolved in 60 mL of EtOAc saturated with HCI(g). After stirring at room
temperature for 15 minutes, the solvent was svaporated. The residue was dissolved
in CH;CN/HZ0 (1/1) and was freeze-dried to- give the sub-title compound (0.567
g, 98%) a5 an off-white amorphous powder.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D): 8 7.49 (m, 2H), 4.9% (m, 1H), 4.58 (m, 2H), 4.12
(m, 1H), 3.94 (m, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.47 (m, 1H)
MS (m/z) 252.0 (M + 1)*

(iii) Ph(3-CIN(5-OCHE; M RICH(OMC(OW{NAze-NHCH;-Ph(2 6-diF, 4-CN)

Ph(3-C1)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)YC(Q)OH (0.40 g, 1.42 mmol, sce Example 1(viii)
above) was dissolved in 10 mL of DMF and H-(S)Aze-NHCH-Ph(2,6-diF, 4-CN)
x HC1 (0.43 g, 1.50 mmol, see step (ii) above) end PyBOP (0.779 g, 1.50 mmol)



10

15

30

W 03/101423 PCT/SEQ3/00857

39

were added, followed by DIPEA (1.0 mL, 5.7 mmol). After stirring at room
temperature for 2 h, the solvent was evaporated. The residue was partitioned
between H,0 (200 mL) and BtOAc (75 mL). The aqueous phase was extracted

-with 2 x 75 mL EtOAc and the combined organic phase was wasbhed with brine

and dried over Na;SO, Flash chromatography (SiO;, BtOAc/heptane (4/1))
yielded the sub-title compound (0.56 g, 81%) as an ofl.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D) roamers: § 7.43 (m, 2H), 7.31 (m, 1H, major
rotamer), 7.26 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 2H), 6.90 (1, 1H, major
rotemer), 6.86 (t, 1H, minor rotamer), 5.14 (s, 1H, major rotamer), 5.11 (m, 1H,
minor rotamer), 5.04 (s, 1H, minor rotamer), 4.71 (m, 1H, major rotamer), 4.6-
445 (m, 2H), 430 (m, 1H, major rotamer), 4.2-3.9 (m, 1H; and 1H, migor
rotamer), 2.62 {m, 1H, minor rotamer), 2.48 (m, 1H, major rotamer), 2.21 (m, 1H,
major rotamer), 2.09 (m, 1H, minor rotamer)

3C-NMR (100 MHz; CDyOD): (carbonyl carbons) 5 171.9, 171.8

MS (m/z) 484.0, 485.9 (M - 1)°, 486.0, 487.9 (M + 1)*

(v) B(3-Cl(3-OCHI)ARICH(OHIC(ON(Aze-Pab(2,6-diIF(OFT) .
Ph(3-CI)}(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(0)-(5)Aze-NHCHz-Ph(2,6-diF, 4-CN) (0.555
g 1.14 mmol, from step (iii) above) was dissolved in 10 mL of EtOH (95%). To
this solution was added hydroxylamine hydrochloride (0.238 g, 3.42 mmol) and
EtsN (0.48 mL, 3.44 mmol). After stirring at room temperature for 14 h, the
solvent was removed and the residue was dissolved in BtOAc. The organic phase
was washed with brine and H;O end was dried over Na;SO4. The crude product
was purified by preparative RPLC with CHyCN:0.1 M NH,OAc ag eluent, yielding
the title componnd as an amorphous powder (0.429 g, 72%) after freeze-drying.

'H-NMR (400 MHz; CD3OD) rotamers: & 7.35-7.1 (m, 5H), 6.90 (t, 1H, major
rotamer), 6.85 (t, 1H, minor rotamer), 5.15 (s, 1H, major rotamer), 5.12 (m, 1H,
minor rotamer), 5.08 (s, 1H, minor rotamer), 4.72 (m, 1H, major rotsmer), 4.64.4

2y
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(m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 4.12 (m, 1H, major rotamer), 4,04 (m, 1H,
minor rotamer), 3.94 (m, 1H, minor rotamer), 2.62 (m, 1H, minor rotamer), 2.48
(m, 1H, major rotamer), 2.22 (m, 1H, major rotamer), 2.10 (m, 1H, minor rotamer)
3C-NMR (100 MHz; CDyOD): (carbonyl and amidine carbons, rotamers) § 172.4,

171.9, 171.0, 152.3, 151.5
MS (m/z) 517.1, 519.0 M - 1), 519.1,521.0 M + 1)*

Boc-Aze-Pab(Z) (see international patent application WO 97/02284, 92 mg, 0.197
mmol) was dissolved in 10 mL of BtOAc saturated with HCI(g) and allowed to
react for 10 min. The solvent was evaporated and the residue was mixed with
Ph(3-CI)(5-OCH,CHF,)-(R)CH(OH)C(O)OH (50 mg, 0.188 mmol; see
Preparation C (v) above), PyBOP (109 mg, 0.209 mmol) and finally
diisopropylethyl amine (96 mg, 0.75 mmol) in 2 mL of DMF. The mixiure was
stirred for 2 b and then poured into 50 mL of water and extracted three times with
BtOAc. The combined organic phase was washed with water, dried (N22804) and
cvaporated. The crude product was flash chromatographed on silica gel with
BtOAc:MeOH (9:1). Yield: 100 mg (87%).

'H NMR (300 MHz, CD10D, mixture of rotamers) & 7.85-7.75 (m, 2H), 7.45-7.25
(m, 7H), 7.11 (m, 1H, major rotamer), 7.08 (m, 1H, minor rotamer), 7.05-6.9 (m,
2H), 6.13 (bt, 1H), 5.25-5.05 (m, 3H), 4.77 (m, IH, partially hidden by the CD;OH
signal), 4.5-3.9 (m, 7H), 2.64 (m, 1H, miror rotamer), 2.47 (m, 1H, major
rotamer), 2.25 (m, 1H, major rotamer), 2.13 (m, 1H, minor rotamer)

(i) Ph(3-CI)(5-OCH;CHFHRICH(OMC(O)-Aze-Pab(OH)
Hydroxylamine hydrochloride (65 mg, 0.94 mmol) and triethylamine (0.319 g,
3.16 mmol) were mixed in 8 mL of THF and sonicated for 1 h at 40°C. Ph(3-
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CI)(5-OCH,CHF;)-{R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Z) (96 mg, 0.156 mmol; see step (i)
above) was added with 8 mL more of THF. The mixture was stirred at 40°C for
4.5 days. The solvent was evaporated and the crude product was purified by
preparative RPLC with CH3CN:0.1M NH,OAc (40:60). Yield: 30 mg (38%).
Purity: 99%. '

'H NMR (300 MHz, CDyOD, mixture of rotamers) 5 7.6-7.55 (m, 2H), 7.35-7.3
(m, 2H), 7.12 (m, 1H, major rotamer), 7.09 (m, 1H, minor rotamer), 7.05-6.9 (m,
2H), 6.15 (triplet of multiplets, 1H), 5.15 (m, 1H, minor rotamer), 5.13 (s, 1H,
major rotamer), 5.08 (s, 1H, minor rotamer), 4.77 (m, 1H, major rotamer), 4.5-4.2
{m, 5H), 4.08 (m, 1H, major rotamer), 3.97 (m, 1H, minor rotamer), 2.66 {m, IH,
minor rotamer), 2.50 (m, 1H major rotamer), 2.27 (m, 1H, major rotamer), 2.14
(m, 1H, minor rotamer).

BC-NMR (100 MHz; CD;0D): (carbony] and/or amidine carbons, mixture of
rotamers) § 172.8, 172.2, 171.4, 159.1, 158.9, 154.2,

APCI-MS: (M + 1) =497/499 m/z

Method 1 ;: Generpl Method for Salt Preparatior .

The following generic method was employed to propare salts of Compound A:
200 mg of Compound A (see Preparation A ebove) waa dissolved in 5 mL of
MeOH. To this solution was added a solution of the relevant acid (1.0 molar
equivalent) dissolved in 5 mL of MeOH, After stirring for 10 minutes at room
temperature, the solvent was removed by way of a rotary evaporator. The
remaining solid material was re~digsolved in 8 mL of acetonitrile:H20 (1:1).
Freeze-drying afforded colorless amorphous material in each case.

Agg g;mlg@:
(1S)(+)-10-camphorsulfonic

malic
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cyclohexylsulphamic
phosphoric
dimethylphospharic
p-toluenesulphonic
L-lysine

L-lysine hydrochloride
saccharinic
methanesulphonic
hydrochloric

42

Appropriate characterising data are shown in Table 1.

PCT/SE03/00857

Teble 1
Salt Mw acid | Mwalt | LRMS & ppm (MeOD)
H18, H19, H24
(see structure at end
of Method 9 below)-
(1SH+)-10- 23220 72920 2309 7.57,7.68, 3.97
camphorsulfonate 495.1
497.0
72713
maleate 116.07 | 612.97 114.8 7.45,7.64, 3.89
495.1
497.0
cyclohexylsulphamate | 179.24 | 676.14 |177.9 7.44,7.64,3.89
495.1
496.9
674.3
676.1
phosphate 97.99 594.89 | 495.1 7.37,7.61,3.84
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497.0
593.1

dimethylphosphate

126.05

622.95

124.9
495.1
497.0
6212
623.0

7.50, 7.66, 3.92

p-toluenesulphonate

17220

665.10

170.9
495.1
497.0

7.54,7.71,3.95

L-lysine

146.19

643.09

145.0
495.1
497.0

7.36, 7.60, 3.83

L-lysine hydrochloride

182.65

679.55

495.1
497.0
331.1
(HCD)

7.36, 7.60, 3.83

saccharinate

1183.19

680.09

181.9
495.1
497.0

7.44,7.64. 3.89

methanegulphonate

96.11

593.01

495.1
497.0
591.2
593.1

7.57,7.68,3.97

bydrochloride

36.46

533.36

495.1
496.9
5311
3325
535.2

7.55,7.61,3.95

X206
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All salts formed in this Method were amorphous.

Method 2

PCT/SE03/00857

Further amorphous salts of Cormpound A were made using analogous techniques

to those described in Method 1 above from the following acida:

trydrobromic acid (1:1 salt)
hydrochloric acid (1:1 salt)
sulphuric acid (1:0.5 salt)
1,2-ethanedisulfonic acid (1:0.5 salt)
1S-camphorsulfonic acid (1:1 salt)
(+/-)-camphorsulfonic acid (1:1 salt)
cthanesulfonic acid (1:1 salt)

nitric acid (1:1 salt)

toluencsulfonic acid (1:1 salt)
methanesulfonic acid (1:1 salt)
p-Xylenesulfonic acid (1:1 aalt)
2-mesitylenesulfonic acid (1:1 salt)
1,5-naphthalenesulfonic acid (1:0.5 salt)
naphthalenesulfonic acid (1:1 salt)
benzenesulfonic acid (1:1 sait)
saccharinic acid (1:1 salt)

maleic acid (1:1 salt)

phosphoric acid (1:1 salt)
D-glutamic acid (1:1 sajt)
L-glutamic acid (1:1 salt)
D,L-glutamic acid (1:1 salt)
L-arginine (1:1 salt)

L-lysine (1:1 salt)

L-lysine hydrochloride (1:1 salt)
glycine (1:1 salt)
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salicylic acid (1:1 salt)
tartaric acid (1:1 salt)
fumaric acid (1:1 salt)
citric acid (1:1 salt)
L~(-)-malic acid (1:1 salt)
D,L-malic acid (1:1 salt)
D-gluconic acid (1:1 salt)

and ethanesulfonic acid (1 eq., 95%, 35 pL) was added to the solution. The
mixture was stirred for a few minutes, and then the solvent was evaporated. The
resulting oil was alurried in iso-octane and evaporated to dryness until a solid
matetial was obtained. Finally, the substance was re-glurried in iso-octane and the
solvent eveporated again resulting in a white, dry, amorphous solid. The
substance was vacuum dried at 40°C overnight.

Method 4 : Crystallisation of Amorphous Materis

Amorphous Compound A, ethanesulfonic acid salt (17.8 mg; see Method 3 above)
was slurried in methyl iso-butyl ketone (600 p L). After 1 week, crystalline
needles were observed, which were filtered off and air-dried.

Compound A (277 mg; sce Prepamtion A above) was dissolved in methyl iso-
butyl ketone (3.1 mL). Ethanesuifonic acid was added (1 eq., 95%, 48 p L).
Precipitation of amorphous ethanesulfonate salt occurred immediately. More
methy! iso-butyl ketone (6 mL) was added and the slurry was treated with
ultrasound. Finally, a third portion of methy) iso-butyl ketone (3.6 mL) was added
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and then the shurry was left overnight with stirring (magnetic stirrer). The next
day, the substance had transformed into crystalline needles. The slurry was filtered
off, washed with methyl iso-butyl ketone (0.5 mL) and air dried.

Method 6

Compound A (236 mg; aee Prepamation A sbove) was dissolved at room
“
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washed with methyl iso-butyl ketone (2 x 6 mL.) and dried under reduced pressure
at 40°C. After drying, a total of 2.57 g of white, crystalline product was obtained
corresponding to a yield of 85%,

Compound A (163 mg; ses Preparation A above) was dissolved in iso-propano]
(1.2 mL). The solution was heated to 35°C. Bthanesulfonic acid was added (28 p .
L). Then, ethyl acetate (4.8 mL) was added and the solution was seeded with
crystalline Compound A, ethanesulphonic acid salt (see Methods 4 to 7 above).
Crystallization started almost immediately. The slurry was left for about 80
minutes at 35°C before being allowed to cool to ambient temperature (21°C).

Two hours later, the crystals were filtered off, washed three times with ethyl
acetate (3 x 0.4 mL), and dried under reduced pregsure at 40°C. A total of 170 mg
of crystalline title product was obtained which catresponds to & yield of
approximately 82%.

Method

Compound A (20.0 g; see Prepamation A above) was dissolved in iro-propanol
(146.6 mL) at 40°C and ethanesulfonic acid (3.46 mL, 95%, 1 eq.) was added to
the solution. To the resulting clear solution, seed crystals of Compound A,
ethanesulfonic acid salt were added (50 mg; see Methods 4 to § above). Thea,
ethyl acetate (234 mL) was added over 10 minutes. The resulting slightly opague
solution was seeded once more (70 mg) and left for one hour at 40°C with stirring
to allow for crystallization to start. After this, a total of 352 mL of ethyl acetate
was added at a constant rate over one hour. When all of the ethyl acetate had been
added, the shurry was left for 1 hour, before being cooled to 21°C over 2 hours.
The crystallization was allowed to continue for 1 hour at 21°C before the crystals
were filtered off, washed twice with ethyl acetate (50 mL + 60 mL) and finally,
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dried under reduced pressure at 40°C overnight. A total of 21.6 g of a white,
crystalline salt was obtained, corresponding to a yield of approximately 90%.

10

15

Compound A, ethanesulfonic acid salt was cheracterised by NMR as follows: 23
mg of the zalt was dissolved in deuterated methanol (0.7 mL) troscopy. A
combination of 1D ('H, '*C and selective NOE) and 2D (gCOSY, gHSQC and
gHMBC) NMR experiments were used. All data were in good agreemeont with the
theoretical structure of the salt, shown below. The molecule exists in two
conformations in methanol. Based on the integral of the peak assigned to HS
(dominant conformer) and peak assigned to H5' (other conformer), the ratio
between the two conformers was found to be 70:30. H22 could not be observed as
these protons were in fast exchange with the solvent CD;0D.

15

14
A 24
18 n
12 7 /N—O
18 2
18
i
0, 0~y
S
O
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Both the proton and the carbon resonance corresponding o pesition 1 are aplit due
to the spin-coupling with the two fluorine nuclei in that position. The couphng

constants are 2Typ=73 Hz and Jep= 263 Hz.

'H and ®C NMR chemical shift assignment and proton-proton correlations are

shown in Table 2.
Table 2,

Atom |Type |[UCshif 'H  shiftppm® and | Jmy/H2

No. ppm* multiplicity®

1 CH |117.5° 6.90 (1) 73 ()

1’ 117.5° 6.8 ()

2 c 153.5

2' 153.5

3 CcH |1200 7.15 (s)

3 119.7 7.13 (s)

4 C 1362

Y 135.9

5 CH |[1250 7.36 (s)

5 124.9 7.31 (s)

6 C 144.5

6 145.3

7 CH |1173 7.20 (s)

T 1172 7.15 (8)

8 CH [720 5.20 (s)

8’ 74.0 5.12 (s)

) co [173.1

9’ 173.8

11 CH; |[516 a:4.38 (m)
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b:4.21 (m)
11 49.0 2:4,06 (m)
b:3.99 (m)
12 CH: 217 a:2,55 (m)
b:2.29 (m)
12 23.2 a:2,70 (m)
b:2.15 (m)
13 CH 63.1 4.80 (m)
13 66.2 5.22 (m)
14 co 1729
14° 173.6
15 NH 8.76 (t, br) 52
15° 8.79 (t, br) 52
16 CH; |435 4.59 (AB-pattern) 159
4.46 (AB-pattern) 15.9
16' 43.6 4.53 (AB-pattern) 159
4.49 (AB-pattern) 159
17 C 146.9
17 147.0
18 CH 129.1 7.56 (d) 78
18’ 129.1 1.57(d) 78
19 CH 129.2 1.67 (d) 7.8
19 1294 7.70(d) 7.8
20 C 124.9 -
20 124.9
21 C 1624
21 162.3
22 NH; Not observed
Y2 CH, 64.8 3.96(s)
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101 CH3 1.28 (B 7.4
102 CH2 2.77 (m) 74

*Relative to the solvent resonance at 49.0 ppm.
®Relative to the solvent resonance at 3.30 ppm.

®s=ginglet, t=triplet, m=multiplet, br=broad, d=doublet

“Obtained in the gCOSY experiment.
®The resonance is a triplet due to coupling with the two fluorine muclei. 'Joe=263

Hz.

HRMS calculated for CoyHzCIFaN,O,S (M-H)" 605.1284, found 605.1296.

Crystals of Compound A, ethanesnlfonic acid salt (obteined by way of one or more
of Examples 4 to 9 above) were analyzed by XRPD and the results are tabulated
below (Teable 3) and are shown in Figure 1,

Table3
d value (A) | Intensity (%) | Intensity
16.5 10 m
12.2 74 Vs
11.0 4 w
9.0 33 5
B3 3 vw
1.6 W
-6.4 4 w
6.2 12 m
6.0 7 m
59 10 m
5.5 15 m
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54 100 V8
5.1 7 m
4.66 29 8
4.60 36 ]
431 57 8
425 18 m
4.19 20 m
4.13 12 m
4.00 12 m
3.87 13 m
383 6 w
376 7 m
3.72 6 w
3.57 9 m
351 7 m
3.47 5 w
3.39 3 vw
331 11 m
3.26 10 m
321 8 m
3.16 4 w
3.03 8 m
2.78 4 w
2.74 5 w
2,67 3 w
256 5 _ w
2.50 5 w
246 7 m
2.34 4 w
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221 w
2.00 3 v
198 v

DSC showed an endotherm with an extrapolated melting onset temperature of ca.
131°C. TGA showed a decrease in mass of ca. 0.2% (w/w) around the melting
point. DSC analysis repeated with a sample of lower solvent content showed a

melting onset temperature of ca. 144°C.

Benzenesulfonic acid (1 eq. 90%, 70mg) was dissolved in ethanol (1 mL) in a viel.
The ethanol solution of the acid was added to the solution of Compound A and the
vial was rinsed with 1 mL ethanol, which was then added to the mixture. The
mixture was stirred for 2 few minutes, and then the ethanol was evaporated until
an oil was formed. Ethyl acetate (3 ml) was added and the solvent was

evaporated again to dryness. An amorphous solid was formed.

Amorphous Compound A benzenesulfonic acid salt (20.7 mg; see Mesthod 10
above) was slurried in ethyl acetate (600 TL). ARer 5 days, crystalline needles
were observed in the slurry. )

Methods 12 and 13 : Reaction Crystallisations

Method 12

Compound A (128 mg; sce Preparation A above) was dissolved in ethyl acetate (3
mL). The solution was seeded with the slurry from Method 11 above. Then,
benzenesulfonic acid was added (1 eq., 90%, 45 mg). Precipitation of
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benzenesuiphonic acid salt occurred immediately. iso-Propancl was added to the
glurry (0.8 mL) and the mixture was seeded again. Two days later, the substance
bad transformed into crystelline needles. The slurry was filtered off, washed with
ethyl acetate (3 x 0.2 mL) and dried for a short time under vacoum at 40°C. A
total of approximately 140 mg of white solid was obtained.

Method 13

Compound A (246 mg; see Preparation A above) was dissolved in iso-propanol
(1.52 mL). Benzenesulfonic acid was added (88 mg, 90%). To the clear solution,
ethyl ecetate was added (3 mL), and then the mixture was seeded to initiate
crystallisation. After 1 hour, more ethyl acetate was added (2,77 mL). Finally, the
slurry was allowed to crystallise overnight before the crystals were filtered off,
washed with ethyl acetate (3 x 0.3 mL) and dried at 40°C under vacuum. A total
of 279 mg salt was obtained which corresponds to a yield of approximately 86%.

Compound A, benzenesulfonic acid salt was characterised by NMR as follows: 20
mg of the sait was dissolved in deuterated methanol (0.7 mL). A combination of
1D ('H, 3C and selective NOB) and 2D (gCOSY, gHSQC and gHMBC) NMR
experiments were used. All data were in good agreement with the theoretical
structure of the salt, shown below. The molecule exists in two conformations in
methanol. Based on the integral of the peak assigned to H12 (dominant
conformer) and peak assigned to H12' {other conformer), the ratio between the
two conformers was found to be 70:30. H22 could not be observed as these
protons were in fast exchange with the solvent CD;0D.

PCT/SE03/00857
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101 0\\ A0

102 ©/S\\ H
104 O
103

Both the proton and the carbon resonance corresponding to position 1 ere split dne
5 to the spin-coupling with the two fluorine nuclei in that position. The coupling
constants are *Jy=74 Hz and 'Joy= 260 Hz.

'H mnd *C NMR chomical shift assignment and proton-proton correlations are
shown in Table 4.
10

Table 4
Atom |Type | “Cshift/ppm"' |'H shift/ppm® and | Juw/Hz
No. . multiplicity*®
1 CH 117.5° 6B9() - 74 (“Tap)
I’ 117.5° 6.87 (1)
2 C 153.5
2' 153.5
3 CH {1201 7.15 (s)
3 119.7 7.12 (5)
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4 C 136.2
4 1359
5 CH 125.1 7.35 (8)
5 1249 7.31 (8)
6 C 144.5
6 145.3
7 CH 117.3 7.20 (8}
T 117.2 7.14 (s)
8 CH 728 5.20 (s)
8 74.0 3.12 (8)
9 CO 173.1
9 173.8
11 CH; 51.6 a:4.37 (m)
b:4.20 (m)
11’ 490 1:4.05 (m)
b:3.98 (m)
12 CH; (217 2:2.53 (m)
b:2.28 (m)
12" 23.2 2:2.69 (m)
b:2.14 (m)
13 CH 63.1 4.79 (m)
13’ 66.2 5.22 (m)
14 CcoO 172.9
14' 1736
15 NH 8.75 (t, br) 53
15 B.78 (t, br) 53
16 CH; 435 4.59 (AB-pattern) 16.0and 5.2
4.44 (AB-pattern) 16.0and 4.8
16’ 43.6 4.5] (AB-patiern) 16.0




]
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4.46 (AB-pattern) 160
17 C 1469
17 147.0
18 CH |1292 754 (d) 83
18’ 129.2 7.56 (d) 8.3
19 CH |1293 7.66 @) 83
19" 129.4 7.69 (d) 8.3
20 C 124.9 .
i 20° 124.9
21 C 162.4
21’ 162.4
2 NH, Not obsarved
2 CH; |648 3.95 ()
101 |cH |1269 7.81 (m)
102 |CH [129.1 T4l (@)
103 |CH |1312 742 ()
104 |C 1464 -

'Relative to the solvent resonance at 49.0 ppm.

®Relative to the solvent resonance at 3,30 ppm.

‘s=singlet, t=triplet, m=multiplet, br=broad, d=doublet.
5  %Obtained in the gCOSY experiment.

*The resonance is & triplet due to coupling with the two fiuorine nuclei, 'Je=260

Hz.

'connectivity difficult to determine due to overlap between resonance 102 and 103

10 HRMS calcnlated for CagHagCIF,N,O5S (M-H)" 653.1284, found 653.1312.
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Crystals of Compound A, benzenesulfonic acid salt (obtained by way of one or
more of Examples 11 to 13 above) were analyzed by XRPD and the results are

tabulated below (Table 5) and are shown in Figure 2.

Inble 5
d value (A) | Intensity (%) | Intensity
14.2 12 m
12.6 55 (]
10.2 49 5
7.5 8 m
6.4 5 w
6.3 30 8
6.1 5 w
59 100 v8
5.7 20 m
54 9 m
53 11 m
5.1 10 m
4.96 3 yw
4,83 27 ]
4.73 72 8
4.54 23 ]
4.50 10 m
435 28 5
4.30 38 s
4.24 24 s
4.17 28 8
4.09 60 V8
4,08 61 vs
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4.45 (AB-patter) 16.0 and 5.3
16' 43.6 4.51
4.50
17 C 1469
17 147.0
18 CH 1291 754 (d) 8.5
- |18 . 1292 7.57 (d) B.S
19 CH {1292 1.67() 8.5
19° 1294 7.69 (d) 8.5
20 C 1249 -
20° 124.9
21 C 162.4
21’ 1624
2 NH; Not observed
24 CHs. | 647 3.96 (8)
101 |CH |137 1.0(0
102 |CH |196 1.78 (m)
13 |CH [546 275 (m)

*Relative to the solvent resonance at 49.0 ppm.
PRelative to the solvent resonance at 3.30 ppm.
“s=singlet, t=triplet, m=multiplet, br=broad, d=doublet.
4Obtained in the gCOSY experiment.

“The resonance is a triplet due to coupling with the two fluorine nuclei. *Jc=260

Hz.

HRMS calculated for CayHs CIF;N404S (M-H) 619.1441, found 619.1436.
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Crystals of Compound A, n-propanesulfonic acid salt (obtained by way of one or
more of Examples 15 and 16 above) were analyzed by XRPD and the results are
tabulated below (Table 7) and are shown in Figure 3.

Teble 7
d value (A) | Intemsity (%) | Intensity
14.0 4 w
124 87 vs
10.0 30 |
8.0 Yw
7.5 m
1.0 0.6 vw
6.7 1 W
64 1 vw
6.2 12 m
6.1 3 Yw
5.8 100 v8
5.7 11 m
55 3 w
54 5 w
53 5 w
52 2 vw
5.1 3 YW
494 3 YW
478 21 8
4.68 42 8
4,51 10 m
449 7 m
440 w
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2.32 2 VW
214 vw
201 2 YW

DSC showed an endotherm with an extrapolated melting onset temperature of ca.
135°C. TGA showed no decrease in mass around the melting point.

sulfonic acid (approx. 1 eq. 70 pL) was added. Ethyl acetate (6 ml) was added and
the solvent was evaporated until dry, amorphous solid was formed,

above) was slurried in ethyl acetate (500 pl) over night. The crystals were filtered
off and were air-dried.

Compound A, butanesulfonic acid salt was charaterised by NMR &3 follows:

21.6 mg of the salt was disgolved in deuterated dimethylsulfoxide (0.7 ml) and
was investigated with 'H and *C NMR spectroscopy.

The spectra are very similar to other salts of the same compound and in good
agreement with the structure shown below. Most resonances in the spectra are
present as sets of two peaks due to the slow rotation around the C9-N10 bond,
which results in two atropisomers that sirnultanecusly exist in the sohtion. This is
shown for other salts of the same compound.
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The two fluorine nuclei in position 1 give rise to split resonances for the proton
and the carbon in that position. The coupling constants are *Jp=73 Hz and 'Jo=

258 Hz.

Chemical shifts for protons and carbons are presented in Table 1. Protons in
position 22 and 24 are not detected dus to chemical exchange. There is a very
broad humnp between 8 and 9 ppm in the proton spectrum corresponding to these

protons.

Table 8

'H and "®C NMR chemical shift agsignment of Compound A n-

butanesulfonate salt in deuterated dimethylsulfoxide at 25°C

'H shiftppm® and

Atom |Type|“C  shift/ Tiw/Hz
No. ppm" multiplicity®

1 CHF | 116.3° 7290 73 ()
1’ 2 116.3¢ 7.28 () 73 ()
2 C 151.5 na na

2’ 151.3 na na
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3 CH {1180 7.25 (1) nd
3 117.6 7.21 (° nd
4 C 1338 na na
4 1334 na ma
5 CH |123.8 7.34 (1)° nd
5 123.6 7.25 (¢t)° nd
6 C 1445 na na
6 1452 na na
7 CH (1163 719" nd
T 116.1 7.12 (1) nd
8 CH (709 5.13(s) na
8 71.2 4.99 (s) na
9 CO | 170.6 na nm
9 171.1 na Da
11 CH, {500 2424 (m) b:4.12(m) |nd
11’ 46.9 3.85(m) nd
12 CH, | 20.5 2241 (m)b:2.10(m} (nd
12° 21.7 a:2.60 (m) b:2.02(m) |[nd
13 CH |#61.2 4.65 (dd) 5.6and 8.9
13 63.9 5.12 (m) nd
14 COo (1702 na o
14 171.0 na n
16 CH; [ 418 4.38 (m) nd
16 420 4.38 (m) nd
17 C 1447 n na
18 CH |1275 7.44 (d) 8.2
127.6 7.44 nd
19 1278 7.66 (d) 8.2
20 C 125.1 na na
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21 C 1579 o na
24 CH; | 633 383(s) na
24 63.3 3.82(s) os
26 CH; | 514 241 (m) nd
27 CH; |27.3 1.52 (m) nd
28 CH; | 21.7 1.30 (m) nd
29 CH; | 140 0.83(t) 7.3

*Relative to the solvent resonance at 49.0 ppm.

bRelative to the solvent resonance at 3.30 ppm.

"s=singlet, d=doublet, dd=doublet of doublets, t=triplet, m=mnltiplet.

“The resonance is g triplet dus to coupling with the two fluorine nuclei F1. 'Jep=258 Hz.
*The *Jin; coupling with the meta-protons is not fully resolved.

na=not applicable, nd=not determined

HRMS calculated for CasHy ClIFsN,OsS (M-H) 633.1597, found 633.1600
Crystals of Compound A n-butanesulfonic acid salt (obtained as described above

in Method 17-B) were analyzed by XRPD and the results are tabulated below
(Table 9} and are shown in Figure 4.

Iable 9

d-value (A) | Intensity (%) | Intensity
143 8 m

12.8 81 v8

10.3 44 5

8.2 4 w

1.7 . 13 m

6.7 2 W

6.4 m
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6.2 18 m
6.0 100 \L
58 29 8
5.6 4 W
54 11 m
5.3 16 m
5.1 15 m
498 6.5 w
491 3 s
4.76 56 8
4.57 20 m
442 13 m
4.36 19 m
430 45 5
4.18 42 B
4.13 88 A
401 34 5
3.92 28 8
3.82 18 m
3.64 6.6 w
3.58 16 m
3.47 w
3.44 w
3.38 12 m
335 32 ]
3.32 22 ]
3.29 12 m
3.20 8 m
3.17 9 m

PCT/SE03/00857
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3.02 12 m
2.90 6 w
2.81 39 vw
2.75 3 vw
2.64 35 vw
2.59 10 m
2.57 8 m
2.50 4 w
245 5 w
240 6 w
2.31 3 W

DSC showed an endotherm with an extrapolated melting onset temperature of ca
118 °C and TGA showed 2 0.04 % weight loss.

18: ion of sal
Method 1B-A ; Geperal Method for Salt Preparstion
The following generic method was employed to prepare salts of Compound B: 200
mg of compound B (see Preparation B abave) was dissalved in 5 mL of MIBK
(msthyl isobutyl ketone). To this solution was added a solution of the relevant acid
(1.0 or 0.5 molar equivalent, as indicated in Table 10) diszolved in 1.0 mL of
MIBK. After stirring for 10 minutes at room temperature, the solvent was removed
by way of a rotary evaporator. The remaining solid material was re-dissolved in
about 8 mL of acetonitrile:H0 (1:1). Freeze-drying afforded colorless amorphous
material in each case.

Acid employed:
Esylate (ethanesulfonic acid)

" Besylate (benzene sulfonic acid)

Cyclohexylsulphamate

 Hue
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Sulphate

Bromide

p-Toluenesulphonate

2-Naphtalenesuifonate
5 Hemisulfate

Methanesulphonate

Nitrate

Hydrochioride

10 Appropriate characterising data are shown in Table 10

Table 10
Salt Mwacid {Mwsalt |MSES-
Esylate 110.13 643.01 108.8
531.1
641.0
Beaylate 158.18 691.06 156.8
33L1
A 689.2
Cyclohexyl- 179.24 712.12 177.9
sulphamate 5312
7104
Sulphate 98.08 630.96 531.1
Bromide 80.91 613.79 531.2
613.1
p-Toluenesulphonate | 172.20 705.08 170.9
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531.1
703.1
2- 20824 | 741.12 | 2069
Naphtalenesulfonate 531.1
739.3
Hemisulfats 08.07 11638 | 531.1
(1:2) 631.0

630.85

(1:1)
Mothanesulphonate | 96.11 62899 | S3LI
- 627.1
- Nitrate 63.01 50589 | 3531.0
594.0
Hydrochloride 36.46 56934 | 531.0
569.0

All salts formed in this Example were amorphous.

Method 18-B

PCT/SE03/00857 %l

Purther amorphous salts of Compound B were made using analogous techniques to

those described in Method 18-A above for the following acids:

1,2-Bthanedisuifonic (0.5 sait)

1S-Camphorsulfonic
(+/-)}Camphorsulfonic
p-Xylenesulfonic
2-Mesitylenesulfonic
Saccharin

Maleic

Phosphoric
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D-glutamic
L-arginine
L-lysine
L-lysine * HCI
18-C: jon of Amorphons Compoun i-1.5-

Amorphous Compound B (110.9 mg) was dissolved in 2.5 mL 2-propanol and 0.5
equivalent of 1,5-naphthalene-disulfonic acid tetrahydrate was added (dissolved in
lmL 2-propanol). The sample was stimod overnight. Only small particles
(amorphous) or oil drops were observed by microscopy. The szample was
cveporated to dryness.

The crystallization experiment was carried out at ambient temperature.
Amorphous Compound B (0.4 gram) was dissolved in ethanol (1.5 mL) and 0.5 eq
of 1,5-naphthalene -disulfonic acid tetrahydrate (1.35 gram, 10 % in ethanol) was
added. Heptane (0.7 mL) was then added until the solution became slightly cloudy.
After about 15 minutes the solution became turbid. After about 30 minutes thin
shury was obtained and additionel heptane (1.3 mL) was added. The slurry was
than left overnight for ripening, To dilute the thick slurry, & mixture of ethanol and
heptane (1.5 mL and 1.0 mL respectively) was added. After about 1 hour the slurry
was filtered and the crystals were washed with a mixture of ethanol and heptane
(1.5: 1) and finally with pure heptane. The crystals were dried at ambient

temperature in 1 day. The dry crystals weighed 0.395 g.

18-B: ion of C; 1i und B, bemi-1.5-

naphrelenedisulfonjc acid salt
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Amorphous Compound B (1.009 gr) was dissolved in 20 mL. 2-propanol + 20 mL
ethyl acotats. 351.7 mg 1,5-naphtalene-disnifonic acid tetrahydrate, dissolved in 20
mL 2-propanol, was added drop by drop. Precipitation occurred in about 5
minutes. The slurry was stimed over night and then filtered.

430.7 mg of the 1,5-naphtalene-disulfonic acid salt was dissoived in 30 mL 1-
propancl. The solution was heated to boiling in order to dissolve the substance.
The solution was left over night at ambient temperature for crystallization and thea
the crystals were filtered off.

The mother liquid from Method 18-F was evaporated and the solid rest (61.2 mg)
was dissolved in 6 ml. acetonitrile/1-propanol, ratio 2:1. The solution was left
overnight at ambient temperature to crystallize and then the crystals were filtered

off.

The sample from Method 18-C was dissolved in about 2 mL methanol. Ethanol
(about 3 mL) was added as anti-solvent at ambient temperature and seeds were
added. No crystallization occurred, so solvents were evaporated (about half of the
amount) and a new portion of ethanol (about 2 mL) and seeds were added.
Crystalline particles were formed when stirred at ambient temperature during

night.
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Amorphous Compound B (104.]1 mg) was dissolved in 2-propanol and 1
equivalent of 1,5-naphthelene-disulfonic acid tetrahydrate, dissolved in 2-
propanol, was added In total, the 2-propanol amount was about 2.5 ml. The
solution was stirred at 44°C for about 80 minutes and a precipitate was formed.
The particles were crystalline according to polarised light microscopy. The sample

was filtered.

Compound B, hami-1,5-naphtalenedisulfonic acid salt (56.4 mg) was dissolved in
1.5 mL methanol. Methyl ethyl ketone (3 mL) was added. Sceds were added to the
solution and crystallization started. The crystals were filtered off, washed with
methyl ethyl ketone and air dried.

Amorphous Compound B (161,0 mg) was dissolved in 3.5 mL 1-Butana! and the
solution was heated to 40°C. In another beaker 57.4 mg of naphthalene-disulfonic
ecid tetrahydrate was dissolved in 3 mL 1-Butanol. A couple of drops of the acid
solution were added to the solution of compound B. Then seeds were added to the
solution and after 2 hours the rest of the acid solution was added (at 40°C) slowly.
Then the temperature was slowly decreased to rcom temperature and the
experiment was Ieft under stiring ovemight. The slurry was filtered, washed with
1-Butanol and dried under vacuum at 44°C for 2 hours. The yicld was 83%.

risation
Crystals of Compound B, hemi-1,5-naphtalenedisulfonic acid salt, obtained by
way of Method 18-D above, was charaterited by NMR as follows:
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21.3 mg of the salt was dissolved in deuterated methanol, 0.7 ml was investigated
with NMR spectroscopy. A combination of 1D ('H, *C and selective NOE) and
2D (gCOSY, gHSQC and gHMBC) NMR experiments was used.

All data are in good agreement with the proposed structure, shown below. All
carbons and the protons ettached to carbons are assigned. Protons attached to

» heteroatoms are exchanged for denterium from the solvent and are not detected.

Most resonances in the 1D 'H and *C NMR spectra are present as sets of two
peaks. The reason for this is a slow rotation around the C9-N10 bond, which
results in two atropisomers that simultansously exist in the sohution. The 1D NOE
experiment is an evidence for this. When & resonance of anc atropisomer is
irradisted, the saturation is transfarred to the corresponding peak of the other
atropisomer. The resonances corresponding to the 1,5-naphtalencdisnifonate
counter ion do not show atropisomerism.

There are four fluorine atoms in the molecnle. They give rise to split resonances
for some protons and carbons. Both the proton and the carbon resonance
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corresponding to position 1 are split due to the spincoupling with the two flucrine
nuclei in that position. The coupling constants ere 2Jiz=73 Hz and 'Jep= 263 Hz.
Further, the proton resonance corresponding to H19 is a distorted doublet with
Tur=6.9 Hz due to the spincoupling with the fluorine nuclei in position 18.
Carbon resonances corresponding to C17, C18, C19 and C20 also exhibit
couplings with these fluorine nuclei. The C17 and C20 resonances are triplets with
2y =19 Hz and *J=11 Hz, respectively, The C18 resonance is a doublet of
doublets with coupling constants 'Jep=251 Hz and *Jz=8 Hz. The C19 resonance
is a multiplet.

Comparing the magnitudes of integrals for resonances corresponding to the 1,5-
naphtalenedisulfonate connter ion and the mother compound gives the
stoichiometric relation of a single 1,5-naphtalenedisulfonate counter ion
crystallized with two molecules of the mother compound.

'H and '*C NMR chemical shift assignment and proton-proton correlations are
showa in Table 11,

Table 11

Atom |[Type{"C  shift/ |'H shift’/ppm® and | Juw/Hz Through-bond
No. ppm" multiplicity® correlation to 'HY
1 CHR | 117.5° 691 (1) 73 (U | nd

1' 2 117.5° 6.87 (1) 73CIne) |nd

2 C 153.5 na na na

2' 1533 na na na

3 CH |1200 7.14 ()" nd 5,7

3 119.6 7.11 (1)° nd 5,7

4 C 136.1 na na na

4 135.8 nA na na
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5 CH |125.0 7.31 (1° nd 3,7
5 124.9 7.28 ()" nd 37T
6 C 1444 na na na
6 145.3 na na na
7 CH |117.2 7.16 ()" nd 3,5
T 117.1 712 ()" nd 3.5
8 CH |729 5.15(s) na nd
8 73.6 5.07 (s) na nd
9 CcO |173.0 na na na
9 173.5 na na na
11 CHz | 515 2429 (m)b:4.13 |nd 12,13
1r 486 {m) nd 12°, 13’
a:4.01 {m) h:3.93
(m)
12 CH; |21.7 2246 (m)b:2.17 |nd 11,13
12 228 (m) nd 11,13
2:2.61 (m) b:2.03
(m)
13 CH |62.8 4.70 (dd) 6.0 and 12
13* 65.8 5.14 (dd) 9.4 12’
' 5.6 and
9.1
14 COo | 1724 na na na
14’ 173.2 na ne ne
16 CH; (323 4.51 (m) nd nd
16 325 4.51 (m) nd nd
17 121.0° na na na
18 CF | 162.8% na na na
19 CH [1127 7.35(d) 69 Cly) |[nd
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20 C 1279 na na na
21 Cc 160.0 na na na
2r 159.9 na ne oa
24 CH; | 64.8 3.93 (s) na nd
24 64.8 3.92(s) na nd
25 c 1424 Da Da na
26 CH |[126.8 8.16 (d) 7.2 27,28
27 CH 1259 7.54 (dd) B.6 and 26,28
7.2
28 CH }131.0 8.97 (d) 8.6 26,27
29 C 131.1 na Da na

*Relative to the solvent resonance at 49.0 ppm.

PRelative to the solvent resonance at 3.30 ppm.

“s=ginglet, d=doublet, dd=doublet of doublets, t=triplet, m=multiplet,

“Obtained in the gCOSY experiment.

*The resonance is a triplet due to coupling with the two fluorine nuclei F1. !Jcp=263 Hz.
“The resonance is a triplet due to coupling to the two fluorine nuclei F18. =19 Hz.
*The resonance is a doublet of doublets due to coupling to the two fluorine nuclei F18.
=251 Hz and *J =8 Hz.

*The résonence is & multiplet dus to coupling to the two fluorine nuclei F18.

®The resonance is a triplet due to coupling to the two fluorine nuclei F18. *Jcp=11 Hz.
®The *Juy coupling with the meta-protons is not fully resolved.

na=not applicable, nd=not determined

Crystals of Compound B, hemi-1,5-naphtalenedisulfonic acid salt (obtained by
way of Method 18-I above, were analyzed by XRPD end the results are tabulated
below (Table 12) and are shown in Figure 5.
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Table 12

Intensity
d value (A) Intensity

(%)
18.3 99 V8
12.5 2 8
9.9 22 8
9.1 67 V8
8.0 18 m
15 17 m
6.8 37 B
6.7 59 ]
6.1 39 8
6.0 21 8
5.6 66 vs
55 o8 vs
4.94 48 ]
4.56 -| 59 s
4.39 35 8
4.27 33 8
4,13 81 Vs
402 87 V8
3.86 88 vs
3.69 69 VB
3.63 100 vs
3.57 49 ]
3.48 53 8
3.23 35 8
3.19 43 8
3.16 38 8

81
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DSC showed an endotherm with an extrapolated melting onset temperature of ca
183 *°C and TGA showed a 0.3 % weight loss between 25-110 °C.

Abbrevigtiong

Ac = acetyl

APCI = atmospheric pressure chemical ionisation (in relation to
MS)

API = atmospheric pressure ionisation (in relation to MS)

aq = agueous

Aze(& (5)-Aze) = (S)-azetidine-2-carboxylate (unless otherwise specified)

Boc = tert-butyloxycarbonyl .

br = broad (in relation to NMR)

CI = chemical ionisation (in relation to MS)

d = day(s)

d = doublet (in relation to NMR)

DCC = dicyclohexy! carbodiimide

dd = doublet of donblets (in relation to NMR)

DIBAL-H = di-isobutylaluminium hydride

DIPEA = diisopropylethylamine

DMAP = 4-(N ,N-dimethyl amino) pyridine

DMF = N N-dimethylformamide

DMSO = dimethylsulfoxide

DSC = differential scanning colorimetry

DVT = deep vein thrombosis

EDC = 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride

eq. = equivalents

ES = electrospray

ESI = electrospray interface



10

15

30

WO 03/101423

EtCH

Pﬂm%

ethyl

diethyl ether

oty accate

ethanol

diethyl ether
O-(azabenzotriazol-1-yI)}-N,N.N' N'-
tetramethyluronium hexafluorophosphate
[NNN N -tetramethyl-O-(beazotriazol-1-yluronium
hexafluorophosphate]

hydrochioric acid, hydrogen chioride gas or
hydrochloride sait (depending on context)
hexanes

acetic acid

high performeance liquid chromatography
liquid chromatography

multiplet (in relation to NMR)

methyl

methanol

minate(s)

INAES §Peciroscopy

methyl zert-butyl ether

nuclear magnetic reaonance

acetate

para-amidinobenzylamino
para-amidinobenzylamine

. palladium on carbon

phenyl
(benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoninm
hexafluorophosphate

quartet (in relation to NMR)
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QF = tetrabutylammonium fluoride
/RT = room temperature
[ = singlet (in relation to NMR)
solutol = PEG 660 12-hydroxy steamte (a non-ionic surfactant)
t = triplet (in relation to NMR)
TBTU = [NNN N -tetramethyl-O-(benzotriazol- 1-ylJuronium
teirafluoroborate]
TEA = triethylamine
Teoc = 2-{trimethylsilyl)ethoxycarbonyl
TEMPO = 2,2,6,6-tetramethyl- 1-piperidinyloxy free radical
TFA = triflucroacetic acid
TGA =  thenmogravimetric analysis
THF = tetrahydrofuran
TLC = thin layer chromatography
uv = ultraviolet '

Prefixes n-, 5, i-, t- and tert- have their usual munmgs normal, secondary, iso,
and testiary.

The invention ia illustrated by way of the following Examples.

Example ]

Compound A 30 pmol
PEG 400/cthanol/water 50/5/45 (w/w) % tolmL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 50/5/45
(w/w) % followed by gently stirring. This composition was given to dogs orally by gavage
once daily for 5 days. The dose 150 pmol/kg gave maximum plasma concentrations in the
range 118-254 uM (118-254 pmol/L) after the first dose and 186-286 uM (186-286

simol/L) after the fifth dose.
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Example 2

Compound A 40 umol
PEQG 400/ethanol/water 50/5/45 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 50/5/45
(w/w) % followed by gently stirring. This composition was given to rats orally by gavage
once daily for 5 days. The dose 400 pmol’kg gave maximum plasma concentrations in the
range 3.17-6.91 uM (3.17-6.91 pmol/L) after the first dose and 3.01-10.5 uM (3.01-10.5
jumol/L) after the fifth dose.

Example 3
Compound A 80 pmol
PEG 400/ethanol/water 50/5/45 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 50/5/45
(w/w) % followed by gently stirring. This composition was given to rats orally by gavage
once daily for 5 days. The dose 800 pmol/kg gave maximom plasma concentrations in the
range 7.00-23.9 uM (7.00-23.9 wmol/L) after the first dose and 10.3-32.8 pM (10.3-32.8
pmol/L) after the fifth dose. '

Exsmpie 4
Compound A 250 umol
PEG 400/ethanol/water 50/5/45 (w/w) % tc 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 50/5/45
(w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A ix at least 1000 times
bigher in this vehicle compared to water alone.
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Example 5
Compound A 21 umol
PEG 400/ethanol/water 20/10/70 (w/w) % tolmL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water
20/10/70 (w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compoand A is at least
100 times higher in this vehicle compared to water alone,

Example 6
Compound A 51 pmol
PEG 400/ethanol/water 20/10/70 (w/w) % to 1 mL
The water contained 50 pmol/mL Tartaric Acid

A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG
400/ethanol/water 20/10/70 (w/w) % that was followed by geatly stirring. The pH of this
solution was 3.6. The solubility of Compound A is at least 250 times higher in this vehicle
compared to water alone.

Example 7
Compound A 44 pmol
PEG 400/ethanol/water 30/5/65 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 30/5/65
{w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at least 200 times
higher in this vehicle compared to water alone.

Example 8
Compound A 88 pmol
PEG 400/ethanol/water 30/5/65 (w/w) % to 1 mL
The water contained 50 pmol/mL Tartaric Acid
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HCl to pH 3.6 g.s.

A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG
400/ethanol/water 30/5/65 (wiw) % followed by gently stirring. The pH of this solution
was set 1o 3.6 by addition of HC]. The solubility of Compound A s at least 400 times
higher in this vebicle compared to water alone.

Examplo 9

Componnd A 120 pmol
PEG 400/ethanol/water 40/5/35 (w/w) % to1mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 4(0V5/55
(w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at least 600 times
higher in thig vehicle compared to water alone.

Exemple 10
Compound A 198 pmol
PEG 400/ethanol/water 40/5/55 (wiw) % . to 1 mL
The water contained 50 pmol/oL. Tartaric Acid
HCI to pH 3.8 g.s.

A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG
400/ethanol/water 40/5/55 (w/w) % followed by gently stirring. The pH of this solution
was set to 3.8 by addition of HCI. The solubility of Compound A is at Ieast 1000 times
higher in this vehicle compared to water alone. Formulations of Compound A in this
vehicle are stable for at least 3 months at < -15°C.

Example 11
Compound A 136 pmol
Hydroxypropyi-f-cyclodextrin/water 40/60 (w/w) % to I mL
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HCl to pH 3.7 q.8.

A formulation was prepared by dissolving Compound A in Hydroxypropyl-B-
cyclodextrin/water 40/60 (w/w) % followed by gently stirring. The pH of this solution was
set to 4.7 by addition of HCl. The solubility of Compound A iz at least 700 times higher in
this vehicle compared to water alone.

Example 12
Compound A 76 pmol
Hydroxypropyl-f-cyclodextrin/weter 28/72 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in Hydroxypropyl-f-
cyclodextrin/water 28/72 (w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound
A is at least 400 times higher in this vehicle compared to water alone.

Example 13

Compound A 40 pmol
PEG 400/ethanol/solutol™/water 50/5/5/40 (wiw) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/
soluto!™/water 50/5/5/40 (w/w) % followed by gently stirring. The solubility of
Compound A is at least 80 times higher in this vehicle compared to water alone.

Exsmple 14
Compound A 40 pumol
PEG 400/water 40/60 (wiw) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400 followed by gently
stirring for at least 1 hour, thereafter water was added to the final volume. The solubility of
Compound A is at least 200 times higher in this vehicle compared to water elone.
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Example 13
Compound A . 52 pmol
PEQ 400/water 35/65 (wiw) % to 1 mL

The water contained 50 pmol/mL Tartaric Acid

A formnlation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400 followed by gently
stirring for at least 1 hour, thereafter water was addad to the final volume. The solubility of

Compound A is at least 250 times higher in this vehicle compared to water elone.

Exsmple 16

Compound A 58 yumol
PEQG 400/weter S0/50 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400 followed by gently
stirring for at least 1 hour, thereafter water way added to the final volume. The salubility of
Compound A is at least 300 times higher in this vehicle compared to water alone.

Example 17

Compound A " 88 jmol
PEG 400/water 67/33 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400 followed by gently
atirring for at least 1 hour, thereafter water was added to the final volume. The solubility of
Compound A is at least 400 times higher in this vehicle compared to water alone,

Exagple 18
Compound A 92 pmol
PEG 400/cthanol/water 45/1/54 (wiw) % to 1 mL
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A formulation was propared by dissolving Cempound A in PEG 400/ethanol/water 45/1/54
{w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at least 450 times
higher in this vehicle compared to water alone.

Example 19
Compound A 159 pmol
PEG 400/cthanol/water 45/1/54 (wiw) % tol1mL
The water contained 50 pmol/mL Tartaric Acid
HCltopH 4.2 q.s.

A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PBG
A00/ethanol/water 45/1/54 (w/w) % followed by gently stirring. The pH of this solution
was set to 4.2 with HCL. The solubility of Compound A is at least 800 times higher in this
vehicle compared to water alone.

Sxample 20

Compound A 101 pmol
PBG 400/cthanol/water 45/2/53 (w/w) % to I mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 45/2/53
(wiw) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at least 500 times
higher in this vehicle compared to water alone.

Example 21
Compound A 167 pmol
PEG 400/cthanol/water 45/2/53 (w/w) % tolmL
The water contained 50 pmol/mL Tartaric Acid
HCl1opH 4.3 q.s.
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A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG
400/ethanol/water 45/2/53 (w/w) % followed by gently stirring. The pH of this solution
was set 10 4.3 by addition of HCI. The solubility of Compound A is at least 800 times
bigher in this vehicls compared to water alone.

Example 22
Compound A 46 pmol
DMA/water 50/50 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in the vehicle followed by gently
stirring for at Ieast 1 hour. The solubility of Compound A is at least 230 times higher in
this vehicle compared to water alone.

Example 23

Compound A 29 pmol
DMA/water 25/75 (wiw) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in the vehicle followed by gently
stirring for at least 1 hour. The solubility of Compound A is at least 150 times higher in
this vehicle compared to water alone.

Example 24
Compound A S5 pumol
HCl 10 pmol
Water to 1 mL
HCI/NaOH to pH 3.6 q.s.

A formulation was prepared by dissolving Compound A in a lower volume of the double
equimolar amount of HCI followed by gently stirring and dilution to 1mL. The pH of the
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final solution was adjusted to 3.6. The solubility of Compound A is at Jeast 20 times higher
in this vehicle compared to water alone.

Example 25
Compound A 10 pmol
Water to 1 mL
HCltopH 1.0 q.8.
NaOH to pH 3.0 g.s.

A formnlation was prepared by dissolving Compound A water and HC] was added to give

pH 1 thereafter the solution was gently stirred. The pH of the final solution was adjusted to

3.0 with NaOH. The solubility of Compound A is at least 40 times higher in this vehicle .
compared to water alone. This formulation was given p.o to rais in a kinetic comparative

stndy.

Example 26
Compound A 100 pmol
Miglyol 0.25 g/g Compound A
DMA to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in 1mL DMA/miglyol followed by
gently stirring. The solubility of Compound A is at least 4000 times higher in this vehicle
compared to water alone.

Example 27
Compound A 100 pmol
Miglyol 0.25 g/g Compound A
Ethanol to 1 mL
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A formulation was prepared by dissolving Compound A in 1mL Ethanol/Miglyol followed
by gently stirring. The solubility of Compound A is at least 4000 times higher in this
vehicle compared to water alone.

Compound A 136umol
Ethanol ' to 1 mL

Qformulaﬁonwup:epmdbydimlvingCompound A in ImL ethanol followed by gently
stirring. The substance is stable in this formulation more than 1 week.

Example 29

In order to prepare nanoparticles a stock solution of Commpound A of about 100
mM in ethanol was used. Incloded was also 25% (w/w) Migtyol, calculated on the amount
of the substance. The solutions were diluted 1/10 with the stabilizer solution, consisting of
0.2% (w/w) PVP and 0.25 mM SDS in water. The mixing, which is considered as a critical
parameter during the nanoparticle preparation, was rapid and instant. The drug solution
was rapidly injected into the stabilizer solution during ultrasonication. After the 1/10
dilution in the ageous solution, nanoparticles of about 150 nm were achieved. After 6 hours
at room temperature, the particle sizes were unchanged.

Exsmple 30

Compound A 4 umol
saline/ethanol/solutol 90/5/5 (wiw) % to 1 mlL

A formulation wu.: prepared by dissolving Compound A in saline/ethancl/solutol 90/5/5
(w/w) % followed by gently stirring. The solution was given orally to rats and the plasma
concentration of Compound D was 0.56 pmol/L after 1 hour. The solution was given
subcutansously to rats and the plasma concentrations of Compound D and A were 0.24

pmol/L and 0.6 pmol/L, respectively, after 1 hour.
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Compound B 4 pmol
saline/ethanol/solutol 90/5/5 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound B in saline/ethanol/solutol 90/5/5
(w/w) % followed by geutly stirring. The solution was given orally to rats and the plasma
concentrations of Compound B and Compound E were respectively 0.07 pmol/L and 0.65
jumol/L, after 1 hour. The solution was given subcutaneously to rats and the plasma
concentrations of Compound B and E were 0.4 jmol/L. and 0.3 pmoV/L, respectively, after

1 hour.

Example 32
Compound C 4 umo!l
saline/ethanol/solutol 9V/5/5 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound C in saline/ethanol/solutol 90/5/5
(w/w) % followed by gently stirring. The solution was given orally to rats and the plasma
concentrations of Compounds C and F were respectively 0.2 pmol/L and 0.5 pmol/L after 1
hour. The solution was given subcutancously to rats and the plasma concentrations of
Compounds C and F were 0.35 pmol/L. and 0.5 pmol/L, respectively, after 1 hour.

Example 33
Compound D (triflnoroacetate salt) 5 pmol
Saline 9 mg/ml to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving the sailt of Compound D in 1mL saline followed
by gently stirring.

Example 34
Compound D (trifluoroacetate salt} 75 pmol
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EtOH 0.05 mL
Saline(9 mg/ml) to ! mL

A formmlation was prepared by dissolving the salt of Compound D in 1mL saline/ethanol
solution followed by gently stirring.

Example 35
Compound D (triflucroacetate salt) 4 pmol
EtOH 0.02 mL
saline to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving the salt of Compound D in 1mlL saline/etanol
solution followed by gently stirring. The solution was given subcutaneously to rats and the

plasma concentration of Compound D was 0.55 pmol/L after 1 hour.

Example 36
Compound E (acetate salt) 4 pmol
BtOH 0.02 mL
saline to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving the salt of Compound E in 1mL saline/ethanol
solution followed by geatly stiring. The solution was given subcutaneously to rats and the
plasma concentration of Compound E was 0.75 pumol/L after 1 hour.

Example 37
Compound F (trifluoroacetate salt) 4 pmol
EtOH 0.02 mL
saline to I mL
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A formulation was prepared by dissolving the salt of Compound F in 1mL saline/ethanol
solution followed by gently stirring. The solution was given subcutaneously to rats and the

plasma concentration Componnd F was 0.92 umol/L after 1 hour.

Example 38
Compound E (acotate sait) 22 mg
Saline 9 mp/ml to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving the salt of Compound E in 1mL saline followed
by gently stimring.

Examgple 39
Compound F (triflucroacetate sait) 22 mg
Saline 9 mg/ml to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving the sait of Compound F in 1mL saline followed
by gently stirring.

Compound A (as esylate salt) 14 mg
water to 1 mL

A solution was prepared by dissolving excess of Compound A as esylate salt in 3mL water
followed by gently stirring over night. A final concentration of the solution after fiitration

was monitored to 14 mg/ml at a pH of 2.7.

Exsmple 41
Compound A (as esylate salt) 33mg
Sodium phosphate buffer pH=3.1 I=0.1 to 1 mL




10

WO 037101423 PCT/SE03/00857 ﬁsj

97

A solution was prepared by dissolving 112 mg of Compound A as esylate salt in 3mL
sodium phosphate buffer followed by gently stirring over night. A final concentration of
the solution after filtration was monitored to 33 mg/ml at a pH of 2.7.

Example 42
Compound A (as esylate salt) 1.6 mg
Sodium phosphate buffer pH=6.9 I=0.1 to 1 mL

A solution was prepared by dissolving 20 mgo-fCompoundAuesy‘lm salt in 3mL
sodium phosphate buffer followed by gently stirring over night. A final concentration of
the solution after filtration was monitored to 1.6 mg/ml at a pH of 6.5.

Example 43
The following freeze dried formulations can be made in accordance with techniques
described in one or more of Examples 1-29 above:

a

‘Compound A ' 10 pmol
Mannito] 10 mg
Water to 1 mL
HCltopH 1.0 q.8.
NaOH to pH 3.0 ' q.s.

b.

Compound D 10 pmo]
Mannitol 10 mg
Water to 1 mL
HCltopH 1.0 q.s.
NeOH to pH 3.0 q.5.
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Compound B
Mannitol

Water
HCltopH 1.0
NaOH to pH 3.0

d.
Compound F
Mennitol

Water

HClto pH 1.0
NaOH to pH 3.0

e.

Compound B
Mannitol

Water

HCl to pH 1.0
N2OH to pH 3.0

f.

Compound C
Mannitol

Water
HCltopH 1.0
NaOH to pH 3.0

g
Compound A (as esylate salt)
Mannitol]

PCT/SE03/00857

10 pmol
10 mg
to 1 mL
q4.

q.s.

10 pmol
10 mg
tol mL
qs.

q.5.

10 pmol
10 mg
to 1 mL
q.s.

q.5.

10 pmol
10 mg
to 1 mL
q.5.

q.8.

14 mg
10 mg
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Water
HCltopH 1.0
NaOH to pH 3.0

h.
Compound A (as besylate salt)
Mannitol

Water

HCltopH 1.0

NaOH to pH 3.0

PCT/SE03/00857 5-—.5 Y

to 1 mL
Q8.
qQ.s.

14 mg
10 mg
to I mL
q.s.

q.5.

The solutions are optionally sterile filtered, for example through & 0.22 j1m membrane
filter. Solutions (sterile or otherwise) are filled into appropriate vessels (c. g. vials) and the
formulations are freeze-died using standard equipment. Vials may be sealed in freeze-dryer

equipment vnder & nitrogen atmosphere.
Exampie 44
Weight Amount
Compound A 48 mg 17%
Polyvinyl pyrrolidone K90 8 mg %
Mannitol 2l mg 7%
Microcrystalline cellulose 187 mg 65%
Sodium starch glycolate 21 mg 7%
Sodium stearyl fumarate Img 1%

The excipients and drug were mixed and granulated with polyvinyl pyrrolidone K90
20 dissolved in water. The granules were then dried in a drying oven. The granulate wag
lubricated with sodinmstearylfumarate and compressed into tablets using an excenterpress.
Three individual tablets were tested for drug release in 900ml media using a USP
dissolution apparatus 2 (paddle+basket') at 50 rpm and 37°C. The dissolution media used
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were 0.1 M hydrochloric acid (pH 1) and 0.1-M sodium phosphate buffer (pH 6.8). In-line
quantitation was performed using the C Technologies fibre optic system with 220 am as
the analytical wavelength when 0.1 M HC1 was used as the dizsolution media and with 260
nm as the analytical wavelength when phosphate buffer pH 6.8 was used as the dissolution
media. 350 nm was used as the reference wavelength with both media. For the first two
hours of the anslysis the release value was measured every 15 minutes, and then every bour
for the remainder of the analyxis. The results are presented in the table below.

[' A custom made quadrangular basket of mesh wire, soldered in one of its upper, narrow
sides to the end of a steel rod. The rod is brought through the cover of the dissolution
vessel and fixed by means of two Teflon nuts, 3.2cm from the centre of the vessel. The
lower edge of the bottom of the baskst is adjusted to be 1cm above the paddle. The basket
is directed along the flow stream with the tablet under test standing on its edge].

Time (min) % released in buffer pH 1.1 % released in buffer pH 6.8
0 0 0
15 100
30 100 49
45 100 - 51
60 100 53

120 100 37
180 100 61
240 100 63
360 100 67
480 100 70
600 100 75
720 100 w
840 100 L,
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960 100 82

1080 100 83

1200 100 86

Example 45
Weight Amount
Esylate salt of Compound A 58 mg 20%
Polyvinyl pyrrolidone K50 8 mg 3%
Mannitol 2l mg 7%
Microcrystalline cellulose 177 mg 62%
9 Sodium starch glycolate 21 mg %

Sodium stearyl fumarate 3mg 1% =

The excipients and drag were mixed and granulated with polyvinyl
S  pymolidone K90 dissolved in water. The granunles were then dried in e drying
oven. The granulete was Iubricated with sodium steary] fumarate and compressed

into tablets using an excenterpress.
Example 46
_ Weight Amount

Compound B 48 mg 17%
Polyvinyl pyrrolidone K90 8mg 3%
Mannitol 21 mg 7%
Microcrystalline cellulose 187 mg 65%
Sodium starch glycolaiz 21 mg 7%
Sodijum stearyl fumarate 3mg 1% ‘

10

The excipients and drug were mixed and granulated with polyvinyl
pyrrolidone K90 dissolved in water. The granules were then dried in a drying
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oven. The granulate was lubricated with Mum steary]l fumarate and compressed

into tablets using an excenterpress
Example 47
Weight Amount
Compound C 48 mg 17%
Polyvinyl pyrrolidone K90 8 mg 3%
Mannitol 21 mg 7%
Microcrystalline cellulose 187 mg 65%
Sodium starch glycolate 2l mg 7%
Sodium stearyl fumarate 3mg i%

The excipieats and drug were mixed and granulated with polyvinyl
pymolicdone K90 dissolved in water. The granules were then dried in & drying
oven. The granulate was lubricated with sodium stearyl fumarate and compressed

into tablets using an excenterpress
10
Exagple 48
Compound A 16 ymol
PEG 414 to 1 mL

15 A forraulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG414
followed by gently stirring.

Example 49
Compound A 16 pumol
20 FPBG300 to 1 mL
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A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG300
followed by gently stirring.

Compound A 16 pmol
PEG 200 to I mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in acidified PEG200
followed by gently stirring.

Example 51
Compound G - 4 pmol
saline/ethanol/solutol 90/5/5 (w/w) % to 1 mL

A formmiation was propered by dissolving Compound G in saline/ethanol/salutol
V/5/5 (wiw) % followed by gently stirring. B

Example 52

Compound J 4 pmol
saline/ethancl/solutol 90/5/5 (w/w) % 1o 1 mL

A formnlation was prepared by dissolving Compound J in saline/ethanol/solutol
90/5/5 (wiw) % followed by gently atirring.

Example 53

Compoupd H 4umol
saline/ethenol/solutol 9Q/5/5 (w/w) % to l mL

A formulation was prepared by dissolving Compound H in saline/ethanol/solutol
90/5/5 (w/w) % followed by gently stirring.

%
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Hxample 54
Weight Amount

Compound A esylate salt 300 mg 66%
Polyvinyl pyrrolidone K30 100 mg 13%
Microcrystalline cellulose 100 mg 13%
Crosslinked sodium CMC 50 mg 7%
Magnesium stearate Smg 1%

Formulation cen be prepared in accordance with Example 47 above.

Example 55
Weight Amount

Compound A ane
e it toom =
Polyvinyl pyrrolidone K30 60 mg 14%
Lactose monohydrate 100 mg 23%
Microcrystalline cellulose 150 mg 34%
Polyv:::r: ‘:len:::done 20 mg 5%
Sodium stearyl fumarate 10 mg 2%

Formulation can be prepared in accordance with Example 47 above.

Example 56
Weight Amount
Compound A besylate salt 20 mg 8%
Hydroxypropyl cellulose 15mg 6%
Microcrystalline cellulose 200 mg - 79%
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Weight Amount
Crosslinked sodium CMC 1Smg 6%
Sodium stearyl] furnarate 3mg 1%

Formulation can be prepared in accordance with Example 47 above.

Example 37

Compound A 24 umol
PEG 400/cthanol/water 25/10/65 (wiw) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/cthanol/water
25/10/55 (wiw) % followed by geatly stirring. The solubility of Compound A is at least
100 times higher in this vehicle compared to water alone. The formulation is stable in a
freezer for af least 2 months.

Example 58
Compound A 800 pmol
PEQ 400/ethanol/water 50/10/40 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Corapound A it PEG 400/ethanoliwater
50/10/40 (w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at Jeast
2000 times higher in this vehicle compared to water alone.

Examgle 59
Compound A ' 500 mol
Citric acld 200 pmol
HCltopH 3.6 0.s.

PEG 400/ethanol/9 mg/ml NaCl 40/10/50 (w/w) % to 1 mL
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A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water
40/10/50 (w/w) % followed by gently stirring. The solubility of Compound A is at least
1500 tiroes higher in this vehicle compared to water alone.

Example 60
Compound A 24 umol
citric acid 5 pmol
HClto pH 3.2 q.s.
ethanol/water 12/88 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in ethanol followed by gently
stirring, thereafter citric acid and water was added to final volume and the pH was set to
3.2. The solubility of Compound A is et least 100 times higher in this vehicle compared to
water alone. The formulation is stable in a freezer for at least 1 month.

Example 61
Compound A 2 pumol
citric acid 5 pmol
HCltopH 3.6 q.s.
9 mg/ml NaCl to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A and citric acid in physicological
saline followed by gently stirring. The pH was set to 3.6. The formulation is stable in a
freezer for at least 3 months.

Example 62
Compound A (as besylate salt) 140 umol
citric acid 5 pumol
HCl to pH 3.6 g.s.
PEG 400/ethanol/water 40/5/55 (w/w) % to I mL
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A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 40/5/55
(w/w) % containing citric acid followed by gently stirring and setting ths pH to 3.6, The
formnlation is stable in a freezer for at least 1 month.,

Example 63
Compound A (a8 besylate salt) 65 pmol
citric acid 5 pmol
HCltopH 3.3 q.8.
PBG 400/sthanol/water 20/5/75 (wiw) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A in PEG 400/ethanol/water 20/5/75
{w/w) % conteining citric acid followed by gently stirring and the pH was set to 3.2.

Example 64
Compound D (as ecetate salt) 25 pmol
PBG 400/ethancl/water 40/5/55 (w/w) % to 1 mL
Tartaric Acid : Component A (acetate salt of D) equimolar amount plus 5 mM excess
HCl to pH 3.6 q.8.

A formnulation was prepared by dissolving Compound D in acidified PEG
400/cthanol/water 40/5/55 (w/w) % followed by gently stirring. The pH of this solution
was set to 3.6 by addition of HCL. Formulations of D in this vehicle are stable for at least 2
months at < -15°C.

Example 65
Compound A 50 mg
HPMC (15000 Cps) 5 mg
Solutol HS15 20 mg

‘Water to 1 mL
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The HPMC was suspended in hot water and meited Solutol was added during vigourous
stirring. This solution was chilled and Compound A was added under vigonrous stirring to

form a well dispersed suspension.

Example 66
Compound A (as besylate salt) 50 mg
HPMC (15000 Cps) Smg
Solutol HS15 20 mg
Water to I mL

The HPMC was suspendad in hot water and meited Solutol was added during vigourous
stirring. This solution was shilled and Compound A (besylate) was added under vigourous
stirring to form a well dispersed suspension.

Example 67
Compound D (as acetate sait) 2 pmol
citric acid 5 pmol
HCl to pH 3.6 q.s.
9 mg/ml NaCl to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound A end citric acid in physicological
saline and stirring gently. The pH was set to 3.6. The formulation is stable in a freezer for

at least 3 months.

Exemple 68
To prepare nanoparticles a stock solution of Compound B of about 100 mM in
ethanol was used. Included was also 25% (w/w) Miglyol, calculated on the emount of the
substance. The solutions were diluted 1/10 with & stabilizer solution consisting of 0.2%

(w/w) PVP and 0.25 mM SDS in water. The critical mixing stage was rapid and instant :-
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The drug solution was rapidly injected into the stabilizer solution during ultrasonication.
After 1/10 dilution in the ageous solution, nanoparticles of about 110 nm were obtained.
After 6 hours at room temperature, the particle sizes wore unchanged,

Optionally DMA may be used instead of ethano], Miglyol may be excluded and the
dilution may be larger (1/20). Particles in the size range 100 to 300 nm may be obtained by
differont combinations. '

Example 69
Compound B 200 pmol
PEG 40(/ethanol/water 50/5/45 (wiw) % to i mL

A formulation was prepared by dissolving Compound B in PEG 400/cthanol/water 50/5/45
(wiw) % followed by gently stirring. Formulations of B (at 0.5 mg/mlL) in this vehicle are
stable for at least 1 month at <-15°C.

Example 70

Compounnd B 230 pmol
PEG 400/cthanol/water 60/5/35 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound B in PEG 400/ethanol/60/5/35 (w/w)
% followed by gently stirring.

Example 71
Compound B ‘ 50 mg
HPMC (15000 Cps) 5mg
Solutol HS15 20 mg

Water to 1 mL
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The HPMC was suspended in hot water and melted soluto]l was added during vigourous
stirring. This solution was chilled and Compound B was added under vigourous stirring to

form a well dispersed suspension.

Compound E (as acetate salt) 39 pmol
9 mg/ml NaCl to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound E in 9 mg/ml NaCl by geotly
stirring. The pH obtained in this formnlation is 8-9.

Bxampie 73
Compound C 400 pmol
PEG 400/ethanol/water 50/5/45 (w/w) % to 1 mL

A formulation was prepared by dissolving Compound C in PEG 400/ethanol/water 50/5/45
(w/w) % followed by gently stirring. Formulations of C (at 0.5 mg/mlL) in this vehicle are
stable for at least 1 month at room temperature and below.

Example 74
Compound C 16 pmol
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin/water 20/30 (w/w) % to I mL

A formulation was prepared by dissolving Compound C in Hydroxypropyl-f-
cyclodextrin/water 20/80 (w/w) % followed by gently stirring. Formulations of C in this
vehicle are stable for at least 2 weeks at < 8°C.

Example 75
Compound P (es trifluorcacetate salt) 38 pmol
9 mg/ml NaCl to 1 mL
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A formulation was prepared by dissolving Compound F in 9 mg/mi NaCl by gently
stirring. The pH obtained in this formulation is 3-4. Formulations of F in this vehicle are
stable for at least 2 weeks at at room temperature and below.
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Example 76

PCT/SE03/00857

A tablet was prepared according to the geners! method of Bxample 44.

Weight Amount .
Besylate salt of Compound A 66 mg 17%
Polyvinyl pyrmrolidone K9S0 9 mg 2%
Mannitol 29 mg 1%
Microcrystalline celluloge 256 mg 65%
Sodiwm starch glycolate 29mg 7%
Sodium steary]l fumarate 4mg 1%
10
Release Data
Measured according to the gencral method of Example 44 but using 500m! of
media and 75 rpm. '
Time (min) % released in buffer pH 6.8

90
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96
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20 96

30 98

45 98

60 100

Exampic 77
A tablet is prepared according to the general method of Example 44.
Weight Amount

Besylate salt of Compound A 200 mg 40 %
Polyvinyl pyrrolidone K30 10 mg 2%
Lactose 200 mg 40 %
Microcrystalline cellulose 70 mg 14%
Polyvinylpolypyrrolidone CL. 15mg I%
Magnesium stearate 5mg 1%

Other formulations in which the quantity of the besylate salt of Compound A is in the range
50-300mg meay be prepared; the ratio of other components being similar to those in
Example 77.

Example 78
A tablet is prepared according to the general method of Example 44,
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Weight Amount

Hemi-Naphthalene 1,5-disulphonic acid salt of

Compound B 48 mg 17%
Polyvinyl pyrrolidone K90 8 mg 3%
Mannitol 21 mg %
Microcrystalline cellulose 187 mg 65%
Sodiumn starch glycolate 2l mg 7%
Sodium steary] fumarate 3mg 1%

Other formulations in which 100mg or 200mg of the hemi-naphthalene 1,5-disulphonic

acid salt of Compound B is used may also be prepared; the ratio of other components being

similar to those in Example 78.

Particular aspects of the invention are provided es follows :-

1.  Animmediate releass pharmaceutical formmlation comprising, as active ingredient,

a compound of formmula (T):
HO
N— )’H
O
Cl OR1
wherein

(Pl

0]

R! represents C;.3 alkyl substituted by one or more flaoro substituents;

R? represents hydrogen, hydroxy, methoxy or ethoxy; and

n represents 0, 1 or 2;

" or a pharmaceutically acceptable salt thereof; and a pharmaceutically acceptable

diluent or carrier;

provided that the formulation does not solely contain:
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= a solution of one active ingredient and water,

e asolution of one active ingredient and dimethyisulphoxide; or,

o a solution of one active ingredient in a mixture of ethanol : PEG 660 12-
hydroxy stearate ; water 5:5:90.

An immediate release pharmacentical formulation as described in aspect 1 wherein
the active ingredient is:
Ph(3-CI)(5-OCHFH{R)CH(OH)C(O)«S)Azo-Pab{OMe);
Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(RYCH(OH)C(O)(§) Aze-Pab(2,6-diF OMe);
Ph(3-C1)(5-OCHzCHPHR)CH(OH)C(O)(S) Aze-Pab(OMe);
Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab;
Ph(3-Cl)(5-OCHFHR)CH(OH)C(O)(S) Aze-Pab(OH);
Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-(R)YCH(OH)C(O)(S)Aze-Pab(2,6-diF);
Ph(3-CIX5-OCHF,)-(K)CH(OH)C(O)~(S) Aze-Pab(2,6-diF)(OH);
Ph(3-CI)(5-OCHCH2F)~-(R)CH(OH)C(0)S)Aze-Pab; or,
Ph(3-Cl)(5-OCH2CH,F)H(R)CH(OH)C(0)S)Aze-Pab(OH).

A 30lid immediate release pharmaceutical formulation as described in aspect 1
wherein the active ingredient is:
Ph(3-Cl)(5-OCHF)-(R)YCH(OH)C(O)}H(S)Aze-Pab{OMe);
Ph(3-CI){5-OCHF)~(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF}(OMe); or,
Ph(3-ClI)(5-OCH,CH)HR)CH(OH)C(O)}H(S)Aze-Pab(OMe),

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

A solid immediate release pharmaceutical formulation as described in aspect 1
wherein the active ingredient is Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH{OH)C(O)~«(S)Aze-
Pab(OMe) or a C,.¢ alkanesulfonic acid or an optionally substituted arylsulfonic
acid salt thereof.
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An injectable immediate release pharmaceutical formulation as described in aspect 1
wherein the active ingredient is:

Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)(S)Aze-Pab;
Ph(3-C1)(5-OCHF2)(R)CH(OH)C(O){S)Aze-Peb(2,6-diF); or
Ph(3-CI)(5-OCHzCHFHR)CH(OH)C(O)H(S)Aze-Pab.

The use of a formulation as described in aspect 1 as a medicament.

The use of a formulation as described in aspect 1 in the manufacture of a
medicament for the treatment of a cardiovascular disorder.

A method of treating a cardiovascular disorder in a patient suffering from,
or at risk of, said disorder, which comprises administering to the patient a
therapeutically effective amount of a pharmaceutical formulation as
described in aspect 1.

A process for making an immediate release formulation as described in aspect 1.

The compound Ph(3-CI)}(S-OCHF)H R)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH).

Also provided is a formulation obtainable by any of the Methods and/or Examples described

herein.
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CLAIMS

1. An immediate releaze pharmacentical formulation comprising, as active ingredient,
a compound of formula ():

(P R
HO [ ] ) A
N"),H )
NH,
O

cl OR1

wherein

R! represents C,.z alkyl substituted by one or more fluoro substituents;

R? represents hydrogen, hydroxy, methoxy or ethoxy; and

n represents 0, 1 or 2;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof; and a pharmaceutically acceptable diluent or
carrier; provided that when the active ingredient is other then in the form of a salt the
formulation does not solely contain:

. a solution of one active ingredient and water;
o a solution of one active ingredient and dimethylsulphoxide; or
. a solution of one active ingredient in a mixture of ethanol : PEG 660 12-

hydroxy stearate : water 5:5:90.

2. An immediate release pharmaceutical formulation as claimed in claim 1 comprising
an acid addition salt of a compound of formula (I) and & pharmaceutically acceptable diluent

Or carrier.

3. An immediate release pharmacentical formulation as claimed in claim 1 or 2
wherein the active ingredient ia:
Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-C1)(5-OCHF;)~(R)CH(OH)C(O)(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe);
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Ph(3-CI)(5-OCHCH;F)-(RICH(OH)C(O)-(5)Aze-Pab{OMEe);
Ph(3-C1)(5-OCHF2){R)CH(OH)C(O)(S)Aze-Pab;
Ph(3-CI)(5-OCHFy)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OH);
Ph(3-CI)}(5-OCHF){R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF);
Ph(3-Cl)(5-OCHF;)H(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH);
Ph(3-CI)(5-OCH;CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab; or
Ph(3-CI)(5-OCH,CH;F){ R)CH(OH)C(O)(S)Aze-Pab(OH).

4, A formulation as claimed in ciaim 1, 2 or 3 wherein the active ingrodieat is a
crystalline salt of:

Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-Cl)(S-OCHF2)H{R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe); or
Ph(3-CI)(5-OCH,CHaF){R)CH(OH)C(O)-{S)Aze-Pab{OMe).

5. A formnlation as claimed in any one of claims 1 to 4 wherein the active
ingredient is an ethanesulfonic acid, z-propancsulfonic acid, benzenesulfonic acid,
1,5-naphthalenedisulfonic acid, or n-butanesulfonic acid addition salt of Ph(3-
CI)S-OCHE)(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe) ar
Fh3-CIY(S-OCHFRHR)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF) OMe).

6. A formulation as claimed in any one of claims 1 to 5 wherein the active
ingredient is Ph(3-C1)(5-OCHF,)<R)CH(OH)C(0)(S)Aze-Pab{OMe), benzene-
sulfonic acid salt, characterised by an X-ray powder diffraction pattern
characterised by peaks with d-values at 5.9, 4.73, 4.09 and 4.08A.

7. A formnlation as claimed in any one of claims 1 to 5§ wherein the active
ingredient is Ph(3-CI{5-OCHF)-(R)CH(OH)C(0)«(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe),
hemi-1,5-napbthalenedisulfonic acid salt, characterised by an X-ray powder
diffraction pattern characterised by peaks with d-values at 18.3,9.1, 5.6, 5.5, 4.13,
4.02, 3.86, 3.69 and 3.63A.

b1
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8. A formulation as claimed in any one of claims 1 to 7 wherein the
compasition is & solid immediate release pharmaceutical formulation, an injectable
immediate release pharmaceutical formulation or a liquid immediate relesse oral
pharmaceutical formulation.

9. The use of & formulation as claimed in any one of claims 1 to 8 as a medicament.

10. The use of a formulation as claimed in any one of claims 1 to B in the
manufacture of a medicament for the treatment of a cardiovascular disorder.

11. A method of treating a cardiovascular disorder in a patient suffering from,
or at risk of, said disorder, which comprises administering to the patient a
therapeutically effective amount of a pharmaceutical formulation as claimed in any
one of claims 1 to 8.
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{54) Titulo: FORMULACION FARMACEUTICA DE LIBERACION INMEDIATA

BIOE

e\ (57) Extracto: De acuerdo con la presente invencidn, so dispone una formulacién farmacéutica de liberacién inmediata que
<= comprende, como ingrediente activo, un compuesto de la formula (T), donde R, representa C?1-2#191 alquilo sustituido por uno o
w={ varios radicales de fluoro; R, representa hidrégeno, hidroxi, metoxi o etoxi; y n representa 0, 1 0 2; o una sal farmacéuticamente
& aceptable de los mismos; y un diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable; siempre que cuando el ingrediente activo estd en

|

/

una forma diferente a una sal, la formulacién no contiene solamente *una solucién de un ingrediente activo y agua®, *una solucién

¢ de un ingrediente activo y dimetilsulfoxida; o *una solucién de un ingrediente activo y una mezcla de etanol: PEG 660 12-hidroxi
O estearato : agua 5:5:90; la citada formulacion siendo Gtil en el tratamiento de desérdenes cardiovasculares.

WO
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FORMULACION FARMACEUTICA DE LIBERACION INMEDIATA

 Esta invencién se refiere a una novedosa formulacién farmacéutica de
liberacién inmediata qué dispone la -administracién de un farmaco en
particular, la manufactura de la citada formulacién y la utilizacién de dicha
formulacién en el tratamiento o la prevencion de la trombosis.

Con frecuencia es deseable formular unos compuestos
farmacéuticamente activos para una liberacién inmediata después de una
administracion oral y / o parenteral con el fin de obtener una concentracién
suficiente en plasma del farmaco dentro del periodo de tiempo requerido
para obtener la respuesta terapéutica deseada.

La liberacién inmediata puede ser particularmente deseable en casos
donde por ejemplo se requiere una respuesta terapéutica répida (por ejemplo
en el tratamiento de problemas agudos), o en el caso de la administracién
pa.rénteral, cuando la administracién oral al tracto gastrointestinal es incapaz
de proveer una absorcién sistémica suficiente en el periodo de tiempo
requerido.

En el caso del tratamiento o de la profilaxis de la trombosis, las
formulaciones de liberacidn inmediata pueden ser necesarias para asegurarse
que una cantidad suficiente del farmaco llega al plasma en un periodo de
tiempo relativamente corto para permitir una rdpida manifestacion de la
accion. Tipicamente también las formulaciones de liberacién inmediata son
més ficiles de desarrollar que las formulaciones de liberacién modificada, y
también pueden o.ﬁ'ecer una mayor flexibilidad en relacién con la variacién
de las dosis que se deben administrar a los pacientes. Las formulaciones de
liberacion inmediata son superiores cuando no se requieren multiples dosis,
y cuando no es necesario conservar la concentracion en plasma en un nivel
constante durante un periodo de tiempo prolongado.

La Solicitud Internacional de Patente No. PCT/SE01/02657 (WO
02/44145, con la primera fecha de prioridad del 1 de diciembre de 2000,
presentada el 30 de noviembre de 2001, publicada el 6 de junio de 2002)

divulga un nimero de compuestos que son, 0 que se metabolizan en



WO 03/101423 PCT/SE03/00857

como la trombina. Los tres compuestos -siguientes forman parte de aquello:
que se divulgan especificamente:
(a) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe):

compuesto al cual se hace referencia en adelante como el Compuesto A;

(b) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe):

compuesto al cual se hace referencia en adelante como el Compuesto B, y

(¢) Ph(3-Cl)}(5-OCH,CH;F)-(R)CH(OH)C(O)~(S)Aze-Pab{OMe):

compuesto al cual se hace referencia en adelante como el Compuesto C.

Los Compuestos A, B y C de metoxiamidina se metabolizan después

2
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de la administracién oral y / o parenteral en los respectivos compuestos dejla
amidina libre, los cuales posteriormente se descubrié que son unos potentes
inhibidores de la trombina. Por lo tanto:
. El Compuesto se metaboliza en  Ph(3-Cl)}(5-OCHF,)-
(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab (compuesto al cual se hace referencia en
adelante como el Compuesto D) por medio de un intermedio de profarmaco
Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OH), compuesto al cual
se hace referencia en adelante como el Compuesto G);
° El Compuesto B se metaboliza en Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-
(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF) (compuesto al cual se hace referencia
en adelante como el Compuesto E) por medio de un intermedio de
profirmaco Ph(3-CI)(5-OCHF;)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH)
(compuesto al cual se hace referencia en adelante como el Compuesto H); y,
° El Compuesto C se metaboliza en Ph(3-Cl)5-OCH,CH,F)-
(R)CH(OH)C(O)-.(S)Aze-Pab (compuesto al cual se hace referencia en
adelante como el Compuesto F) por medio de un intermedio de profdrmaco
Ph(3-CI)(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(O)«(S)Aze-Pab(OH) (compuesto al
cual se hace referencia en adelante como el Compuesto J).

Los procesos para la sintesis de los Compuestos A, B,C,D, E,F, Gy
J se describen en los Ejemplos 12, 40, 22, 3, 39, 2], 2 y 3]
(respectivamente) de la solicitud internacional de patente No.
PCT/SE01/02657. Una formulacién de liberacién inmediata de estos
compuestos, o sus metabolitos, alin estd por describir en la literatura.
Hemos encontrado que los compuestos de la formula (I) y sus sales se
pueden formular como una formulacién farmacéutica de liberacion
inmediata que son ficiles de administrar, por ejemplo mediante la
administracién oral o parenteral.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se dispone una
formulaciéon farmacéutica de liberacién inmediata que comprende, como

ingrediente activo, un compuesto de la férmula (I):
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OR*

donde
R' representa C,; alquilo sustituido por uno o varios radicales de fluoro;
R? representa hidrégeno, hidroxi, metoxi o etoxi, y
n representa 0, 1 0 2;
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; y un diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable,
siempre que Ia formulacidn no contiene Gnicamente:
* una solucién de un ingrediente activo y agua,
* una solucién de un ingrediente activo y dimetilsulfoxida; o,
* una solucién de un ingrediente activo en una mezcla de etanol: PEG

660 12-hidroxi estearato: agua 5:5:90;
formulaciones a las cuales se hace referencia en adelante como “las
formulaciones de la invencion™.

PEG 660 12-hidroxi estearato es un tensioactivo no ionico, mejor
conocido como Solutol K ™,

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se
dispone el Compuesto H, Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-
Pab(2,6-diF)(OH) el cual se puede preparar por medio de métodos similares
a los descritos a continuacién para la preparacion de los Compuestos G y J.

Los compuestos de la formula (I), o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, pueden ser en forma de un solvato, de un hidrato
de una combinacién de solvato / hidrato, o preferiblements un no solvato
como un anhidrato. Los solvatos pueden ser de uno o varios solventes
organicos como alquil alcoholes inferiores (por ejemplo C,4); (por ejemplo
metanol, etanol o iso-propanocl), cetonas (como acetona), ésteres (como
acetato de etilo) o combinaciones de los mismos.

En un aspecto particular de la invencién, R' es CHF, o CH,CH,F.

La variable n es preferiblemente 0 o 2.
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Los compuestos mas preferidos de la férmula (I) incluyen aquellos en
los cuales n representa 0, o aquellos en los cuales n representa 2,
suministrando asi dos dtomos de fluoro ubicados en las posiciones 2- y 6-
(es decir las dos posiciones orfo en relacion con el punto de adhesion del
anillo de benceno en el grupo -NH-CH,-).

El compuesto de la férmula (I) es especialmente Compuesto A,
Compuesto B o Compuesto C.

Las sales preferidas de los compuestos de la formula (I) son sales de
adicién de dcido. 'Las sales de adicién de dcido incluyen sales de adicién de
acido inorganico, como las de dcido sulflirico, 4cido nitrico, dcido fosférico
y dcidos hidrohdlicos como écido hidrobromico y clorhidrico. Las sales de
adicion de acido més preferidas incluyen aquellas de dcidos organicos, como
las de acido dimetilfosforico, dcido sacarino, écido ciclohexilsulfimico;
aquellas de dcidos carboxilicos (como acido maleico, acido fumdrico, dcido
aspartico, Acido succinico, dcido malénico, acido acético, acido benzoico,
dcido tereftdlico, 4cido hiptrico, 1-hidroxi-2-dcido naftoico, acido pamoico,
dcido hidroxibenzoico y similares); aquellas de hidroxi acidos (como dcido
salicflico, dcido tartdrico, dcido cftrico, acido mélico (incluyendo L-(-)-dcido
mélico y D,L-dcido malico), dcido glucénico, (incluyendo D-écido
glucénico), acido glicdlico, dcido ascérbico, dcido lactico y similares);
aquellas de amino 4cidos (como écido glutimico (incluyendo D-glutémico,
L-glutémico, y D,L-glutdmico, écidos), arginina (incluyendo L-arginina),
lisina (incluyendo L-lisina y L-clo;'hidrato de lisina), glicina y similares); y,
particularmente, aquellas de #4cidos sulfénicos, (como 1,2-dcido
etanodisulfénico, dcidos alcanforsulfénicos (incluyendo 1S-(+)-10-dcido
alcanforsulfénico y (+/-) dcidos alcanforsulfénicos), 4cido etanosulfonico,
un &cido propanosulfénico (incluyendo n-dcido propanosulfonico), un 4cido
butanosulfénico, un &cido pentanosulfénico, un &4cido toluenosulfénico,
dcido  metanosulfénico, p- 4cido  xilenosulfénico,  2-dcido
mesitilenosulfénico, 4cidos naftalenosulfénicos (incluyendo 1,5- 4cido
naftalenosulfénico y écido naftalenosulfénico), acido bencenosulfénico,

dcidos hidroxibencenosulfénicos, 2- icido hidroxietanosulfénico, 3- 4cido
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hidroxietanosulfonico y similares).

Las sales particularmente incluyen aquellas de C,4 (por ejemplo C4)
dcidos alquenosulfénicos, como é&cido etanosulfénico (esilato) y écido
propanosulfénico -(por ejemplo n- 4cido propanosulfénico) y opcionalmente
sustituidas (por ejemplo con uno o varios grupos alquilo C,,) 4cidos
arilesulfonicos, como é&cido bencenosulfonico (besilato) y dcido
naftalenodisulfénico.

Unas relaciones estequiométricas apropiadas de acido a una base libre
estan en el rango de 0.25:1.5 de 3.0:1, como de 0.45:1.25 a 1.25:1,
incluyendo de 0.50:1 a 1:1.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se dispone una
formulacién que comprende un compuesto de la formula (1) sustancialmente
en forma cristalina.

Aunque hemos encontrado que es posible producir compuestos de la
invencién en formas que son mds del 80% cristalinas, con “sustancialmente
cristalinas” incluimos mas de 20%, preferiblemente mas de 30%, y mas
preferiblemente mas de 40% (por ejemplo, mas de cualquiera de 50, 60, 70,
80 o 90%) cristalina.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, también se dispone un
compuesto de la invencion en forma parcialmente cristalina. Con
“parcialmente cristalina” incluimos 5% o entre 5% y 20% cristalina.

Una persona con destreza en el arte puede determinar el grado (%) de
cristalinidad empleando una difracciébn de rayos X en polvo (XRPD).
También se pueden emplear otras técnicas como una NMR de estado sélido,
una espectroscopia Raman FT-IR, una calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y una microcalorimetria.

Los compuestos preferidos de la férmula (I) que se pueden preparar
en forma cristalina incluyen sales de C,¢ (por ejemplo C,5, como Caoy)
cidos alcanosulfénicos, como cido etanosulfénico, dcido propanosulfénico
(por ejemplo n- é&cido propanosulfénico) y écidos arilosulfonicos
opcionalmente sustituidos, como 4cido bencenosulfénico y é&cido

naftalenodisulfénico.
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' El término formulacién farmacéutica de “liberacién inmediata”
incluye cualquier formulacién en la cual la proporcion de liberacién del
farmaco de la formulacion y / o la absorcién del firmaco no se retarda ni en
forma apreciable ni en forma intencional, por manipulacién galénica. En el
presente caso, la liberacion inmediata se puede disponer en forma de un
diluyente o excipiente apropiado farmacéuticamente aceptable, este
diluyente o excipiente no prolonga, en forma apreciable, la proporcién de la
liberacién del farmaco y / o la absorcion. Asi, el término excluye
formulaciones adaptadas para proveer una liberacién “modificada”,
“controlada”, “so'stenida“, “prolongada”, “extendida” o “retardada” del
farmaco.

En este contexto, el término “liberacién” incluye el suministro (o la
administracién) de un firmaco de la formulacion al tracto gastrointestinal, a
los tejidos del cuerpo y / o a la circulacién sistémica. En cuanto a la
liberacion en el tracto gastrointestinal, la liberacién se realiza bajo unas
condiciones de pH como pH = 1 a 3, especialmente en o alrededor de pH =
1. En un aspecto de la invencién, una formulacién como se describe en la
presente con un compuesto de la férmula (I), o una sal de adicién de acido
del mismo, en forma cristalina libera el firmaco cuando el pH se encuentra
dentro de un rango de condiciones. En otro aspecto de la invencién, una
formulacion como se describe en la presente con un compuesto de la
féormula (I), o una sal de adicién de 4cido del mismo, libera el firmaco bajo
unas condiciones de pH como pH = 1 a 3, especialmente en o alrededor de
pH = 1. Asi, las formulaciones de la invencién pueden liberar por lo menos
70% (preferiblemente 80%) del ingrediente activo en 4 horas, como en 3
horas, preferiblemente en 2 horas, méas preferiblemente en 1.5 horas, y
especialmente en una hora (como en 30 minutos), después de la
administracién, bien sea oral o parenteral.

Las formulaciones de la invencién se pueden formular de
conformidad con una variedad de técnicas conocidas, por ejemplo como se
describe por M. E. Aulton en “Pharmaceutics: The Science of Dosage Form
Design™ (1988) (Churchill Livingstone), cuyas divulgaciones relevantes en
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el citado documento se incorporan a la presente por referencia.

Las formulaciones de la invencion pueden ser o se pueden adaptar de
conformidad con unas técnicas estindar para que sean apropiadas para una
administracién oral, por ejemplo en forma de una tableta de liberacién
inmediata, de una cdpsula de liberacién inmediata, 0 como una forma de
dosis liquida, que comprende el ingrediente activo. Estos tipos de
formulacién son muy conocidos para una persona con destreza en el arte, y
se pueden preparar de conformidad con unas técnicas conocidas en e] arte.

Unos diluyentes / excipientes apropiados (que también se pueden
denominar “sustancias de llenado™) para el uso en formulaciones orales de la
invencién, por ejemplo aquellas en forma de tableta de liberacion inmediata,
incluyen fosfato de calcio monobasico, fosfato de calcio dibdsico
(incluyendo dihidrato de fosfato de calcio dibdsico y anhidrato de fosfato de
calcio dibasico), fosfato de calcio tribasico, lactosa, celulosa microcristalina,
celulosa microcristalina silicificada, manitol, sorbitol, almidén (como maiz,
papa o arroz), glﬁcosa, lactato de calcio, carbonato de calcio y similares.
Unos diluyentes / excipientes preferidos incluyen fosfato de calcio dibdsico
y celulosa microcristalina, que se pueden utilizar solos o en combinacién
con otro diluyente / excipiente como manitol.

Una formulacién de la invencién en forma de una tableta de
liberacién inmediata puede comprender uno o varios excipientes para
mejorar las propiedades fisicas y / o quimicas de la composicion final, y / o
para facilitar el proceso de manufactura. Dichos excipientes son
convencionales en la formulacién de las formulaciones de liberacién
inmediata para la administracién oral de un férmaco, e incluyen uno o varios
de los siguientes: uno o varios lubricantes (como estearato de magnesio,
icido estedrico, estearato de calcio, alcohol estearilo o, preferiblemente,
fumarato estearilo sédico); un deslizante (como talco o una silice coloidal);
uno. o varios aglutinantes (como polivinilpirrolidona, celulosa
microcristalina, un polietilen glicol (PEG), un polietilen dxido, una
hidroxipropilmetilcelulosa (HFMC) de peso molecular bajo, una
metilcelulosa (MC) de peso molecular bajo, una hidroxipropilcelulosa
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(HPC) de peso molecular bajo, una hidroxietilcelulosa (HEC) de peso
molecular bajo, un almidén (como maiz, papa o arroz) o una celulosa sodica
de carboximetil de peso molecular bajo; (los aglutinantes preferidos son
polivinilpirrolidona o una HPMC de peso molecular bajo); uno o varios
agentes de control del pH (como un acido orgénico (por ejemplo 4cido
citrico) o un metal alcalino (por ejemplo sodio) una sal de los mismos, un
6xido de magnesio, un alcalino o un metal alcalinotérreo (por ejemplo
sulfato de sodio, calcio o potasio), metabisulfato, propionato o sorbato); uno
o varios desintegrantes (por ejemplo glicolato de almidén sédico, una
po.livinilpinolidona enlazada en cruz, una celulosa carboximetil sddica
enlazada en cruz, un almidén (como maiz, papa o arroz) o un alginato); un
colorante, un saborizante, un agente modificador de la tonicidad, un agente
de recubrimiento o un conservante.

Se apreciard que algunos de los excipientes citados arriba, que pueden
estar presentes en una formulacion oral de liberacion inmediata de la
invencién (por ejemplo una tableta), pueden cumplir varias funciones entre
las establecidas arriba.

En otro aspecto de la invencién, una formulacién liquida de la
invencién se adapta de manera que sea la apropiada para una administracion
oral.

Unas formulaciones liquidas apropiadas que se deberin administrar
en forma oral incluyen aquellas en las cuales un compuesto de la formula (I)
especialmente el Compuesto A, el Compuesto B o el Compuesto C, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra conjuntamente
con un excipiente acuoso como el agua. Sin embargo, se tomard nota que
ciertas formulaciones especificas no se reivindican (consultar los aspectos
particulares y las reivindicaciones).

Una formulacién de la presente invencién que comprende un
excipiente acuoso puede comprender adicionaimente uno o varios
excipientes, como un conservante antimicrobiano; un modificador de
tonicidad (por ejemplo cloruro de sodio, manitol o glucosa); un agente para

ajustar el pH (por ejemplo un 4cido o una base inorgénicos, incluyendo
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dcido clorhidrico o hidréxido de sodio); un agente que controla el pH (es
decir una solucion amortiguadora; por ejemplo acido tartarico, dcido acético
o 4cido citrico); un tensioactivo (por ejemplo sodio dodecil sulfato (SDS) o
Solutol™); un solubilizante que sirve para ayudar a solubilizar el
ingrediente activo (por ejemplo etanol, un polietilen glicol o hidroxipropil-
B-ciclodextrina o cloruro de polivinilo (PVP)); o un antioxidante.

Las formulaciones liquidas orales pueden ser en la forma de
suspensiones del ingrediente activo, en asocio con un solvente acuoso o,
mas preferiblemente unas soluciones acuosas (es decir, las soluciones del
compuesto activo incluyendo agua como un solvente). En este contexto, el
término “solucidn acuosa” incluye formulaciones en las cuales por lo menos
99% del ingrediente activo estd en solucién por encima de los 5°C y una
presion aﬁnosféﬁéa. y el término “suspension” significa que més del 1% del
ingrediente activo no se encuentra en solucion bajo estas condiciones. Unos
agentes de dispersién tipicos son hidroxipropil metilcelulosa, AOT
(dioctilsulfosuccinato), PVP y SDS. Otras alternativas pueden ser posibles.

En otro aspecto, la presente invencién dispone una formulacién oral
liquida que comprende un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, agua y por lo menos un agente
adicional. Los agentes adicionales incluyen:

i. polietilen glicol (PEG) y opcionalmente también etanol y / o écido

tartirico y / o é4cido citrico y/ o dcido clorhidrico; o

ii. cloruro de sodio (que se disolverd en la formulacion), y

opcionalmente también etanol; o

iii. dcido clorhidrico y / o hidré6xido de sodio para llevar el pH a un valor

- . apropiado (preferiblemente en el rango de 3-8 para un compuesto de
la formula (I) donde R? es metoxi o etoxi, como el Compuesto A, B o
C) o

iv. DMA (dimetil acetamida) y opcionalmente también un triglicérido de
cadena media (como migliol); o

v. una p-ciclodextrina (como hidroxipropil-B-ciclodextrina);

vi. un modificador de la tonicidad como cloruro de sodio y / 0 manitol.
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En otro aspecto, la presente invencién dispone una solucién oral qu
comprende un compuesto de la férmula (I), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, (preferiblemente el Compuesto A, B o C) agua y por
lo menos un agente adicional como se describe en (i) a (vi) arriba.

En otro aspecto, la invencién dispone una formulacién acuosa de un
compuesto de la formula (I) (como el Compuesto A, B o C) que comprende
un agente de solubilizaciéon como un polietilen glicol, B-ciclodextrina (como
hidroxipropil-B-ciclodextrina), sorbitol o etanol.

En otro aspecto, la presente invencion dispone una formulacién en
solucién oral que comprende un compuesto de la férmula (I) y etanol. Esta
formulacién puede comprender ademas un triglicérido de cadena media
(como migliol).

En atn otro aspecto, la presente invencion dispone una formulacién
en solucién oral que comprende un compuesto de la formula (I) y DMA.
Esta formulacion puede comprender ademas un triglicérido de cadena media
(como migliol).

En otro aspecto, el compuesto de la formula (I) es cristalino
(especialmente una sal del Compuesto A; preferiblemente una sal de dcido
alcanosulfénico C,s (por ejemplo C,4, como C,4), como acido
etanosulfénico, 4cido propanosulfénico (por ejemplo n- 4cido
propanosulfénico) o una sal de 4cido arilosulfonico sustituido, como una sal
de dcido bencenosulfénico o de 4cido naftalenodisulfénico).

Se dispone una formulacién farmacéutica liquida oral y de liberacién
inmediata en particular como se reivindica en la reivindicacién 1, donde el
ingrediente activo es:
Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe)
Ph(3-Cl)(5-OCHFz)-(R)CH(OH)C(O)-(.S‘)Aze-Pab(Z,6-diF)(0Me),
Ph(3-CI)(5-OCH,CH;F)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se dispone otra formulacién farmacéutica liquida oral y de liberacién
inmediata en particular como se reivindica en la reivindicacién 1, donde el
ingrediente activo es:
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Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe) o un C,4 dcido
alcanosulfonico o una sal de acido arilosulfénico opcionalmente substituido
del mismo.

Se dispone ain otra formulacién farmacéutica liquida oral y de
liberacion inmediata en particular como se reivindica en la reivindicacién 1,
donde el ingrediente activo es:
Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF}(OMe) o una sal
de 4cido arilosulfénico opcionalmente substituido del mismo (como la sal de
naftaleno-1,5- écido disulfonico).

Sin embargo, se tomara nota que ciertas formulaciones especificas no
se reivindican (consultar los aspectos particulares y las reivindicaciones).

En otro aspecto de la invencion, se adapta una formulacion de la
invencién para que se pueda administrar por via parenteral, el término
“parenteral” incluye cualquier modo de administracién que no comprenda la
administracion oral previa al tracto gastrointestinal incluyendo la
administracién subcutinea, intravenosa, intraarterial, transdérmica,
intranasal, intrabucal, intracutinea, intramuscular, intralipomatosa,
intraperitonal, rectal, sublingual, topica, por inhalacién o por cualquier otra
ruta parenteral.

Unas formulaciones apropiadas de la invenciéon que se deberin
administrar en forma parenteral incluyen aquellas en las cuales un
compuesto de la formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo se administra junto con un excipiente acuoso, como el agua.

Una formulacién de la presente invencién que comprende un
excipiente acuoso puede comprender ademés uno o varios excipientes, como
un conservante antimicrobiano; un modificador de tonicidad (por ejemplo
cloruro de sodio, manitol o glucosa); un agente de ajuste de pH (por ejemplo
un 4cido o una base inorgénicos, incluyendo écido clorhidrico o hidréxido
de sodio); unos agentes de control de pH (es decir una solucién
amortiguadora; por ejemplo écido tartérico, dcido acético o dcido citrico); un
tensioactivo (por ejemplo sodio dodecil sulfato (SDS) o Solutol™); un

solubilizante que sirve para ayudar a solubilizar el ingrediente activo (por

12
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ejemplo etanol, un polietilen glicol o hidroxipropil-B-ciclodextrina o
polivinil cloruro (PVP)); o un antioxidante.

Las formulaciones parenterales pueden ser en forma de suspensiones
del ingrediente activo en asocio con un solvente acuoso o, mds
preferiblemente soluciones acuosas (es decir, soluciones del compuesto
activo incluyendo agua como un solvente). En este contexto, el término
“solucion acuosa” incluye formulaciones en las cuales por lo menos el 99%
del ingrediente activo estd en forma de una soluciéon a més de 5°C y presién
atmosférica, y el término “suspensién” significa que mas del 1% del
ingrediente activo no estd en forma de solucion bajo dichas condiciones.
Unos agentes de dispersion tipicos para las suspensiones son hidroxipropil
metilcelulosa, AOT, PVP y SDS, pero otras alternativas son posibles.

El nimero de excipientes empleado en las formulaciones orales y
parenterales de la invencion depende de muchos factores, como la
naturaleza y la cantidad de ingrediente activo presente y la cantidad de
diluyente / excipiente (solvente acuoso u otro) que se incluye.

En otro aspecto, la presente invencion dispone una formulacién
parenteral que comprende un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, agua y por lo menos un agente
adicional. Los agentes adicionales incluyen:

i. polietilen glicol (PEG) y opcionalmente también etanol y / o é&cido

tartdrico y / o 4cido clorhidrico; o

ii. cloruro de sodio (que se disolvera en la formulacién), y

opcionalmente también etanol o

iii. dcido clorhidrico y / o hidréxido de sodio para llevar el pH a un valor
apropiado (preferiblemente en el rango de 3-8 para un compuesto de

la férmula (I) donde R? es hidrégeno, como el Compuesto D, E o F; o

preferiblemente en el rango de 3.5-8 para un compuesto de la férmula

() donde R? es metoxi o etoxi, como el Compuesto A, Bo C); o

iv. DMA (dimetil acetamida) y opcionalmente también un triglicérido de

cadena media (como migliol); o

v. a p-ciclodextrina (como hidroxipropil-p-ciclodextrina);

13
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vi. un modificador de tonicidad comno cloruro de sodio y / 0 manitol.

En otro aspecto, la presente invencion dispone una solucién
inyectable que comprende un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, (preferiblemente el Compuesto D,
E o F) agua y por lo menos un agente adicional como se describe en (i) a
(vi) arriba.

En otro aspecto, la invencion dispone una formulacion acuosa de un
compuesto de la formula (I) (como Compuesto D, E o F) que comprende un
agente de solubilizacién como un polietilen glicol, B-ciclodextrina (como
hidroxipropil-p-ciclodextrina), sorbitol o etanol.

En otro aspecto, la presente invencion dispone una formulacién
parenteral que comprende un compuesto de la férmula (I) y etanol. Esta
formulacién puede comprender ademés un triglicérido de cadena media
(como migliol).

En atlin otr(; aspecto, la presente invencién dispone una formulacién
parenteral que comprende un compuesto de la formula (I) y DMA. Esta
formulacién puede comprender ademés un triglicérido de cadena media
(como migliol).

En otro aspecto, el compuesto de la férmula (I) es cristalino
(especialmente una sal del Compuesto A; preferiblemente una sal de 4cido
alcanosulfénico C,s (por ejemplo C,s como C,4), como écido
etanosulfénico, d4cido propanosulfénico (por ejemplo n- 4cido
propanosulfénico) o una sal de 4cido arilosulfonico opcionalmente
sustituido, como una sal de dcido bencenosulfonico).

En ain otro aspecto, la formulacién de la presente invencién es en
forma de dosis sélida donde R? es hidroxi, metoxi o etoxi (preferiblemente
metoxi) (el compuesto de la férmula (I) es especialmente el Compuesto A,
el Compuesto B o el Compuesto C.

En atin otro aspecto, la presente invencién dispone una formulacion
parenteral (especialmente una solucidén inyectable a base de agua) que
comprende un compuesto de la formula (I) en forma de base libre.

En otro aspecto, la presente invencién dispone una formulacién

14
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parenteral que comprende un compuesto de la férmula (I} en formna de base
libre donde R? es hidrégeno.

En alin otro aspecto, la presente invencion dispone una formulacién
sélida que comprende celulosa microcristalina y polivinil pirrolidona (PVP);
o que comprende celulosa microcristalina y glicolato de almidén sédico.

Las formulaciones de la invencién, como las formulaciones
parenterales que comprenden sales se pueden preparar por medio de la
adicion de un diluyente / excipiente a la sal apropiada previamente
preparada.

Las composiciones que incluyen un ingrediente activo también se
pueden disponer en una forma sélida apropiada para el uso en la preparacion
de una formulacién de la invencién (por ejemplo una solucién, como una
solucién acuosa, por ejemplo para una administracién parenteral) ex
tempore. Dichas composiciones pueden ser en forma de un sélido que
comprende un ingrediente activo, opcionalmente en presencia de uno o
varios excipientes como se definieron més arriba, y opcionalmente, hasta el
10% (peso/peso) de diluyente y / 0 excipiente como se definieron mds
arriba, composiciones a las cuales se hace referencia en adelante como las
“composiciones sdlidas de la invencién”,

Las composiciones sélidas de la invencion se pueden elaborar
mediante la extraccion del diluyente / excipiente (por ejemplo el solvente)
de una formulacién de la invencién, o una formulacién concentrada de la
invencion, la cual puede por ejemplo ser en la forma de una solucion, como
una solucién acuosa.

En otro aspecto, la presente invencién dispone una formulacién de
liberacion inmediata que se administra en forma oral, que comprende un
compuesto de la formula (I), o una sal de la misma, un excipiente (como
ceiulosa microcristalina), un desintegrante (como glicolato de almidén
sédico), un aglutinante (como polivinil pirrolidona) y un lubricante (como
fumarato estearilo sédico). Dicha formulaciéon puede comprender también
un excipiente adicional (o una sustancia de llenado) como manitol.

Las formulaciones de la invencién que son en forma de tableta de
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B4

liberacion inmediata se pueden preparar llevando un ingrediente activo y
uniéndolo a un diluyente / excipiente utilizando unas técnicas estandar y
unos equipos estandar, conocidos por una persona con destrezas en el arte,
incluyendo una granulacién seca o himeda, una compresién / compactacién
directa, secado, molido, mezclado, preparacién de las tabletas y el
recubrimiento; al igual que combinaciones de estos procesos, por ejemplo
como se describe en adelante. En un aspecto de la invencion, las sales de
adicién de dcido de los compuestos de la férmula (I) en forma cristalina se
formulan en tabletas.

Por lo tanto se dispone un proceso para la formacion de una
composicién sélida apropiada para el uso en la preparaciébn de una
formulacién de la invencién (por ejemplo una solucién, como una solucién
acuosa) ex fempore, proceso que comprende la extraccion de diluyente /
excipiente (por ejemplo el solvente) de una formulacién de la invencién, o
una formulacién concentrada de la invencion.

" El solvente se puede extraer por medio de una variedad de técnicas
conocidas por aquellos con destreza en el arte, por ejemplo por evaporacion
(bajo presién reducida u otro), secado por congelamiento o cualquier otro
proceso de extraccién (secado) de solvente que extrae el solvente (como el
agua) preservando la integridad del ingrediente activo. Un ejemplo de
secado es el secado por congelamiento.

Asi, de acuerdo con otro aspecto de la invencién, una composicién
sélida secada por congelamiento (liofilizada) de la invencién.

En la preparacién de las composiciones solidas de la invencién, una
persona con desi.:rezas notard que se pueden agregar unos excipientes
adicionales apropiados en una etapa posterior y adecuada de diluyente /
excipiente. Por ejemplo, en el caso de las soluciones acuosas, el pH se
puede controlar y / o ajustar como se describié mds arriba. Adicionalmente,
se puede agregar un excipiente adicional apropiado con la finalidad de
ayudar en la formacién de una composicién sélida de la invencion durante el
proceso de extraccion del diluyente / excipiente (por ejemplo manitol,

sacarosa, glucosa, manosa o trehalosa).
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g5

Una composicion solida de un compuesto de la formula (I) o una sal
del mismo, incluye por lo tanto una composicion en la cual el contenido del
solvente (por ejemplo el agua), diferente de un solvente de cristalizacién, es
nc; més de 10%, como menos de 2% de solvente sin aglutinar, como el agua.

Las formulaciones de la invencién se pueden esterilizar, por ejemplo
mediante una filtracién estéril o una autoclave, y / o se pueden verter en
empaques primarios, como frascos, cartuchos y jeringas previamente
llenadas. Dichos pasos de procesamiento también se pueden efectuar antes
del secado para formar una composicion sélida de la invencién.

Antes de la administracién, la composicién sélida seca también se
puede reconstituir y / o diluir por ejemplo en agua, en solucién salina,
solucion glucosa o en cualquier otra solucion apropiada.

La cantidaci de diluyente / excipiente en una formulacién oral (por
ejemplo una tableta de liberacion inmediata) de la invencién depende de
muchos factores, como la naturaleza y la cantidad del ingrediente activo
empleado, y de la naturaleza y las cantidades de cualquier otro constituyente
(por ejemplo otros excipientes) que se encuentran presentes en la
formulacion, pero tipicamente va hasta el 40% (peso/peso), preferiblemente
hasta el 30%, mas preferiblemente hasta el 20%, y particularmente hasta el
10% (peso/peso) de la composicién final. La cantidad de excipientes
adicionales en la citada formulacién oral de la invencién también depende
de factores como la naturaleza y la cantidad del ingrediente activo que se
empled, al igual que de la naturaleza y la cantidad de cualquier otro
constituyente (por ejemplo diluyentes / excipientes y / u otros excipientes)
que se encuentran presentes en la formulacion, pero para los lubricantes y
deslizantes es tipicamente hasta el 5% (peso/peso), y para los aglutinantes y
desintegrantes es tipicamente hasta el 10% (peso/peso) de la composicién
final.

Las formulaciones de la invencién se administran a pacientes
mamiferos (incluyendo humanos), y, para los compuestos de la férmula ()
donde R? no es hidrégeno, se metabolizan posteriormente en el cuerpo para

formar los compuestos de la formula (I) donde R? es hidrogeno que son
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farmacologicamente activos.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se dispone asi una
formulacién de la invencién para el uso como un producto farmacéutico.

En particular, los compuestos de la férmula (I) son, o se metabolizan
después de la administracién para formar unos potentes inhibidores de la
trombina, por ejemplo como se podrd demostrar en los ensayos descritos en
solicitud internacional de patente, entre otros, No. PCT/SE01/02657, al igual
que en las solicitudes internacionales de patente WO 02/14270, WO
01/87879 y WO 00/42059, las divulgaciones relevantes en los citados
documentos se incorporan a la presente por referencia.

Con “profirmaco de un inhibidor de trombina”, incluimos los
compuestos que se metabolizan después de la administracién y forman un
inhibidor de trombina, en una cantidad que se puede detectar en un
experimento, después de la administracion.

Con “ingrediente activo” y “sustancia activa” queremos decir el
agente farmacéutico (proteccién por inhibidor de trombina y profarmacos
del mismo) presente en la formulacion.

Por lo tanto, se espera que las formulaciones de la invencion sean
ttiles en aquellas condiciones en que se requiera una inhibicion de trombina,
y / o las condiciones en las cuales se indica una terapia anticoagulante,
incluyendo lo siguiente:

El tratamiento y / o la profilaxis de la trombosis y la
hipercoagulabilidad en la sangre y / o los tejidos de animales incluyendo el
hombre. Se sabe que la hipercoagulabilidad puede conducir a patologias
trombo-embélicas. Las condiciones asociadas a la hipercoagulabilidad y a
las patologias tromboembdlicas que se pueden mencionar incluyen una
resistencia heredada o adquirida a la proteina C activada, como el factor V-
mutacién (factor V Leiden), y las deficiencias heredadas o adquiridas en
antitrombina III, proteina C, proteina S, heparina cofactor II. Otras
condiciones que se sabe estin asociadas con hipercoagulabilidad y patologia
trombo-embélica incluyen anticuerpos antifosfolipidicos circulantes (Lupus

anticoagulante), homocisteinemia, trombocitopenia inducida por heparina y
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defectos en la fibrindlisis, al igual que los sindromes de coagulacién (por
ejemplo coagulacion intravascular diseminada (DIC) y lesiones vasculares
en general (por ejemplo debido a cirugia).

El tratamiento de las condiciones cuando hay un exceso de trombina
indeseable sin sefiales de hipercoagulabilidad, por ejemplo en patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.

Unos estados patoldgicos particulares que se pueden mencionar
incluyen el tratamiento terapéutico y / o profilactico de la trombosis venosa
(por ejemplo DVT) y embolia pulmonar, trombosis arterial (por ejemplo en
infarto del miocardio, angina inestable, infarto cerebral debido a una
trombosis y trombosis arterial periférica), y una embolia sistémica
generalmente de una auricula durante una fibrilacién auricular (por ejemplo
una fibrilacién auricular no valvular) o del ventriculo izquierdo después de
un infarto transparietal del miocardio, o causado por una insuficiencia
cardiaca congestiva; la profilaxis de una re-oclusién (es decir trombosis)
después de una trombolisis, una angioplastia tansluminal percutinea (PTA)
y cirugias de derivaciébn coronaria (bypass); la prevencién de una
recurrencia de trombosis después de una microcirugia y de la cirugia
vascular en general.

Otras indicaciones incluyen el tratamiento terapéutico y / o
profildctico de una coagulacién intravascular diseminada ocasionada por
bacterias, trauma miltiple, intoxicacién o cualquier otro mecanismo;
tratamiento anticoagulante cuando la sangre estd en contacto con superficies
extrafias en el cuerpo como injertos vasculares, stents vasculares, catéteres
vasculares, vélvulas protésicas mecénicas y bioldgicas o cualquier otro
dispositivo médico; y tratamiento anticoagulante cuando la sangre esta en
contacto con dispositivos médicos por fuera del cuerpo como durante una
cirugia cardiovascular empleando un sistema de circulacion extracorporal o
en hemodiélisis; el tratamiento terapéutico y / o profilictico del sindrome
disneico agudo idiopatico del adulto, fibrosis pulmonar después de
radioterapia o quimioterapia, choque septicémico, septicemia, reacciones

inflamatorias, que incluyen, pero no se limitan a edema, ateroesclerosis
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aguda o cronica como arteriopatia coronaria y la formacién de placas
ateroesclerdticas, patologia arterial cerebral, infarto cerebral, trombosis
cerebral, embolia cerebral, patologia arterial periférica, isquemia, angina
(incluyendo la angina inestable), daflos por revascularizacién, restenosis
después de una angioplastia transluminal percutdnea (PTA) y cirugia de
desviacion de arterias coronarias.

La formulacién de la presente invencién puede comprender también
cualquier (cualesquiera) agente(s) antitrombético(s) con un mecanismo de
accion diferente del de los compuestos de la férmula (I), como uno o varios
de los siguientes: los agentes antiplaquetarios del acido acetilsalicilico,
ticlopidina y clopidogrel; receptor tromboxano y / o inhibidores de
sintetasa, antagonistas del receptor fibrinogen; miméticos de la
prostaciclina; inhibidores de fosfodiesterasa; antagonistas del ADP-receptor
(P.T); e inhibidores de carboxipeptidasa U (CPU).

Los compuestos de la formula (I) que inhiben la tripsina y / o
trombina también pueden ser (tiles en el tratamiento de la pancreatitis.

Asi, las formulaciones de la invencidn estdn indicadas tanto en el
tratamiento terapéutico y / o profildctico de estas condiciones.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se dispone un
método de tratamiento de una condicién donde se requiere una inhibicién de
trombina; método que comprende la administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una formulacién de la invencién a una persona
que padece de o es susceptible de padecer de la citada condicién.

~ En ain otro aspecto, la presente invencién dispone una formulacion
de la invencién para la manufactura de un medicamento para el uso en el
tratamiento de la trombosis.

De acuerdo con otro aspecto de la invencidn, se dispone un método de
tratamiento de la trombosis, método que comprende la administracion de
una formulacién de la invencién a una persona que padece de o es
susceptible de padecer la citada condicion.

Para evitar cualquier duda, con “tratamiento” incluimos el tratamiento

terapéutico al igual que la profilaxis, de una condicion.
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Las cantidades apropiadas del ingrediente activo en las formulaciones
(oral o parenteral), formulaciones concentradas, y composiciones sélidas, de
la invencién dependen de muchos factores como la naturaleza de ese
ingrediente (base / sal libre etc.), la dosis que se requiere en una formulacién
oral o en una formulacién parenteral final “lista para ser empleada”, que estd
o deberd estar preparada, y la naturaleza y las cantidades de otros
constituyentes de la formulacién. Sin embargo una dosis diaria tipica de un
compuesto de la.formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, estd en el rango de 0.001-100 mg/kg por peso corporal en la
administracién oral y de 0.001-50 mgkg por peso corporal en Ila
administracion parenteral, excluyendo el peso de cualquier antagonista del
ién dcido, independientemente del nimero de dosis individuales que se
administren durante el transcurso de ese dia. En el caso de que la
administracién de una formulacién parenteral de liberacién inmediata sea
continua (por ejemplo a modo de infusién), una dosis oral diaria preferida es
de 20-500mg y una dosis parenteral preferida estd en el rango de 0.1-50mg.

Procedimientos Generales _
Se efectudé una TLC en gel de silice. Se efectud un andlisis HPLC

empleando una columna de 46 mm X 250 mm Chiralcel OD con una

columna de proteccion de 5 cm. La temperatura de la columna se mantuvo
en 35°C. Se utilizé un detector de flujo 1.0 mL/min. Se empled un detector
de UV Gilson 115 a 228 nm. La fase mdvil consté de hexanos, etanol y
acido trifluoroacético y se enumeraron las proporciones respectivas para
cada compuesto. Tipicamente, el producto se disolvié en una cantidad
minima de etanol y este se disolvié con la fase movil.

En las Preparaciones A a I a continuacidn, se efectué una LC-MS/MS
utilizando un instrumento HP-1100 equipado con un inyector CTC-PAL y
una columna 5 Tm, 4x100 mm ThermoQuest, Hypersil BDS-C18. Se
utilizd6 un detector API-3000 (Sciex) MS. La tasa del flujo fue de 1.2
mL/min y la fase- mévil (el gradiente) consistio en 10-90% de acetonitrilo
con 90-10% de 4 mM agq. acetato de amonio, ambos conteniendo 0.2% de
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acido formico. En caso contrario, se registraron unos espectros de masa de
baja resolucién (LRMS) utilizando un espectémetro Micromass ZQ en
modo de intercambio de i6n posneg ESI (rango de masa m/z 100-800); y se
registré un espectro de masa de alta resolucién (HRMS) empleando un
espectémetro Micromass LCT en modo de ionizacién negativa ES (rango de
masa m/z 100-1000) con Leucina Enkephalin (C,;3Hj3NsO;) como el
estandar de masa interna.

El espectro 'H NMR se registré empleando tetrametilsilano como el
estandar interno.

" Los procesos para la sintesis de los compuestos de la formula (D) se
incluyen en la Solicitud Internacional de Patente No. PCT/SE01/02657 (WO
02/44145, con primera fecha de prioridad del 1 de diciembre de 2000,
presentada el 30 de noviembre de 2001, publicada el 6 de junio de 2002)),

cuya informacion relevante se incorpora a la presente.

Preparacion A: Preparacidn del Compuesto A

(i) 3-Cloro-5-metoxibenzaldehido

Se agreg6 3,5-Dicloroanisol (74.0 g, 419 mmol) en THF (200 mL) en forma
de goteo al metal de magnesio (14.2 g, 585 mmol, previamente lavado con
0.5 N HC!) en THF (100 mL) a 25°C. Después de la adicién, se agrego 1,2-
dibromoetano (3.9 g, 20.8 mmol) en forma de goteo. La mezcla resultante

marrdn oscura se calenté a reflujo durante 3 h. La mezcla se enfrié a 0°C, y
se agregd N,N-dimetilformamida (60 mL) en una porcién. La mezcla se
fraccioné con dietil éter (3 x 400 mL) y 6N HCI (500 mL). Los extractos
organicos combinados se lavaron con solucién salina (300 mL), se secaron
(Na,SO,), se filtraron y se concentraron al vacio para producir un aceite.
Una cromatografia instantinea (2x) en gel de silice levigada con Hex:EtOAc
(4:1) produjo el compuesto del subtitulo (38.9 g, 54%) como un aceite
amarillo.

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 5 9.90 (s, 1H), 753 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.15
(s, 1H), 3.87 (s, 3H).
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(ii) 3-Cloro-5-hidroxibenzaldehido

Una solucién de 3-cloro-5-metoxibenzaldehido (22.8 g, 134 mmol;
consultar el paso (i) arriba) en CH,Cl; (250 mL), se enfrié a 0°C. Se agregd
tribromuro de boro (15.8 mL, 167 mmol) en forma de goteo durante 15 min.

Después de revolver la mezcla de la reaccién durante 2 h, lentamente se
agregd H,O (50 mL). Luego la solucion se extrajo con Et;O (2 x 100 mL).
Las capas orgﬂniéas se combinaron, se secaron (Na,SO,), se filtraron y se
concentraron a/ vacio. Una cromatografia instantidnea en gel de silice
levigada con Hex:EtOAc (4:1) produjo el compuesto del subtitulo (5.2 g,
25%).

'H NMR (300MHz, CDCl;) 5 9.85 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.10
(s, 1H), 3.68 (s, 1H)

(iii) 3-Cloro-5-difluorometoxibenzaldehido

Una solucién de 3-cloro-5-hidroxibenzaldehido (7.5g, 48 mmol; ver el paso
(ii) arriba) en 2-propanol (250 mL) y 30% KOH (100 mL) se calent6 a
reflujo. Mientras se revolvia, se agregé CHCIF; en forma de burbujas a la

mezcla de la reaccién durante 2 h. La mezcla de la reacciéon se enfrié, se
acidificé con 1IN HCl y se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). Los productos
orgAnicos se lavaron con solucién salina (100 mL), se secaron (Na;SO,), se
filtraron y se concentraron al vacio. Una cromatografia instanténea en gel de
silice levigada con Hex:EtOAc (4:1) produjo el compuesto del subtitulo (4.6
g, 46%).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 5 9.95 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.40
(s, 1H), 6.60 (t, JHL; = 71.1 Hz, 1H)

(iv) Ph(3-CIX5-OCHF,)-(R.S)CH(OTMS)CN

Una solucién de 3-cloro-5-diflucrometoxibenzaldehido (4.6 g, 22.3 mmol;
ver el paso (iii) arriba) en CH,Cl, (200 mL) se enfri6 a 0°C. Se agregd Znl,
(1.8 g, 5.6 mmol) y cianuro de trimetilsilil (2.8 g, 27.9 mmol) y se dejé que

la mezcla de la reaccion se calentara a temperatura ambiente y se revolvi6

durante 15 h. La mezcla se concentré parcialmente al vacio produciendo el
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compuesto del subtitulo como un liquido, que se empled directamente en el

paso (v) abajo sin una posterior purificacién o caracterizacidn.

(v) Ph(3-CI)(5-OCHF»)~(R,SYCH(OH)C(NH)OEt
Se agregé Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R,S)CH(OTMS)CN (6.82 g, se asume 22.3
mmol; ver el paso (iv) arriba) en forma de goteo a HCI/EtOH (500 mL). La

mezcla de la reaccion se revolvié durante 15 h, luego se concentrd

parcialmente al/ vacio produciendo el compuesto del subtitulo como un
liquido, que se emple6 en el paso (vi) sin una posterior purificacion o

caracterizacion.

vi) Ph(3-CI)(S-OCHF;{R, SYCH(OH)YC(O)OEt

Se disolvié Ph(3-Cl)(5-OCHF,)R,S)CH(OH)C(NH)OEt (6.24 g. se asume
22.3 mmol; ver el paso (v) arriba) en THF (250 mL), se agregé 0.5M H,SO,
(400 mL) y la reaccién se revolvié a 40°C durante 65 h, se enfri6 y luego se
concentrd parcialmente al vacio para extraer la mayor parte del THF. Luego

la mezcla de la reaccién se extrajo con Et;O (3 x 100 mL), se secd (Na;SOy),
se filtrd y se concentré al vacio para obtener el compuesto del subtitulo
como un sélido, que se utilizd en el paso (vii) sin una posterior purificacion

o caracterizacion.

(vii) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R, SYCH(OH)C(O)YOH
Se revolvié una solucién de Ph(3-CI)(5-OCHF;H(R,S)YCH(OH)C(O)OEt

(6.25 g, se asume 22.3 mmol; ver el paso (vi) arriba) en 2-propanol (175
mL) y KOH al 20% (350 mL) a temperatura ambiente durante 15 h. Luego

la reaccién se concentrd parcialmente al vacio para extraer la mayor parte

del 2-propanol. El resto de la mezcla se acidificd con 1M H;SO,, se extrajo
con Et;O (3 x 100 mL), se¢ sec6 (Na;SO,) y se concentré al vacio para
producir un sélido. Una cromatografia instantinea en gel de silice levigada
con CHCl;:MeOH: concentrado NH,OH (6:3:1) produjo la sal de amonio
del compuesto del subtitulo. Luego ia sal de amonio se disolvié en una
mezcla de EtOAc (75 mL) y H,O (75 mL) y se acidificé con 2N HCl. La
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capa orgdnica se separd y se lavé con solucidén salina (50 mL), se secd
(Na,SO,) y se concentrd al vacio para obtener el compuesto del subtitulo
(32 g, 57% de los pasos (iv) a (vii)).

"H NMR (300 MHz. CD;0D) 5 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89
(t, Jur=71.1 Hz, _lI-I), 5.16(s, 1H).

(viii) Ph(3-ClI)(S-OCHF,-(R)CH(OH)C(O)OH (a) y Ph(3-CI¥5-OCHF,)
(SYCH(OAC)C(0)OH

Una mezcla de Ph(3-Cl)(5-OCHF (R SYCH(OH)C(O)OH (3.2 g. 12.7
mmol; ver el paso (vii) arriba) y Lipase PS “Amano” (~2.0 g) en acetato de
vinilo (125 mL) y MTBE (125 mL) se calent$ a reflujo durante 48 h. La
mezcla de la reaccién se enfri6, se filtr6 mediante un Celite® y la torta

filtrada resultante se lavé con EtOAc. El filtrado se concentré al vacio y se
sometio a una cromatografia instantdnea en gel de silice levigada con
CHI;:MeOH: concentrado NH,OH (6:3:1) produciendo las sales de amonio
de los compuestos (a) y (b) del subtitulo. El compuesto (a) como una sal, se
disolvié en H;0, se acidificé con 2N HCl y se extrajo con EtOAc. La capa
orgAnica se lavo con solucién salina, se seco (Naz0,), se filtré y se

concentré al vacio para obtener el compuesto (&) del subtitulo (1.2 g, 37%).

Para el Compuesto (a) del subtitulo
'H NMR (300 MHz, CD;0D) & 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89
(t, Jur =71.1 Hz, 1H), 5.17 (S, 1H)

(ix) Ph(3-C1)(5-OCHF,)~(RYCH(OH)C(O)-Aze-Pab({Teoc)

A una solucién de Ph(3-CI)(5-OCHF,}(R)CH(OH)C(O)OH (1.1 g, 4.4
mmol; ver el paso (viii) arriba) y H-Aze-Pab(Teoc) (ver solicitud
internacional de patente WO 00/42059, 2.6 g, 5.7 mmol) en DMF (50 mL) a
0°C se agregé PyBOP (2.8 g. 5.3 mmol) y colidina (13 g, 10.6 mmol). La

reaccion se revolvié a 0°C durante 2 h y luego se revolvi6é a temperatura

ambiente durante 15 h més. La mezcla de la reaccion se concentré al vacio

y se sometié a una cromatografia instantinea en gel de silice (3 x), se levigd
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primero con CHCl;:EtOH (9:1), luego con EtOAc:EtOH (20:1) y finalmente
se levigd con CH,Cl,:CH;0H (95:5) para obtener el compuesto del subtitulo
(1.0 g, 37%) como un sélido blanco.

'H NMR (300 MHz, CD;0D, mezcla de rotdmeros) & 7.79-7.85 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.15-7.48 (m, 5H), 6.89 y 6.91 (t, Jur = 71.1 Hz, 1H), 5.12 y 5.20
(s, 1H), 4.75-4.85 (m, 1H), 3.97-4.55 (m, 6H), 2.10-2.75 (m, 2H), 1.05-1.15
(m. 2H). 0.09 (s, 9H)

MS (m/z) 611(M + 1)*

(x) Ph(3-CI¥5-OCHF)-(RYCH(OH)C(Q)-Aze-Pab{OMe, Teoc)

Se disolvié Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc) (0.40 g,
0.65 mmol; ver el paso (ix) arriba), en 20 de acetonitrilo y se agregd 0.50 g
(6.0 mmol) de O-metil clorhidrato de hidroxilamina. La mezcla se calentd a
70°C durante 2 h. El solvente se evapor$ y el residuo se fracciond entre

agua y acetato de etilo. La fase acuosa se extrajo dos veces mas con acetato
de etilo y la fase organica combinada se lavé con agua, solucion salina, se
secO (Na;SO,), se filtrd y se evapord. Rendimiento: 0.41 g (91%).

"H-NMR (400 MHz; CDCl;): 6 7.83 (bt, 1H), 737 (bs, 1H), 7.47 (d, 2H),
730 (d, 2H), 7.20 (m, 1H), 7.14 (m, 1H), 7.01 (m, 1H), 6.53 (t, 1H), 4.89 (s,
1H), 4.87 (m, 1H), 4.47 (m, 2H), 4.4-4.2 (b, 1H), 4.17-4.1 (m, 3H), 3.95 (s,
3H), 3.67 (m, 1H), 2.68 (m, 1H), 2.42 (m, 1H), 0.97 (m, 2H), 0.01 (s, 9H).

(xi) compuesto A
Se disolvi6 Ph(3-CI)(5-OCHF;)-(RYCH(OH)C(O)-Aze-Pab(OMe, Teoc)
(0.40 g, 0.62 mmol; ver el paso (x) arriba), en 5 de TFA y se dejé reaccionar

durante 30 min. El TFA se evapord y el residuo se fraccion6 entre acetato
de etilo y NaHCO; (aq.). La fase acuosa se extrajo dos veces mis con
acetato de etilo y la fase orgdnica combinada se lavé con agua, solucién
salina, se secd (Na,SO,), se filtré y se evapor6. El producto se secé por
conéelamiento a partir de agua / acetonitrilo. No se requirid ninguna
purificacion. Rendimiento: 0.28 g (85%).

'H-NMR (600 MHz; CDCl;): & 7.89 (bt, 1H), 7.57 (d, 2H), 7.28 (d, 2H),
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7.18 (m, 1H), 7.13 (m, 1H), 6.99 (m, 1H), 6.51 (t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.87
(m, 1H), 4.80 (bs, 2H), 4.48 (dd, 1H), 4.43 (dd, 1H), 4.10 (m, 1H), 3.89 (s,
3H), 3.68 (m, 1H), 2.68 (m, LH), 2.40 (m, 1H).

“C-NMR (125 MHz; CDCl;): (carbonilo y / o carbonos de amidina,
rotameros) & 172.9, 170.8, 152.7, 152.6

HRMS calculado para CpHy;CIF;N4Os (M-H)™ 495.1242, se encontraron
495.1247

aracion B: Pre ion del Compuesto B
(i) 2.6-difluoro-4]{(metilsulfinil)(metiltio)metil]benzonitrilo
Se disolvid (metilsulfinil)(metiltio)metano (7.26g, 0.0584 mol) en 100 de
THF seco bajo argén y se enfrio a -78°C. Se agregé butilitio en hexano (16

1.6M, 0.0256 mol) en forma de goteo mientras se revolvia. La mezcla se
revolvid durante 15 min. Mientras tanto, se enfrié una solucion de 3,4,5-
trifluorobenzonitrilo (4.0 g, 0.025 mmol) en 100 de THF seco a -78°C bajo
argén y se agregod la solucién anterior mediante una cénula a la solucién
posterior durante un periodo de 35 min, Después de 30 min, se extrajo del
bafio de enfriamiento y cuando la reaccion alcanzo la temperatura ambiente,
se vertio en 400 de agua. El THF se evapord y el resto de la capa acuosa se
extrajo tres veces con dietil éter. La fase combinada de éter se lavd con
agua, se secd (Na;SO,) y se evapord. Rendimiento: 2.0 g (30%).

'H NMR (500 MHz, CDCl,) 8 7.4-7.25 (m, 2H), 5.01 (s, 1H, diasterémero),
491 (s, 1H, diasterémero), 2.88 (s, 3H, diasterémero), 2.52 (s, 3H,
diasterémero), 2.49 (s, 3H, diasterémero), 2.34 (s, 3H, diasteromero), 1.72

(amplio, 1H)

(ii) 2.6-difluoro-4-formilbenzonitrilo

Se disolvid 2,6-difluoro-4[(metilsulfinil)(metiltio)metil]benzonitrilo (2.17 g,
832 mmol; ver el paso (i) arriba) en 90 de THF y se agregd 3.5 de écido

sulfirico concentrado. La mezcla se dejé a temperatura ambiente durante 3
dias y posteriormente se vertié en 450 de agua. Luego se extrajo tres veces

con EtOAc y la fase etérea combinada se lavo dos veces con bicarbonato de
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sodio acuoso y con solucién salina, se sec6 (Na,SO,) y se evaporé.
Rendimiento: 1.36 g (98%). La posicion del grupo formilo se establecié por .
'’C NMR. La sefial de carbonos con fliior en 162.7 ppm exhibi6 el patrén
de acople esperado con dos constantes de acople en el orden de 260 Hz y 6.3
Hz correspondiendo respectivamente a un acople ipso y a un acople meta de
los atomos de fldor.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) § 10.35 (s, 1H), 7.33 (m, 2H)

(iii) 2,6-difluoro-4-hidroximetilbenzonitrilo
Se disolvié 2.6-difluoro-4-formilbenzonitrilo (1.36 g, 8.13 mmol; ver el
paso (ii) arriba) en 25 de metanol y se enfrié en un bafio de hielo. Se

agregé borohidruro de sodio (0.307 g, 8.12 mmol) en porciones y se
revolvid; y la reaccién se dej6 durante 65 min. El solvente se evapord y el
residuo se fracciono entre dietil éter y bicarbonato de sodio acuoso. La capa
etérea se lavé con més bicarbonato de sodio acuoso y solucién salina, se
seco (Na;SO,) y se evaporé. El producto crudo se cristalizé pronto y se
podia emplear sin mas purificaciéon. Rendimiento: 1.24 g (90%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.24 (m, 2H), 4.81 (s, 2H), 2.10 (amplio, 1H)

(iv) 4-ciano-2,6-difluorobencilo metanosulfonato
A una solucién de 2,6-difluoro-4-hidroximetilbenzonitrilo (1.24 g, 7.32

mmol enfriada con hielo; ver el paso (iii) arriba) y cloruro de

metanosulfonilo(0.93 g, 8.1 mmol) en 60 de cloruro de metileno se le agregé
trietilamina (0.81 g, 8.1 mmol) y se revolvié. Después de 3 h a 0°C, la
mezcla se lavé dos veces con 1M HCl y una vez con agua, se secd (NaSOy)
y se evapord. -El producto se podia utilizar sin més purificacién.
Rendimiento: 1.61 g (89%).

'H NMR (300 MHz, CDCl,) § 7.29 (m, 2H), 5.33 (s, 2H), 3.07 (s, 3H)

(v) 4-azidometil-2,6-difluorobenzonitrilo
Una mezcla de 4-ciano-2,6-difluorobencilo metanosulfonato (1.61 g. 6.51

mmol; ver el paso (iv) arriba) y azida de sodio (0.72 g, 0.0111 mol) en 10 de

28



WO 03/101423 PCT/SE(03/00857 ;x

agua y 20 de DMF se revolvié a temperatura ambiente durante la noche.
Posteriormente el resultado se verti6é en 200 de agua y se extrajo tres veces
con dietil éter. La fase etérea combinada se lavd cinco veces con agua, se
secd (Na;SO,) y se evapord. Se evapord una muestra muy pequefia para
efectos de una NMR y el producto se cristaliz. El resto se evaporé con
cautela pero no hasta que se secara por completo. Rendimiento (en teoria
1.26 g) se asumi6 que fue casi cuantitativo con base en la NMR y la HPLC.
'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 7.29 (m, 2H), 4.46 (s, 2H)

(vi) 4-aminometil-2,6-difluorobenzonitrilo

Esta reaccion se desarrollé de acuerdo con el procedimiento descrito en J.
Chem. Res. (M) (1992) 3128. A una suspensién de 520 mg de 10% Pd/C
(humedad del 50%) en 20 de agua, se agrego una solucién de borohidruro de
sodio (0.834 g, 0.0221 mol) en 20 de agua. Resultdé alguna evolucién en
gas. Se disolvio -4—azidometil-2,6-diﬂuorobenzoniu'ilo (1.26 g, 6.49 mmol;
ver el paso (v) arriba) en 50 de THF y se agregé a la mezcla acuosa en un
bafio de hielo durante 15 min. La mezcla se revolvié durante 4 h, y luego se
agregé 20 de 2M HCI y la mezcla se filtré6 mediante Celite. El Celite se
enjuagd con mas agua y la fase acuosa combinada se lavd con EtOAc y
posteriormente se alcalinizé con 2M de NaOH. Luego se extrajo tres veces
con cloruro de metileno y la fase orgénica combinada se lavé con agua, se
secd (NaSO,) y se evapord. Rendimiento: 0.87 g (80%).

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.20 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 1.51 (amplio, 2H)

(vii) 2,6-difluoro-4-tert-butoxicarbonilaminometilbenzonitrilo

Una solucién de 4-aminometil-2,6-difluorobenzonitrilo (0.876 g, 5.21
mmol; ver el paso (vi) arriba) se disolvié en 50 de THF y se agregé di-fert-
butil dicarbonato (1.14 g, 5.22 mmol) en 10 de THF. La mezcla se revolvid
durante 3.5 h. El THF se evapord y el residuo se fraccion6 entre agua y
EtOAc. La capa orgénica se lavo tres veces con 0.5 M HCl y agua, se sec
(Na;SO,) y se evaporé. El producto se podia utilizar sin més purificacién.
Rendimiento: 138 g (99%).
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'H NMR (300 MHz, CDCly) § 7.21 (m, 2H), 4.95 (amplio, 1H), 4.43
(amplio, 2H), 1.52 (s, 9H)

(viii) Boc-Pab{2.6-diF)(OH)

Una mezcla de 2,6-difluoro-4-tert-butoxicarbonilaminometilbenzonitrilo
(138 g, 5.16 mmol; ver el paso (vii) arriba), clorhidrato de hidroxilamina
(1.08 g, 0.0155 mol) y trietilamina (1.57 g, 0.0155 mol) en 20 de etanol se

revolvié a temperatura ambiente durante 36 h. El solvente se evapord y el

residuo se fracciono entre agua y cloruro de metileno. La capa orginica se
lavé con agua, se secd (Na;SO,) y se evapor6. El producto se podia utilizar
sin mas purificacion. Rendimiento: 1.43 g (92%).

'H NMR (500 MHz, CD;OD) § 7.14 (m, 2H), 4.97 (amplio, 1H), 4.84
(amplio, 2H), 4.40 (amplio, 2H), 1.43 (s, 9H)

(ix) Boc-Pab(2,6-diF) x HOAc

Esta reaccion se desarrollé de acuerdo con el procedimiento descrito por
Judkins y colaboradores, Synth. Comm. (1998) 4351. Boc-Pab(2,6-diF)(OH)
(1.32 g, 437 mmol; ver el paso (viii) arriba), se hidrogendé anhidro acético
(0.477 g, 4.68 mmol) y 442 mg de 10% Pd/C (humedad del 50%) en 100 de

acido acético a una presién de 5 atm durante 3.5 h. La mezcla se filtré

mediante Celite, se enjuagd con etanol y se evapord. El residuo se secé por
congelamiento de acetonitrilo y agua y unas pocas gotas de etanol. El
producto del subtitulo se podia utilizar sin més purificacién. Rendimiento:
1.49 g (99%).

'H NMR (400 MHz. CD;0D) § 7.45 (m, 2H), 4.34 (s, 2H), 1.90 (s, 3H),
1.40 (s, 9H)

(x) Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc)
A una solucién de Boc-Pab(2,6-diF) x HOAc (1.56 g, 5.49 mmol; ver el
paso (ix) arriba) en 100 de THF y 1 de agua se agregé 2-(trimetilsilil)eti p-

nitrofenil carbonato (1.67 g, 5.89 mmol). Se agregd una solucién de
carbonato de potasio (1.57 g, 0.0114 mol) en 20 de agua en forma de goteo
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durante 5§ min. La mezcla se revolvié durante la noche. El THF se evapord
y el residuo se fraccioné entre agua y cloruro de metileno. La capa acuosa se
extrajo con cloruro de metileno y la fase organica combinada se lavé dos
veces con bicarbonato de sodio acuoso, se secé (Na;SOy) y se evapors. Una
cromatografia instantdnea en gel de silice con heptano/EtOAc = 2/1 produjo
1.71 g (73%) del compuesto puro.

'H NMR (400 MHz, CDCly) § 7.43 (m, 2H), 4.97 (amplio, 1H), 4.41
(amplio, 2H), 4.24 (m, 2H), 1.41 (s, 9H), 1.11 (m. 2H), 0.06 (s, 9H)

(xi) Boc-Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc)

Se disolvié Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc) (1.009 g, 235 mmol; ver el paso (x)
arriba) en 50 de EtOAc saturado con HCl(g). La mezcla se dej6 durante 10
min., se evapord y se disolvi6 en 18 de DMF, y luego se enfri6 en un bafio
de hielo. Se afiadi6 Boc-Aze-OH (0.450 g, 2.24 mmol), PyBOP (1.24 g,
2.35 mmol) y por tltimo diisopropiletil amina (1.158 g, 8.96 mmol). La

mezcla de la reaccion se revolvié durante 2 h y luego se vertié en 350 de
agua y se extrajo tres veces con EtOAc. La fase orgénica combinada se lavé
con solucién salina, se secd (SO,SOy) y se evaporé. Una cromatografia
instantdnea en gel de sflice con heptano:EtOAc (1:3) produjo 1.097 g (96%)
del compuesto dea;eado.

'H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.46 (m, 2H), 4.65-4.5 (m, 3H), 4.23 (m, 2H),
3.87 (m, 1H), 3.74 (m, 1H), 2.45-2.3 (m, 2H), 1.40 (s, SH), 1.10 (m, 2H),
0.05 (s, 9H)

(xii) Ph(3-CIY(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)-Aze-Pab(2.6-diF)(Teoc)
Se disolvié Boc-Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (0.256 g, 0.500 mmol; ver el paso

(xi) arriba) en 20 de EtOAc saturado con HCl(g). La mezcla se dejé durante
10 min. y se evaporé y se disolvié en 5 de DMF. Se agregd -Ph(3-CI)5-
OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)OH (0.120 g, 0.475 mmol; consultar Preparacién
A (viii) arriba), PyBOP (0.263 g, 0.498 mmol) y por dltimo diisopropiletil

amina (0.245 g, 1.89 mmol). La mezcla de la reaccién se revolvi6 durante 2

h y luego se vertio en 350 de agua y se extrajo tres veces con EtOAc. La
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fase orgdnica combinada se lavé con solucién salina, se secd (Na,SOy) y se
evapord. Una cromatografia instantinea en gel de silice con EtOAc produjo
0.184 g (60%) del compuesto deseado del subtitulo.

'H NMR (400 MHz, CD;0D, mezcla de rotdmeros) § 7.55-7.45 (m, 2H),
732 (m, 1H, rotimero mayor), 7.27 (m, 1H, rotdimero menor), 7.2-7.1 (m,
2H), 6.90 (t, 1H, rotdmero mayor), 6.86 (t, 1H, rotimero menor), 5.15 (s,
1H, rotdmero mayor), 5.12 (m, 1H, rotamero menor), 5.06 (s, 1H, rotdmero
menor), 4.72 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.6-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H,
rotAmero mayor), 4.24 (m, 2H), 4.13 (m, 1H, rotidmero mayor), 4.04 (m, 1H,
rotamero menor), 3.95 (m, 1H, rotamero menor), 2.62 (m, 1H, rotimero
menor), 2.48 (m, 1H, rotdimero mayor), 2.22 (m, 1H, rotimero mayor), 2.10
(m, 1H, rotimero menor), 1.07 (m, 2H), 0.07 (m, 9H)

(xiii) Ph(3-C)(5-OCHF;)-(R)YCH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(OMe, Teoc)

Se calent6 una mezcla de Ph(3-CI)}{(5-OCHF;){(R)CH(OH)C(O)-Aze-
Pab(2,6-diF)(Teoc) (64 mg, 0.099 mmol; ver el paso (xii) arriba) y O-metil
clorhidrato de hidroxilamina (50 mg, 0.60 mmol) en 4 de acetonitrilo a 70°C

durante 3 h. EIl solvente se evapor6 y el residuo se fracciond entre agua y
EtOAc. La capa acuosa se extrajo dos veces con EtOAc y la fase orgénica
combinada se lavé con agua, se secd (Na;SQO,) y se evapord. El producto se
podia utilizar sin més purificacion. Rendimiento: 58 mg (87%).

'I-i NMR (400 MHz. CDCl;) 8 7.90 (bt, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.25-6.95 (m,
5H), 6.51 (t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.83 (m, 1H), 4.6-4.5 (m, 2H), 4.4-3.9 (m,
4H), 3.95 (s, 3H), 3.63 (m, 1H), 2.67 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1.87 (amplio,
1H), 0.98 (m, 2H), 0.01(s, 9H)

(xiv) Compuesto B
Se disolvi6 Ph(3-Cl)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(OMe,
Teoc) (58 mg, 0.086 mmol; ver el paso (xiii) arriba) en 3 de TFA, se enfrié

en un baiio de hielo y se dejé reaccionar durante 2 h. El TFA se evapord y
el residuo se disolvié en EtOAc. La capa orgdnica se lavé dos veces con

carbonato de sodio acuoso y agua, se secd (Na;SO,) y se evapord. El residuo
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vacio y el residuo se sometié a una cromatografia en gel de silice dos veces,
levigada primero con CHCI3:EtOH (15:1) y posteriormente con
EtOAc:EtOH (20:1) para obtener el compuesto del titulo (880 mg, 54%).
Ry=0.60 (10:1 CHCI;:EtOH)

'H NMR (300 MHz, CD,0D, compleja mezcla de rotimeros) & 7.58-7.60
(d, J = 8 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 7 Hz, 2H), 7.05-7.08 (m, 2H), 6.95-6.99 (m,
1H), 5.08-5.13 (m, 1H), 4.77-4.82 (m, 1H), 4.60-4.68 (m, 1H), 3.99-4.51 (m,
71:1); 3.82 (s, 3H), 2.10-2.75 (m, 2H).

'3C-NMR (150 MHz; CD;0D): (carbonilo y / o carbonos de amidina) &
173.3, 170.8, 152.5.

APCI-MS: (M + 1) =493 n/z.

Preparacién_del Compuesto D (Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)-Aze-
Pab)

Compuesto D
Se disolvié Ph(3-Cl1)}5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc) (0.045 g,
0.074 mmol; consultar Preparacién A (ix) arriba), en 3 de TFA y se dejo

reaccionar durante 1 h. El TFA se evapord y el residuo se secd por
congelamiento de agua / acetonitrilo para obtener un rendimiento de 0.043 g
(100%) del compuesto del subtitulo como su sal TFA.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D) rotdmeros: 8 7.8-7.75 (m, 2H), 7.55-7.5 (m,
2H), 7.35 (m, 1H, rotdmero mayor), 7.31 (m, 1H, rotdmero menor), 7.19 (m,
1H, rotdmero mayor), 7.15 (m, 1H), 7.12 (m, 1H, rotdmero menor), 6.89 (t,
1H, rotdmero mayor), 6.87 (t, 1H, rotAmero menor), 5.22 (m, 1H, rotamero
menor), 5.20 (s, 1H, rotdmero mayor), 5.13 (s, 1H, rotamero menor), 4.80
(m, 1H, rotdmero mayor), 4.6-4.4 (m, 2H), 437 (m, 1H, rotimero mayor),
4.19 (m, 1H, rotimero mayor), 4.07 (m, 1H, rotimero menor), 3.98 (m, 1H,
rotdmero menor), 2.70 (m, 1H, rotimero menor), 2.55 (m, 1H, rotamero
mayor), 2.29 (m, 1H, rotimero mayor), 2.15 (m, 1H, rotdmero menor)
BC_NMR (100 MHz; CD;OD): (carbonilo y / 0 carbonos de amidina,
rotameros) & 172.6, 172.5, 172.0, 171.7, 167.0

MS (m/z) 465 (M-1), 467 (M+ 1)"
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Preparacion del Compuesto E (Ph(3-CI)(5-OCHF,)}-(RYCH(OH)C(O)-Aze-
Pab(2,6-diF))
Compuesto E
Se disolvié Ph(3-CI)(5-OCHF;)-(R)YCH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc)
(81 mg, 0.127 mmol; consultar Preparacién B (xii) arriba) en 0.5 de cloruro

de metileno y se enfrio en un bafio de hielo. Se agregé TFA (3 mL) y la
reaccion se dejo durante 75 min. El TFA se evapor0 y el residuo se sec6 por
congelamiento de agua y acetonitrilo. El producto crudo se purifico
mediante RPLC de preparacién con CH3;CN:0.1M NH;OAc (35:65) para
producir 39 mg (55%) del compuesto del titulo como su sal HOAc, pureza:
99%.

'H NMR (400 MHz, CD;0OD mezcla de rotimeros) § 7.5-7.4 (m, 2H), 7.32
(m, 1H, rotdmero mayor), 7.28 (m, 1H, rotamero menor), 7.2-7.1 (m, 3H)
6.90 (t, 1H, rotdimero mayor), 6.86 (t, rotdmero menor), 5.15 (s, 1H,
rotimero mayor), 5.14 (m, 1H, rotimero menor), 5.07 (s, 1H, rotdimero
menor), 4.72 (m, 1H, rotimero mayor), 4.65-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H,
ro;é_mero mayor), 4.16 (m, 1H, rotimero mayor), 4.03 (m, 1H, rotimero
menor), 3.95 (m, 1H, rotdmero menor), 2.63 (m, 1H, rotimero menor), 2.48
(m, 1H, rotimero mayor), 2.21 (m, 1H, rotAmero mayor), 2.07 (m, 1H,
rotimero menor), 1.89 (s, 3H)

13C-NMR (75 MHz; CD;OD): (carbonilo y / o carbonos de amidina, mezcla
de rotdmeros) 8 171.9, 171.2, 165.0, 162.8, 160.4

APCI-MS: (M + 1) =503/505 m/z.

Preparacion del Compuesto F_(Ph(3-CI)5-OCH,CH,FHR)CH(OH)C(O)-
Aze-Pab x TFA) .

(i) Ph(3-Cl)(5-OCH;CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc)

A una solucién de Ph(3-Cl)(5-OCH,CH;F)-(RYCH(OH)C(O)OH (940 mg,
3.;18 mmol; consultar Preparacién C (v) arriba) en DMF (30 mL) bajo
nitrégeno a 0°C se agregd HAze-Pab(Teoc)*HCl (2.21 g, 4.91 mmol),
PyBOP (2.16 g, 4.15 mmol), y DIPEA (1.22 g, 9.45 mmol). La reaccién se
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revolvié a 0°C durante 2 h y luego a temperatura ambiente durante 4 h. La
mezcla se concentr$ al vacio y el residuo se someti6 a una cromatografia en
gel de silice dos veces, levigada primero con CHCI;:EtOH (15:1) y luego
con EtOAc:EtOH (20:1) para obtener el compuesto del subtitulo (450 mg,
20%) como una espuma blanca triturable.

Mp: 80-88°C

R¢= 0.60 (10:1 CHCl;:EtOH)

'"H NMR (300 MHz, CD;OD, compleja mezcla de rotdmeros) § 7.79 (d, J =
8 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.05-7.08 (m, 1H), 6.93-6.99 (m, 2H),
5.08-5.13 (m, 1H), 4.75-4.80 (m, 2H). 4.60-4.68 (m, 1H), 3.95-4.55 (m, 8H),
2.10-2.75 (m, 2H), 1.05-1.11 (m,2H), 0.08 (s, 9H).

APCI-MS: (M + 1) =607 m/z.

(ii) Compuesto F
Se disolvid6  Ph(3-CI)}5-OCH,CH,F)-(R)YCH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc)
(0.357 g, 0.589 mmol; ver el paso (i) arriba), en 10 de TFA y se dejo

reaccionar durante 40 min. El TFA se evapord y el residuo se seco por

congelamiento de agua / acetonitrilo hasta obtener un rendimiento de 0.33 g
(93%) del compuesto del titulo como su sal TFA.

'H-NMR (600 MHz; CD;OD) rotimeros: & 7.8-7.7 (m, 2H), 7.54 (d, 2H),
7.08 (s, 1H. rotdmero mayor), 7.04 (s, 1H, rotdimero menor), 6.99 (s, 1H,
rotdmero mayor), 6.95 (s, 1H), 6.92 (s, 1H, rotdmero menor), 5.18 (m, 1H,
rotimero menor), 5.14 (s, 1H, rotdimero mayor), 5.08 (s, 1H, rotidmero
menor), 4.80 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.73 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.6-4.4
(m, 2H), 4.35 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.21 (doblete de multiples, 2H),
4.12 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.06 (m, 1H, rotdmero menor), 3.99 (m, 1H,
rotimero menor),' 2.69 (m, 1H, rotamero menor), 2.53 (m, 1H, rotdmero
mayor), 2.29 (m, 1H, rotimero mayor), 2.14 (m, 1 H, rotimero menor).
'3C-NMR (150 MHz; CD;OD): (carbonilo y / o carbonos de amidina) 8
172.8,172.1, 167 .4.

ESI-MS+: (M+1) = 463 (m/z)
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Preparacién del Compuesto G (Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-

pab(OH))
(i) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(OH, Teoc)

Se disolvié Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Teoc) (0.148 g,
0.24 mmol; consultar Preparacién A paso (ix) arriba), en 9 de acetonitrilo y

se agregb 0.101 g (1.45 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina. La mezcla
se calentd a 70°C durante 2.5 h, se filtr6 mediante Celite® y se evapor6. El
producto crudo (0.145 g; 75% puro) se empleé directamente en el siguiente

paso, sin mds purificacion. .

(ii) Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-pab(OH))
Se disolvid Ph(3-CI)}(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-pab(OH, Teoc)
(0.145 g, 0.23 mmol; ver el paso (i) arriba), en 0.5 de CH,Cl; y 9 de TFA.

La reaccion se dejoé continuar durante 60 minutos. El TFA se evaporo y el

residuo se purificdé empleando HPLC de preparacién. Las fracciones de
interés se agruparon y se secaron por congelamiento (2x), dando un
rendimiento de 72 mg (rendimiento en dos pasos 62%) del compuesto del
titulo.

MS (m/z) 482 (M - 1); 484 M + 1)*

'H-NMR(400 MHz; CD;0D): § 7.58 (d, 2H), 733 (m, 3H), 7.15 (m, 2H),
6.89 (t, 1H rotdmero mayor), 6.86 (t, 1H rotimero menor), 5.18 (s, 1H
rotdmero mayor, y m, 1H rotdmero menor), 5.12 (s, 1H rotimero menor),
4.77 (m, 1H rotAmero mayor), 4.42 (m, 2H), 434 (m, 1H rotdmero mayor),
4.14 (m, 1H rotimero mayor), 4.06 (m, 1H rotdmero menor), 3.95 (m, 1H
rotdmero menor), 2.66 (m, 1H rotimero menor), 2.50 (m, 1H rotdmero
mayor), 2.27 (m, 1H rotdmero mayor), 2.14 (m, 1H rotémero menor)
BC.NMR (100 MHz; CD;OD): (carbonilo y / 0 carbonos de amidina,
rotdmeros) & 172.4, 172.3, 172.0, 171.4, 152.3, 152.1

Preparacién _del Compuesto H: Ph(3-Cl)(5-OCHF-RYCH(OH)C(O)-
(S)Aze-pab(2,6-diF)(OH)
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(i) Boc-(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN)

Se disolvié Boc-(S)Aze-OH (1.14 g, 5.6 mmol) en 45 de DMF. Se agreg6
4-aminometil-2,6-difluorobenzonitrilo (1.00 g, 5.95 mol, consultar Ejemplo
1(xiv) arriba), PyBOP (3.10 g, 5.95 mmol) y DIPEA (3.95 mL, 22.7 mmol)
y la solucién se revolvié a temperatura ambiente durante 2 h. El solvente se
evaporo y el residuo se fraccioné entre H;O y EtOAc (75 cada uno). La fase
acuosa se extrajo con 2 x 50 de EtOAc y la fase orgénica combinada se lavé

con solucion salina y se sec6 sobre Na;SO,. Una cromatografia instantdnea
(SiO,, EtOAc/heptano (3/1)) produjo el compuesto del subtitulo (1.52 g,
77%) como un aceite que se cristalizo en el refrigerador.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D): § 7.19 (m. 2H), 4.65-4.5 (m, 3H), 3.86 (m,
1H), 3.73 (m, 1H), 2.45-2.3 (m, 2H), 139 (s, 9H)

(ii) H{S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN) x HCI
Se disolvid Boc-(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN) (0.707 g, 2.01 mmol,
ver el paso (i) arriba) en 60 de EtOAc saturado con HCI(g). El solvente se

evapord después de revolver a temperatura ambiente durante 15 minutos. El

residuo se disolvié en CH;CN/H,O (1/1) y se secé por congelamiento para
producir el compuesto del subtitulo (0.567 g, 98%) como un polvo amorfo
casi blanco.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D): § 7.49 (m, 2H), 4.99 (m, 1H), 4.58 (m, 2H),
4.12 (m, 1H), 3.94 (m, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.47 (m, 1H)

MS (m/z) 252.0 (M+1)*

(iii) Ph(3-Cl1)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-
CN)

40
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Se disolvié Ph(3-CI)(5-OCHF,;)-(R)CH(OH)C(O)OH (0.40 g, 1.42 mmol,
consultar Ejemplo 1(viii) arriba) en 10 de DMF y se agregé H-(S)Aze-
NHCH;-Ph(2,6-diF, 4-CN) x HCI (0.43 g, 1.50 mmol, ver el paso (ii) arriba)
y PyBOP (0.779 g, 1.50 mmol), seguido de DIPEA (1.0 mL, 5.7 mmol). El
solvente se evapord después de revolver a temperatura ambiente durante 2h.
El residuo se fracciond entre H;O (200 mL) y EtOAc (75 mL). La fase
acuosa se extrajo con 2 x 75 de EtOAc y la fase orgénica combinada se lavd
con solucion salina y se secd sobre Na;SO,;. Una cromatografia instantdnea
(SiO; EtOAc/heptano (4/1)) produjo un rendimiento del compuesto del
subtitulo (0.56 g, 81 %) como un aceite.

'H-NMR (400 MHz; CD;0OD) rotémeros: 5 7.43 (m, 2H), 7.31 (m, 1H,
rotdmero mayor), 7.26 (m, 1H, rotdémero menor), 7.2-7.1 (m, 2H), 6.90 (t,
1H, rotamero mayor), 6.86 (t, 1H, rotamero menor), 5.14 (s, 1H, rotamero
mayor), 5.11 (m, 1H, rotdmero menor), 5.04 (s, 1H, rotdmero menor), 4.71
(m, 1H, rotimero mayor), 4.6-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, rotimero mayor),
4.2-3.9 (m, 1H; y 1H, rotimero menor), 2.62 (m, 1H, rotdmero menor), 2.48
(m, 1H, rotamero mayor), 2.21 (m, 1H, rotdmero mayor), 2.09 (m, 1H,
rotdmero menor)

“C-NMR (100 MHz; CD;OD): (carbonos de carbonilo) § 171.9, 171.8

MS (m/z) 484.0, 485.9 (M - 1)’, 486.0, 4879 (M + 1)* '

(iv) Ph(3-CI)(5-OCHF}-(RYCH(OH)YC(O)«(S)Aze-Pab(2,6-diF Y OH)

Se disolvié Ph(3-Cl)(5-OCHF)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-
diF, 4-CN) (0.555 g, 1.14 mmol, del paso (iii) arriba) en 10 de EtOH (95%).
A esta solucién se agregé clorhidrato de hidroxilamina (0.238 g, 3.42 mmol)
y EtsN (0.48 mL, 3.44 mmol). Después de revolver a temperatura ambiente

durante 14 h, el solvente se extrajo y el residuo se disolvi6é en EtOAc. La
fase organica se lavé con solucidn salina y H;O y se sec6 sobre Na,SO,. El
producto crudo se purific6 por medio del RPLC de preparacién con
CH,;CN:0.1 M NH,OAc como fase moévil, para producir el compuesto del
titulo como un polvo amorfo (0.429 g, 72%) después de secarlo por

congelamiento.
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'H-NMR (400 MHz; CD;OD) rotameros: & 735-7.1 (m, 5H), 6.90 (t, 1H,
rotimero mayor), 6.85 (t, 1H, rotimero menor), 5.15 (s, 1H, rotdmero
mayor), 5.12 (m, 1H, rotdmero menor), 5.08 (s, 1H, rotdmero menor), 4.72
(m, 1H, rotamero mayor), 4.6-4.4 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, rotimero mayor),
4.12 (m, 1H, rotimero mayor), 4.04 (m, 1H, rotimero menor), 3.94 (m, 1H,
rotéimero menor), 2.62 (m, 1H, rotaimero menor), 2.48 (m, 1H, rotamero
mayor), 2.22 (m, 1H, rotdmero mayor), 2.10 (m, 1H, rotdmero menor)
PC-NMR (100 MHz; CD;OD): (carbonilo y carbonos de amidina,
rotdmeros) § 172.4, 171.9, 171.0, 152.3, 151.5

MS (m/z) 517.1,519.0 (M - 1), §19.1, 521.0 (M + 1)*

Preparacién del Compuesto J (Ph(3-CI)(5-OCH,CHF,)-(RYCH(OH)C(O)-
Aze-Pab(OH))

(i) Ph(3-CI)(5-OCH,CHF-{R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Z)

Se disolvié Boc-Aze-Pab(Z) (consultar solicitud internacional de patente
WO 97/02284, 92 mg. 0.197 mmol) en 10 de EtOAc saturado con HCI(g) y
se dejé reaccionar durante 10 min. El solvente se evapord y el residuo se
mezclé con Ph(3-CI)5-OCH,CHF,)-{(R)CH(OH)C(O)OH (50 mg, 0.188
mmol; consultar Preparacién C (v) arriba), PyBOP (109 mg, 0.209 mmol) y
finalmente diisopropiletil amina (96 mg, 0.75S mmol) en 2 de DMF. La

mezcla se revolvié durante 2 h y luego se vertid en 50 de agua y se extrajo
tres veces con EtOAc. La fase organica combinada se lavé con agua, se
secO (Na;SO,) y se evapord. El producto crudo se sometié a una
cromatografia instantinea en gel de silice con EtOAc:MeOH (9:1).
Rendimiento: 100 mg (87%).

'H NMR (300 MHz, CD;OD, mezcla de rotimeros) & 7.85-7.75 (m, 2H),
7.45-7.25 (m, 7H), 7.11 (m, 1H, rotimero mayor), 7.08 (m, 1H, rotimero
menor), 7.05-6.9 (m, 2H), 6.13 (bt, 1H), 5.25-5.05 (m, 3H), 4.77 (m, 1H,
parcialmente escondido por la sefial CD;OH), 4.5-3.9 (m, 7H), 2.64 (m, 1H,
rotimero menor), 2.47 (m, 1H, rotdmero mayor), 2.25 (m, 1H, rotimero
mayor), 2.13 (m, 1H, rothimero menor).

42



© W0 03/101423 PCT/SE03/00857 \

(ii) Ph(3-CI)(5-OCH,CHF>)-(RYCH(OH)C(O)-Aze-Pab{OH)

Se mezcl6 clorhidrato de hidroxilamina (65 mg, 0.94 mmol) y trietilamina

(0.319 g, 3.16 mmol) en 8 de THF y se someti6 a ultrasonido durante 1 h a
40°C. Se agreg6é Ph(3-Cl)(5-OCH,CHF,)-(R)CH(OH)C(O)-Aze-Pab(Z))
(96 mg, 0.156 mmol; ver el paso (i) arriba) con 8 més de THF. La mezcla
se revolvié a 40°C durante 4.5 dias. El solvente se evaporé y el producto
crudo se purificé por medio de un RPLC de preparaciéon con CH;CN:0.1M
NH;OAC (40:60). Rendimiento: 30 mg (38%). Pureza: 99%.

'H NMR (300 MHz, CDyOD, mezcla de rotimeros) & 7.6-7.55 (m, 2H),
735-73 (m, 2H), 7.12 (m, 1H, rotdmero mayor), 7.09 (m, 1H, rotdmero
menor), 7.05-6.9 (m, 2H), 6.15 (triplete de multiples, 1H), 5.15 (m, 1H,
rotimero menor), 5.13 (s, 1H, rotimero mayor), 5.08 (s, 1H, rotAmero
menor), 4.77 (m, 1H, rotamero mayor), 4.54.2 (m, 5H), 4.08 (m, 1H,
rotdimero mayor), 3.97 (m, 1H, rotAmero menor), 2.66 (m, 1H, rotAmero
menor), 2.50 (m, 1H rotimero mayor), 2.27 (m, 1H, rotamero mayor), 2.14
(m, 1H, rotdmero menor).

BC-NMR (100 MHz; CD;OD): (carbonilo y / o carbonos de amidina,
mezcla de rotameros) & 172.8, 172.2, 171.4, 159.1, 158.9, 154.2.

APCI-MS: (M + 1) =497/499 m/z

Meétodos 1 v 2: Preparacién de Sales de Compuesto A
Meétodo 1: Método General para la Preparacion de Sales

Se empled el siguiente método genérico para preparar las sales del
Compuesto A: 200 mg del Compuesto A (consultar la preparacion A arriba)
se disolvié en 5 de MeOH. A esta solucién se le agregd una solucién del
dcido correspondiente (1.0 equivalente molar) disuelta en 5 de MeOH.
Después de revolver durante 10 minutos a temperatura ambiente, se extrajo
el solvente por medio de un evaporador rotatorio. El resto del material
sélido se volvié a disolver en 8 de acetonitrilo:H,O (1:1). El secado por

congelamiento produjo un material amorfo en cada caso.

Acidos empleados:
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(1S)-(+)-10-alcanforsulfonico
maélico

ciclohexilsulfamico

fosférico

dimetilfosférico
p-toluenosulfénico

L-lisina

L- clorhidrato de lisina
sacarfnico

metanosulfénico

clorhidrico

En la Tabla 1 aparecen los datos caracteristicos.

Tabla 1
Sal [Pm écido [Pm sal [LRMS |6 ppm (MeOD)

' H18, H19, H24
(consultar estructura
al final del Método
9 abajo).
(1S)-(-10- 232.20 | 729.20] 230.9 | 7.57,7.68,397 |
alcanforsulfonato 495.1
497.0
7273

maleato 116.07 | 61297| 114.8 | 7.45, 7.64,3.89
495.1
497.0
ciclohexilsulfamato | 179.24 | 676.14| 1779 | 7.44,7.64,3.89
495.1
496.9
674.3
676.1

fosfato 97.99 594.89] 495.1 | 7.37,7.61,3.84

497.0
593.1
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dimetilfosfato

126.05

622.95

124.9
495.1

7.50, 7.66, 3.92

497.0
621.2
623.0

fwluenosulfonam

172.20

669.10

170.9
495.1

497.0

7.54,7.71, 3.95

L-lisina

146.19

643.09

145.0
495.1

497.0

7.36, 7.60, 3.83

L-clorhidrato de lisina

182.65

679.55

495.1
497.0

531.1
(HCD)

7.36, 7.60, 3.83

sacarinato

183.19

181.9
495.1

497.0

7.44,7.64,3.89

metanosulfonato

96.11

495.1
497.0

591.2
593.1

7.57, 7.68, 3.97

clorhidrato

36.46

533.36

495.1
496.9

531.1
532.5
535.2

1.55,7.67,3.95

Todas las sales que se formaron en este Método fueron amorfas.

Método 2

Se prepararon otras sales amorfas del Compuesto A empleando unas

técnicas andlogas a las descritas en el Método 1 arriba a partir de los

siguientes 4cidos:

4cido hidrobrémico (1:1 sal)
dcido clorhidrico (1:1 sal)
acido sulfirico (1:0.5 sal)
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1,2- acido etanodisulfénico (1:0.5 sal)
18- 4cido alcanforsulfénico (1:1 sal)
(+/-)-écido alcanforsulfénico (1:1 sal)
acido etanosulfénico (1:1 sal)

acido nitrico (1:1 sal)

acido toluenosulfénico (1:1 sal)
dcido metanosulfénico (1:1 sal)

p- cido xilenosulfonico (1:1 sal)

2- acido mesitilenosulfonico (1:1 sal)
1,5- 4cido naftalenosulfénico (1:0.5 sal)
dcido naftalenosulfénico (1:1 sal)
dcido bencenosulfonico (1:1 sal)
acido sacarinico (1:1 sal)

4cido maleico (1:1 sal),

acido fosférico (1:1 sal)

dcido D-glutdmico (1:1 sal)

dcido L-glutdmico (1:1 sal)

dcido D,L-glutdmico (1:1 sal)
L-arginina (1:1 sal)

L-lisina (1:1 sal)

L~clorhidrato de lisina (1:1 sal)
glicina (1:1 sal)

acido salicilico (1:1 sal)

acido tartarico (1:1 sal)

dcido fumdrico (1:1 sal)

acido citrico (1:1 sal)

dcido L-(-)-malico (1:1 sal)

icido D,L-malico (1:1 sal)

acido D-gluconico (1:1 sal)

PCT/SEQ3/00857

Método 3: Preparacion de Compuesto A Amorfo, sal de &cido

etanosulfénico
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Se disolvié el Compuesto A (203 mg; consultar Preparacién A arriba) en
etanol (3 mL) y se agrego acido etanosulfénico (1 eq., 95%, 35 pL) a la
solucion. La mezcla se revolvié durante unos minutos, y luego el solvente
se_evapord. El aceite resultante se suspendid en iso-octano y se evapord
hasta quedar seco y obtener un material sélido. Finalmente, se volvié a
suspender la sustancia en iso-octano y nuevamente el solvente se evapord y
se obtuvo un sélido blanco, seco y amorfo. La sustancia se secé al vacio a

40°C durante la noche.

Meétodos 4 a 9: Preparacion de Compuesto A Cristalino, sal de &cido
etanosulfénico Método 4: Cristalizacién de Material amorfo

Se suspendio Compuesto A amorfo, sal de dcido etanosulfénico (17.8 mg;
consultar Método.3 arriba) en metil iso-butil cetona (600 uL). Después de

una semana se observaron unas agujas cristalinas las cuales se retiraron por

filtracion y se secaron al aire.

Meétodos 5 a 7: Cristalizaciones de Reaccidn (sin Anti-solvente)
Meétodo 5
Se disolvié Compuesto A (277 mg; consultar Preparacién A arriba) en metil

iso-butil cetona (3.1 mL). Se agregé acido etanosulfénico (1 eq., 95%, 48
ML). La sal de etanosulfonato amorfo se precipitd de inmediato. Se agregéd
més metil iso-butil cetona (6 mL) y la lechada se traté con ultrasonido.
Finalmente, se agreg6 una tercera porcién de metil iso-butil cetona (3.6 mL)
y luego la lechada se dejé durante la noche y se revolvié (agitador
magnético). Al dia siguiente, la sustancia se habia transformado en agujas
cristalinas. La lechada se retiré por filtracién, se lavd con metil iso-butil
cetona (0.5 mL) y se secé al aire.

Método 6

Se disolvi6 Compuesto A (236 mg; consultar Preparacién A arriba) a
temperatura ambiente en metil iso-butil cetona (7 mL). Se mezcl6 é4cido
etanosulfénico (1 eq., 41 pL) con 2 de metil iso-butil cetona en un frasco.
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La solucién del Compuesto A se ensemillé6 con Compuesto A cristalino, sal
de é4cido etanosulfonico (consultar Métodos 4 y 5 arriba). Luego se agregd
250 pL de la solucion metil iso-butil cetona de écido etanosulfénico en
porciones durante 45 minutos. La solucién se ensemillé de nuevo, y la
temperatura se incrementd a 30°C. Luego se agregé 500 uL de la solucién
metil iso-butil cetona durante aproximadamente 1 hora. La lechada
resultante se dejé durante la noche antes de agregar una cantidad final de la
solucion metil isobutil cetona / icido durante 20 minutos. El frasco se
enjuagé con 1.5 de metil iso-butil cetona, que se agregé a la lechada
resultante. Después de otras 6 horas, se retiraron los cristales por filtracién,
se lavo con metil iso-butil cetona (2 mL) y se secé bajo presion reducida a
40°C. Se obtuvo un total de 258 mg de sal cristalina que corresponde a un
rendimiento de aproximadamente 87%.

Meétodo 7

Se disolvié Compuesto A (2.36 g; consultar Preparacion A arriba) en metil
iso-butil cetona (90 mL). Se agregaron cristales ensemillados (10 mg) del
Compuesto A, sal de acido etanosulfénico (consultar Métodos 4 a 6 arriba) a
la solucién, y luego se agregd 4cido etanosulfénico (40 pL) en dos
porciones. Luego se afiadieron otros cristales ensemillados (12 mg) y dos
porciones de acido etanosulfénico (2 x 20 puL). La lechada se diluyd con
metil iso-butil cetona (15 mL) antes de continuar con la adicién de 4cido
etanosulfénico. Se agregdé una cantidad total de 330 pl. de acido
etanosulfénico en porciones durante 1 hora. Se agregé una pequefia
cantidad de cristales ensemillados y finalmente la lechada se dej6 durante la
noche y se revolvié. Al otro dia, se retiraron los cristales por filtracion, se
lavaron con metil iso-butil cetona (2 x 6 mL) y se secaron bajo presion
reducida a 40°C. Después de secado se obtuvo un total de 2.57 g de

producto cristalino blanco correspondiente a un rendimiento de 89%.

Meétodos 8 vy 9: Cristalizaciones de Reaccién (con Anti-solvente)
Método 8
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Se disolvié Compuesto A (163 mg; consultar Preparacion A arriba) en iso-
propanol (1.2 mL). La solucién se calentd a 35°C. Se agregé 4cido
etanosulfénico (28 pL). Luego, se agregd acetato de etilo (4.8 mL) y la
solucion se ensemillé con Compuesto A cristalino, sal de &cido
etanosulfénico (consultar Métodos 4 a 7 arriba). La cristalizacién comenzd
pnic;ticamente de inmediato. La lechada se dejo durante unos 80 minutos a
35°C antes de dejarlo enfriar a temperatura ambiente (21°C). Dos horas més
tarde, los cristales se retiraron por filtracién, se lavaron tres veces con
acetato de etilo (3 x 0.4 mL), y se secaron bajo presién reducida a 40°C. Se
obtuvo un total de 170 mg de producto cristalino del titulo que corresponde
a un rendimiento de aproximadamente 82%.

Método 9

Se disolvié Compuesto A (20.0 g; consultar Preparacion A arriba) en iso-
propanol (146.6 mL) a 40°C y se agregd écido etanosulfénico (3.46 mL,
95%, 1 eq.) a la solucién. A la solucién transparente resultante se agregaron
criéiales semilla del Compuesto A, sal de acido etanosulfonico (50 mg;
consultar Métodos 4 a 8 arriba). Luego se agregd acetato de etilo (234 mL)
durante 10 minutos. La solucién resultante ligeramente opaca se ensemillé
una vez més (70 mg) y se dejé durante una hora a 40°C y se revolvi6 para
permitir el comienzo de la cristalizacién. Posteriormente se agrego un total
de 352 de acetato de etilo a una tasa constante durante una hora. Cuando se
habia agregado todo el acetato de etilo, la lechada se dejé durante 1 hora,
antes de enfriarse a 21°C durante 2 horas. Se permitio que la cristalizacion
continuara durante una hora a 21°C antes de retirar los cristales por
filtracion, se lavd dos veces con acetato de etilo (50 + 60 mL) y finalmente
se secd bajo presion reducida a 40°C durante la noche. Se obtuvo un total
de 21.6 g de sal cristalina blanca, correspondiendo a un rendimiento de
aproximadamente 90%.

El Compuesto A, sal de 4cido etanosulfénico se caracterizé con una NMR
como sigue: se disolvié 23 mg de la sal en metanol deuterado (0.7 mL)
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troscopia. Se emple6 una combinacién de experimentos 1D (‘H, '*C y NOE
selectivo) y 2D (gCOSY, gHSQC y gHMBC) por medio de una NMR.
Toda la informacion concord6 con la estructura tedrica de la sal que aparece
abajo. La molécula existe en dos conformaciones en metanol. Con base en
la intregral del pico asignado a H5 (conformador dominante) y el pico
asignado a H5’ (otro conformador), se encontré que la proporcién entre los
dos conformadores fue de 70:30. No se pudo observar H22 puesto que estos

protones se encontraban en un rdpido intercambio con el solvente CD;0D.

101

Las resonancias tanto del protdon como del carbono correspondiendo a la
posicién 1 se fraccionan debido al acople en espines con los dos nicleos de
fldior en esa posicién. Las constantes de acople son 2J=73 Hz y 'Jor= 263
Hz.

La asignacién del desplazamiento quimico y las correlaciones proton -
protén de 'Hy "’C en la NMR aparecen en la Tabla 2.

Tabla 2

Atomo | Tipo | "Cdespld |'H despla/ppm® y | Jun/Hz
No. | ppm® multiplicidad®

1 CH 117.5% 6.90 (t) 73 (Tur)
1 117.5° 6.88 (1)
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2 C 153.5
2' 153.5
E cH 120.0 715 6)
3 119.7 7.13 (s)
4 C 136.2
|4’ 135.9 __
5 CH 125.0 7.36 (s)
5 124.9 7.31 (s)
6 C 144.5
6’ 145.3
7 CH 117.3 7.20 (s)
7 117.2 7.15 (s)
8 CH 72.0 5.20 (s)
8’ . 74.0 5.12(s)
9 CO 173.1
9’ L 173.8
11 CH; 51.6 a:4.38 (m)
b:4.21 (m)
11° 49.0 a:4.06 (m)
b:3.99 (m)
12 CH; 21.7 a:2.55 (m)
b:2.29 (m)
12’ 23.2 a:2.70 (m)
b:2.15 (m)
i3 CH 63.1 4.80 (m)
13’ 66.2 5.22 (m)
14 CO 172.9
14’ 173.6
15 NH 8.76 (t, br) 5.2
15* 8.79 (t, br) 52

1|
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16 CH; |43.5 4.59 (AB-patrén) | 15.9
4.46 (AB-patrén) 15.9

16’ 43.6 4.53 (AB-patrén) | 15.9

_ 4.49 (AB-patrén) | 15.9

17 C 146.9

17’ 147.0

18 CH 129.1 7.56 (d) 7.8

18’ 129.1 7.57 (d) 7.8

19 CH  [1292 7.67(d) 78

19’ 129.4 7.70 (d) 7.8

20 C 124.9

20’ 124.9

21 C  |1624

21 - 162.3

2_2 NH; No se observé

V3 CH; | 6438 3.96 (3)

101 CH, 1.28 (9

102 CH; 2.77 (m) 74

“Relativo a la resonancia del solvente a 49.0 ppm.

®Relativo a la resonancia del solvente a 3.30 ppm.

‘s=singlete, t=triplete, m=multiplete, br=amplio, d=doblete

“Obtenido en el experimento gCOSY

°La resonancia es.un triplete debido al acople con los dos nicleos del flaor.
'Jcr=263 Hz.

Hl_lMS calculado para C,HyCIFaN,O3S (M-H) 605.1284, se encontrd
605.1296.

Se analizaron los cristales del Compuesto A, sal de dcido etanosulfénico

(obtenidos mediante uno o varios de los Ejemplos 4 a 9 arriba) por medio de

XRPD y los resultados se tabulan abajo (Tabla 3) y aparecen en la Figura 1.
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Tabla 3

“Valord (A) | Intensidad (%)] Intensidad
16.5 10 m
12.2 74 Vs
11.0 4 w
9.0 33 )
8.3 3 VW

(7.6 6 w
6.4 4 w
6.2 12 m
6.0 7 m
5.9 10 m
55 15 m

| 5.4 100 vs
5.1 7 m
4.66 29 s
4.60 36 s
431 57 5
425 18 m
4.19 20 m
4.13 12 m
4.00 12 m

[ 3.87 13 m

3.83 6 w
3.76 7 m
3.72 6 w
3.57 9 m
3.51 7 m
347 5 w

339 3 W
3.31 11 m
3.26 10 m

[3.21 8 m
3.16 4 w
3.03 8 m
2.78 4 w
2.74 5 w

PCT/SE03/00857
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2.67 3. vw
2.56 5 w
2.50 5 w
2.46 7 m
2.34 4 w

DSC mostré una endoterma con temperatura extrapolada de iniciacién de la
fusidn de ca. 131°C. TGA mostré una reduccion en masa de ca. 0.2%
(peso/peso) alrededor del punto de fusién. El andlisis DSC repetido con una
muestra con un contenido de solvente inferior mostré6 una temperatura de

iniciacién de la fusion de ca. 144°C.

Método 10: Preparaciéon de Compuesto A amorfo, sal de é4cido

bencenosulfénico

Se disolvi6 Compuesto A (199 mg; consultar Preparacion A arriba) en
etanol (2 mL). Se disolvi6é 4cido bencenosulfénico (1 eq. 90%, 70mg) en
etanol (1 mL) en un frasco. Se agregd la solucién de etanol del 4cido al

Compuesto A y el frasco se enjuagd con 1 de etanol, que luego se agregé a
la mezcla. La mezcla se revolvié durante unos minutos y luego el etanol se
evapord hasta formar un aceite. Se agregd acetato de etilo (3 mL) y
nuevamente ¢l solvente se evapord hasta quedar seco. Se formé un soélido

amorfo.

Métodos 11 a 13: Preparacion de Compuesto A Cristalino, sal de dcido

bencenosulfénico

Método 11: Cristalizacién de material amorfo

Se §uspendi6 Compuesto A amorfo sal de 4cido bencenosulfénico (20.7 mg;
consultar Método 10 arriba) en acetato de etilo (600 TL). Después de 5

dias, se observaron unas agujas cristalinas en la lechada.

Meétodos 12 y 13: Cristalizacién de Reaccién
Método 12
Se disolvié Compuesto A (128 mg; consultar Preparacién A arriba) en
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acetato de etilo (3-mL). La solucién se ensemillé con la lechada del Método
11 arriba. Luego se agregd dcido bencenosulfénico (1 eq., 90%, 45 mg). La
sal de 4cido bencenosulfénico se precipité de inmediato. Se agregé iso-
Propanol a la lechada (0.8 mL) y la mezcla se ensemillé nuevamente. Dos -
dias m4s tarde, la sustancia se habia transformado en agujas cristalinas. La
lechada se retir6 por filtracion, se lavé con acetato de etilo (3 x0.2mL) y se
seco durante un periodo corto al vacio a 40°C. Se obtuvo un total de

aproximadamente 140 mg de sé6lido blanco.

Método 13

Se disolvio Compuesto A (246 mg; consultar Preparacién A arriba) en iso-
propanol (1.52 mL). Se agregé 4cido bencenosulfonico (88 mg, 90%). Se
agrego acetato de etilo a la solucién transparente (3 mL), y luego la mezcla
se-ensemill6 para iniciar la cristalizacién. Después de 1 hora, se agregbé més
acetato de etilo (2.77 mL). Finalmente, se dejé que la lechada se cristalizara
durante la noche y antes de retirar los cristales por filtracién, se lavé con
acetato de etilo (3 x 0.3 mL) y se secd a 40°C al vacio. Se obtuvo un total
de 279 mg sal que corresponde a un rendimiento de aproximadamente 86%.

El Compuesto A, sal de dcido bencenosulfénico se caracterizé por medio de
una NMR como sigue: se disolvié 20 mg de la sal en metanol deuterado (0.7
mL) troscopia. Se empleé una combinacién de experimentos 1D ('H, *C y
NOE selectivo) y 2D (gCOSY, gHSQC y gHMBC) en la NMR. Toda la
informacién concordé con la estructura tedrica de la sal que aparece abajo.
La molécula existe en dos conformaciones en metanol. Con base en la
intregral del pico asignado a H12 (conformador dominante) y el pico
asignado a H12’ (otro conformador), se encontrd que la proporcion entre los
dos conformadores fue de 70:30. No se pudo observar H22 puesto que estos
protones se encontraban en un répido intercambio con el solvente CD;0D.
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Las resonancias tanto del protdn como del carbono correspondiendo a la

posicion 1 se fraccionan debido al acople en espines con los dos niicleos de

fléior en esa posicién. Las constantes de acople son 2Jy=74 Hz Y 'Jc= 260

Hz.

La asignacién del desplazamiento quimico y las correlaciones protén -
protén de 'H y 1*C en la NMR aparecen en la Tabla 4.

Tabla 4
Atomo | Tipo ~C despla/ 'H despla/ppm’ | Ju/Hz |
No. ppm® multiplicidad®
1 CH 117.5° 6.89 (t) 74 (“Tur)
1’ ﬁ 117.5° 6.87 (1)
2 C 153.5
2’ . 153.5 .
3 CH 120.1 7.15(s)
3 119.7 7.12 (s)
4 C 136.2
4’ 1359
5 CH 125.1 7.35(s)
5° 1249 7.31 (s)
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6 C 144.5
6. 145.3
(7 CH 1173 7.20 (s)
7’ 117.2 7.14 (s)
8 CH 72.8 5.20 (s)
8’ 74.0 5.12(s)
9 co 173.1
9’ 173.8
11 CH; 51.6 a:4.37 (m)
b:4.20 (m)
11° 49.0 2:4.05 (m)
b:3.98 (m)
12, CH; 21.7 | a:2.53 (m)
b:2.28 (m)
12° 23.2 2:2.69 (m)
b:2.14(m)
(13 CH 63.1 4.79 (m)
13’ 66.2 5.22 (m)
14 CcO 172.9
14° 173.6
15 NH 8.75 (t, br) 53
15° 8.78 (t, br) 53
16 CH; 435 4.59 (AB-patrén) 16.0y5.2
. 4.44 (AB-patron) 16.0y4.8
16’ 43.6 4.51 (AB-patrén) | 16.0 -
4.46 (AB-patron) 16.0
17 C 146.9
17° . 147.0 L
18 CH 129.2 7.54 (d) 8.3
18’ - 129.2 7.56 (d) 8.3
19 CH 129.3 7.66 (d) 8.3
19’ 129.4 7.69 (d) 8.3
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7 b
20 C 124.9 - (
20° 124.9
21 C 162.4
21° N 162.4
22 NH, | Nose observo
24 CH; 64.8 3.95(s)
101 CH 126.9 7.81 (m)
102 CH 129.1 7.41 (m)
103 CH 131.2 7.42 (m) .
104 C 146.4

*Relativo a la resonancia del solvente a 49.0 ppm.

®Relativo a la resonancia del solvente a 3.30 ppm.

‘s=singlete, t=triplete, m=multiplete, br=amplio, d=doblete.

“Obtenido en el experimento gCOSY

°La resonancia es un triplete debido al acople con los dos néicleos del fldor.
'Tcr=260 Hz.

feonectividad dificil de determinar debido a la superposicién entre las
resonancias 102 y 103 i

HRMS calculado para CysHz9CIFaN,OsS (M-H) 653.1284, se encontrd
653.1312.

Se analizaron los cristales del Compuesto A, sal de 4cido etanosulfénico
(obtenidos mediante uno o varios de los Ejemplos 11 a 13 arriba) por medio
de XRPD y los resultados se tabulan abajo (Tabla 5) y aparecen en la Figura
2.

Tabla 5
Valord (A) | Intensidad (%)| Intensidad
142 12 m
12.6 55 S
10.2 49 s
7.5 8 m
6.4 5 W
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3 30 S
6.1 5 w
5.9 100 vs

5.7 20 m
54 9 m
53 11 m
5.1 10 m
4.96 3 VW
483 27 3
4.73 72 vs
4.54 23 s
4.50 10 m
4.35 28 3
4.30 38 s
424 24 s
4.17 28 3
4.09 60 Vs
4.08 61 Vs

3.96 29 S
3.91 15 m
3.77 22 8
3.62 11 m

3.52 20 m
3.31 44 s
3.19 8 m
3.15 11 m
3.09 8 m
3.00 7 m
2.89 3 VW
2.86 4 w
2.79 7 m
2.76 6 W
2.72 5 w
2.59 6 W
2.56 9 m
2.54 9 m
2.49 7 m
2.38 8 m
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2.16 4
2.03 3 VW

£

DSC mostro una endoterma con temperatura extrapolada de iniciacién de la
fusion de ca. 152°C. TGA mostré una reduccién en masa de ca. 0.1%

(peso/peso) alrededor del punto de fusion.

Método 14: Preparacién de Compuesto A amorfo, sal de acido n-

propanosulfénico

Se disolvid Com;;uesto A (186 mg; consultar Preparacién A arriba) en iso-
propanol (1.39 mL) y se agrego dcido n-propanosulfénico (1 eq., 95%, 39
TL). Se agregé acetato de etilo (5.6 mL) y el solvente se evapord hasta que

se formo un sélido amorfo.

Meétodos 15 vy 16: Preparacién de Compuesto A cristalino, sal de dcido n-
propanosulfénico
Meétodo 15: Cristalizacion de material amorfo

Se disolvi6 Compuesto A, amorfo sal de écido »-propanosulfénico (20 mg;
consultar Método 14 arriba) en iso-propanol (60 TL) y se agreg6 iso-propil
acetato (180 TL). Se observaron unas agujas cristalinas tres dias més tarde.

Método 16: Cristalizaciéon de Reaccion
Se disolvi6 Compuesto A (229 mg; consultar Preparacién A arriba) en iso-
propanol (1.43 mL). Se agregé acido n-Propanosulfénico (1 eq., 95%, 48

TL). Se agregé acetato de etilo (2 mL), y luego la solucion se ensemillé con
sal cristalina del Método 15 arriba. Se agregé més acetato de etilo (5 mL) y
la lechada se dejé durante la noche para que se cristalizara. Los cristales se
retiraron por filtracion, se lavaron con acetato de etilo (3 x 0.3 mL) y se

secaron al vacio a 40°C.

El Compuesto A, sal de 4cido n-propanosulfénico se caracterizo por medio
de una NMR como sigue: se disolvié 13 mg de la sal en metanol deuterado

(0.7 mL) troscopia. Se empleé una combinacién de experimentos 1D ('H,
60
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BC y NOE selectivo) y 2D (gCOSY, gHSQC y gHMBC) en la NMR. Toda
la informacién concord con la estructura teérica de la sal que aparece
abajo. La molécula existe en dos conformaciones en metanol. Con base en
la intregral del pico asignado a H12 (conformador dominante) y el pico
asignado a H12’ (otro conformador), se encontré que la proporcién entre los
dos conformadores fue de 65:35. No se pudo observar H22 puesto que estos
protones se encontraban en un répido intercambio con el solvente CD;0D.

mz E"M

101
Las resonancias tanto del protén como del carbono correspondiendo a la
posicién 1 se fraccionan debido al acople en espines con los dos nicleos de

flior en esa posicién. Las constantes de acople son =74 Hz Y T o= 260
Hz.

La asignacién dél desplazamiento quimico y las correlaciones protén -
protén de 'H'y C en 1a NMR aparecen en la Tabla 6.

Tabla 6

Atomo | Tipo C despla/ ppm’ | 'H despla/ppm’ y | Jaw/Hz
No. multiplicidad®

1 CH 117.5° 6.89 (t) 74 Cliz)
1’ 117.5° 6.88 (t)
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2 C 153.5

2’ 153.5

3 CH 120.0 7.16 (s)

3 119.7 7.13 (5)

4 C 1362

4 135.9

5 CH 125.1 7.36 (s)

5 124.9 7.31 (s)

6 C 144.5

6’ 145.3

7 CH 117.3 7.20 (s)

7 117.2 7.16 (s)

8 CH 729 5.20 (s)

8 74.1 5.12 (s)

9 co 173.1

9’ 173.8

11 CH; 51.6 a:4.37 (m)
b:4.20 (m)

11° 49.0 a:4.06 (m)
b:3.98 (m)

12 CH, 21.7 a:2.53 (m)
b:2.29 (m)

12° 23.2 a:2.69 (m)
b:2.15 (m)

13 CH 63.1 4.80 (m)

13! 66.2 5.22 (m)

14 CcO 172.9

14 173.8

15 NH 8.75 (t, br) 5.5
15° 8.79 (t, br) 5.5
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16 CH, |435 4.59 (AB-patrén) | 160y 6.6
' 4.45 (AB-patrén) | 16.0y 5.3
16’ 43.6 4.51
| i 4.50
i7 C 146.9
17’ 147.0
18 CH 129.1 7.54 (d) 8.5
18’ 129.2 7.57 (d) 8.5
19 CH 129.2 7.67 (d) 8.5
19’ 129.4 7.69 (d) 8.5
20 C 1249 -
20° 124.9
21 C 162.4
21° 162.4
22. NH; No se observd
24 CH; |64.7 3.96 (5)
101 CH 13.7 1.0 ()
102 CH 196 1.78 (m)
103 CH 54.6 2.75 (m)

"Relativo a la resonancia del solvente a 49.0 ppm.

PRelativo a la resonancia del solvente a 3.30 ppm.

“s=singlete, t=triplete, m=multiplete, br=amplio, d=doblete

“Obtenido en el e:iperimento gCOSY

°La resonancia es un triplete debido al acople con los dos nicleos del flior.
'Jer=260 Hz.

HRMS calculado para C,sHiCIFaNsOS (M-H) 619.1441, se encontro
619.1436.

Los cristales del Compuesto A, sal de 4cido #-propanosulfénico (obtenidos
mediante uno o varios de los Ejemplos 15 a 16 arriba) por medio de XRPD
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(7%
y los resultados se tabulan abajo (Tabla 7) y aparecen en la Figura 3. . 3
Tabla 7
Valor d (A) [Intensidad (%) [Intensidad
14.0 4 w
12.4 87 Vs
10.0 30 s
8.0 3 VW
7.5 7 m
7.0 0.6 VW
6.7 1 vwW
6.4 1 vw
6.2 12 m
6.1 3 W
5.8 100 vs
5.7 11 m
5.5 3 VW
5.4 5 w
5.3 5 W
5.2 2 VW
5.1 3 vw
494 3 VW
4,78 21 s
4.68 42 )
4.51 10 m
4.49 7 m
4.40 5 W
432 10 m
4.29 10 m
4.25 22 s
4.19 14 m
4.14 15 m
4.07 23 ]
4.04 20 m
3.94 16 m
3.88 10 m
3.73 15 m
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3.65 2
3.59 3
3.48 18
3.28 23
3.12
3.06
2.97
2.84
2.81
2.76
2.73
2.70
2.57
2.54
2.51
2.46
2.42
2.39
2.36
2.32
2.14
2.01

SN A N N W NI W N N W

33| 3] 33| 3B 3532|3333 %3 %5 B33

N W N W W N oo

DSC mostr6 una endoterma con temperatura extrapolada de iniciacion de la
fusién de ca. 135°C. TGA no mostré una reduccién en masa alrededor del
punto de fusién.

Meétodo 17

Meétodo_17-A: Preparacién de Compuesto A amorfo sal de 4cido n-butano
sulfénico

Se disolvié Compuesto A amorfo (277 mg) en IPA (1.77- ml) y se agreg6
dcido butano sulfénico (aprox. 1 eq. 70 uL). Se agrego acetato de etilo (6
ml) y el solvente se evapord hasta que secara y se formé un sélido amorfo.

Meétodo 17-B: Preparacién de Compuesto A cristalino sal de dcido n-butano
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sulfénico
S¢ suspendié6 Compuesto A amorfo sal de dcido butano sulfénico (71.5 mg;
consultar preparacién arriba) en acetato de etilo (500 pi) durante la noche.

Los cristales se retiraron por filtracién y se secaron al aire.

El Compuesto A, sal de acido butano sulfénico se caracterizé por medio de
una NMR como sigue: se disolvié 21.6 mg de la sal en dimetilsulfoxida
deuterada (0.7 ml) y se investigé con espectroscopia de 'Hy '>C en la NMR.

El espectro es muy similar al de otras sales del mismo y concuerda con la
estructura que aparece abajo. La mayoria de las resonancias del espectro se
encuentran presentes como dos picos debido a la lenta rotacién alrededor del
enlace C9-N10 lo cual genera dos atropoisémeros que existen
simultineamente en la solucién. Esto aparece para otras sales del mismo

compuesto.

Los dos nucleos de flior en la posicion 1 producen una resonancia
fraccionada para el protén y el carbono en esa posicién. Las constantes de
acople son 1.,7=T3 Hz Y ' =258 Hz.

Los desplazamientos quimicos de los protones y los carbonos aparecen en la
Tabla 1. Los protones en la posicion 22 y 24 no se detectan debido al
intercambio quimico. Hay un gran salto entre 8 y 9 ppm en el espectro del

protén que corresponde a estos protones.
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Tabla § )35

Asiénacién del desplazamiento quimico de 'H y *C en la NMR del
Compuesto A, sal n-butanosulfonato en dimetilsulfoxida deuterado a 25°C

Atomo | Tipo “C despla/ "H despla/ppm’” Jw/Hz

No. ppm" multiplicidad®

1 CHF 116.3" 7.29 (t) 73(Tur)

r | 116.3° 7.28 (t) 73(Jur)
(2 C 151.5 na ne

2’ 151.3 na na

3 CH - [118.0 7.25 0" nd

3’ 117.6 7.21 (t)° nd

4 C 1338 na na

4 133.4 na na

5 CH 123.8 7.34 ()" nd

5 . 123.6 7.25 (t)° nd

6 C 1445 na na

6’ - 145.2 na na

7 CH 1163 7.19 (t)° nd

7 . 116.1 7.12 (t)° nd

8 CH 709 5.13 (3) na

8 - 712 4.99 (s) na

9 CO 170.6 na na

9 - 1ma na na

11 CH; 50.0 a:4.24 (m)b:4.12(m) | nd

1’ . 46.9 3.85 (m) nd

I2. CH; 20.5 a:2.4]1 (m) b:2.10(m) | nd

12 21.7 a:2.60 (m) b:2.02 (m) | nd

13 CH 61.2 4.65 (dd) 56 y 89

13° 63.9 5.12 (m) nd

14 CO 170.2 na na

14 . 171.0 na na

16 CH; 41.8 438 (m) nd

16’ 42.0 438 (m) nd

17 C 144.7 na na

18 CH 127.5 7.44 (d) 8.2

127.6 7.44 nd
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19- |CH 127.8 7.66 (d) 8.2
20 C 125.1 na na
21 C 157.9 Na na
24 CH, 63.3 3.83 (s) na
24’ 63.3 3.82 (s) na
26 CH; 51.4 2.41 (m) nd
27 CH, 27.3 1.52 (m) nd
28 CH; 21.7 1.30 (m) nd
29 CH, 14.0 0.83 (1) 73

"Relativo a la resonancia del solvente a 49.0 ppm.

®Relativo a la resonancia del solvente a 3.30 ppm.

°s=singlete, d=doblete, dd=doble doblete, t=triplete, m=multiplete.

%La resonancia es un triplete debido al acople con los dos niicleos del fltior
Fl. Je=258 Hz.

°El acople *Juy con los meta-protones no estd completamente resuelto.

na=no aplica, nd=no determinado

HRMS calculado para Cy;sHj;CIFaNOsS (M-H) 633.1597, se encontrd

633.1600

Se analizaron los cristales del Compuesto A, sal de dcido n-butanosulfénico
(obtenidos como e describe en el Método 17B) por medio de XRPD y los
resultados se tabulan abajo (Tabla 9) y aparecen en la Figura 4.

Tabla 9

[ Valord (A) | Intensidad (%) | Intensidad
143 8 m
12.8 81 Vs
10.3 44 s
8.2 4 w
1.7 13 m
6.7 2 VW
6.4 8 m
6.2 18 m
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6.0 100

Vs
(5.8 29 S
(5.6 4 w
54 11 m
53 16 m
5.1 15 m
4.98 6.5 w
4.91 34 s
4.76 56 8
4.57 20 m
4.42 13 m
436 19 m
430 45 s
418 42 s
4.13 88 Vs
4.01 34 s
3.92 28 s
3.82 18 m
3.64 6.6 w
3.58 16 m
3.47 5 w
3.44 6 w
3.38 12 m
3.35 32 s
3.32 22 s
3.29 12 m
3.20 8 m
3.17 9 m
3.02 12 m
2.90 6 w
2.81 39 VW
2.75 3 VW
2.64 3.5 W
2.59 10 m
2.57 8 m
2.50 4 w
2.45 5. W
2.40 6 W
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2

2.31

DSC mostr6 una endoterma con temperatura extrapolada de iniciacién de la
fusién de ca. 118°C y TGA mostré una pérdida de peso de 0.04 %.

Meétodo 18: Preparacion de Sales de Compuesto B

Método 1: Método General para la Preparacién de Sales
Se empled el siguiente método genérico para preparar las sales del

Compuesto B: 200 mg del Compuesto B (consultar la preparacién B arriba)
se disolvié en 5 de MIBK. A esta solucion se le agregé una solucién del
acido correspondiente (1.0 o 0.5 equivalente molar, como se indica en la
Tabla 10) disuelta en 1.0 de MIBK. Después de revolver durante 10
minutos a temperatura ambiente, se extrajo el solvente por medio de un
evaporador rotatorio. El resto del material solido se volvio a disolver en
alrededor de 8 de acetonitrilo:H;O (1:1). El secado por congelamiento

produjo un material amorfo en cada caso.

Acidos empleados

Esilato (dcido etanosulfonico )
Besilato (dcido benceno sulfénico)
Ciclohexilsulfamato

Sqlfato

Bromuro

p-Toluenosulfonato
2-Naftalenosulfonato
Hemisulfato

Metanosulfonato

Nitrato

Clorhidrato

En la Tabla 10 aparecen los datos caracteristicos.

70

&



WO 03/101423

PCT/SE03/00857

Tabla 10
Sal Pm écido | Pm sal MS ES- |
Esilato 110.13 643.01 108.8
531.1
| 641.0
Besilato 158.18 691.06 156.8
531.1
689.2
Ciclohexil-sulfamato | 179.24 712.12 1779
531.2
710.4
| Sulfato 98.08 63096 | 531.1
Bromuro 80.91 613.79 531.2
613.1
p-Toluenosulfonato | 172.20 705.08 170.9
531.1
. 703.1
2-Naftalenosulfonato | 208.24 741.12° | 206.9
531.1
739.3
Hemisulfato "08.07 1163.8 531.1
(1:2) 631.0
630.85
(1:1)
Metanosulfonato 96.11 628.99 531.1
627.1
Nitrato 63.01 59589 | S31.0
594.0
Clorhidrato 36.46 569.34 | 531.0
569.0

Todas las sales que se formaron en este ejemplo fueron amorfas.

1
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Método 18-B

Se prepararon otras sales amorfas del Compuesto B empleando unas

técnicas andlogas a aquellas descritas en el Método 18-A arriba para los
siguientes Acidos:’

1,2-Etanodisulfénico (0.5 sal)
1S-Alcanforsulfénico
(+/-)-Alcanforsulfénico
p-Xilenosulfénico
2-Mesitilenosulfénico
Sacarino

Maleico

Fosférico

D-glutdmico
L-arginina

L-lisina

L-lisina * HCI

Método 18-C: Preparacidn Compuesto B amorfo, sal de dcido hemi-1,5-
naftalenodisulfénico Se disolvié6 Compuesto B amorfo (110.9 mg) en 2.5
de 2-propanol y se agregé 0.5 equivalente de 1,5- dcido naftalen-disulfénico

tetrahidrato (disuelto en 1de 2-propanol). La muestra se revolvi6 durante la
noche. Unicamente bajo el microscopio se observaron unas particulas
pequefias (amorfas) o unas gotas de aceite. La muestra se evapord hasta
quedar seca.

Método 18-D: Preparacién de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-

1,§- naftalenodisulfénico

El e'xperimento de cristalizacién se llevo a cabo a temperatura ambiente. Se
disolvi6 Compuesto B amorfo (0.4 gram) en etanol (1.5 mL) y se agregé 0.5
eq de 1,5- dcido naftaleno - disulfénico tetrahidrato (135 gram, 10 % en
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etanol). Luego se aiiadié heptano (0.7 mL) hasta que la solucién se volvio
ligeramente turbia. Después de unos 15 minutos la solucién se torné turbia.
Después de unos 30 minutos, se obtuvo una suspension delgada y se agregd
maés heptano (1.3 .mL). Luego la lechada se dej6 durante la noche para su
maduracién. Se agregé una mezcla de etanol y heptano (1.5 y 1.0
respectivamente) para diluir la suspension espesa. Después de 1 hora més o
merios, la lechada se filtré y los cristales se lavaron con una mezcla de
etanol y heptano (1.5:1) y finalmente con heptano puro. Los cristales se
secaron a temperatura ambiente en 1 dia. Los cristales secos pesaron 0.395

B

Método 18-E: Preparacién de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-
1,5- naftalenodisulfonico

Se disolvié Compuesto B amorfo (1.009 gr) en 20 de 2-propanol + 20 de
acetato de etilo. Se agregé 351.7 mg de 1,5- dcido naftaleno-disulfénico
tetrahidrato, disuelto en 20 de 2-propanol, por goteo. Se precipitd en unos 5

minutos. La lechada se revolvi6 durante la noche y luego se filtrd.

Método 18-F: Preparacién de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-
1,5- naftalenodisulfénico
Se disolvi6 430.7 mg de la sal de 4cido 1,5-naftaleno-disulfénico en 30 de 1-

propanol. La solucién se calentd hasta ebullicién con el fin de disolver la

sustancia. La solucién se dejoé durante la noche a temperatura ambiente para

la cristalizacion y luego los cristales se retiraron por filtracion.

Método 18-G: Preparacion de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-
1,5- naftalenodisulfénico
El liquido original del Método 18-F se evapord y el sélido restante (61.2

mg) se disolvié en 6 de acetonitrilo/1-propanol, a una proporcién de 2:1. La
solucién se dejé durante la noche a temperatura ambiente para que se

cristalizara y luego los cristales se retiraron por filtracion.
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Método 18-H: Preparacion de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-

1,5- naftalenodisulfénico
La muestra del Método 18-C se disolvid en alrededor de 2 de metanol. Se
agrego etanol (alrededor de 3 mlL) como un anti-solvente a temperatura

ambiente y se agregaron semillas. No hubo cristalizacion as{ que los
solventes se evaporaron (alrededor de la mitad de la cantidad) y se afiadié
una nueva porcion de etanol (alrededor de 2 mL) y semillas. Se formaron
particulas cristalinas cuando se revolvi6 a temperatura ambiente durante la

noche.

Meétodo 18-I: Preparacién de Compuesto B cristalino, sal de acido hemi-1,5-

naftalenodisulfénico

Se disolvio Compuesto B (104.1 mg) amorfo en 2-propanol y se agreg6 1
equivalente de dcido 1,5-naftaleno-disulfénico tetrahidrato, disuelto en 2-
propanol, en total la cantidad de 2-propanol fue de alrededor de 2.5 mL. La
solucién se revolvié a 44°C durante unos 80 minutos y se formé un
precipitado. Las particulas fueron cristalinas de acuerdo con una

microscopia de luz polarizada. La muestra se filtr6.

Método 18-J: Preparacién de Compuesto B cristalino, sal de dcido hemi-1,5-
naftalenodisulfénico

Se disolvié Compuesto B, sal de 4cido hemi-1,5-naftalenodisulfénico (56.4
mg) en 1.5 de metanol. Se agregd metil etil cetona (3 mL). Se agregaron

semillas a la solucién y comenzé la cristalizacion. Los cristales se retiraron

por filtracién, se lavaron con metil etil cetona y se secaron al aire.

Método 18-K: Pr;eparacién de Compuesto B cristalino, sal de icido hemi-
1,5- naftalenodisulfénico

Se disolvi6 Compuesto B amorfo (161,0 mg) en 3.5 de 1-Butanol y la
solucion se calenté a 40°C. En otro matraz se disolvié 57.4 mg de cido
naftaleno-disulfénico tetrahidrato en 3 de 1-Butanol. Se agregaron un par
de gotas de la solucién écida a la solucién del Compuesto B. Luego se
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afiadieron semillas a la solucién y después de 2 horas se agregd el resto de la
solucién 4cida (a 40°C) lentamente. Luego se redujo la temperatura
lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente y se dejé el experimento
bajo agitacion durante la noche. La lechada se filtr6, se lav6 con 1-Butanol
y se secé al vacio a 44°C durante 2 horas. El rendimiento fue de 83%.

Caracterizacién
Los cristales del Compuesto B, sal de dcido hemi-1,5-naftalenodisulfénico,
obtenidos mediante el Método 18-D arriba, se caracterizaron por medio de

una NMR como sigue: se disolvié 21.3 mg de la sal en metanol deuterado,
0.7 ml, se investigb con una espectroscopia en NMR. Se emplé una
combinaci6n de experimentos 1D ("H, >C y NOE selectivos) y 2D (gCOSY,
gHSQC y gHMBC) por medio de una NMR.

Toda la informacion concordd con la estructura propuesta que aparece
abajo. Todos los carbonos y los protones adheridos a los carbonos se
encuentran asignados. Los protones adheridos a los heterodtomos se
intercambian por deuterio del solvente y no se detectan. La mayoria de las
resonancias en 1D "Hy '°C en el especto de la NMR se encuentran presentes
como conjuntos de dos picos. Esto se debe a la lenta rotacién alrededor del
enlace C9-N10, generando dos atropoisomeros que existen en forma
simultdnea en la solucion. El experimento 1D NOE es evidencia de lo
anterior. Cuando se irradia la resonancia de un atropoisémero, la saturacién
se transfiere al pico correspondiente del otro atropoisémero. Las
resonancias que corresponden al ién de conteo de 1,5-naftalenodisulfonato

no muestran atropisomerismo.
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La molécula tiene cuatro dtomos de fliior. Estas producen resonancias
fraccionadas para algunos protones y carbonos. Las resonancias tanto del
protébn como del carbono correspondiendo a la posicion 1 se fraccionan
debido al acople en espines con los dos niicleos de flior en esa posicién.
Las constantes de acople son 25.=73 Hz y YYo= 263 Hz. Ademss la
resonancia del proton correspondiendo a H19 es un doblete distorsionado
con"JHp=6.9 Hz a causa del acople en espines con el nicleo del flior en la
posicién 18. Las resonancias de carbono correspondiendo a C17, C18, C19
y C20 también muestran acoples con estos ndcleos de flGor. Las
resonancias C17 y C20 son tripletes con Je=19 Hz y *Jz=11 Hz,
respectivamente. La resonancia C18 es un doblete de dobletes con
constantes de acople =251 Hz y 3J=8 Hz. La resonancia C19 es un
multiplete.

Comparando la magnitud de las integrales de las resonancias que
corresponden al i6n de conteo 1,5-naftalenodisulfonato y el compuesto
original se conoce la relacion de estequiometria de un solo ion de conteo
1,5-haﬂalenodisulfonato cristalizado con dos moléculas del compuesto
original.

La asignacién del desplazamiento quimico y las correlaciones proton -
protén de 'Hy "’C en la NMR aparecen en la Tabla 11.
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Tabla 11 _

Atomo |Tipo |-C despla/ [[H despla/ppm® y|Jm/Hz |Por correlacion de

No. ppm" multiplicidad® enlace 'H*

1 CHF [I17.5° 6.91 (1) 73 (Jyr) Ind

1’ 2 117.5° 6.87 (1) 73 (Jie) Ind

2 C 153.5 na na na

2’ 1533 na na na

3 CH [120.0 7.14 (t)° nd 5,7

3’ ~ 119.6 7.11 ()" nd 7T

4 C 136.1 na na na

4 135.8 na na na

5 CH [125.0 731 ()" nd 3,7

5’ 124.9 7.28 (t)" nd 37T

6 C 144.4 na na na

6’ 145.3 na na na

7. CH [117.2 7.16 (t)" nd 3,5

7 117.1 7.12 ()" nd 35

8 CH |729 5.15(s) na nd

g8’ 73.6 5.07 (s) na nd

9 CO [173.0 na na na

9’ 173.5 na na na

11 CH;, |51.5 a:4.29 (m) b:4.13 |nd 12,13

11’ 48.6 (m) nd 12°,13°
a:4.01 (m)b:3.93
(m)

12 CH, |21.7 a:2.46(m)b:2.17 |nd 11,13

12’ 22.8 (m) nd 11°,13°
a:2.61 (m) b:2.03
(m)

13 CH |[6238 470 (dd) 60y [12

13’ 65.8 5.14 (dd) 9.4 12°

56y
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14 [CO (1724 na na na

14° 173.2 na na na

16 CH; |[323 4.51 (m) nd nd

16’ 32.5 4.51 (m) nd nd

17 C 121.0' na na na

18 CF [162.8% na na na
19 |CH |[112.77  [7.35(@d) 6.9 Clur)|nd
20 C 127.9* na na na

21 C 160.0 na na na
21° ___[1599 na na na

24 CH; |64.8 3.93 (s) na nd
24 64.8 3.92 (s) na nd

25 - C 142.4 na na na

26 CH |[126.8 8.16 (d) 7.2 27,28
27 CH |1259 7.54 (dd) 86y 26,28

7.2

28 CH |[131.0 8.97 (d) 8.6 26,27
29 C 131.1 na na na

*Relativo a la resonancia del solvente a 49.0 ppm.

®Relativo a la resonancia del solvente a 3.30 ppm.

‘s=singlete, d=doblete, dd=doblete de dobletes, t=triplete, m=multiplete.

Obtenido en el experimento gCOSY

‘La resonancia es un triplete debido al acople con los dos niicleos del fldor.

1Jcr=263 Hz.

fLa resonancia es un triplete debido al acople con los dos nicleos del fldor

F18.
214+=19 Hz.

#La resonancia es un doblete de dobletes debido al acople con los dos

nucleos del fldor F18.
1Jc=251 Hz y *Jcr=8 Hz.
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‘La resonancia es un multiplete debido al acople de los dos niicleos de fltior \(-H"

F18.

l‘L_a resonancia es un triplete debido al acople de los dos niicleos de flior
F18. Jer=11 Hz.
"El acople *Jiz; con los meta-protones no estd totalmente resuelto.

na=no aplica, nd=no determinado

Los cristales del Compuesto B, sal de dcido hemi-1,5-naftalenodisulfénico
(obtenidos mediante el Método 18-I arriba, se analizaron por medio de una
XRPD y los resultados se tabulan abajo (Tabla 12) y aparecen en la Figura

5.

Tabla 12

Valord (A) | Intensidad | Intensidad

| (%)

18.3 99 \':
12.5 22 S

9.9 22 s
9.1 67 Vs
8.0 18 m
7.5 17 m
6.8 37 s
6.7 59 S
6.1 39 S
6.0 21 S
5.6 66 vs
5.5 o8 vs
4.94 48 8
4.56 59 8
4.39 35 s
427 33 s
4.13 81 Vs
4,02 87 Vs

3.86 88 Vs
3.69 69 Vs
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3.63 100 vs \(.\'3
[3.57 49 S

3.48 53 s

3.23 35 s

3.19 43 s

3.16 38 S

DSC mostroé una endoterma con temperatura extrapolada de iniciacion de la
fusién de ca 183 °C y TGA mostrd una pérdida de peso de 03 % entre 25-
110 °C.

Abreviaturas .

Ac = acetilo

APCI = presién atmosférica ionizacién quimica (en relacion a
MS)

API = presion atmosférica ionizacion (en relacion a MS)

aq. = acuoso

Aze(&(S)-Aze) = (S)-azetidina-2-carboxilato
(salvo si se especifica en contrario)

Boc = tert-butiloxicarbonilo

br = amplio (en relacién a NMR)

CI = jonizacion quimica (en relacién a MS)

d = dia(s)

d = doblete (en relacion a NMR)

DCC = diciclohexil carbodiimida

dd = doblete de dobletes (en relacién a NMR)

DIBAL-H = di-isobutilaluminio hidrido

DIPEA = diisopropiletilamino

DMAP = 4-(N,N-dimetil amino) piridina

DMF = N,N-dimetilformamida

DMSO = dimetilsulfoxida

DSC = calorimetria diferencial de barrido

DVT = Trombosis de vena profunda

EDC = ]-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
clorhidrato

eq. = equivalentes

ES electrorociado
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ESI = Interface electrorociado

Et = etil

éter = dietil éter

EtOAc = acetato de etilo

EtOH = etanol

Et;,0 = dietil éter

HATU = O-(azabenzotriazol-1-il)-N,N,N ', N’,-
tetrametiluronio hexafluorofosfato

HBTU = [N,N,N’,N -tetrametil-O-benzotriazol-1-il)uronio
hexafluorofosfato]

HCI = acido clorhidrico, hidrégeno gas cloruro o

' sal de clorhidrato (dependiendo del contexto)

Hex = hexanos

HOAc = 4cido acético

HPLC = cromatografia liquida de alto rendimiento

LC = Cromatografia liquida

m = multiplete (en relacion a NMR)

Me = metil

MeOH = metanol

min. = minuto(s)

MS = espectroscopia de masa

MTBE = metil terz-butil éter

NMR = resonancia magnética nuclear

OAc = acetato

Pab = parg-amidinobenzilamino

H-Pab = para-amidinobenzilamina

Pd/C = paladio en carbono

Ph = fenil

PyBOP = (benzotriazol- 1-iloxi)tripirrolidinofosfonio
hexafluorofosfato

q = cuarteto (en relacién a NMR)

QF = fluoruro de tetrabutilamonio

t/RT = temperatura ambiente _

S =" ginglete (en relacién a NMR)

solutol = PEG 660 12-hidroxi estearato (un tensioactivo no iénico)

t = triplete (en relacién a NMR)
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TBTU = [N,N,N’,N -tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)uronio
tetrafluoroborato]

TEA = trietilamina

Teoc = 2-(trimetilsilil)etoxicarbonilo

TEMPO = radical libre 2,2,6,6-tetrametil- 1-piperidiniloxi

TFA = 4cido trifluoroacético

TGA = andlisis termogravimétrico

THF = tetrahidrofurano

TLC = cromatografia en capa delgada

uv = ultravioleta

Los prefijos n-, s-, i-, + y fert- tienen su significado usual: normal,

secundario, iso, y terciario.

La invencidn se ilustra a modo de los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1
Compuesto A 30 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacion mediante la disolucion del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
Esﬁ composicién se suministrd a unos perros por via oral mediante sonda
gastrica una vez al dia durante 5 dias. La dosis de 150 umol/kg produjo
unas concentraciones maximas en plasma en el rango de 118-254 uM (118-
254 pmol/L') después de la primera dosis y de 186-286 puM (186-286
pmol/L) después de la quinta dosis.

Ejemplo 2
Compuesto A 40 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
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Esta composicién se suministré a unas ratas por via oral mediante sonda
gastrica una vez al dia durante 5 dias. La dosis de 400 pmolkg produjo
unas concentraciones méximas en plasma en el rango de 3.17-6.91 yM
(3.17-6.91 pmol/L) después de la primera dosis y de 3.01-10.5 uM (3.01-
10.5 pmol/L) después de la quinta dosis.

Ejemplo 3
Compuesto A 80 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se prepardé una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
Esta composicién se suministré a unas ratas por via oral-mediante sonda
gdstrica una vez al dia durante 5 dias. La dosis de 800 pmol/kg produjo
unas concentraciones méximas en plasma en el rango de 7.00-23.9 yM
(7.00-23.9 pmol/L) después de la primera dosis y de 10.3-32.8 uM (10.3-
32.8 pmol/L) después de la quinta dosis.

Ejemplo 4
Compuesto A 250 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 1000 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 5
Compuesto A . 21 pmol
PEG 400/etanol/agua 20/10/70 (peso/peso) % almL

Se preparo una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en

8

\$

I~y



WO 03/101423 PCT/SE03/00857

PEG 400/etanol/agua 20/10/70 (peso/peso) % seguida de una agitacién
suave. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 100 veces mayor

en este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 6
Compuesto A . 51 pmol
PEG 400/etanol/agua 20/10/70 (peso/peso) % almL

El ﬁgua contenfa 50 pmol/de dcido tartirico.

Se preparé una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
PEG ecidificado 400/etanol/agua 20/10/70 (peso/peso) % seguida de una
agitacién suave. El pH de esta solucién fue 3.6. La solubilidad del

Compuesto A es por lo menos 250 veces mayor en este excipiente cuando se

compara con el agua sola.
_ Ejemplo 7
Compuesto A 44 uymol

PEG 400/etanol/agua 30/5/65 (peso/peso) % almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 30/5/65 (peso/peso) % seguida de una agitacion suave.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 200 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 8
Compuesto A 88 umol
PEG 400/etanol/agua 30/5/65 (peso/peso) % almL
El agua contenfa 5 pmol/de dcido tartarico

HCl enun pH 3.6 q.s.

Se prepard una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
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PEG acidificado 400/etanol/agua 30/5/65 (peso/peso) % seguida de una \(\
agitacion suave. El pH de esta solucién se fijé en 3.6 por medio de la “~

adicién de HCL. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 400 veces

mayor en este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 9
Compuesto A 120 pmol
PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 600 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 10
Compuesto A 198 umol
PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % almL
El agua contenia 50 pmol/de acido tartérico
HCl enun pH 3.8 : q.s.

Se preparé una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG acidificado 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % seguida de una
agitacién suave. El pH de esta solucién se fijé en 3.8 mediante la adicién de
HCI. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 1000 veces mayor en
este excipiente cuando se compara con el agua sola. Las formulaciones del
Compuesto A en este excipiente son estables por lo menos por 3 meses a <-
15°C.
Ejemplo 11

Compuesto A 136

. pmol
Hidroxipropil-B-ciclodextrina/agua 40/60 (peso/peso) % almL
HCl enun pH 3.6 q.s.
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Se prepard una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
Hidroxipropil-B- ciclodextrina/agua 40/60 (peso/peso) % seguida de una
agitacion suave. El pH de esta solucion se fij6 en 4.7 mediante la adicién de
HCl. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 700 veces mayor en

este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 12
Compuesto A 76 pmol

Hidroxipropil-p-ciclodextrina/agua 28/72 (peso/peso) % almL

Se preparo una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
Hidroxipropil-p-ciclodextrina/agua 28/72 (peso/peso) % seguida de una
agitacion suave. La solubilidad del Compuesto A es por 1o menos 400 veces

mayor en este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 13
Compuesto A 40 pmol

PEG 400/etanol/solutol™/agua 50/5/5/40 (peso/peso) % almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/solutol™/agua 50/5/5/40 (peso/peso) % seguida de una
agitacion suave. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 80 veces

mayor en este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 14
Compuesto A . 40 pmol

PEG 400/agua 40/60 (peso/peso) % almL

Se i)reparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400 seguida de una agitacién suave durante por lo menos 1 hora, y
posteriormente se agregd agua al volumen final. La solubilidad del

\sH
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Compuesto A es por lo menos 200 veces mayor en este excipiente cuando se

compara con el agua sola.

- Ejemplo 15
Compuesto A 52 pmol
PEG 400/agua 35/65 (peso/peso) % almL

El agua contenia 50 pmol/de 4cido tartérico

Se prepar6 una formulacién mediante Ia disolucién del Compuesto A en
PEG 400 seguida de una agitacién suave durante por lo menos 1 hora,
posteriormente se agregd agua al volumen final. La solubilidad del

Compuesto A es por lo menos 250 veces mayor en este excipiente cuando se

compara con el agua sola.
Ejemplo 16
Compuesto A 58 umol

PEG 400/agua 50/50 (peso/peso) % almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400 seguida de una agitacién suave durante por lo menos 1 hora,
posteriormente se agregé agua al volumen final. La solubilidad del
Compuesto A es por lo menos 300 veces mayor en este excipiente cuando se

compara con el agua sola.

Ejemplo 17
Compuesto A 88 umol
PEG 400/agua 67/33 (peso/peso) % almL

Se .preparé una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400 seguida de una agitacién suave durante por lo menos 1 horas,
posteriormente se agregé agua al volumen final. La solubilidad del

Compuesto A es por lo menos 400 veces mayor en este excipiente cuando se
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compara con el agua sola.
Ejemplo 18
Compuesto A - 92 pmol
PEG 400/etanol/agua 45/1/54 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 45/1/54 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 450 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 19
Compuesto A 159 pmol
PEG 400/etanol/agua 45/1/54 (peso/peso) % almL
El agua contenia 50 umol/de acido tartéarico
HCl en un pH 4.2 q.8.

Se i)reparé una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG acidificado 400/etanol/agua 45/1/54 (peso/peso) % seguida de una
agitacion suave. El pH de esta solucién se fijé en 4.2 con HCl. La
solubilidad del Compuesto A es por lo menos 800 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 20
Compuesto A 101 pmol
PEG 400/etanol/agua 45/2/53 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 45/2/53 (peso/peso) % seguida de una agitacion suave.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 500 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.
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Ejemplo 21
Compuesto A 167 pmol
PEG 400/etanol/agua 45/2/53 (peso/peso) % almL
El agua contenia 50 pmol/de 4cido tartdrico

HClenun pH 4.3 q.S-

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG acidificado 400/etanol/agua 45/2/53 (peso/peso) % seguida de una
agitacién suave. El pH de esta solucién se fijé en 4.3 mediante la adicién de
HCI. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 800 veces mayor en

este excipier-lte cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 22
Compuesto A 46 pmol

DMA/agua 50/50 (peso/peso) % almL

Se prepard una formulacion mediante la disolucion del Compuesto A en el
excipiente seguida de una agitacion suave durante por lo menos 1 hora. La
solubilidad del Compuesto A es por lo menos 230 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 23
Compuesto A 29 umol

DMA/agua 25/75 (peso/peso) % almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en el
excipiente seguida de una agitacion suave durante por lo menos 1 hora. La
solubilidad del Compuesto A es por lo menos 150 veces mayor en este

excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 24
Compuesto A S pmol
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HCl 10 pmol
Agua almL
HCI/NaOH en un pH 3.6 q.8

Se preparo una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en un
volumen inferior al doble de la cantidad equimolar de HCI seguida de una
agitacion suave y se diluyé a ImL. El pH de la solucién final se ajusté en
3.6. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 20 veces mayor en

este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 25
Compuesto A 10 pmol
Agua almL
HClenunPH 1.0 q.S
NaOH en un pH 3l.0 q.s

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A. Se
agrego agua y HCI para obtener un pH de | y posteriormente la solucién se
revolvié suavemente. El pH de 1a solucion final se ajusté en 3.0 con NaOH.
La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 40 veces mayor en este
excipiente cuando se compara con el agua sola. Esta formulacién se

administrd a unas ratas p.o en un estudio cinético comparativo.

Ejemplo 26
Compuesto A 100 pmol
Migliol ' 0.25 g/g Compuesto A
DMA almL

Se prepard una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en lde
DMA/migliol seguida de una agitacion suave. La solubilidad del
Compuesto A es por lo menos 4000 veces mayor en este excipiente cuando

se compara con el agua sola.
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Ejemplo 27

Compuesto A 100 pmol

Migliol 0.25 g/g Compuesto A

Etanol almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en 1de
Etanol/Migliol seguida de una agitacion suave. La solubilidad del

Compuesto A es por lo menos 4000 veces mayor en este excipiente cuando

se compara con el agua sola.

. Ejemplo 28
Compuesto A 130 pmol
Etanol almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en 1de
etanol seguida de una agitacién suave. La sustancia es estable en esta

formulacién por més de una semana.

Ejemplo 29
Con el fin .de preparar unas nanoparticulas, se utilizo una solucién

matriz del Compuesto A de alrededor de 100 mM en etanol. También se
inpluyé 25% (peso/peso) de Migliol, calculado sobre la cantidad de la
sustancia. Las soluciones se diluyeron 1/10 con la solucién estabilizadora,
que consiste en 0.2% (peso/peso) de PVP y 0.25 mM de SDS en agua. La
agitacién, considerada como un pardmetro critico durante la preparacion de
nanoparticulas, fue rdpida e instantdnea. La solucién del farmaco se inyecto
rapidamente a la solucién estabilizadora cuando se sometié a ultrasonido.
Después de la diluciébn 1/10 en la solucién acuosa, se obtuvieron
nanoparticulas de alrededor de 150 nm. Después de 6 horas a temperatura
ambiente, el tamafio de las particulas permanecia igual.
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Ejemplo 30 i l A

Compuesto A 4 pmol ~
Solucidn salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
solucion salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién
suave. La solucién se administr6 en forma oral a unas ratas y la
concentracién en plasma del Compuesto D fue de 0.56 pumol/L después de 1
hora. La solucion se administrd en forma subcutdnea a unas ratas y las
concentraciones en plasma del Compuesto D y A fueron 0.24 pmol/L y 0.6
pmol/L, respectivamente, después de 1 hora.

Ejemplo 31
Compuesto B 4 pmol
Solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almL

Se¢ prepar0 una formulacion mediante la disolucion del Compuesto B en
solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién
suave. La solucién se suministr6 en forma oral a unas ratas y las
concentraciones en plasma del Compuesto B y del Compuesto E fueron
respectivamente 0.07 pmol/L y 0.65 pmol/L, después de 1 hora. La
solucion se administr6 en forma subcutdnea a unas ratas y las
concentraciones en plasma del Compuesto B y del Compuesto E fueron 0.4
pmol/L y 0.3 umol/L, respectivamente, después de 1 hora.

Ejemplo 32
Compuesto C 4 pmol
Solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto C en
solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién

suave, La solucién se suministr6 en forma oral a unas ratas y las
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concentraciones en plasma de los Compuestos C y F fueron respectivamente

02. pmol/L y 0.5 pmol/L después de 1 hora. La solucién se administr en’

forma subcutinea a unas ratas y las concentraciones en plasma de los
Compuestos C y F fueron 0.35 pmol/L y 0.5 pmol/L, respectivamente,
después de 1 hora.

Ejemplo 33
Compuesto D (sal de trifluoroacetato) 5 pmol
Solucion salina 9 mg/ml almL

Se preparé una formulaciéon mediante la disolucién de la sal del Compuesto

Den 1 de solucién salina seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 34
Compuesto D (sal de trifluoroacetato) 75 pmol
EtOH 0.05 mL
Solucién salina (9 mg/ml) ' almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucién de la sal del Compuesto

D en 1 de solucidn de solucién salina/etanol seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 35
Compuesto D (sal de trifluoroacetato) 4 umol
EtOH 0.02 mL
Solucién salina almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucién de la sal del Compuesto
D en 1 de solucidn de solucion salina/etanol seguida de una agitacién suave.
La solucién se administr6 en forma subcutinea a unas ratas y la
concentracién en plasma del Compuesto E fue 0.75 pmol/L después de 1

hora.
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Ejemplo 36
Compuesto E (sal de acetato) 4 pmol
EtOH 0.02 mL
Solucién salina almL

Se prepard una formulacion mediante la disolucion de la sal del Compuesto
E en 1 de solucién de solucidn salina/etanol seguida de una agitacién suave.
La solucién se administrO en forma subcutdnea a unas ratas y la

concentracion en ‘plasma del Compuesto E fue 0.75 umol/I. después de 1

hora.

Eijemplo 37
Compuesto F (sal de trifluoroacetato) 4 pmol
EtOH 0.02 mL
Solucion salina almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucién de la sal del Compuesto
F en 1 de solucién de solucién salina/etanol seguida de una agitacion suave.
La solucibn se administr6 en forma subcutdnea a unas ratas y la

concentracién en.plasma del Compuesto F fue 0.92 pmol/L después de 1

hora.

_ Ejemplo 38
Co:ﬁpuesto E (sal de acetato) 22 mg
Solucion salina 9 mg/ml almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucién de la sal del Compuesto

E en 1 de solucién salina seguida de una agitacion suave.

Ejemplo 39
Compuesto F (sal de trifluoroacetato) 22 mg
Solucion salina 9 mg/ml almL
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Se prepar6 una formulacion mediante la disolucién de la sal del Compuesto
F en 1 de solucidn salina seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 40
Compuesto A (como sal de esilato) 14 mg
Agua almL

Se prepar6 una solucién mediante la disolucién de un exceso del Compuesto
A como sal de esilato en 3 de agua seguida de una agitacién suave durante la
noche. Se monitored una concentracion final de la solucién después de la
filtracion a 14 mg/a un pH de 2.7.

Ejemplo 41
Compuesto A (como sal de esilato) 33 mg

Solucién amortiguadora de fosfato sodico pH=3.1 I=0.1 almL

Se prepard una solucién mediante la disolucién de 112 mg del Compuesto A
como sal de esilato en 3 de solucion amortiguadora de fosfato soédico
seguida de una agitacién suave durante la noche. Se monitoreé una
concentracion final de la solucién después de la filtracién a 33 mg/a un pH
de 2.7.

Ejemplo 42
Compuesto A (como sal de esilato) 1.6 mg
Solucién amortiguadora de fosfato sédico almL

pH=6.9 1=0.1

Se prepard una solucién mediante la disolucion de 20 mg del Compuesto A
como sal de esilato en 3 de solucidn amortiguadora de fosfato sodico
seguida de una agitacién suave durante la noche. Se monitored una
concentracién final de la solucién después de la filtracion a 1.6 mg/a un pH
de 6.5.
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Las siguientes formulaciones secadas por congelamiento se pueden preparar

de conformidad con las técnicas descritas en uno o varios de los Ejemplos 1-

29 arriba:

a.

Compuesto A
Manitol

Agua

HClenun pH 1.0
NaOH en un pH 3.0

b.

Compuesto D
Manitol

Agua

HClenun pH 1.0
NaOHenun pH 3.0

c.
Compuesto E
Manitol

Agua

HClenun pH 1.0
NaOH en un pH 3.0

d.

Compuesto F
Manitol

Apua
HClenunpH 1.0
NaOQOH en un pH 3.0

10 pmol
10 mg
almL
q.s.

q.s.

10 umol
10 mg
almL
q.s.

q.s.

10 pmol
10 mg
almL

q.s.
q.s.

10 umol
10 mg
almL

q.s.
q.s.
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e.
Compuesto B
Manitol

Agua
HClenunpH 1.0
NaOH en un pH 3.0

f.

Compuesto C
Manitol

Agua

HCl enun pH 1.0
NaOH enun pH 3.0

g
Compuesto A (como sal de esilato)
Manitol

Agua :

HCl en un pH 1.0

NgOH enun pH 3.0

h.

Compuesto A (como sal de besilato)
Manitol

Agua

HClenunpH 1.0

NaOH en un pH 3.0

PCT/SE03/00857

10 pmol
10 mg
almL

q.s.
q.s.

10 umol
10 mg
almL

q.s.
q.s.

14 mg
10 mg

almL

q.s.
q.s.

14 mg
10 mg
almL

q.s.
q.s.

Opcionalmente las soluciones se filtraron en forma estéril, por ejemplo por

medio de una membrana de filtrado de 0.22 um. Las soluciones (estériles u

otras) se vaciaron en los recipientes apropiados (por ejemplo frascos) y las
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formulaciones se secaron por congelamiento empleando unos equipos
estindar. Los frascos se pueden sellar en un equipo de secado por
congelamiento bajo una atmdsfera de nitrégeno.

Ejemplo 44
“Peso Cantidad
Compuesto A 48 mg 17%
Polivinil pirrolidona K90 8 mg 3%
Manitol 21 mg 7%
Celulosa microcristalina 187 mg 65%
Glicolato de almidén s6dico 21 mg 7%
Fumarato esterarilo sddico 3mg 1%

Los excipientes y el firmaco se mezclaron y granularon con polivinil
pirrolidona K90 disuelto en agua. Luego los grinulos se secaron en un
homo de secado. El granulado se lubricé con fumarato esterarilo sédico y
se comprimio para formar tabletas empleando una excenterpress.

Se efectuaron pruebas con tres tabletas diferentes para verificar la
liberacion del farmaco en un medio de 900 utilizando un aparato de
disolucién USP 2 (paleta+canasta’) a 50 rpm y 37°C. El medio de
disolucién empleado fue 0.1 M de écido clorhidrico (pH 1) y 0.1 M de
solucion amortiguadora de fosfato sbédico (pH 6.8). Se efectué una
cuantificacion en linea utilizando el sistema de fibra optica de C
Technologies con 220 nm como la longitud de onda analitica cuando se
empleé 0.1 M HCI como el medio de disolucion y con 260 nm como la
longitud de onda analitica cuando se empled la solucién amortiguadora de
fosfato pH 6.8 como el medio de disolucién. Se empleé la longitud de onda
de 350 nm como referencia para ambos medios. Durante las dos primeras
horas del anélisis, el valor de liberacion se midi6 cada 15 minutos, y luego
cada hora para el resto del anilisis. Los resultados se presentan en la tabla
abajo.

[' ' Una canasta personalizada en forma cuadrangular con una malla de
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alambre soldada en uno de sus extremos angostos superiores al extremo de
una vara de acero. La vara se lleva a través de la cubierta del recipiente de
disolucién y se fija mediante dos tuercas de teflén de 3.2 cm desde el centro
del recipiente. EIl borde inferior del extremo inferior de la canasta se ajusta
para ubicarlo a 1 cm por encima de la paleta. La canasta se dirige a lo largo
del flujo de la corriente y la tableta que se estd ensayando se encuentra en el
borde].

[ Tiempo (min) | % liberacion en solucién | % liberacién en solucién
e amortiguadora pH 1.1 amortiguadora pH 6.8
0 0 0
15 100 44
30 100 49
45 100 51
60 100 53
120 100 57
180 100 61
240 100 63
360 100 67
480 - 100 70
600 100 75
720 100 77
840 100 79
960 100 82
1080 100 83
1200 100 86
Ejemplo 45
Peso Cantidad
Sal de esilato del Compuesto A 58 mg 20%
|Polivinil pirrolidona K90 8 mg 3%
Manitol _ 21 mg 7%
Celulosa microcristalina 177 mg 62%
|Glicolato de almidén sédico 2] mg 7%
Fumarato esterarilo sddico 3mg 1%
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Los excipientes y el firmaco se mezclaron y granularon con polivinil
pirrolidona K90 disuelto en agua. Luego los grinulos se secaron en un
horno de secado. El granulado se lubricé con fumarato esterarilo sédico y

se comprimid para formar tabletas empleando una excenterpress.

Ejemplo 46
Peso Cantidad
Compuesto B 48 mg 17%
Polivinil pirrolidona K90 8 mg 3%
[Manitol 21 mg 7%
Celulosa microcristalina 187 mg 65%
Glicolato de almiddn sédico 21 mg 7%
Fumarato esterarilo sédico 3 mg 1%

Los excipientes y el firmaco se mezclaron y granularon con polivinil
pirrolidona K90 disuelto en agua. Luego los gridnulos se secaron en un
homo de secado. EIl granulado se lubricé con fumarato esterarilo sédico y

se comprimié para formar tabletas empleando una excenterpress.

Ejemplo 47
] Peso Cantidad
Compuesto C 48 mg 17%
Polivinil pirrolidona K90 8 mg 3%
Manitol 21 mg 7%
Celulosa microcristalina 187 rag 65%
Glicolato de almidon sédico 2l mg %
Fumarato esterarilo sédico 3 mg 1%

Los excipientes y el firmaco se mezclaron y granularon con polivinil
pirrolidona K90 disuelto en agua. Luego los grénulos se secaron en un
horno de secado. El granulado se lubricé con fumarato esterarilo sodico y

se.comprimid para formar tabletas empleando una excenterpress.
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Ejemplo 48

Compuesto A 16 umol

PEG 414 almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en

PEG 414 acidificado seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 49
Compuesto A 16 pmol

PEG 300 almL

Se prepard una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
PE(_} 300 acidificado seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 50
Compuesto A 16 umol

PEG 200 almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 200acidificado seguida de una agitacion suave.

Ejemplo 51
Compuesto G 4 pmol
Solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almlL

Se preparé una formulacién mediante la disoluciéon del Compuesto G en
solucion salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién

suave.

Ejemplo 52
Compuesto J 4 pmol

Solucidén salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almL

101

(69



WO 03/101423 PCT/SE03/00857 lvo

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto J
solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién

suave.
Ejemplo 53

Compuesto H 4 pmol

Solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto H en

solucién salina/etanol/solutol 90/5/5 (peso/peso) % seguida de una agitacién

suave,
Ejemplo 54
Peso Cantidad
Compuesto A sal de esilato 500 mg 66%
Polivinil pirrolidona K30 100 mg 13%
Celulosa microcristalina 100 mg 13%
Sodio enlazado en cruz CMC S0 mg 7%
Estearato de magnesio 5mg 1%

La formulacién se puede preparar de conformidad con el Ejemplo 47

arriba.
Ejemplo 55
Peso Cantidad
Compuesto A sal de &cido n- 100 mg 23%
propanosulfénico

Polivinil pirrolidona K30 60mg 14%
Lactosa monohidrato 100 mg 23%
Celulosa microcristalina 150 mg 34%
Polivinil pirrolidona 20 mg 5%

____enlazada en cruz
Fumarato esterarilo sédico 10 mg 2%
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La formulacién se puede preparar de conformidad con el Ejemplo 47

arriba.

Ejemplo 56
Peso Cantidad
Compuesto A sal de besilato 20 mg 8%
Hidroxipropil celulosa 15 mg 6%
Celulosa microcristalina 200 mg 79%
Sodio enlazado en cruz CMC 15 mg 6%
Fumarato esterarilo sédico 3 mg 1%

La formulacién se puede preparar de conformidad con el Ejemplo 47
arriba.

Ejemplo 57
Compuesto A 24 umol
PEG 400/etanol/agua 25/10/65 (peso/peso) % almL

Se prepardé una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 25/10/65 (peso/peso) % seguida de una agitacion
suave. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 100 veces mayor
en este excipiente cuando se compara con el agua sola. La formulacién es

estable en un congelador por lo menos durante 2 meses.

Ejemplo 58
Compuesto A 800 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/10/40 (peso/peso) % almL

Se prepar6 una formulacion mediante la disolucion del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 50/10/40 (peso/peso) % seguida de una agitacién
suave. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 2000 veces mayor

en este excipiente cuando se compara con el agua sola.
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Compuesto A
Acido citrico
HCl en un pH 3.6

PEG 400/etanol/9 mg/NaCl 40/10/50 (peso/peso) %

Ejemplo 59

PCT/SE03/00857 lr)?'

/FO

500 pmol
200 pmol

q.s.
almL

Se prepard una formulacion mediante la disolucién de! Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 40/10/50 (peso/peso) % seguida de una agitacién

suave. La solubilidad del Compuesto A es por lo menos 1500 veces mayor

en este excipiente cuando se compara con el agua sola.

Ejemplo 60
Compuesto A
Acido citrico
HCl enun pH 3.2
Etanol/agua 12/88 (peso/peso) %

24 umol
5 pmol

q.s.
almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en

etanol seguida de una agitacién suave.

Posteriormente se afiadio Acido

citrico y agua al volumen final y el pH se fijo en 3.2. La solubilidad del

Compuesto A es por lo menos 100 veces mayor en este excipiente cuando se

compara con el agua sola. La formulacidn es estable en un congelador por

lo menos durante 1 mes.

Compuesto A
Acido ctrico
HCl enun pH 3.6
9 mg/de NaCl

Ejemplo 61

2 umol
5 pmol
q.s.

almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A y
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acido citrico en solucidn salina fisiolégica seguida de una agitacién suave.
El pH se fijo en 3.6. La formulacién es estable en un congelador por lo

menos durante 3 meses.

Ejemplo 62
Compuesto A (como sal de besilato) 140 pumol
Acido citrico 5 pmol
HCl enun pH 3.6 q.s.

PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % conteniendo acido citrico
seguida de una agitacién suave y fijando el pH en 3.6. La formulacién es

estable en un congelador por lo menos durante 1 mes.

Ejemplo 63
Compuesto A (como sal de besilato) 65 pmol
Acido citrico 5 umol
HCl en un pH 3.3 q.s.
PEG 400/etanol/agua 20/5/75 (peso/peso) % almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucion del Compuesto A en
PEG 400/etanol/agua 20/5/75 (peso/peso) % conteniendo écido citrico
seguida de una agitacién suave y el pH se fij6 en 3.2.

Ejemplo 64
Compuesto D (como sal de acetato) 25 umol
PEG 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % almL

Acido tartérico: Componente A (sal de acetato de D) cantidad equimolar
més un excedente de 5 mM
HCl enun pH 3.6 q.s.
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Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto D en
PEG acidificado 400/etanol/agua 40/5/55 (peso/peso) % seguida de una
agitacion suave. El pH de esta solucidn se fij6 en 3.6 mediante la adicién de
HCI. Las formulaciones de D en este excipiente son estables por lo menos

durante 2 meses a <-15°C.

Ejemplo 65
Compuesto A 25 pmol
HPMC (15000 Cps) Smg
Solutol HSI5S 20 mg

Agua almlL

El HPMC se suspendié en agua caliente y se agregd Solutol derretido
mientras se agitaba vigorosamente. Esta solucidn se enfrié y se afiadio el
Compuesto A mientras se agitaba vigorosamente para formar una

suspension muy bien dispersada.

Eijemplo 66
Compuesto A (como sal de besilato) 50 pmol
HPMC (15000 Cps) 5mg
Solutol HS15 20 mg
Agua almL

El HPMC se suspendié en agua caliente y se agregd Solutol derretido
mientras se agitaba vigorosamente. Esta solucién se enfrié y se afiadi6 el
Compuesto A (besilato) mientras se agitaba vigorosamente para formar una

suspensién muy bien dispersada.

Ejemplo 67
Compuesto D (como sal de acetato) 2 umol
Acido citrico 5 umol

HCl en un pH 3.6 q.s.
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9 mg/de NaCl almL

Se prepar6 una formulacion mediante la disolucién del Compuesto A y
dcido citrico en solucidn salina fisioldgica y se agité suavemente. El pH se
fij6 en 3.6. La formulacién es estable en un congelador por lo menos durante

3 meses.

Ejemplo 68
Con el fin .de preparar unas nanopartfculas, se utiliz6 una solucién

matriz del Compuesto B de alrededor de 100 mM en etanol. También se
incluyé 25% (peso/peso) de Migliol, calculado sobre la cantidad de la
sustancia. Las soluciones se diluyeron 1/10 con la solucion estabilizadora,
que consiste en 0.2% (peso/peso) de PVP y 0.25 mM de SDS en agua. La
agitacion, considerado un pardmetro critico durante la preparacién de
nanoparticulas fue répida e instanténea. La solucién del firmaco se inyectd
rdpidamente a la solucién estabilizadora cuando se sometié a ultrasonido.
Después de la dilucion 1/10 en la solucién acuosa, se obtuvieron
nanoparticulas de alrededor de 110 nm. Después de 6 horas a temperatura
ambiente, el tamafio de las particulas permanecia igual.

Opcionalmente se puede utilizar DMA en vez de etanol, el Migliol se
puede excluir y la dilucién puede ser mayor (1/20). Se pueden obtener
particulas de un tamafio en el rango de 100 a 300 nm mediante diferentes

comibinaciones.

Ejemplo 69
Compuesto B 200 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se prepar6 una formulacién mediante la disolucién del Compuesto B en
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacion suave.
Las formulaciones de B (a 0.5 mg/mL) en este excipiente son estables por lo

menos durante | mes a <-15°C
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Ejemplo 70
Compuesto B 230 umol
PEG 400/etanol/agua 60/5/35 (peso/peso) % almL

Se prepard una formulacion mediante la disolucion del Compuesto B en
PEG 400/etanol/60/5/35 (peso/peso) % seguida de una agitacién suave.

Ejemplo 71
Compuesto B 50 pmol
HPMC (15000 Cps) Smg
Solutol HS15 20 mg
Agua almL

El HPMC se suspendié en agua caliente y se agregd Solutol derretido
mientras se agitaba vigorosamente. Esta solucion se enfrié y se afladio el
Compuesto B mientras se agitaba vigorosamente para formar una

suspensién muy bien dispersada.

Ejemplo 72
Compuesto E (como sal de acetato) 39 umol
9 mg/de NaCl almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucion del Compuesto E en 9
mg/de NaCl por medio de una agitacion suave. El pH obtenido en esta

formulacién es 8-9.

Ejemplo 73
Compuesto C 400 pmol
PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % almL

Se prepar6é una formulacion mediante la disolucién del Compuesto C en
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PEG 400/etanol/agua 50/5/45 (peso/peso) % seguida de una agitacion suave.
Las formulaciones de C (a 0.5 mg/mL) en este excipiente son estables por lo

menos durante | mes a temperatura ambiente y menos.

Ejemplo 74
Compuesto C 16 pmol
Hidroxipropil-f-ciclodextrina/agua 20/80 (peso/peso) % almL

Se preparé una f-ormulacién mediante la disolucién del Compuesto C en
Hidroxipropil-f-ciclodextrina/agua 20/80 (peso/peso) % seguida de una
agitacién suave. Las formulaciones de C en este excipiente son estables por

lo menos durante 2 semanas a < 8°C.

Ejemplo 75
Compuesto F (como sal de trifluoroacetato) 38 pumol
9 mg/ml. de NaCl almL

Se preparé una formulacién mediante la disolucién del Compuesto F en 9
mg/de NaCl por medio de una agitacién suave. El pH obtenido en esta
formulacién es 3-4. Las formulaciones de F en este excipiente son estables

por lo menos durante 2 semanas a temperatura ambiente y menos.

Ejemplo 76
Se prepar6 una tableta de acuerdo con el método general del Ejemplo 44.
Peso Cantidad

Sal de besilato del Compuesto A 66 mg 17%
Polivinil pirrolidonai?o 9 mg 2%
Manitol 29 mg 7%
Celulosa microcristalina 256 mg 65%
Glicolato de almidén sodico 29 mg 7%
Fumarato esterarilo sédico 4mg 1%
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Datos de Liberacién ‘
Medidos de acuerdo con el método general del Ejemplo 44 pero empleando \
500de medio y 75 rpm. S~
[ Tiempo (min) % liberado en solucién
amortiguadora pH 6.8
0 0
5 90
10 94
15 96
20 96
30 98
45 98
60 100
Ejemplo 77
Se prepard una tableta de acuerdo con el método general del Ejemplo 44.
Peso Cantidad
Sal de Besilato del Compuesto A 200 mg 40%
Polivinil pirrolidona K30 10 mg 2%
Lactosa 200 mg 40%
Celulosa microcristalina 70 mg 14%
Polivinilpolipirrolidona CL 15 mg 3%
Estearato de magnesio 5mg 1%

Se pueden preparar otras formulaciones donde la cantidad de sal de besilato
del Compuesto A estd en el rango de 50-300 mg; la proporcién de los otros

componentes es similar a aquella del Ejemplo 77.

Ejemplo 78
Se prepar6 una tableta de acuerdo con el método general del Ejemplo 44.

Peso Cantidad
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Sal de acido hemi-naftaleno 1,5-disulfénico de 48 mg 17%
Compuesto B

Polivinil pirrolidona K90 8 mg 3%
Manitol 21 mg 7%
Celulosa microcristalina 187 mg 65%
Glicolato de almidon sédico 2l mg 7%
Fumarato esterarilo sodico 3mg 1%

También se pueden preparar otras formulaciones donde se utiliza 100mg o
200 mg de sal de acido hemi-naftaleno 1,5-disulfénico del Compuesto B; la

proporcion de los otros componentes es similar a aquella del Ejemplo 78.

Se disponen unos aspectos particulares de la invencién, como sigue:-
1. Una formulacién farmacéutica de liberacién inmediata que

comprende, como ingrediente activo, un compuesto de la formula (I):

OR!
donde
R! representa C,.; alquilo sustituido por uno o varios radicales de fluoro;
R? representa hidrégeno, hidroxi, metoxi o etoxi, y
nrepresenta0, | 0 2;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable;
siempre que la formulacién no contiene (inicamente:
* una solucion de un ingrediente activo y agua:
» una solucién de un ingrediente activo y dimetilsulfoxida; o,
e una solucién de un ingrediente activo en una mezcla de etanol: PEG

660 12-hidroxi estearato: agua 5:5:90.

2.. _ Una formulacién farmacéutica de liberaci6bn inmediata como se
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describe en el aspecto 1 donde el ingrediente activo es:
Ph(3-CI)(5-OCHF»)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe);
Ph(3-CI)(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab;
Ph(3-CI)}5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)S)Aze-Pab(OH);
Ph(3-Cl)(S-QCHFz)-(R)CH(Ol-I)C(O)-(S)Aze-Pab(Z,G—diF);
Ph(3-Cl1)(5-OCHF,)-(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH);
Ph(3-Cl)(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab; o

" Ph(3-CI)(5-OCH;CH;F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OH).

Una formulacién farmacéutica sélida de liberacién inmediata como se
describe en el aspecto 1 donde el ingrediente activo es:
Ph(3-Cl)(5-OCHF)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF X OMe); o
Ph(3-CI){(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Una formulacién farmacéutica sélida de liberacién inmediata como se
describe en el aspecto 1 donde el ingrediente activo es Ph(3-CIX5-

' . OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe) o un C,s écido

alcanosulfonico o una sal de &cido arilosulfénico opcionalmente

sustituido del mismo.

Una formulacién farmacéutica inyectable de liberacidn inmediata
como se describe en el aspecto 1 donde el ingrediente activo es:
Ph(3-C1)(5-OCHF2)-(RYCH(OH)C(O){(S)Aze-Pab;
Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF); o
Ph(3-C1)(5-OCH,CH,F){R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab.

El uso de una formulacién como se describe en ¢l aspecto 1 como un

. medicamento.
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7.

10.

El uso de una formulacion como se describe en el aspecto 1 en la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de un desorden

cardiovascular.

Un método para tratar un desorden cardiovascular en un paciente que
padece o tiene el riesgo de padecer el citado desorden que comprende
la administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente
efectiva de una formulacién farmacéutica como se describe en el

aspecto 1.

Un proceso para fabricar una formulacion de liberacion inmediata

como se describe en el aspecto 1.

El compuesto pH(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-~
diF)OH).

También se dispone una formulacidén que se puede obtener por medio de

cualesquiera de los Métodos y / o Ejemplos aqui descritos.
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REIVINDICACIONES )
1. Una formulacion farmacéutica de liberacién inmediata que

comprende, como ingrediente activo, un compuesto de la férmula (I):

HO, [ Q>

donde
R' representa C,., alquilo substituido por uno o varios radicales de fluoro;
R? representa hidrégeno, hidroxi, metoxi o etoxi, y
n representa 0, 1 o0 2;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable;
siempre que la formulacién no contiene tinicamente:
* una solucion de un ingrediente activo y agua:
* una solucién de un ingrediente activo y dimetilsulfoxida; o,
* una solucion de un ingrediente activo en una mezcla de etanol: PEG
660 12-hidroxi estearato: agua 5:5:90.

2. Una formulacion farmacéutica de liberacidn inmediata como se
reivindica en la reivindicacién 1 que comprende una sal de adicién de acido
de un compuesto de la férmula (I) y un diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

3. Una formulacién farmacéutica de liberacion inmediata como se
reivindica en la reivindicacién 1 o 2 donde el ingrediente activo es:
Ph(3-CI)(5-OCHF){R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe);
Ph(3-Cl)(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe).
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Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab;
Ph(3-CIX(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OH);
Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R)CH(OH)C(O)(S)Aze-Pab(2,6-diF);
Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OHD;
Ph(3-CI)(5-OCH;CH;F)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab; o
Ph(3-Cl)(5-OCH;CH,F)-(R)CH(OH)C(O)<(S)Aze-Pab(OH).

4. Una formulacion como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3
donde el ingrediente activo es una sal cristalina de:
Ph(3-Cl1)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(OMe);
Ph(3-CI)(5-OCHF,;)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe); o
Ph(3-CI)(5-OCH,CH,F)-(R)CH(OH)C(0)(S)Aze-Pab(OMe).

5.. Una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 donde el ingrediente activo es un écido
etanosulfonico , un dcido n-propensulfénico, un 4cido bencenosulfénico, un
dcido 1,5-naftalenodisulfénico, o una sal de adicion de écido n-
butanosulfénico de Ph(3-Cl)(5-OCHF,){(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-
Pab(OMe); o
Ph(3-CI)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)}(OMe).

6. Una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 donde el ingrediente activo es Ph(3-CI)(5-OCHF,)-
(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab (OMe), sal de écido bencenosulfonico,
caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvos
caracterizado por picos con valores d en 5.9, 4.73, 4.09 y 4.08A.

7. Una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 donde el ingrediente activo es Ph(3-CI)5-OCHF,)-
(RYCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diFOMe), sal de acido hemi-1,5-
naftalenodisulfénico, caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X
de polvos caracterizado por picos con valores d en 18.3, 9.1, 5.6, 5.5, 4.13,
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4.02, 3.86, 3.69 y 3.63A.

8. Una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 donde la composicién
es una formulacién farmacéutica sélida de liberacién inmediata, una
formulacién farmacéutica inyectable de liberacién inmediata o una

formulacién farmacéutica oral liquida de liberacién inmediata.

9.  El uso de una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las

reivindicaciones'1 a 8 como un medicamento.

10. El uso de una formulacién como se reivindica en cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de un desorden cardiovascular.

I11.  Un método para tratar un desorden cardiovascular en un paciente que
padece o tiene el riesgo de padecer el citado desorden que comprende la
administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de una
formulacién farmacéutica como se reivindica en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8.
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The following documents were cited in the International Search
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D5: WO 0042059 Al
D6: WO 9927913 Al
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The problem the present application aims to solve is to
prov1de_ an immediate release pharmaceutical formulation
comprising a compound of formula (I) as defined in the
applzcatlon : '

Tha scope of the present -invention 1is very broad and

. tomprises, with only three exceptions, every imaginable

immediate release. formulation comprising the compounds of

-formula ‘(I).. The claims actually formulate the problem, which

the present invention aims to solve, rather than a solution to
this problem. The examination relates to immediate release

‘Eormylations comprising - .compounds of formula (I) in general
. The opinion has however been focused on formulations s:.milar

to those exempl:.fied in the application

The descriptlon discloses a mult:.tude of excipients that may
be .used in the formulations of the invention and provides
examples of a large variety .of formulations. In this way the
application provides several completely different solutions to
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substances. From D1-D5 immediate release formulations
comprising dctive agents similar to those of the present
invention and with comPOSltlonS similar to those of the
examples of the present application are known. Considering
“what' is known from D1-D5 and other prior art it is ‘considered
to lie within the 8kills of a person skilled in the art to
prepare immediate release formulations camprlslng compounds of
formula (1).

Compounds structurally similar to the active compounds of the
invention are known from, .for example, D4 and D5 for use as
-anticoagulant agents. It is therefore considered to be obvious
to a person skilled in the art to use the compounds of formula
{(I) in the treatment of.cardiovascular disorders.

The invention according to claims 1-10 1s according to the
reasoning above considered to lack inventive step. In order to
prove that the subject matter of the application is inventive
the formulation should be properly defined by i1its actual
.composition’ and limited to a single invention for which there
is support in the description and an unexpected effect
compared to ‘similar compositions known in the art should be
shown.

Thus, the claimed invention is considered to be novel and has
industrial applicability but lacks inventive step.

D6 and D7 describe the general state of the art and have not
been considered when establishing the opinion of this
statement.
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T~
The following observations on the cllnty of the claims,.description, and dmvlng or on the qu:ﬂ:lon whether-the claims are fully ™
supported by the description, are made:

The scope of the present invention is very broad and
comprises, with. only three. exceptions, évery imaginable
immediate release formulation comprzs;ng the compounds of
formtila (I). The claims do not explain in any way how such
immediate  release formulations may be achieved. The
formulation is defined by a desirable characteristic, namely
that it should give immediate release of the’ active
ingredient,. and not by its actual composition. The claims
actually formulate the problem, which the present invention
aims to sclve, rather than a solution to this problem. Due to
this the claims are not considered to fulfil the demands of
€larity as stated in Article 6 PCT. The examination relates to
immediate release formulations comprising compounds of formula
(I) in general. The opinion has however been foc¢used on
formulations similar to those exemplified in the application.

The description discloses a multitude of excipients that may
be used in ‘the formulations of 'the invention and. provides
examples of a large varlety of formulations. In this way the
application provides several completely different sélutions to
the problem of providing an immediate release pharmaceutical
formulation comprising a compound of formula (I). On the other
hand' the problem of preparing for example, a solution for
injection 'is completely different from the problem of
preparing for example a tablet for oral administration. The
application can in-this way be considered to provide solutions
-to sSeveral different problems.

According to Rule 13 PCT the adpplication shall relate to one
invention only or a group of inventions linked by a single
general inventive concept. Independently of whether the

‘application is considered to provide different solutions to
-the same problem or to solve different problems, such a
gengéral inventive concept linking all the different types of -
immediate release formulations, can not be- found in the

- present application. The present application may therefore be
considered to include several independent inventions. It is,
however, impossible to.define a number of specific invention.
ARgain, different types of immediate release formulation have
been examined although the opinion is' focused on formulations
simllar to those presented in the examples.
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Se comunica al solicitante que la oficina encargada del Examen Preliminar Internacional le envia con el
presente el informe de examen preliminar internacional, elaborado para la solicitud Intemacional, en caso
dado con los anexcs comespondientes.

Una copia del informe, en caso dado con los anexos correspondientes se hace llegar a la Oficina
Interaclional para su envio posterior a todas las oficinas seleccionadas.

A solicitud de una de las Oficinas Seleccionadas, la Oficina Intemaclonal preparard una treduccién del
Informe (pero no de los anexos) al inglés y la remitird a esas oficinas.

RECORDATORIO

Para Ingresar en la fase nacional el solicitante, dentro de [os 30 meses a partir de la fecha de prioridad (o
en algunas oficinas incluso después), tiene que realizar ante cada oficina seleccionada clertos actos
(entrega de traducciones y desembolso de honorarios nacionales) (Articulo 39 (1)) {(véase también el
recordatorio remitido por la Oficina Intemacional en el Formulario PCT/IB/301).

Sl se tlene que enviar a una Oficina Selecclonada una traduccion de la solicitud internacional, entonces
esta traduccion tiene que Incluir traducciones de todos los anexos al informe de examen preliminar
internacional. Es obligacién del solicitante elaborar dichas traducciones y hacerias llegar directamente a
cada Oficina Seleccionada respectiva.

Mayores detalles en cuanto a los plazos normativos y los requisitos de las Oficinas Seleccionadas se
desprenden del Volumen Il de la gula PCT para solicitantes.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5), el cual fija los criterios de novedad, actividad
Inventiva y aplicacion industrial descritos en el Articulo 33{2) a (4) que sirven meramente para los efectos
del examen preliminar internacional y que “cualquier Estado Contratanta puede aplicar criterios
adicionales o diferentes para efectos de decidir si en ese Estado, la Invencion reivindicada es patentable
o no” (Consultar también Articulo 27(5)). Los citados criterios adicionales pueden incluir, por ejempilo,
aexencion de patentabilidad y los requerimientos, si se permite la divulgacion, y de clarided y soporte de
las reivindicaciones.
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100708-1 WO POSTERIOR
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PCT/SE 2003/000857 | 27:05.2003 31.05.2002
Cleslficacién Intemnacional de Patents (IPC) o Clasiicacdén Naciona! e IPC
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1.  Este Informe de examen preliminar interacional fue elaboredo por esta Oficina Encargada del Examen Preliminer Intemacional y
se envia al solicitants sagin Artfculo 38,

B Este INFORME comprends un total de 8 hojas, Inclusive ssia portada

3.  Este Informe también comprends ANEXOS, que Incluyen:
a. D (Enviado al Soficitante y a ja Oficina intemacional) un total de hojaa como aigus:
D Hojas con [a descripcidn, las relvindicacionas y / o loa dibujos que se han coregido ¥ que son la base de

eate informe y / u holas que contianan rectificaciones autorizades por esta Oficina (consultar Ragla 70.18 y
Seccitn 607 de las Instrucciones Administrativas).

D Hojas qua mamplaran hojas anteriores, paro que sata Oficina considera que contisne una modificacién que
va mds alld de la divuigacién en la solichud Intsmacional como fue presentada, como se Indica an sl punto 4
de la Casllla No. 1 y la Caslila Adicional.

a D (Enviado dnicamnents a la Oficina Infemnacionai} un total de (Indicar tipe y ndmem de meadfios elecirdnicos)

, que contisna un listado de Ia sscuancia y / o tablas relacionadas con ios miamoa, dnicaments
legiblas por computador como se indica en ia Casliia Adicional relacionada con ol Listado da la secusncia (Consultar in
Seccidn 802 de las Instrucciones Adminisiratives).

4. Este Informe contiens datos con respecto a los sigulantes purtos:
[X] CasmiaNo.I  Basedel informe
[0 Casmamo.n Priodad
@ CasllaNo. Il Sin elaboracidn de un dictamen sobre novedad, aciividad inventiva y posibiikiad de aplicacidn industrial
[] casiiaNo. v Faita de unided de ia vencion

Comprobacién ustificeda segdn Articulo 35(2) con respecio a la novedad, (a aclividad inventiva y Ia
poabiliidad de aplicacién industrial; documentos y explicacionss sustentando esta comprobacidn

E.l "Casllla No.\1  Clertos documentos enumernados

[X] Caslia No.V

[ Cesita No.vii Clertas deficiencias del regletro internacional
[X] cCesita No. Vil Clertas obssrvaciones relacionadas con la solicitud Intemacional

Fecha de presentacion de la peticion Facha de la conclusion de ests Informe
11.12.2003 23.09.2004
Nombre y direccidn postal de IPEA/SE Empleado Autorzado
Paient- och registreringsverket
Casllla 5055
g—;o:o.ﬁ e s:%%'-:“%“ a8 Eva Johansson/EQ
Teldfono No.+4 68 8 782 25 00

Formato PCTAPEA4O8 (portada) (enero 2004)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Intemacional No
INTERNACI NAL S BRE PATENTABILIDAD PCT/SE 2003/000857
Casllla No.| Bases del Informe

1. Con respecto al idioma, este informe se basa en |a sollcltud internacional en el idioma en el cual se rad

la solicitud intemnacional, salvo indicacién en contrario consignada bajo este punto.

[C]- Este informe se basa en una fraducciin del idloma original a los siguie
idiomas , €l cual corresponde al idioma de una traduccién suminisirada para
efectos de:

[] Bisqueda interacional (bajo las Reglas 12.3y 23.1 (b))
[] Publicacion de la solicitud internacional (bajo fa Regla 12.4)

[0 Examen preliminar Intemnacional {bajo las Reglas 55.2 y / 0 55.3)

2. Con respecto a los elementos de la solicitud intemacional (hojas Infercambiables que se han
suministrado a la Oficina receplora en respuesta a una invitacion bajo ef Artfculo 14 que se mencionan en
esle Informe como "presentadas originalmente® y no se anexan & esfe informe):

B4 Solicitud intemacional como fue radicada / presentada originaimente

[ Ladescripcion:

paginas , como fueron radicadas / presentadas originaimente
paginas * , recibidas por esta Oficina el
paginas * , recibidas por esta Oficina el
Las relvindicaciones:

= péaginas ' —, como fueron radicadas / presentadas originaimente
paginas * como fueron modificadas (junto con cualquler declaracion) bajo el Articulo 18
paginas * , recibidas por esta Oficina el
. paginas * , recibidas por esta Oficina el
Los dibujos:

= paginas , como fueron radicadas / presentadas originalmente
paginas * , recibldas por esta Oficlna el
paginas * , recibidas por esta Oficina el

[0 Un listado de ia secuencia y / o cualquier tabla(s) relacionada(s) - Consultar Casllla Adicional
Relacionada con el Listado de la secuencla.

3 [J Las modificaciones han acarreado la anulacidn de:
[[] ‘edescripcitn, paginas
[0 les reivindicaciones, Nos.
[ losdibujos, hojas/figs
[ ellistado de |a secuencia (especificar):
[0 cualquier tabla(s) relacionada con el listado de la secuencia (espacificar):

4. [ Ei presents informe se prepard sin tener en cuenta (algunas de) las modificaciones adjuntas a este
informe y que se han efectuado puesto que se considerd que van méds alla de la radicacion, como
se indica en la Casilla Adicional (regla 70.2 (c))

la descripcitn, péginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas / figs

el listado de la secuencia (especificar):

cualquier tabla(s) relacionada con el listado de la secuencia (especificer):

O000a0

* Slelpurio 4 aplica, sigunas o fodes asas hoj/as 38 pueden marcar como ‘reemplazada”

Formaio PGTAPEA/400 (Casilla No. ) (Enero 2004)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Intemacional No
INTERNACI NAL SOBRE PATENTABILIDAD PCT/SE 2003/000857

Casilla No. il N© 8o establece una opinién con respecto a novedad, actividad Inventiva y
"  aplicabliidad Industrial

El tema ‘de si la invencidn reivindicada parece ser novedosa, si @8 una actividad inventiva (que no es
obvio) o si tiene aplicabilidad industrial no ha sido examinado con respecto &:

[ Iatotalidad de la solicitud internacionat
[X] relvindicaclones Nos. _ 11

porque:
Xl la citada solicitud intemacional o las citadas reivindicaciones Nos. 11

se relacionan con el sigulente tema que no requiers un examen preliminar internacional

{espachicar):

Consultar Regla 67.1.(iv)PCT.: Métodos para el tratamiento del
cuerpo humano © animal por medio de cirugia o terapia, al
igual que medios de diagnéstico.

(<] la descripcidn, las reivindicaciones o los dibujos (indicar los elementos particulares abajo) o las
citadas reivindicaciones Nos. son tan poco claros que no fue posible
formarse una opinién significativa (especificar):

[ las relvindicaciones, o las citadas reivindicaciones Nos.
carecen de soporte en la descripcidn de manera que no fue posible formarse una opinidn
significativa.

[0 no se ha establecido un informe inteacional de bisqueda para las citadas reivindicaciones
Nos.

la secuencia de nucleétidos y/o aminodcidos no cumple con la norma establecida en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas en cuanto que:

la forma escrita O nofue suministrada
[0 nocumple con la norma
la forma leglble en computador [0 no fue suministrada

[] nocumple con lanorma

[0 las tablas relacionadas con la secuencla de nucledtidos y/o aminoécidos, ai viene en forma
lagible por computador, no cumple con las normas técnicas dispuestas en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[[] Consultar la Casilla Adicional para conocer otros detalles.

Formato PCTAPEA/MOR (Casilla No. Ill} (Enaro 2004)



INF RME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL | solicitud Intenacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/SE 2003/000857

Caslliia No.V Declaracién motivada bajo Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, la actividad
Inventiva y la posibliidad de aplicacién industrial; cltas y explicaclones sustentando

osta declaracién
1. Declaraclén

Novedad (N) Relvindicaciones 1-10 sl
Reivindicaciones NO

Actividad Inventiva (IS) Relvindicaciones 1-10 Si
Reivindicaclones NO

Posibilidad de Aplicacién Relvindicaclones 1-10 L]

Industrial (IA) Relvindicaciones NO

2. Chas y explicaclones (Regla 70.7)

Los siguientes documentos se citaron en el Informe de
Blisqueda Internacional:

Dl: US 6034104 A
D2: WO 0013671 Al
D3: WO 0018352 A2
D4:-WO 0214270 Al
D5: WO 0042059 Al
Dé; WO 9927913 Al
D7: WO 9739770 Al

El problema que la presente solicitud trata de resolver es el
de buscar una formulacién farmacéutica de liberacién
inmediata que comprende una cantidad de férmula (I} como se
define en la solicitud.

El ambito de la presente invencién es muy amplio y comprende,
solamente con tres excepciones, todas las formulaciones de
liberacién inmediata imaginables, incluyendo los compuestos
de férmula (I). Las Reivindicaciones realmente formulan el
problema que la presente solicitud busca resolver, en vez de
presentar una solucién al problema. El examen se relaciona
con formulaciones de liberacién inmediata comprendiendo
compuestos de férmula (I) en general. Sin embargo la opinién
se’ - concentrd en formulaciones similares a aquellas
ejemplificadas en la solicitud.

La descripcién divulga una multitud de excipientes que se
pueden emplear en las formulaciones de 1la invencién vy
presenta ejemplos de una gran variedad de formulaciones. De
esta manera, la solicitud presenta varias soluciones
totalmente diferentes para el problema de suministrar una
formulacién farmacéutica de liberacién inmediata que
comprende un compuesto de férmula (I).

Formato PCTAPEAAGE (Casilla No. 5) (Enero 2004)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL | Solicitud Intemacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD PCTISE 2003000857

Caslila Adiclonal

En caso que ol sspacio en cusiquiera de las casllias antsriores sea insuficlents.
Continuacidn de la; Casilla V

Se han examinado diferentes tipos de formulacién de liberacién
inmediata, aunque la opinién se concentra en formulaciones
similares a las que se presentan en los ejemplos.

El documento Dl presenta varios ejemplos (columna 16, linea
16- columna 18, linea 18) de formulaciones que comprenden
inhibidores de trombina cuya estructura es muy similar a la de
los compuestos de 1la presente invencién. Los ejemplos
muestran diferentes tipos de formulacién gue deben permitir
una liberacién inmediata, entre las cuales algunas son
similares a las formulaciones de la presente invencién.

D2 divulga formulaciones sélidas de liberacidébn inmediata que
comprenden inhibidores de trombina similares a los de 1la
presente invencién (pdgina 3, lineas 8-14). Las formulaciones
contienen por ejemplo, celulosa y almidén. El ejemplo 1
muestra una formulacidén que, aparte del agente activo, tiene
los mismos ingredientes que las composiciones de los ejemplos
44-47, 76 y 78 de la presente invencién.

D3 se relaciona con una preparacién que comprende un inhibidor
de trombina y / o un NSAID. Se divulgan varios ejemplos de
formulaciones que parecen permitir una liberacién inmediata y
que se asemejan a las formulaciones de la presente solicitud.

D4 y DS describen compuestos con una estructura muy similar a
la de los compuestos de la presente invencién. Los documentos
divulgan una solucién de agente activo y agua, una solucién de
agente activo y dimetilsulfoxida y una solucién de etanol,
solutol y agua (5:5:90). Estas composiciones corresponden a
las composiciones excluidas del &ambito de 1la presente
invencién, y la Gnica diferencia es que el ingrediente activo
es ligeramente diferente.

La preparacién de una formulacién de liberacién inmediata de
un agente farmacéutico novedoso no se considera una invencién
como tal sino mids bien un problema que se debe resolver. En
el arte se conocen varias formulaciones de 1liberacién
inmediata, y una persona con destreza en el arte facilmente
las puede adaptar a sustancias novedosas. A partir de D1-D5
se conocen formulaciones de liberacién inmediata que
comprenden agentes activos similares a aquellos descritos en
la presente invencidén, cuyas composiciones similares a las de
los ejemplos de la presente solicitud son conocidas.
Considerando lo que se sabe de D1-D5 y otras prioridades en
el arte, se considera la preparacién de formulaciones de
liberacién inmediata dentro del &mbito de una persona con
destreza en el arte comprendiendo compuestos de f6rmula (I).

Formeto PCT/APEA4OD (Casilla Adicional) (Enero 2004)
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INF RME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACI NAL |[Solicitud intemacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD ‘ PCT/SE 2003/000857 ‘
Casllia Adiclonal

En caso que ol sspacioc en cuaiquiera de las canliins anterioves sea imauficlents.
Continuacion de la: Capgilla V

Compuestos con una estructura similar a los compuestos
activos de la invencién se conocen por ejemplo de D4 y D5
para su uso como agentes anticoagulantes. Por lo tanto se
considera obvio para una persona con destreza en el arte que
Gitilice los compuestos de la férmula (I} para el tratamiento
de desdrdenes cardiovasculares.

La invencién, de acuerdo con las reivindicaciones 1-10 de
conformidad con el anterior razonamiento, carece de actividad
inventiva. Para demostrar que el tema de la solicitud es
inventivo, la formulacién se debe definir apropiadamente con
su composicién real y limitarse a una sola invencién para lo
cual existe el soporte en la descripciédn y se debe mostrar un
efecto inesperado comparado con composiciones similares
conocidas en el arte.

Por lo tanto, la invencidn reivindicada se considera novedosa
y con aplicacién industrial pero carece de actividad
inventiva.

D6 y D7 describen el estado general del arte y no se
consideraron al establecer la opinién de esta declaracién.

Formato PCTAPEA/40S (Casllla Adicional) (Enero 2004)



SOBRE PATENTABILIDAD

INF RME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL I*"°"'='*“d Intemnacional No.
PCT

/SE 2003/000857

Casllia No. VI Clertos documentos ctados

1. Clertes documenios publicados (Regla 70.10)

Solidiud No. Fecha de publicacién Fecha de presentacidn Fecha prioridad

Patente No. (dia/mes/afio) {dia/mes/afic) {reivindicacién vélida)

{dia/mes/afo)

WO:0244145 A1 06.06.2002 30.11.2001 01.12.2000
2. Divuigaciones no escritzs (Regla 70.9)

Tipo de divulgacién no escrita Fecha de divulgacién no escrita Fecha de divulgacion escrita

{dia/mesAfio) Que hace referencla &

divulgacion no escrita

{dia/nas/afio)

Formato PC TAPEA/409 (Casilla No. VI) (Enero 2004)

\af



" INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL | Solicitud Intsmacional No.

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/SE 2003/000857

Casllia No. Vill Clertas dbaervaclones sobre |a solicitud Internacional

Se hacen Ias siguientes observaciones sobre Ia claridad de las reivindicaciones, la descripcién y los
dibujos o sobra el tema de sl las reivindicaciones estdn totalmente sustentadas por la descripcion:

El &mbito de la presente invencién es muy amplio y comprende,
sclamente con tres excepciones, todas las formulaciones de
liberacién inmediata imaginables, incluyendo los compuestos
de férmula (I). Las Reivindicaciones no explican de ninguna
manera cémo se pueden obtener esas formulaciones de
liberacién inmediata. La formulacién se define por una
caracteristica deseable, a saber que debe permitir 1la
liberaciédn inmediata del ingrediente activo, y no por su
composicién. Las reivindicaciones realmente formulan el
problema que la presente solicitud busca resolver, en vez de
presentar una solucién al probléma. Debido a lo anterior, se
considera que las reivindicaciones no cumplen las exigencias
de claridad como se dispone en el Articulo 6 del PCT. El
examen se relaciona con formulaciones de liberacién inmediata
comprendiendo ‘compuestos de f£6rmula (I) en general. Sin
embargo la opinién se concentrd en formulaciones similares a
aquellas ejemplificadas en la solicitud.

La --descripcién divulga una multitud de excipientes que se
pueden emplear en las formulaciones de la invencién vy
presenta ejemplos de una gran variedad de formulaciones. De
esta manera, la solicitud presenta varias soluciones
totalmente diferentes para el problema de suministrar una
formulacién farmacéutica de liberacién inmediata que
comprende un compuesto de férmula (I). Por otro lado, el
problema de preparar, por ejemplo, una soluciédn para una
inyeccién es totalmente diferente del problema de preparar
por ejemplo una tableta para una administracién oral. De
esta manera se puede considerara que la solicitud ofrece
soluciones a diferentes problemas.

De acuerdo con la Regla 13 del PCT, la solicitud se relacionaré
con una invencién dGnicamente © con un grupo de invenciones
unidas por un solo concepto inventivo general.
Independientemente de si se considera que la solicitud presenta
diferentes soluciones para el mismo problema o para resolver
diferentes problemas, dicho concepte inventivo general que
relaciona todos los diferentes tipos de formulaciones de
liberacién inmediata no se puede encontrar en la presente
solicitud. Por lo tanto se puede considerar que la presente
solicitud comprende diferentes invenciones independientes. Sin
embargo es imposible definir un nimero de invencién especifico.
De nuevo, se han examinado diferentes clases de formulaciones
de liberacién inmediata, aunque la opinién se concentra en
formulaciones similares a aquellas presentadas en los ejemplos.

e ———————————————

Formato PCTAPEA/409 (Caslila No. VIII) (Enero 2004)
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The derncand wuist be fllad diveetly with the competent International Prefimingry Exenlining Awhorily o, |f twe or more Autharities are competont,
with the one chosen by the opplionst. Tha fill nome or two-leter code of that Auphority may be indicasl by the applicant on the ina balow:

PCT CHAPTER Il

DEMAND

under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned requests that the international application specified below be the subject of
international preliminary cxamination sccording to the Patent Cooperation Treaty and
. hereby elects all cligiblc States (axcept whore otherwise indicated).

For Intarnetions! Profiminary Exsmining Authority use only

Identification of IPEA Dase of resipt of DEMAND .

BoxNe.! IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APELICATION qué?nola'f; Wo e
Intemnational application No. International filing date (day/monthivesr) | (Earliest) Priosity date (deavimonth/pear)
PCT/SE03/00857 - 27 May 2003 31 May 2002

Tite of imvestion

IMMEDIATE RELEASE PHARMACEUTICAL FORMULATION

BoxNo.II1 APPLICANT(S)

address: navas followad m Ne.
Nems s e behe ol e ]| e . | £46 B 553 260 00
AstraZeneca AB Facsimile No.
SE-151 85 Sodertilje - +48 8 553 288 20
Sweden Teleprintec No.

. Applicant'sregistration No. with the Office

Stata fthat is, cowntry) of nationality: | Stats fthat is, country of residenoe:
SE SE

Name and address: (Fandly smw oliowed by givn nams; for & legal sy, fll gficial deiguotion  The alkirons syt Inchuls paytel sds cud s of ooty
"ABRAHMSEN ALAMI, Susanna

AstraZeneca R&D Méaindal

SE-431 83 MdIndal

Sweden

Stute (that ir, country) of nationality: State (that is, couniry) of residenee:
SE° SE

Name and addrets: Family nans v by given mens; for o lepal extlty, fill qficial designesion. The addras yut inchale porial cove andl same of cumery)
INGHARDT, Tord
AstraZeneca R&D Mdindal

SE-431 83 Mdindal
Swaden

SnEaham.nmofumw: State fihar is, couniry) of residence:
S

[X] Furthor applicants are indicatnd on & continustion sbeet.

Form PCT/IPEA/401 (firyt sheet) (March 2001; reprint July 2003) See Notes to the demand form
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—m——r——
PCT/SEQ3/00857

SheetNo. .2.

Continuation of Bax No. 1 APPLICANT(S)
L none of the following sei-boxey is wzad, this shost should not be inchudadt in the demend

MAGNUSSON, Anders

Nume and sddresr: Family none fllowsd by gham sane; Jor o ligel entlty, S officiel desiguaton. Dis shirass sunt inchade pensal cod and neae of country)

AstraZeneca R&D Maindal

SE-431 83 Mdindal

Sweden

Swmte {thet is. country) of natiomality: Stwto (that &, counnry) of regidence:
SE : _ SE

SIGFRIDSSON, Carl-Gustaf
AstraZeneca R&D Mdindal
SE-431 83 Msindal

Sweden

Name and sddress: Fonily none fllowad by phum nane: for o lepel ensty, il qfficiol designation. The mkdrass snut includs posted cods end ness of comniry)

State (shof ir, caunsry) of nationality: Statn (that i, country) of residunce:
SE SE

Frmmmm_my”—cksﬂmﬂﬁﬁﬂn Tie achives; muaxt inchuds postel cods grd nume of cexmmy )
THUNE, Mikael

AstraZenaca R&D Mbindal

SE-431 83 Mdindal

Sweden

Sshélﬂ*lfh oy of nationallty:

Siate Zhet is, country} of residonce:
SE

Name end address: Feully ame followed by ghan name: fir o opal antity, sl official davignasion. The ssddraxy st inchude prsial cosls o somw of cxmery)

Suwe (that Is, couniry) of natlenality:

Stxte ftiar is, country) of residence:

D Further applicants are indicatad op another continnation sheet,

Form PCT/IPEA/4OI (continuation sheet) (Mazch 2001; reprint July 2003)

Ses Nolss io the demand form



3 Intematious] application No.
Shest No. .2 PCT/SE03/00857

Bex No.IlI AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The hollowing person is ger ] comman representative
s [¥] has bocn appointed earlier und represants the applioani(s) also for intemational prelizmingry examinstion.
D is hereby sppointed and any earlier appointment of (an) agen¥(s)/cammon representative is horeby ravaked.
is heuby inted, specifically for the procadure before the International Preliminary Examining Authority, in addidon to

Namp and sddress: z-lﬂlquibyﬂb-mhllqinmy,_ﬂ:’"mddm Telephone No.

st incheda posial coce shd mams of +46 8 553 260 00
Global Intellectua! Property Facamile No.
AstraZeneca AB +46 8 553 288 20
SE-151 85 Sddertalle Telepcintx No.

Swaden
: Agent sregistration No, with the Offee |

Addros for corvespondsnes: Mark this chack-box where oo t or cousmoT senixtive ia/has been sppointed and the
apace sbove hmdmhd,whdluunwhhﬁnuuwhix:nnmmlhuldum

Box Ne.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement conexrnlug umendmeaty:*
1. The spplicant wishes the internationa] preliminary exsmination ta start on the baxis of:
m.hm' ional application as originally filed
the description || s originally fled
D as amended under Asticle 34 :

the claims [] uerginlly filed
[] asemended under Acticle 19 (together with any sccompanying stazement)
D a3 amended mnder Articls 34

thedmwings | _] s ocigially flled
D as amondod vnder Artiole 34

2. [] Thoapplicant wishes any amendment o the clainns under Articlo 19 o be considered as revered.

A D The applicunt wishas the start of the intarnational preliminary exsotination ts be pestponed 1mtil the expiration of 20 monthy
froun the priovity date unless the International Preliminery Examining Authotjty receives a copy of any smendrsents rande
under Asticle 19 ar a notize frorm the spplicent that he dosw not wish to make such amendments (Rule 69.1(d)). (Thir check
bor may be marked only where the time limit under Article 19 has not yet axpirad)

* Where oo chook-box is marked, international preliminery examination will starl on the basls of the inrernational application
an oviginally filad or, where & copy of ammdinents to the claime undar Article 19 and/or smandments of the intemnati >nal application
under Asticlo 34 wre received by the Intenational Preliminary Ezymining Autharity before it has begun to draw up & writes opinion
or the Intemational preliminery examination reporr, as so ammded,

Langwsge for the purposce of Interantienal preliminary examination: English
[X] which is the lnguage in which the interaational application was fitod.
[T] which is the language of & translation furnished for the purposes of intarnational search.

[] which is the langusge of publication of the intemarionxl applicstion.
[] which is the language of the transintica (to be) fumished for the purposes of international praliminary exeminasion,

Bax Mo.V ELECTION OF STATES

The applicen: haeby sects all eligible States (that iv, afl Stater wiiick Aave been dasigneted and which are bound oy Chapter If of
the PCT)
excluding the following Sttes which the spplicant wishes not te elect:

Form PCT/IPEA/401 (sscond sbeet) (March 2001; raprint July 2003) See Notes ta the demand form
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\
Sheet No. .4 Inrernational application No.
> PCT/SE03/00857
Box No. VI CHECKLIST
The dormand is sccompenied by the fhliowing elamants, in thy language referred o in For Interustional Preliminary
Box No. [V, for the purposas of international preliminary exsmination: Examining Authecity use only
mcyived B0l Tecaivad
1. tanslation of intcmtional application shea O O
2. amendments wder Article 34 : sheens O O
3. copy (or, where required, tanalation) of
amendments undar Article 19 : shewts O O
4. copy (or, where raquired, translacioa) of
swaternent under Article 19 ahoers D D
5. lower shaets | O
6. other (spacifi) sheen ] -
‘Tha demand is aisa accompanied by the item(s) marked below:
1.0 foecalculation shem 5.0 smmement cxpisining lack of signature
2. [] original separate power of attomney 6. [ nequence listings in computer readable form
3.[C] origina) generul powerof attoney ... . . .1.[J mblesin compurter roadable form related to
4.[)f] copy of general power of aitomey; - :
referonce numbec, if any: QF 1981/2003 8L other Gpectf:

Bax No. Vi1 SIGNATURE OF AFPPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Next 1s sack sigaaturs, indicale e some of the persen sigring and the eopacity in which the peryon sipnr ({f nucl capachy ix aat abvious from reading the demand).

Sddertélje, 10 Dacember 20038

Choade.,
Christer Wahlstrém
Global Intellectual Propeny, AstraZeneca AB

For Internationa! Preliminary Exsmining Authovity wss caly
1. Datp of sctual recaipt of DEMAND: ’ )

2, Adjusted date of recoipt of dermmnd duc
1o CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

Al

D The date of recoipt of the demand is AFTER the expiration of 19 months D The applicant has been
: from the priarity date and item 4 ar 5, below, doos not apply. informed acoordingly.

D Hd;&dmﬁmdhdmﬂhmﬂnwhdofwmﬁmdllpriuitydlhumunddhyvimof
. ule 80.5.

o

v

 [[] Although s dat of rcalpt of the demand i after the expirstion of 19 montha fhum the pricrity das, tha delsy i arival
is EXCUSED pursuant o Bule 82.  °

For [nternational Burean use only

Demand received from IPEA on:

Form PCTAPEA/401 (last sheat) (Inguary 2003: reprint July 2003) See Notex lo the demand form
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FEE CALCULATION SHEET

Annex to the Demand

Iruwodons . PCT/SE03/00857

= For intomaticna] Preliminary Exarnining Authority use only e

atemcse & 100708-1 WO

Date stamp of the IPEA

Applicant
AstraZeneca AB et al

1. Preliminary exarnirmsion fee

CALCULATION OF PRESCRIBED FEE3

| . sexso00.-[r]

Phere the appiicans is for oll i
entitled, the amownl o be llmd‘:ﬁ!

2 Handling fen (Applicants from certoin States are
uwﬂdmamdnﬁm of 73% of the Aandling
”

iy 27% of the I

Aandling fee.)

3. Toml of prescribed fioes
Add the amounss entered at P end H

224 optor total in the TOTAL BOR vom.erore oo, SEK 6 410:-

SEK 1 410:-| H

TOTAL

MODE OF PAYMENT

sccount with the IPEA (soe below)
cheque

posal money order
bunk drafi

D00k

mdim'uﬁnhehqehm (] cesh

ooo

revenue samps
coupona -

other {ipecify);

tho tota] foes indicated wbove,

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIY) DEPOSIT ACCOUNT
(This made of payment meay not be availghie ot olf IPEAY)

Authorization to chacgs the ol fecs indicated sbove. Deporit Ascouat No.; 1432
l (This check-box may be marked only if the condirlons for paze: 1 O} Docember 2003

depasit accounts of the IPEA yo permif) Ahorization
w chargn any deficlency oz credit any overpsyment in Name: JENNY JONss0N

ren SE

Signmure

Form PCT/IPEA/401 {Annex) (March 2001; reprint July 2003) Sea Notes to the fee colculation sheet



- Power of Attorney

for Patents and Designs’

We, AstraZeneca AB of 151 85 Sdertilje, Sweden, hereby authorize:

ANDERSSON, Kerstin
BENNETT, Jennifer
BERRY, Ian Gordon
BIORCK, Zod

BOAR, Robin

BRODOWSKY, Anna
BRYANT, Tracey

BURNS, Tracy
CELEBIOGLU, Sonya
DENERLEY, Paul Millington

FARQUHARSON, Andrew
FREDRIKSSON, Gunilla
FRENCH, Philip

GAINEY, Laurence David Scott
GILBERT, George

GILES, Allen Frank

GRIFFITHS-JOHNSON, Anna

HADLEY, John

HUDSON, Janette
HALLGREN, Christer

JANSSON, Anne

JONSSON, Jenny
LARSSON, Birgitta

LINDEROTH, Margareta

LOFTUS, Frank
MACK, John Richard -

MILLER, Thomas
MITCHELL, Kenneth
NELSON, Michael
PADGET, Lucy
PARK, Duncan

PHILLIPS, Neil Godfrey Alasdair
SAMUELSSON, Britta
STERNAS, AnrSofie
STEVENS, Brian
SUMMERSELL, Richard

TAIT, Brian Steele
THOMAS, Mair
TIERNEY, Francis
TINSLEY, Rachel
WAHLSTROM, Christer

WALLIN IDSTAM, Asa

GF D\,

with address Global Intellectual Property, AstraZeneca AB, SE-151 85

Sbdertilje, Sweden

to represent and duly sign for AstraZeneca AB in everything that concerns
Swedish and International patent applications, design applications and
" applicitions divided oF separated tierefrom a8 well 4§ Paténts afd designs

based thereupon. This authorization includes the authority to accept writs of -

indictment or summonses and other documents in proceedings and matters

AstraZeneca AB (publ)

. -..Goncarning the application,pitent-ordesign.- c———— e
Sédertilje, Sweden 4* April 2003
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PCT REQUEST 100708-1 WO
Original (lor SUBMIBSION) - printad on 26.05.2003 01:18:48 PM
@ . [For recelving Offioe use anly .
o1 intamational Application No.
o2 intamational Fling Dste
03 Name of recaiving Office and “PCT
Inkammtional Application”
o-4 Form - PCT/RO/101 PCT Request
041 |Prapared using PCT-EASY Version 2.92
{(updated 01.04.2003)
) Petition
Tha undarsigned requests that the
prasant Intemational application ba
procassed according 1o the Patent
OF | Neselving Glies (wpoctfiod by e Swedish Patent Office (RO/SE)
o7 Applicant's or agents flle refarence |100708-1 WO
i Title of invention IMMEDIATE RELEAERE PHARMACEUTICAL
FORMULATION
T Appiicant
1 This pereon ie: applicant only
2 Appiicant for all designated States sxcept US
-4 Name ASTRAZENECA AB
uS Adkdress: 8-151 85 85derxtilije
Swedan
-8 Btate of naiormiity 8E
7 Stute of residence gE
e Telsghons No. +46 8 553 260 00
-8 Facaimiis No +46 8 533 288 20
1 | Applicent andor Invantor
N-1-1 | This pevaon ls: applicant and inventor
12 | Applicant for U8 only
14 | Name (LAST, Firet) ABRAHRMSEW ALAMY, Susanna
-1-5 | Addness: AstraZenscoa RED N51ndal
8-431 83 M3lndal
Swedan
lil-1-8 | Stale of nationaiky SE
iH-1-7 | Stole of eskionce 8B




PCT REQUEST

Original {for BUBMIBGION) « printed on 28.06.2003 01:18:48 PM

1

VA

v-1-1

Agant or common represantative; or
addrass for correspandsnce

Tha person Idantified balow Is
hersby/has bean appointed 1 act on
behalf of the applicant(s) belore the
competant intemational Authorities as:
Ngme

a‘-‘v‘\ ;
10070!-1\«*051;
agent

IV-1-2 | Address: AstraZenaca AB
8-151 85 s3dextilie
Sweden
V-1-3 | Telaphone No. +46 8 553 260 00
V-1-4 _Fﬂ'“'"b- ) +46 B8 553 288 20
v Designation of States
¥-1 Ragiona! Patent AP: GE GM KE LB MW ME SD BL 8% TZ UG IM
m :‘mm Z¥ and any other State which is a
parentheses after the designation(s) |Comtracting State of the Harare Protoc 1
and of the PCT
EA: AM AX BY XG K2 MD RU TJ TH and any
other Btate which is a Contracting State
of the Rurasian Patent Convention and of
ths PCT .
Ep: AT BE BG CHELI CY CE DE DK EE ES FI
FR GB GR HU IE IT LU NC HL PT RO 8E SI
SK TR and any othar State which is a
Contracting State of the Eurcopsan Patent
Convention and of tha PCT
OA: B BJ CF CG CI Cu GA GN GQ GW ML MR
NE SN TD TG and any othar State which is
a mamber State of OAPI and a Comtraocting
_ State of the PCT
V2 Nafional Patart AE AG AL AM AT AU AZ BA BB BG HR BY BZ
e e o o™ |GA CHELI CN CO CR CU CZ DR DK DM DE EC
parsnthasss after the dealgnation{s) EE ES FI GB GD GE GH GM HR HU ID IL IN
concermed) I8 JP XE XG KP KR X% IC LK IR L8 LT LU
LV MA MD NG MK MN MW MI ME NI NO NE OM
FH PL PT RD RU 85C 8D SE BG SK 8L ToJ TM
TN TR TT TZ UA UG U8B UZ VC VY YU EA ZM
w




PCT REQUEST

Original (for SUBMISSION) - printad on 26.06.2003 01:18:48 PM
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V21

Declaration: Entitisment to apply for
and be granied a patent
Dsclaration as 10 the appiicants
sntitsment, as at the intemational fling
datn, o apply for and ba granted a
patent (Rules 4.17{ll) and 51bla. 1{a)T)).
in a cass whare the declamstion under
Rule 4.17(lv) la not approprinte:

Name:

in relation to this international
application

R

is entitled to aprly for and be granted
a patent by virtue of the following:

ASTRAZENECA AB is entitled as employer
of the inventor, ABRAHMSEN ALANT,

ASBSTRAZENECA AB is entitled as cnplovr
of the inventor, INGHARDT, Tord .

ASTRAZENECA AB is entitled as smployer
of the inventor, NMAGNUSSON, Anders

ASTRAZENECA AB ls entitled as employer
of the inventox, SIGFRIDSBON,
Carl-gustaf

ASTRAZENECA AB is entitled as employer /
of the inventor, THUME, Mikael

This declaration is muds for the
purposss of:

all designations except the designation
of the United States of Amarica
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PCT (ANNEX - FEE CALCULATION SHEET)
Original (for BUBMISSION) - printed on 26.05.2003 01:18:48 PM

{Thia sheet ts not paut of and doss not count as a sheet of the itemational application)

.« I I
oW

For recsiving Office Lise only
intemational Application No.

[Oata stamp of e receiving Ofiica

Form - PCT/RO/NCT (Annex)
PCT Fee Caicuiation Shest

Prapared using

PCT-EABY Version 2.92

{updated 01.04.

2003)

Applicant’s of agent’s file reforence

100708-1 WO

0
o1
4
)
I~
041
5o
2

12
12-1

12-2-1
1222

Applicam

et al.

Calculation of fans

Tmnsmittal

T

fes amoun/multilier

Total amounts (SEK)

>

1,200

3

8,720

TRtrmetionsl $aarch 1 be carvied out by

124 |

(frst 30 sheets) b1

4,390

Ramaining shests

[ Addiional amount

100

Total addiional amount

bi+bhlm
r———

w| B| 8|

13,890

Dasignation fess

Number of designations contained

in Intermational appilcation
of designation isea
maxim

[ ]
Amount of designation fss~ (X)

Total designaiion lees

4,750

[ PCT-EAGY fee reduction

-1,350

[Tota) iismational 198 (B8+D-H)

Y

17,290

TOTAL FEES PAYABLE (T+8+4P)

=Y

47,210

Moada of paymant

authorization to charge deposit account

Deposit account Instructions
The recsivirg Office:

Swedish Patent Office (RO/SE)

[Authodzation o chargs tha total fesa
indicatsd above

v

Nmmb.dumnwmm
or credit any overpayment in the total
foss indicated above.

v

Authorization to changs tha fae for
documant

v

Deposh account No.

1432

46 May 2003 (26.05.2003)
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APOSTILLA
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Suecia
El presente documento oficial

2. ha sido firmado por Anne-Marie Bonde

i en su calidad de Notario Piblico
4. y lleva el timbre/sello de Notario Piblico en Estocolmo
Atestado
5. en Estocolmo 6. el 8 de noviembre de 2004

7. de Ministerio de Asuntos Exteriores
8. N° 8008

9. Timbre/Sello 10. Firma

Roland Nilsson




100708-1P CO
ASSIGNMENT TRASPASO

The undersigned, abajo firmado
Susanna ALAMI ABRAHMSEN

Tord INGHARDT

Anders MAGNUSSON

Carl-Gustaf SIGFRIDSSON

Mikael THUNE

domiciled in domiciliado en

AsiraZeneca R&D Moindal, S-431 83 Moindal,
Sweden

hereby state under oath to be the sole and true inventors  decla  bejo juramento ser iinico y verdadero inventor
of de.
IMMEDIATE RELEASE PHARMACEUTICAL FORMULATION

state as well that assipn, without reservations or Declar asimismo que ced y

limitation, in favor of transf sin reserva ni limitacién, & favorde la
sociedad

AstraZenecz AB

a corpomation organized and existing under the laws of organizada y existente de conformidad con Ia leves de
Sweden

domiciled in domiciliada en

SE-151 85 Sadertillje, Sweden

all rights inherent to said invention, and that the above Todos los derechog inherentes a dicha invencién y que ln
mentioned corporation hereby is enabled to apply, in its  citada sociedad queda facultada para solicitar en su
name, for the corresponding patent in the Republic of nombre 1a patente correspondiente en la Repiblica de
Colombia, Colombia.
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100708-1P CO
CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO) NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

Alos 05 dias del mes de Noviembre  Onthis day of
2004, comnpareci  personalmente ante mi, 2004 personally appeared before me, a Notary Public,
Notario Publico,

SUSANNA ALAMI ABRAHMSEN,
ANDERS MAGNUS SON,

TORD INGHARDT,

CARL-GUSTAF S IGFRIDSSON y
MIKAEL T HUN E

aquien  doy fé de conocer y me consta que to me known and kmown to me to be the person
Ia persona  descrita  y firmante described in and who executed the foregoing document,
del docurmento que precede, declarado ante mique  and duly acknowledged io me that

ismo para los fines y propdsitos que executed the same for the uses and purposcs
therein expressed.

,LS.T%%\

Anne-Marie Bonde

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO) NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

Alos disa del mes de - Onthis day of
2004, compareci  personalmente ante mi, 2004 perzomally appeared before me, a Notary Public,
Notario Publico,
aquien doy fé de conocer y me consta que to me known and known to me to be the person

la pemona  descrita  y firmante described in and who executed the foregoing document,
del documento que precede, declarado ante m{ que  and duly acknowledged to me that
otorga el mismo para los fines y propdsitos que executed the same for the uses and purposes

en ¢] se expresan. therein cxpressed.
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TRADUCCION DEL SELLO QUE SE ENCUENTRA EN EL DOCUMENTO
DE CESION DE DERECHOS SOBRE LA INVENCION, OTORGADO POR
LOS INVENTORES: SUSANA ALAMI ABRAHMSEN, TORD INGHARDT,
ANDERS MAGNUSSON, CARL-GUSTAF SIGGFRIDSSON, MIKAEL THUNE,
A LA SOCIEDAD ASTRAZENECA AB, DOMICILIADA EN S-151 85
SODERTALJE, SUECIA, DEL SUECO AL CASTELLANO.

ANNE-MARIE BONDE
NOTARIO PUBLICO DE ESTOCOLMO
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Brigard & Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo {(nosotros)

domiciliado(a) en

Nombro{emos) a: RAMIRO CASTRO DUQUE y/o JUAN
PABLO CADENA SARMIENTO v/o BEATRIZ
JARAMILLO S.
de Bogotd, Colombla, apoderados verdaderos y legales
con poder especial, emplio y suflclents, para recabar
de lam oficinas vy autoridades colombianas
administrativas, [udiciales y de policle, en cualquier
instancia © recurso, la obtencién de patentas de
invencidn, registros de marcas, disefios Industriales,
modelos de utllidad, depdeitos da nombras comerciales
y snsefias, reglstroa de derechos de autor y contratos
sobrs los mismos, obtencidn da certificados de
.obtentor de verledades vegetsles, aal como sus
prérroges, renovaclonss, snotaciones ‘de traspsso,
cambios de nombre y/o domicilio; elaborar, tramitar y
registrar contratos de llcencla y licencias de
cualesquiora clesas; Iintervenir como demendente ©
como demandado sn cuslquler instancla y recurso ante
QUnlqular |uez, corporacién, funclonario publico o
utoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: oposiciones al registro de marcas;
acclones de . caducided, cancelaclén y nullded:
acclones relvindicatorlas, acclones derlvades de la
. obtencién o explotaclén dea licencis; scciones de
compatancie desleal;. damandas penales; acclonas de
indemnizacién de perjuiclos, reclamos y cbservaclones
@ solicitudes de patentes, diesfios Industriales, modelos
de utilidad, en el ejarcicio de medidas ceutelaras y en
otras acclones o madidaa simlleres.

A wgsts sfecto, lols] fecultofamos) para elevar
solicitudes, formular descripclones, enmiendas,
protestas, declaraciones, oposiciones, cancelaciones,
nulidades, apsleciones y reciamos; pagar Impuestos,
cuotas y gravémeanas prescritos por la lay; renuncler o
desistir @ derechos concedidos o en curso de
concesién; reclblr toda clase de¢ documantos y valores,
daendo el descargo respectivo, y, an general, para der
nte dichas autoridades todos los pasos necesarlos al
fecto indicado y tomar todas las medides que
creyeren conducantes al resguardo de mis (nuestros
intereses), con todas las demds facuitades legales
necesarias.

Este poder comprende I|a faculted de ratificar o
coniirmar en mi (nuestro) nombre Jo actusdo as!
como la facultad de deaistir, transigir, comprometer, y
“la de sustitullc en todo o en parte y revocar
sustituciones. Asimismo nombrolamos} a: RAMIRO
CASTRO DUQUE y/oc JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO y/o BEATRIZ JARAMILLO S.
.domiciliedo{s) en Ia Carrera 7 No. 168-58 Pisg
{nuestros) apoderados en Colombia, con fi
para recibir notificaclones y designar e
Judicisles o extrajudiciales.

Qtorgado y firmado en
hoy de de 200_
Firma

Nombra
Cargo

Ay i

-

20w,

POWER OF ATTORNEY

| (Wal ASTRAZENECA AB

domiciled in 8B-I51~8odertalje, Sweden

Heraby appoint RAMIRO CASTRO DUQUE and/or
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ
JARAMILLO §.

of Bogotd, Colombla, my {our} trus and lawful
attorneys with special, ample and sufficient power to
abtein from the Colomblan administrative, Judicial and
police offlcea end sauthorities, In any Instence,
privlages of patents of inventlon, registretion of
tradamarks, industrial designe and utlity modals;
ragiatration of commerclal names end emblems,
registration of copyright and contracts relsted therato,
certificates of obtainers of vegetables varietles, as waell
as extensions, renswals and recordal of essignments
snd changes of nams and domicile related to the
asbove; to prepare, prosecute and register licenses of
any kind; to act as plaintiff or defendant In any
Iinstance or recourse, and bafore any judgs,
corporation, public officlal or suthority In judiclel,
administrative and police actiona, such as: oppositions
to tha registration of trademarke; caduclity, cancellation
end nullity actions; clelm actions derived from the
obtalning or expiotation of licenses, action of unfeir
competition; penal demands, actlona of indemnities for
demages: claime or observetiones on patent
applications, modeis, industrlal designs and utillty
models; In the exercise of preventive measures: and in
other ectiona or simllar proceadings.

To that effect they are hereby smpowersd to file
applications, formulata descriptions, smendmaents,
protasts, declarstions, oppositions, cancelletions,
nullities, appesls and claims; to pay texes, quotas and
agsasamants prescribed by law, renounce or waive the
rights granted or in the process of granting; to receive
ol kind of documents end valusbles, giving the
respactive release of receipt, and, In general, to take
before said authoritles the nacessary steps to such
effect, and any measures that they may deam
pertinent to the sefeguard of my (our] interastis)
with all the other nacessary legal powers.

This pawer Includes the faculty to ratify or confirm
daslat, gettle and compromiss on my {our] behalf, and
to substitute this power In whole or In part and to
revoke substitutions. At the same time | (We) hereby
eppoint RAMIRO CASTRO DUQUE and/or JUAN
PABLO CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ
JARAMILLO §.

domiciled In Carrera 7 No. 18-58, Piso 8, my (our)
attornay(s) In fact, with powars to receive notifications
; :i{o\ia:lgnata judicial and extrajudicial attorneys.

fighad in Macclesfield, Cheshire,

o England <~ f
g/ KEVIN B AT
Title Diractor. IP Servicas 1L ia
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de da
perscnalmente comparacié enta mi

-

8 qulen conozco, y de quien me consta qua fimd el
amerior documento, debldemente juramentado declard
y dijo que él ss

Socledad legaimente constituida para un perfodo de
duracién que aln no ha terminado; que el declarante
estd autorizedo por dicha compafi(a para conferlr este
poder; qua el sello estampado por 8l al pie de tal poder,
en nombre y repraesantacidn de la expressda compafila,
as ol sallo oficial de alla; y que sl objeto para el cual se
conflers aste Instrumento asté comprendido dentro dal
de In socledad.

El suscrito Notario haca constar qua tuvo a Ia vista ilas
pruabas da Ia existancia de la socledad. -

Estado de
on feche

-

y que quien conflera el pressnte podsr es su
reprasentants.

. , "Notero Piblico (sello)

{ *.. - - CERTIFICADO NOTARIAL
. . - (', PERSONA NATURAL

Hoy de de
anta ml

, comparacié{eron}

ety
8 quien (es} conozco y me consta qus as{son) lale)
personafs) flrmante(s) de! documento que preceds y
quien{es) declara(n} que otorgan al mismo para los
flnes y propésitos que en 4l 98 exprasan.

Notario Publlco (selle) . & °

LEGALIZACION POR APOSTILLA EB REQUERIDA.

-

"y -".*""."\:'_-i"ﬁ’_‘-. :
L]

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

<F) L 3
On this f day of J- 'd(
parsonally appearad bpfore me

v Bt
to me known, and known to me to ba tha parson who
signed the foregoing instrument who baing by ms duly
aworn did depoas and say that he (sha} Is the

ATl ve
Pttaszenedt B8

of

Which Is lagally constituted for a term not yat expirad,
that deponent [3 authorlzad by said Company to confer
-this Powar of Attorney: that the seal affixed hareunto
by the deponent In the name and on behalf of sgi
Corporation Is the corporate sesi thereof; and that “
purpose for which thig instrument Is granted .
included within the corporata purpose of company.

The undarsignad Notary Public attests that he has seen
the: documents that prove the existence of the
company.

State of w

undar-dats of f-

Jr--\N?_, '74"3

and that he {(shs] who gﬂintl' the pregent powar of
attornay s its Rupruemntivei )

L)
.

Notery Publlc™ (Seal)
N .

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

On this day of of
pergonally appearad bafore ma

who |s(sre) known to me and who | attest executed
the foregolng document end he {they} declared he

{they) grant{s) the documant for the uses end purposes
thersin expragesed.

Notary Public [Seal)

LEGALIZATION BY APOSTILLE 1S REQUIRED.



’ APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 /7 Convention de La Haye du 5 ocmnbre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT nm\mmmlmmmnin.mn
I. Country: United Kingdom of Great Britain snd Northem Ireland
Pays: Roymume-Uni de Grande-Bremagne et d'Irlande du Nord
This public document / Le présent acte public
2. Has been signed by J B Hodgson

a &2 xigné per
3. Acting inthe copacity of Notary Publle
egissant en quoalité de
4. Beomthcscal/munpof  The Sald Notary Publie
3t revétu du sceau/timbre de
Catified/Attesti
5. st London/l Londres 6. twfle 17 Felwruary 2004

7. by Her Majasty's Principal Secretary of Stute for Foreign snd Commornwealth Affairs /
par le Secnidgire d"Etat Principal de Sa Majesté sux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8.  Numberfsous No G348987

10. Signshoe:  J. Ircland

Far the Secrairy of Swta / Py e Sacriasics JExn

1[ this document is &0 be used in a country which is not party to the Hague Convention of §
it should be presented 1o the consuler section of the mission representing that




TRADUCCION SIMPLE AL ESPANOL del la Apostilla que vienen junto con el Certificado
Notarial (Sociedad) y el Poder concedido por ASTRAZENECA AB; domiciliada en SE -
151 Sodertalje, Suecia a Ramiro Castro Duque y/o Juan Pablo Cadena Sarmiento y/o

Boatriz Jaramlllo S, domiciliados en la Carrera 7 #18-58, P. 9, Bogtoté D.C., Colombia.

AUTENTICACION
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1981)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pals: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norie

2. Este documento publico
ha sido fiirmado por

3. actuando en capacidad de

4. lleva el sallo de;

5. en Londres d

J. B. Hodgson

Notarlo Pabllco

Dicho Notario Piblico
CERTIFICADO

6. el 17 de Febrero de 2004

7. por El secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos Exteriores ydela

Comunidad
8. No. G348987

10. Firma

J. Ireland (Fimma)

Luis Alaxdadar Afis ;
-~ m .-

B iailotaia Comwnta o este Chedy 99
eota;5La prasecte lotoraple que coincide con
o erighal @ ba inkio a ks v

12 NOV. 2004
NOTARIO CUPAC;

ﬂ_-l

Si este documento va a ser utilizado en un pals que no es parte de la Convenclén fie
Haya del 5 de Octubre de 1861, debe ser presentado a la seccién consular de la misién

que representa a ese pals.
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ORGANIZACION ELECTORAL
REGISTRADURIA NACIONAL DEL ESTAOO CIVIL

REGISTR CIVIL DE DEFUNCION micts 5562241
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) NOTAR ‘ A 3 2 ' German Eledzar Moreno L.
DEL CIRCULO DE SANTA FE DE BOCOTA:C.

Notario

CERTIPICO QUR:

La presente ncta es fiel capia del origfinal tomads d?l rogistro

civil de defunniones serial indicativo nplinero: 3 .........
TN acy o
que expida en la ciudad do Bagatd LI “t"..':l.".!! .....

.C fhow- :
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SPERTIGUSTRIA Y CRERCID
r Radicacien 1 CALZ1764 5200000 Foltos: 215
; Feche (MD): 200A-12-82 16:46:3b
: Tranite 3 011 PCT-PATENT 379 FASE WACI 411 PRESENTH
Degendenia; 2529 DIVISION 3 MIEWS CREACINES
L REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
K - TRAMITE
ﬁ ;: 15. . / USUARIOC  RADICADOR
& PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD () (r
. 8 - Im;uddnduqu se solicita {a conceslon de una patente, {) { 'l/
¥l - Datos de identificacién del solicitante o de |2 persona que se presenta la solicitud. [ ) { n’
veil . Descripclén de la Invencion. () (A
MW, -  Dibujos de ser astos partinentes)! {) { /
.' ; " = Comprobants de Pago de las tasas establecidas.
) "_Z I o COMPLETA ( ) INCOMPLETA ({ ) ()
-:f_? AL DISENO INDUSTRIAL ()
- 55,; - Indicaclén de que se solicita el registro de Disefio Industrial { ). {)
¢ A - - Datos de identificacion del solicitante o de ia persona que presenta () ()
W/ - lasoliitud.
WL - Represeniacion grifica o fotogrifica del Disefio Industrial o mueetra dei
o Material que Incorpora el disefio, () {1
. 35%, Comprobante de pago de las tasas astablecidas ( ) ()
. ' COMPLETA  { ) INCOMPLETA () ()
3
L ESQUEMADETRAZADO ( )
h:;, - Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () ()
< el - - Datos de |dentificacion del soicltante o de la persona que presenta
- La solicitud. () {)
. Representacion grifica del esquema de trazado () { )
S Comprobante de pago de las tasas establecidas. () ()
OOMPLE'I'A INCOMPLETA () ()
Firma Responsable: bef:o m l\leUQ
Fecha:




2020 :
Bogota D C

Doctor(a)

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
Apoderado(a)

ASTRAZENECA AB

REFERENCIA: Radicacion N°

Solicitud interacional

g M

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Folio 2{7

04-121764
PCT/SE03/00857

Fecha inicio fase nacional 31/12/2004

Tramite
Evento
Actuacion
Oficio N°
Folios

011
379
416
1782
001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reune los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisién 486, de la Comisién de la Comunidad Andina, y
en las demés disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la oficina de comunicaciones para efecto de su publicacidon en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme o establece el articulo 40 de la Decisidn 486.

Cdmplase

DadoenBogotdDC, ¢ !.0 e

ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL
Jefe Division dé Nuevas Creaciones.
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