MD/EP 3746429 T2 2022.08.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

MD/EP 3746429 T2 2022.08.31

D MD/EP 3746429 a3 T2

(51) Int. C1:CO7D 401/04 (2006.01.01)
CO07D 213/61 (2006.01.01)

(12) BREVET DE INVENTIE EUROPEAN VALIDAT

(21) Numairul de depozit: e 2020 1229

(22) Data de depozit: 2019.01.29

(96) Numaiirul cererii si data de depozit a
cererii de brevet european:
19705025.5, 2019.01.29

(97) Numaiirul de publicare si data publicarii
de citre OEB a cererii de brevet
european:3746429, 2020.12.09

(31) Numairul cererii prioritare:
201862623664 P

(32) Data de depozit a cererii prioritare:
2018.01.30

(33) Tara cererii prioritare: US

(49) Data publicarii traducerii fasciculului de
brevet european validat: BOPI nr. 08/2022,
2022.08.31

(80) Data publicirii mentiunii acordirii de
citre OEB: EPB nr. 10/2022, 2022.03.09

(82) Data publicarii solicitarii de validare a
brevetului european: BOPI nr. 12/2020,
2020.12.31

(71) Solicitant: INCYTE CORPORATION, US
(72) Inventatori: WANG Dengjin, US; LIU Pingli, US; WU Yongzhong, US; ZHOU Jiacheng, US

(73) Titular: INCYTE CORPORATION, US

(74) Mandatar autorizat: PARASCA Dumitru

(54) Procedee pentru prepararea de (1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinil)piperidin-4-ona)

(57) Rezumat:
1

Aceasta inventie se referd la procedee
si intermediari pentru producerea de {1-{1-[3-
fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil|piperidin-
4-il}-3-[4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-ilJazetidin-3-il}acetonitril, util in
tratamentul bolilor asociate cu activitatea

2
kinazelor Janus (JAK) incluzind tulburirile
inflamatorii, tulburarile autoimune, cancerul, si
alte boli.
Revendicari: 22



(54) Processes for preparing (1-(3-fluoro-2-

(trifluoromethyl)isonicotinyl)piperidine-4-one)

(57) Abstract:

1

This invention relates to processes
and intermediates for making {1- {1-[3-fluoro-
2-(trifluoromethyl)isonicotinoyl]piperidin-4-
yl}-3-[4-(TH-  pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-
IH-pyrazol-l-yl]azetidin-3-yl }acetonitrile,
useful in the treatment of diseases related to
the activity of Janus kinases (JAK) including
inflammatory disorders, autoimmune
disorders, cancer, and other diseases. The

2
invention is specifically directed to processes
for making the intermediate (I-(3-fluoro-2-
(trifluoromethyl)isonicotinyl)piperidine-4-one)
from 1-(3-fluoro-2-
(trifluoromethyl)isonicotinoyl chloride and 4-
hydroxypiperidine or 4- piperidone as well as
to the intermediate 1-(3-fluoro-2-
(trifluoromethyl)isonicotinoyl chloride.
Claims: 22
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactata de solicitant)

DOMENIUL TEHNIC

Accastd inventie se referd la procedee si intermediari pentru fabricarea de {1-{1-[3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil|piperidin-4-il } -3-[4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
il]azetidin-3-il}acetonitril, util in tratamentul bolilor care au legiturd cu activitatea kinazelor Janus
(JAK) incluzind tulburiri inflamatorii, tulburari autoimune, cancer, si alte boli.

FUNDAL

Protein kinazele (PK) regleazd diverse procese biologice incluzand cresterea celulei,
supravictuirea, diferenticrea, formarea organului, morfogeneza, neovascularizarea, repararea tesutului,
si regenerarea, printre altele. Protein kinazele joacd de asemenea roluri specializate intr-o serie de boli
umane inclusiv cancerul. Citokinele, polipeptide sau glicoproteine cu masd moleculard scizutd, regleazi
multe cai implicate in rdspunsul inflamator al gazdei la septicemie. Citokinele influenteaza diferentierea
celulard, proliferarca si activarea, si pot modula atit raspunsurile proinflamatorii cat §i raspunsurile
antiinflamatorii pentru a permite gazdei sd reactioneze adecvat la patogeni. Semnalizarea unui interval
larg de citokine implicd familia de kinaze Janus (JAK-uri) de protein tirozin kinaze si traductoare de
semnal si activatoare de transcriptic (STAT-uri). Existd patru JAK-uri de mamifer cunoscute: JAK1
(Kinaza Janus-1), JAK2, JAK3 (cunoscute de asemenea ca Kinaza Janus, leucociti; JAKL; si L-TAK),
st TYK2 (protein-tirozin kinaza 2).

Réspunsurile imune si inflamatorii stimulate de citokine contribuie la patogeneza bolilor:
patologiile cum ar fi imunodeficienta combinata severd (SCID) apar din supresia sistemului imunitar, in
timp ce un rdspuns imun/inflamator hiperactiv sau necorespunzitor contribuie la patologia bolilor
autoimune (de exemplu, astm, lupus critematos sistemic, tiroiditd, miocarditd) si boli cum ar fi
sclerodermia si osteoartrita (Ortmann, R. A., T. Cheng, si colab. (2000) Arthritis Res 2(1): 16-32).

Deficientele in expresia JAK -urilor sunt asociate cu multe stiri de boald. De exemplu, soarecii
Jak1-/- sunt raniti la nastere, nu pot aldpta, si mor perinatal (Rodig, S. J., M. A. Meraz, si colab. (1998)
Cell 93(3): 373-83). Embrionii de soareci Jak2-/-sunt anemici si mor in jurul zilei 12,5 postcoitum din
cauza absentei eritropoiezei definitive.

Calea JAK/STAT, si in particular toate cele patru JAK-uri, se crede c¢d joacd un rol in
patogeneza raspunsului astmatic, bolii pulmonare obstructive cronice, bronsitei, si altor boli inflamatorii
inrudite ale tractului respirator inferior. Mai multe citokine care semnalizeazd prin JAK-uri au fost
legate de bolile inflamatorii/afectiunile tractului respirator superior, cum ar fi cele care afecteaza nasul
si sinusurile (de exemplu, rinitd si sinuzitd) indiferent daca exista reactii alergice clasice sau nu. Calea
JAK/STAT a fost de asemenea implicatd in boli inflamatorii/afectiuni ale ochiului si in raspunsuri
alergice cronice.

Activarea de JAK/STAT in cancere poate avea loc prin stimularea citokinelor (de exemplu
IL-6 sau GM-CSF) sau printr-o reducere in supresorii endogeni ai semnalizdrii JAK cum ar fi SOCS
(supresor sau semnalizare cu citokine) sau PIAS (inhibitor de proteind al STAT activat) (Boudny, V., si
Kovarik, J., Neoplasm. 49:349-355, 2002). Activarea semnalizirii STAT, ca si alte cdi in aval de JAK-
uri (de exemplu, Akt), au fost corelate cu prognoza slabd in multe tipuri de cancer (Bowman, T., si
colab. Oncogene 19:2474-2488, 2000). Nivelurile ridicate de citokine in circulatic care semnalizeaza
prin JAK/STAT joacd un rol cauzal in casexie si/sau oboseala cronica. Ca atare, inhibarea JAK poate fi
benefica la pacientii cu cancer din motive care se extind dincolo de potentiala activitate anti-tumorala.

Tirozin kinaza JAK2 poate fi beneficd pentru pacientii cu tulburdri mieloproliferative, de
exemplu, policitemia vera (PV), trombocitemic esentiald (ET), metaplazie mieloidd cu miclofibroza
(MMM) (Levin, si colab., Cancer Cell, vol. 7, 2005: 387-397). Inhibarea kinazei JAK2V617F scade
proliferarea celulelor hematopoictice, sugerand JAK?2 ca potentiala tintd pentru inhibarea farmacologica
la pacientii cu PV, ET, si MMM.

De inhibarea de JAK-uri pot beneficia pacientii care suferd de tulburdri imunitare ale pielii
cum ar fi psoriazis, si sensibilizarea pielii. Se crede ca intretinerea psoriazisului depinde de un numir de
citokine inflamatorii in plus fatd de diferite chemokine si factori de crestere (JCI, 113:1664-1675),
dintre care multe semnalizeazi prin JAK-uri (Adv Pharmacol. 2000;47:113-74).

JAK1 joacd un rol central intr-un numar de citokine si cdi de semnalizare ale factorului de
crestere care, cand este dereglat, poate conduce la, sau contribui la stiri de boald. De exemplu,
nivelurile IL-6 sunt ridicate in artrita reumatoidd, o boald in care s-a sugerat cd ar avea cfecte
detrimentale (Fonesca, J.E. si colab., Autoimmunity Reviews, 8:538-42, 2009). Datoritd semnalelor IL-
6, cel putin partial, prin JAK]1, antagonizarea IL-6 direct sau indirect prin inhibarea JAK1 este de
asteptat si furnizeze beneficiu clinic (Guschin, D., N., si colab Embo J 14:1421, 1995; Smolen, J. S., si
colab. Lancet 371:987, 2008). Mai mult, in unele cancere JAK1 este mutant conducind la cresterea si
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supravietuirea celulelor tumorale comnstitutive nedorite (Mullighan CG, Proc Natl Acad Sci U S
A,106:9414-8, 2009; Flex E., si colab. J Exp Med. 205:751-8, 2008). In alte boli autoimune si cancere,
nivelurile sistemice ridicate ale citokinelor inflamatorii care activeaza JAK1 pot contribui de asemenca
la boala si/sau simptomele asociate. Prin urmare, pacientii cu astfel de boli pot beneficia de inhibarca
JAK1. Inhibitorii selectivi ai JAK1 pot fi eficienfi in timp ce se evitd efectele inutile si potential
nedorite ale inhibdrii altor kinaze JAK.

Inhibitorii selectivi ai JAK1, fatd de alte kinaze JAK, pot avea multiple avantaje terapeutice
fatd de inhibitorii mai putin selectivi. Cu privire la selectivitatea impotriva JAK2, un numdr de citokine
si factori de crestere importanti semnalizeaza prin JAK?2 incluzind, de exemplu, eritropoietind (Epo) si
trombopoietind (Tpo) (Parganas E, si colab. Cell. 93:385-95, 1998). Epo este un factor de crestere cheie
pentru producerea de celule rosii sanguine; prin urmare o lipsa a semnalizarii dependente de Epo poate
conduce la numere reduse de celule rosii sanguine si la anemie (Kaushansky K, NEJM 354:2034-45,
2006). Tpo, un alt exemplu al unui factor de crestere dependent de JAK2, joacd un rol central in
controlarea proliferdrii §i maturdrii megakariocitelor - celule din care sunt produse trombocitele
(Kaushansky K, NEJM 354:2034-45, 2006). Ca atare, semnalizareca Tpo redusd ar scade numirul de
megakariocite (megakariocitopenie) si ar scade numarul de trombocite in circulatie (trombocitopenic).
Acest lucru poate conduce la singerare nedoritd si/sau necontrolabild. Reducerea inhibarii altor JAK-
uri, cum ar fi JAK3 si Tyk2, poate fi de asemenca de dorit deoarece s-a ardtat ci oamenii cirora le
lipseste versiunea functionald a acestor kinaze suferd de numeroase maladii cum ar fi imunodeficienta
combinatd sever sau sindromul hiperimunoglobulinei E (Minegishi, Y, si colab. Immunity 25:745-55,
2006; Macchi P, si colab. Nature. 377:65-8, 1995). Prin urmare un inhibitor JAK1 cu afinitate redusa
pentru alte JAK-uri ar avea avantaje semnificative fatd de un inhibitor mai putin selectiv in ceea ce
priveste efectele secundare reduse care implica imunosupresia anemia si trombocitopenia.
pentru fabricarea 1nh1b1tonlor JAK. Aceasti 1nven‘;1€ este directionat citre aceasti necesitate si altele.
REZUMAT

Inhibitorii JAK sunt descrisi inUS 2011/0224190, incluzdnd {1-{1-[3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil|piperidin-4-il } -3-[4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol -1-
il]azetidin-3-il}acetonitril, care este reprezentat mai JOS cu Formula I.
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Prezenta inventie furnizeaza, inter alia, procedee si intermediari pentru fabricarea compusului
cu Formula 1.
In particular, prezenta inventic furnizeazd un procedeu cuprinzind punerea in reactic a unui

compus cu Formula I11:
0y Cl
&F
L
N~ “CF,

111

sau a unei sdruri a acestuia, cu 4-hidroxipiperidind pentru a forma un compus cu Formula I'V:
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sau o sare a acestuia.
Procedecele descrise aici pot cuprinde suplimentar punerea in reactie a unui compus cu Formula
IV, sau a unei saruri a acestuia, sub conditii de oxidare pentru a forma un compus cu Formula V:
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sau o sare a acestuia.
Prezenta inventic furnizeazi de asemenea un procedeu cuprinzind punerea in reactic a unui

compus cu Formula I11:
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10 sau a unei saruri a acestuia, cu 4-piperidond, sau o sare a acesteia, pentru a forma un compus cu

Formula V:
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sau o sare a acestuia.

In unele realizari, procedecle descrise aici cuprind suplimentar punerea in reactie a unui

15 compus cu Formula V cu un compus cu Formula VI:
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sau o sare a acestuia, in prezenta unui agent reducdtor, pentru a forma un compus cu Formula I:
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sau O sare a acestuia;
in care Z' este H sau o grupare de protectic.
DESCRIERE DETALIATA

Se apreciazd cid anumite caracteristici ale inventiei, care sunt, pentru claritate, descrise in
contextul realizarilor separate, pot fi de asemenea furnizate in combinatic intr-o singurd rcalizare.
Invers, diferite caracteristici ale inventiei care sunt, pentru concizie, descrise in contextul unei singure
realizari, pot fi de asemenea furnizate separat sau in orice subcombinatic adecvati.

Procedeele descrise aici pot fi monitorizate in conformitate cu orice metodd adecvatd
cunoscutd in domeniu. De exemplu, formarea produsului poate fi monitorizatd prin mijloace
spectroscopice, cum ar fi spectroscopia de rezonanti magneticid nucleari (de exemplu, 'H sau *C),
spectroscopia cu infrarosii, sau spectrofotometria (de exemplu, UV -vizibil); sau prin cromatografie cum
ar fi cromatografia de lichide de inaltd performantd (HPLC) sau cromatografia in strat subtire (TLC) sau
alte tehnici inrudite.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,punere in reactie™ este utilizat asa cum este
cunoscut in domeniu si se referd in general la aducerea impreund a reactivilor chimici intr-o astfel de
manierd astfel incat si permitd interactiunca lor la nivel molecular pentru a obtine o transformare
chimici sau fizicd. In unele realiziri, punerea in reactic implica doi reactivi, in care unul sau mai multi
echivalenti ai celui de al doilea reactiv sunt utilizati fatd de primul reactiv. Etapele de punere in reactic
ale procedeelor descrise aici pot fi efectuate pentru un timp si in conditii adecvate pentru prepararca
produsului identificat.

Prepararca compusilor poate implica protcjarca si deprotejarea diferitelor grupdri chimice.
Necesitatea de protejare si deprotejare, si selectia grupdrilor de protectie adecvate pot fi cu usurintd
determinate de citre o persoani calificatd in domeniu. Chimia grupdarilor de protectie poate fi gisita, de
exemplu, in Greene, si colab., Protective Groups in Organic Synthesis, 4d. Ed., Wiley & Sons, 2007.
Ajustarile la gruparile de protectic si metodele de formare si clivare descrise aici pot fi ajustate dupd
cum este necesar in lumina diferitilor substituenti.

Reactiile din procedeele descrise aici pot fi efectuate in solventi adecvati care pot fi cu usurinta
selectati de cdtre o persoand calificatd in domeniul de sintezd organicd. Solventii adecvati pot fi
substantial nereactivi cu materiile prime (reactanti), intermediarii, sau produsele la temperaturile la care
sunt efectuate reactiile, de exemplu, temperaturi care pot varia de la temperatura de congelare a
solventului la temperatura de topire a solventului. O reactie datd poate fi efectuatd intr-un solvent sau
intr-un amestec de mai mult de un solvent. Depinzind de etapa de reactie particulard, pot fi selectati
solventii adecvati pentru o anumiti etapd de reactic. In unele realiziri, reactiile pot fi efectuate in
absenta solventului, cum ar fi cand cel putin unul din reactivi este un lichid sau gaz.

Solventii adecvati pot include solventi halogenati cum ar fi tetraclorura de carbon,
bromodiclorometan, dibromoclorometan, bromoform, cloroform, bromoclorometan, dibromometan,
clorurd de butil, diclorometan, tetracloroetilen, tricloroetilen, 1,1,1-tricloroetan, 1,1,2-tricloroetan, 1,1-
dicloroetan, 2-cloropropan, o,o,o-trifluorotoluen, 1,2-dicloroetan, 1,2-dibromoetan, hexafluorobenzen,
1,2,4-triclorobenzen, 1,2-diclorobenzen, clorobenzen, fluorobenzen, amestecuri ale acestora si altele
asemenca.

Solventii eter adecvati includ: dimetoximetan, tetrahidrofuran, 1,3-dioxan, 1,4-dioxan, furan,
dietil eter, etilen glicol dimetil eter, etilen glicol dietil eter, dietilen glicol dimetil eter, dietilen glicol
dietil eter, trietilen glicol dimetil eter, anisol, t-butil metil eter, amestecuri ale acestora si altele
asemenca.
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Solventii protici adecvati pot include, cu titlu de exemplu si fard limitare, apa, metanol, etanol,
2-nitroetanol, 2-fluoroetanol, 2,22-trifluoroetanol, etilen glicol, 1-propanol, 2-propanol, 2-
metoxietanol, 1-butanol, 2-butanol, i-butil alcool, t-butil alcool, 2-etoxietanol, dietilen glicol, 1-, 2-, sau
3- pentanol, neo-pentil alcool, t-pentil alcool, dietilen glicol monometil eter, dietilen glicol monoetil
eter, ciclohexanol, alcool benzilic, fenol, sau glicerol.

Solventii aprotici adecvati pot include, cu titlu de exemplu si fard limitare, tetrahidrofuran
(THF), N,N-dimetilformamidd (DMF), N ,N-dimetilacetamidd (DMA), 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-
2(1H)-pirimidinond (DMPU), 1,3-dimetil-2-imidazolidinond (DMI), N-metilpirolidinoni (NMP),
formamida, N-metilacetamida, N-metilformamida, acetonitril, dimetil sulfoxid, propionitril, etil format,
macetat de etil, hexacloroacetond, acetond, ctil metil cetond, acetat de ectil, sulfolan, N,N-
dimetilpropionamida, tetrametiluree, nitrometan, nitrobenzen, sau hexametilfosforamida.

Solventii hidrocarbura adecvati includ benzen, ciclohexan, pentan, hexan, toluen, cicloheptan,
metilciclohexan, heptan, etilbenzen, m-, o-, sau p-xilen, octan, indan, nonan, sau naftalena.

Reactiile din procedeele descrise aici pot fi efectuate la temperaturi adecvate care pot fi cu
usurintd determinate de catre specialistul calificat. Temperaturile de reactie vor depinde de, de exemplu,
punctele de topire si de fierbere ale reactivilor si solventilor, dacd sunt prezenti; termodinamicele
reactiei (de exemplu, reactiile exotermice viguroase pot necesita sa fie efectuate la temperaturi reduse);
si cineticile de reactie (de exemplu, o barierd cu energie de activare ridicatd poate necesita temperaturi
ridicate). ,, Temperatura ridicatd“ se¢ referd la o temperaturd peste temperatura camerei (aproximativ
22°0).

Reactiile procedeelor descrise aici pot fi efectuate in aer sau sub o atmosfera inertd. De obicei,
reactiile care contin reactivi sau produse care sunt substantial reactive cu acrul pot fi efectuate utilizand
tehnici sintetice sensibile la aer care sunt bine cunoscute specialistului calificat.

In unele realiziri, prepararea compusilor poate implica adiugarea de acizi sau baze pentru a
afecta, de exemplu, catalizarea unei reactii dorite sau formarea de forme de sare cum ar fi sarurile de
aditie cu acid.

Exemple de acizi pot fi acizii anorganici sau organici. Acizii anorganici includ acid clorhidric,
acid bromhidric, acid sulfuric, acid fosforic, si acid azotic. Acizii organici includ acid formic, acid
acetic, acid propionic, acid butanoic, acid benzoic, acid 4-nitrobenzoic, acid metansulfonic, acid p-
toluensulfonic, acid benzensulfonic, acid tartric, acid trifluoroacetic, acid propiolic, acid butiric, acid 2-
butinoic, acid vinil acetic, acid pentanoic, acid hexanoic, acid heptanoic, acid octanoic, acid nonanoic si
acid decanoic.

Exemple de baze includ hidroxid de litiu, hidroxid de sodiu, hidroxid de potasiu, carbonat de
litiu, carbonat de sodiu, carbonat de potasiu, $i bicarbonat de sodiu. Unele exemple de baze puternice
includ, dar nu sunt limitate la, hidroxid, alcoxizi, amide metalice, hidride metalice, dialchilamide
metalice si arilamine, in care; alcoxizii includ sdruri de litiu, sodiu si potasiu de oxizi de metil, etil si t-
butil; amidele metalice includ amida de sodiu, amidd de potasiu, si amida de litiu; hidridele metalice
includ hidrurd de sodiu, hidrurd de potasiu si hidrurd de litiu; si dialchilamidele metalice includ siruri de
sodiu si potasiu de amide substituite de metil, etil, n-propil, i-propil, n-butil, t-butil, trimetilsilil si
ciclohexil.

Intermediarii si produsele pot include de asemenea sdrurile compusilor divulgati aici. Asa cum
s-a utilizat in acest document, termenul ,,sare” se¢ referd la o sare formata prin addugarea unui acid sau
bazi acceptabile la un compus divulgat aici. In unele realiziri, sirurile sunt siruri acceptabile
farmaceutic. Asa cum s-a utilizat in acest document, exprimarea ,,acceptabild farmaceutic” se referd la o
substanti care este acceptabila pentru utilizare in aplicafii farmaceutice dintr-o perspectiva toxicologica
si nu interactioncazd advers cu ingredientul activ. Sdrurile acceptabile farmaceutic, incluzand sédruri
mono- §i bi-, le includ, dar nu sunt limitate la, pe cele derivate din acizi organici $i anorganici cum ar fi,
dar fara a se limita la, acizii acetic, lactic, citric, cinnamic, tartric, succinic, fumaric, maleic, malonic,
mandelic, malic, oxalic, propionic, clorhidric, bromhidric, fosforic, nitric, sulfuric, glicolic, piruvic,
metansulfonic, etansulfonic, toluensulfonic, salicilic, benzoic, §i acizi acceptabili cunoscuti in mod
similar. Liste de saruri adecvate sunt gdsite in Remington's Pharmaceutical Sciences, ed. a 17-a, Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418 si Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977).

Dupa efectuarea prepardrii compusilor in conformitate cu procedeele descrise aici, operatiunile
de izolare si purificare uzuale cum ar fi concentrarca, filtrarca, extragerca, extragerea fazei solide,
recristalizarea, cromatografia, si altele asemenea poate fi utilizate, pentru a izola produsul dorit.

In unele realiziri, compusii descrisi aici si sdrurile acestora, sunt substantial izolate. Prin
,,substantial izolat” se¢ intelege cd compusul este cel putin partial sau substantial separat din mediul in
care ¢l a fost format sau detectat. Separarea partiali poate include, de exemplu, o compozitie imbogatita
in compusul inventici. Separarea substantiald poate include compozitii continand cel putin aproximativ
50%, cel putin aproximativ 60%, cel putin aproximativ 70%, cel putin aproximativ 80%, cel putin
aproximativ 90%, cel putin aproximativ 95%, cel putin aproximativ 97%, sau cel putin aproximativ
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99% din masa compusului inventiei, sau o sare a acestuia. Metodele pentru izolarea compusilor si
sarurilor lor sunt de rutind in domeniu.

Procedeele pentru prepararca unora din intermediari pot fi gisite in brevetul S.U.A. nr.
8.987.443, publicat pe 24 martie 2015; brevetul S.U.A. nr. 9.487.521, publicat pe 8 noiembrie
2016; brevetul S.U.A. nr. 8.410.265, publicat pe 2 aprilic 2013, si brevetul S.U.A. nr. 8.765.734,
publicat oe 1 iulie 2014.

Procedee si intermediari

Prezenta inventie furnizeaza, inter alia, procedee si intermediari pentru fabricarea compusului

cu Formula I. Corespunzitor, intr-un aspect, este furnizat aici un procedeu, cuprinzind punerea in

reactie a unui compus cu Formula I1T:
0. _.Cl

F

R
L
N~ CF,

i1
sau o sare a acestuia, cu 4-hidroxipiperidind pentru a forma un compus cu Formula I'V:

v

sau o sare a acestuia.

In unele realiziri, punerea in reactic cu 4-hidroxipiperidini este efectuati in prezenta unei
baze.

In unele realiziri, baza este 0 amini tertiara.

In unele realiziri, amina tertiari este N,N-diizopropiletilamina.

In unele realiziri, punerea in reactic cu 4-hidroxipiperidina este efectuati intr-o componenti
solvent care cuprinde diclorometan.

In unele realiziri, punerea in reactie cu 4-hidroxipiperidina este efectuati la o temperaturi de la
aproximativ 25°C pand la aproximativ 35°C.

In unele realiziri, compusul cu Formula III este format printr-un procedeu cuprinzind punerea
in reactic a unui compus cu Formula IT:

I
sau a unei sdruri a acestuia, cu clorura de oxalil pentru a forma compusul cu Formula II1, sau o sare a
acestuia.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula 1T cu clorurd de oxalil este
efectuati in prezenta unei cantititi catalitice de dimetil formamida (DMF). in unele realiziri, DMF este
prezentd intre aproximativ 0,01 si aproximativ 0,03 echivalenti molari fati de compusul cu Formula I1.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este
efectuatd intr-o componenti solvent care cuprinde diclorometan.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este
efectuati la o temperaturd de la aproximativ 15°C pana la aproximativ 25°C.

Procedecele descrise aici pot cuprinde suplimentar punerea in reactie a unui compus cu Formula

IV, sau a unei siruri a acestuia, sub conditii de oxidare pentru a forma un compus cu Formula V:
N._ _CF;
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sau o sare a acestuia.

In unele realiziri, conditiile de oxidare cuprind cel putin un agent de oxidare (adicd, un prim
agent de oxidare). In unele realiziri, conditiile de oxidare cuprind un al doilea agent de oxidare.

In unele realiziri, agentul de oxidare este acidul tricloroisocianuric (TCIC). In unele realiziri,
TCIC este prezent intre aproximativ 0,5 i aproximativ 0,7 echivalenti molari fatd de compusul cu
Formula IV.

In uncle realiziri, agentul de oxidare este 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO). In
unele realizari, TEMPO este prezent intre aproximativ 0,005 si aproximativ 0,05 echivalenti molari fata
de compusul cu Formula IV. In uncle realiziri, TEMPO este prezent intre aproximativ 0,015 si
aproximativ 0,025 echivalenti molari fati de compusul cu Formula IV. in unele realiziri, TEMPO este
prezent la aproximativ 0,020 echivalenti molari fatd de compusul cu Formula IV.

In unele realiziri, conditiile de oxidare cuprind cel putin TCIC (un prim agent de oxidare) si
TEMPO (un al doilea agent de oxidare). In unele realiziri, conditiile de oxidare cuprind o bromuri
metalicd, de exemplu, bromurd de sodiu. In unele realiziri, bromura de sodiu este prezentd intre
aproximativ 0,005 si aproximativ 0,015 echivalenti molari fatd de compusul cu Formula IV. In unele
realizari, bromura de sodiu este prezentd la aproximativ 0,01 echivalenti fatd de compusul cu Formula
IV.

In unele realiziri, conditiile de oxidare cuprind suplimentar o baza. In unele realiziri, baza este
bicarbonat de sodiu si/sau carbonat de sodiu. In unele realiziri, bicarbonatul de sodiu este prezent intre
aproximativ 1 si aproximativ 10 echivalenti molari fatd de compusul cu Formula IV. In unele realiziri,
bicarbonatul de sodiu este prezent la aproximativ 5 echivalenti molari fati de compusul cu Formula IV.
In unele realiziri, carbonatul de sodiu este prezent intre aproximativ 0.1 si aproximativ 1 echivalenti
molari fati de compusul cu Formula IV. In unele realiziri, carbonatul de sodiu este prezent la
aproximativ 0,5 echivalenti molari fatd de compusul cu Formula IV.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula IV sub conditii de oxidare
cuprinde in plus unul sau mai multi dintre bicarbonat de sodiu, carbonat de sodiu, si bromura de sodiu.
In unele realiziri, punerea in reactie a unui compus cu Formula IV sub conditii de oxidare cuprinde in
plus bicarbonat de sodiu, carbonat de sodiu, si bromura de sodiu.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula IV sub conditii de oxidare
cuprinde in plus o componenti solvent cuprinzind diclorometan. in unele realiziri, componenta solvent
cuprinde in plus apa.

In unele realizari, conditiile de oxidare cuprind addugarea de acid tricloroisocianuric (TCIC) la
o solutie cuprinzand compusul cu Formula IV si TEMPO la o temperaturd de la aproximativ 0°C pand
la aproximativ 5°C. In unele realiziri, adiugarea de acid tricloroisocianuric cuprinde adiugarea acidului
tricloroisocianuric in cel putin doud portii. In unele realiziri, solutia este agitati dupid respectiva
adiugare la o temperaturd de la aproximativ 0°C pani la aproximativ 5°C timp de aproximativ 30 min.
In unele realiziri, procedeul cuprinde in plus, dupi respectiva agitare, incilzirea respectivei solutii pani
la o temperaturd de la aproximativ 20°C pani la aproximativ 25°C timp de aproximativ o ord pani la
aproximativ doud ore.

In unele realiziri, conditiile de oxidare conduc la compusul cu Formula V avand o puritate de
mai mare de aproximativ 99%.

In unele realiziri, procedecle descrise aici cuprind suplimentar punerea in reactic a unui

compus cu Formula V cu un compus cu Formula VI:

H
N

CN

~Z

-N
Z

VI
sau cu o sare a acestuia, in prezenta unui agent reducdtor, pentru a forma un compus cu Formula I:
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sau O sare a acestuia;
in care Z! este H sau o grupare de protectie.

In unele realiziri, Z! este H.

In unele realiziri, agentul reducitor este cianoborohidrurid de sodiu sau triacetoxiborohidruri
de sodiu. In unele realiziri, agentul reducdtor este triacetoxiborohidrurd de sodiu. In unele realizir, este
utilizat mai mult de 1 echivalent (de exemplu, 2 echivalenti) de triacetoxiborohidrurd de sodiu pe baza
compusului cu Formula VL.

Agentul reducator poate fi orice agent reducétor adecvat pentru utilizare in aminarea reductiva,
incluzind diferi{i agenti reducdtori borohidruri si borani, cum ar fi cei din Ellen W. Baxter si Allen B.
Reitz, Reductive Aminations of Carbonyl Compounds with Borohydride and Borane Reducing Agents,
Organic Reactions, Capitolul 1, paginile 1-57 (Wiley, 2002). Clase nelimitative de agenti reducitori
adecvati includ borohidruri, cianoborohidruri, tri(acil Ci.)oxiborohidruri (de exemplu, derivati de
triacetoxiborohidruri), hidrurd 9-borobiciclo[3,3,1]nonan, tri(alchil Ci4) borohidrurd, si drivati
disopinocampteilcianoborohidruri, amino borani, complex boran-piridind, si borani de alchilamini.
Exemple nelimitative de agenfi reducdtori adecvafi includ cianoborohidrura de sodiu,
triacetoxiborohidrura de sodiu, hidrura ciano-9-borobiciclo[3,3,1]nonan de sodiu, cianoborohidrurd de
tetrabutilamoniu, cianoborohidrurd pe un suport solid, triacetoxiborohidrurd de tetrametilamoniu,
triacetoxiborohidrurd de sodiu, trictilborohidrurd de litin, tri(sec-butil)borohidrurd de litiu,
disopinocampteilcianoborohidrura de sodiu, catecol boran, boran tetrahidrofuran, borohidrurd de sodiu,
borohidrurd de potasiu, borohidrurd de litiu, paladiu in prezenta gazului de hidrogen, 5-etil-2-
metilpiridind boran (PEMB), 2-picolin boran sau triacetoxiborohidruri sustinuti de polimer. In unele
realizdri, oricare din anterior mentionatele, si preferabil cianoborohidrura de sodiu, este utilizatd in
combinatie cu un aditiv de titan (IV), agent de dchidratare, sau un aditiv de halogenurd de zinc. In
unele realizdri, agentul reducitor este o cianoborohidrurd sau triacetoxiborohidrurd de tetra(alchil Ci.
s)amoniu, o cianoborohidrurd sau triacetoxiborohidrurd de metal alcalin, sau o cianoborohidrurd sau
triacetoxiborohidruri de alcalin pimantos. In uncle realiziri, agentul reducitor este o cianoborohidrurd
de metal alcalin. In unele realiziri, agentul reducitor este selectat dintre cianoborohidrurad de sodiu si
triacetoxiborohidruri de sodiu. In unele realiziri, agentul reducitor este triacetoxiborohidruri de sodiu.
Asa cum s-a utilizat in acest document, un aditiv de titan (IV) este un acid Lewis continind un metal de
titan (IV) (de exemplu, tetraclorurd de titan, izopropoxid de titan, etoxid de titan, si altele asemenea).

In unele realiziri, compusul cu Formula VI, sau sarca acestuia, este sare diclorhidrat de 2-(3-
(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il) acetonitiril. In unele realiziri, puncrea
in reactie este efectuatd in prezenta a cel putin doi echivalenti ai unei a doua baze. In unele realiziri, a
doua bazi estec o amind tertiard (de exemplu, trictilamind). Asa cum s-a utilizat in acest document, ,.a
doua” in exprimarea ,,a doua bazd“ este utilizat pentru a diferentia baza de alte baze utilizate in ctapele
anterioare sau ulterioare ale procedeului si nu pentru a indica ¢ trebuie si fie prezente doud baze.

In unele realiziri, mai mult de 1 echivalent al compusului cu Formula V este utilizat pe baza
compusului cu Formula VI, sau a sirii acestuia.

In unele realiziri, reactia dintre un compus cu Formula VI, sau sare a acestuia, cu un compus
cu Formula V este efectuatd in solvent de diclorometan.

In unele realiziri, procedeul cuprinde in plus punerea in reactie a unui compus cu Formula I cu
acidul adipic pentru a forma sarea adipat a compusului cu Formula I.

Intr-un alt aspect, este furnizat aici un procedeu cuprinzind punerea in reactic a unui compus
cu Formula III:
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I
sau a unei saruri a acestuia, cu 4-piperidond, sau o sare a acesteia, pentru a forma un compus cu

Formula V:
N -CFs

sau o sare a acestuia.

In unele realiziiri, 4-piperidona, sau o sare a acesteia, este clorhidratul de 4-piperidona. In uncle
realizari, 4-piperidona, sau o sare a acesteia, este clorhidratul monohidrat de 4-piperidon.

In unele realiziri, punerea in reactie a unui compus cu Formula III cu 4-piperidona cuprinde in
plus o bazi. In unele realiziri, baza este carbonat de sodiu.

In uncle realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula III cu 4-piperidona este
efectuatd intr-o componenti solvent care cuprinde diclorometan.

In uncle realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula III cu 4-piperidona este
efectuati la o temperaturd de la aproximativ 0°C pani la aproximativ 5°C.

In unele realiziri, compusul cu Formula III este format printr-un procedeu cuprinzind punerea

in reactic a unui compus cu Formula IT:
O OH

F

=
P
N~ "CF;

II
sau a unei sdruri a acestuia, cu clorurd de oxalil pentru a forma compusul cu Formula II1, sau o sare a
acestuia.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este
efectuati in prezenta unei cantititi catalitice de dimetil formamida (DMF). in unele realiziri, DMF este
prezentd intre aproximativ 0,01 si aproximativ 0,03 echivalenti molari fatd de compusul cu Formula II.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este
efectuatd intr-o componentd solvent cuprinzand diclorometan.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este
efectuati la o temperaturd de la aproximativ 15°C pana la aproximativ 25°C.

In unele realizari, compusul cu Formula IIT nu este izolat inainte de puncrea in reactic a unui
compus cu Formula III cu 4-piperidona.

In unele realiziri, punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil si
punerea in reactie a unui compus cu Formula III cu 4-piperidona sunt efectuate intr-un singur reactor.

In unele realiziri, procedeul descris aici cuprinde suplimentar punerea in reactie a unui compus

cu Formula V cu un compus cu Formula VI:

H
N

VI
sau o sare a acestuia, in prezenta unui agent reducitor, pentru a forma un compus cu Formula I:
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sau o sare a acestuia;
in care Z! este H sau o grupare de protectie.

In unele realiziri, Z! este H.

In unele realiziri, agentul reducitor este cianoborohidrurid de sodiu sau triacetoxiborohidruri
de sodiu. In unele realiziri, agentul reducitor este triacetoxiborohidrurd de sodiu. In unele realiziri, mai
mult de 1 echivalent (de exemplu, 2 echivalenti) de triacetoxiborohidrurd de sodiu este utilizat pe baza
compusului cu Formula VL.

In unele realizari, compusul cu Formula VI, sau sarea acestuia, este sare diclorhidrat de 2-(3-
(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il) acetonitiril. In unele realiziri, puncrea
in reactie este efectuatd in prezenta a cel putin doi echivalenti ai unei a doua baze. In unele realiziri, a
doua bazi este o amina tertiard (de exemplu, trietilamina).

In unele realiziri, mai mult de 1 echivalent al compusului cu Formula V este utilizat pe baza
compusului cu Formula VI, sau sérii acestuia.

In unele realiziiri, reactia dintre un compus cu Formula VI, sau sare a acestuia, cu un compus
cu Formula V este efectuatd in solvent de diclorometan.

In unele realiziri, procedeul cuprinde in plus punerea in reactie a unui compus cu Formula I cu
acidul adipic pentru a forma sarea adipat a compusului cu Formula L.

Este de asemenea descris aici un compus cu Formula III care este un intermediar in procedeu:
0. _Cl

sau o sare a acestuia.
Utilizdri

Compusul cu Formula I, {I1-{1-[3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil]piperidin-4-il}-3-[4-
(7TH-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il]Jazetidin-3-il }acetonitril, este un inhibitor al JAK (de
exemplu, JAK1, JAK?2). Inhibitorii JAK sunt utili in tratarea diferitelor boli sau tulburiri asociate cu
JAK. Exemple de boli asociate cu JAK includ boli care implicd sistemul imunitar incluzind, de
exemplu, respingerea transplantului de organ (de exemplu, respingerea alogrefei si boald grefd versus
gazdd). Alte exemple de boli asociate cu JAK includ boli autoimune cum ar fi scleroza multipla, artritd
reumatoidd, artritd juvenild, artritd psoriazicd, diabet de tip I, lupus, psoriazis, boald inflamatoric
intestinald, colitd ulcerativa, boald Crohn, miastenia gravis, nefropatii imunoglobulinice, miocardita,
tulburdri de tiroidd autoimune, boald pulmonard obstructivd cronicd (BPOC), si altele asemenea. In
unele realiziri, boala autoimuna este o tulburare autoimuni buloasa a piclii cum ar fi pemfigus vulgaris
(PV) sau pemfigoid bulos (BP).

Alte exemple de boli asociate cu JAK includ afectiunile alergice cum ar fi astmul, alergiile
alimentare, dermatita eczematoasd, dermatita de contact, dermatita atopici (eczemi atropicd), si riniti.
Alte exemple de boli asociate cu JAK includ boli virale cum ar fi virusul Epstein Barr (EBV), hepatita
B, hepatita C, HIV, HTLV 1, virusul Varicella-Zoster (VZV) si virusul Papilloma uman (HPV). Alte
exemple de boli asociate cu JAK includ bolile asociate cu risucirea cartilajului, de exemplu, artritd
gutoasd, atritd septicd sau infectioasd, artritd reactivd, distrofic simpateticad de reflex, algodistrofie,
sindrom Tietze, atropatic costald, osteoartritd deformans endemica, boala Mseleni, boala Handigodu,
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degenerarca care rezultd din fibromialgie, lupus eritematos sistemic, sclerodermie, sau spondilitd
anchilozanta.

Alte exemple de boli asociate cu JAK includ malformatiile cartilajului congenital, incluzind
crondroliza ereditard, crondrodisplaziile, si pseudocrondrodisplaziile (de exemplu, microtia, enotia, si
crondrodisplazia metafizeald).

Alte exemple de boli sau afectiuni asociate cu JAK includ tulburdri ale pielii cum ar fi
psoriazis (de exemplu, psoriazis vulgaris), dermatiti atopicd, eczemad a piclii, iritare a pielii,
sensibilizare a pielii (de exemplu, dermatitd de contact sau dermatitd de contact alergicd). De exemplu,
anumite substante incluzand unele farmaceutice cand sunt aplicate topic pot cauza sensibilizarea pielii.
In unele realiziri, coadministrarea sau administrarea secventiald a cel putin unui inhibitor al JAK al
inventiei impreund cu agentul care determind sensibilizarea nedoritd poate fi de ajutor in tratarea unei
astfel de sensibilizare sau dermatiti nedorite. In unele realiziri, tulburarea piclii este tratati prin
administrarea topicd a cel putin unui inhibitor al JAK al inventiei.

Alte exemple de boli sau afectiuni asociate cu JAK le include pe cele caracterizate prin tumori
solide (de exemplu, cancer la prostatd, cancer renal, cancer hepatic, cancer pancreatic, cancer gastric,
cancer la san, cancer pulmonar, cancere de cap si gat, cancer la tiroida, glioblastom, sarcom Kaposi,
boald Castleman, leiomiosarcom uterin, melanom etc.), cancer hematologic (de exemplu, limfom,
leucemie cum ar fi leucemie limfoblasticd acutid (ALL), leucemie miclogend acutd (AML) sau miclom
multiplu), si cancer la piele cum ar fi limfom cutanat cu celule T (CTCL) si limfom cutanat cu celule B.
Exemple de CTCL-uri includ sindrom Sezary si micozd fungoida. Alte exemple de boli sau afectiuni
asociate cu JAK includ hipertensiunea arteriald pulmonara.

Alte exemple de boli sau afectiuni asociate cu JAK includ cancerele asociate cu inflamatia. In
unele realiziri, cancerul este asociat cu boala inflamatoric intestinali. In unele realiziri, boala
inflamatorie intestinali este coliti ulcerativa. In unele realiziri, boala inflamatorie intestinali este boald
Crohn. In unele realiziri, cancerul asociat cu inflamatia este cancer asociat cu colita. In unele realiziri,
cancerul asociat cu inflamatia este cancer la colon sau cancer colorectal. In unele realiziri, cancerul este
cancer gastric, tumoare carcinoidd gastrointestinald, tumoare stromald gastrointestinald (GIST),
adenocarcinom, cancer la intestinul subtire, sau cancer rectal.

Bolile asociate cu JAK le pot include in plus pe cele caracterizate prin expresia de: mutanti
JAK?2 cum ar fi acelea avand cel putin o mutatie in domeniul pscudo-kinaza (de exemplu, JAK2V617F);
mutanti JAK2 avand cel putin o mutatie exterioard a domeniului pseudo-kinaza; mutanti JAK1; mutanti
JAK3; mutanti ai receptorului de eritropoietind (EPOR); sauexpresia dereglatd a CRLF2.

Bolile asociate cu JAK pot include in plus tulburdri mieloproliferative (MPD-uri) cum ar fi
policitemia vera (PV), trombocitemie esentiald (ET), miclofibrozd cu metaplazie micloidicd (MMM),
miclofibroza primard (PMF), leucemic miclogend cronicd (CML), leucemie miclomonocitard cronica
(CMML), sindrom hipereozinofilic (HES), mastocitoza sistemicd (SMCD), si altele asemenea. In unele
realizari, tulburarea micloproliferativa este miclofibroza (de exemplu, mielofibroza primard (PMF) sau
post policitemia vera/mielofibrozi cu trombocitemie esentialdi (Post-PV/Post-ET MF)). in unele
realizari, tulburarea micloproliferativd este miclofibrozd cu post- trombocitemic esentiald (Post-ET
MEF). In unele realiziri, tulburarca micloproliferativi este mielofibrozi cu post policitemia vera (Post-
PV MF).

Alte exemple de boli sau afectiuni asociate cu JAK includ ameliorarea efectelor secundare
dermatologice ale altor farmaceutice prin administrarea compusului inventiei. De exemplu, numerosi
agenti farmaceutici conduc la reactii alergice nedorite care se pot manifesta ca iritatie acneiforma sau
dermatitd inruditd. Exemple de agenti farmaceutici care au astfel de efecte secundare nedorite includ
medicamentele contra cancerului cum ar fi gefitinib, cetuximab, erlotinib, si altele asemenea. Compusii
inventiei pot fi administrati sistemic sau topic (de exemplu, localizati in vecindtatea dermatitei) in
combinatiec cu (de exemplu, simultan sau secvential) agentul farmaceutic care are efectul secundar
dermatologic nedorit. In unele realiziri, compusul inventiei poate fi administrat topic impreuni cu unul
sau mai multe alte farmaceutice, unde celelalte farmaceutice cind sunt aplicate topic in absenta unui
compus al inventici cauzeazi dermatitd de contact, sensibilizare alergicd de contact, sau tulburiri
similare ale pielii. Corespunzitor, compozitiile inventiei includ formulari topice care contin compusul
inventiei si un agent farmaceutic suplimentar care poate cauza dermatitd, tulburdri ale pielii, sau efecte
secundare inrudite.

Alte boli asociate cu JAK includ inflamatia si bolile inflamatorii. Exemple de boli inflamatorii
includ sarcoidoza, boli inflamatorii ale ochiului (de exemplu, iritd, uveitd, scleritd, conjunctivitd, sau
boli inrudite), boli inflamatorii ale tractului respirator (de exemplu, ale tractului respirator superior
incluzand nasul si sinusurile cum ar fi rinitd sau sinuziti sau ale tractului respirator inferior incluzand
bronsita, boald pulmonard obstructivd cronicd, si altele asemenca), miopatic inflamatoric cum ar fi
miocarditi, si alte boli inflamatorii. In unele realiziri, boala inflamatorie a ochiului este blefarita.
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Alte boli asociate cu JAK includ ischemie - leziuni de reperfuzie sau o boald sau afectiune
asociati cu un eveniment ischemic inflamator cum ar fi accidentul vascular cerebral sau stopul cardiac,
starea de boald indusa de endotoxind (de exemplu, complicatii dupd chirurgiaa de bypass sau stiri de
endotoxind cronicd care contribuie la insuficientd cardiaci cronicd), anorexia, casexie, oboseald cum ar
fi cea care rezultd din, sau este asociate cu cancer, restenozd, sclerodermie, fibroza, afectiuni asociate cu
hipoxia sau astroglioza cum ar fi, de exemplu, retinopatia diabeticd, cancerul, sau neurodegenerarea, si
alte boli inflamatorii cum ar fi sindromul raspunsului inflamator sistemic (SIRS) si socul septic. Alte
boli asociate cu JAK includ guta si dimensiunea crescutil a prostatei datoratd, de exemplu, hipertrofiei
benigne a prostatei sau hiperplaziei prostatice benigne, precum si boli de resorbfie osoasi cum ar fi
osteoporoza sau osteoartrita, boli de resorbtie osoasd asociate cu: dezechilibrul hormonal si/sau terapia
homonali, boala autoimuni (de exemplu sarcoidoza o0soasd), sau cancerul (de exemplu miclom).

Alte boli asociate cu JAK includ o tulburare a ochiului uscat. Asa cum s-a utilizat in acest
document, ,tulburarea ochiului uscat™ este intentionatd s cuprindd stirile de boald rezumate intr-un
recent raport oficial al Seminarului Ochiului Uscat (DEWS), care a definit ochiul uscat ca ,,0 boala
multifactoriald a lacrimilor si suprafetei oculare care conduce la simptome de discomfort, tulburdri
vizuale, si instabilitatea filmului lacrimal cu potentiald deteriorare la suprafata oculard. Este insotitd de
osmolaritatea crescutd a filmului lacrimal si inflamatia suprafetei oculare™. Lemp, ,,The Definition and
Classification of Dry Eye Disease: Report of the Definition and Classification Subcommittee of the
International Dry Eye Workshop®, Ocular Surface, 5(2), 75-92 aprilic 2007. In unele realiziri,
tulburarea ochiului uscat este selectatd dintre ochiul uscat deficient la lacrimi apoase (ADDE) sau
tulburarea evaporativi a ochiului uscat, sau combinatii adecvate ale acestora. In unele realiziri,
tulburarea ochiului uscat este sindromul Sjogren al ochiului uscat (SSDE). In unele realiziri, tulburarea
ochiului uscat este sindromul non-Sjogren al ochiului uscat (NSSDE).

Alte boli asociate cu JAK includ conjunctivitd, uveitd (incluzind uveita cronicd), coriodita,
retinitd, ciclitd, sclieritd, episcleritd, sau iritd. Alte boli asociate cu JAK includ disfunctia respiratorie
sau insuficienta asociate cu infectia virald, cum ar fi gripa si SARS.

EXEMPLE

Inventia va fi descrisd in mai multe detalii pe calea exemplelor specifice. Urmdtoarele exemple
sunt oferite in scopuri ilustrative, si nu sunt intentionate sd limiteze inventia in nici o manierd. Cei
calificati in domeniu vor recunoaste cu usurintd o varietate de parametrii necritici care pot fi modificati
sau schimbati pentru a da in mod esential aceleasi rezultate.

Exemplul 1. Sinteza de adipat de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-
fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (9)

sSchemal

3-(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-
carboxilat de ferg-butil (3). La un flacon de 1 L echipat cu o admisie de azot, un termocuplu, §i un
agitator mecanic s-au addugat secvential izopropanol (IPA, 200 mL), 1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundec-end
(DBU, 9,8 g, 64,4 mmol, 0,125 echiv), 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol (1, 101
g, 520,51 mmol, 1,01 echiv) si 3-(cianometilen)azetidin-1-carboxilat de ferf-butil (2, 100 g, 514,85
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mmol) la temperatura ambiantd pentru a genera un amestec de reactie ca suspensic. Amestecul de
reactie rezultat a fost incdlzit la reflux 30 minute pentru a furniza o solutic omogena si amestecul a fost
mentinut la reflux timp de incd 2-3 ore suplimentare. Dupd ce reactia a fost completd cum s-a
monitorizat prin HPLC, s-a addugat gradual n-heptan (400 mL) la amestecul de reactie timp de 45
minute in timp ce s-a mentinut amestecul la reflux. Solidele au fost precipitate in timpul addugarii de n-
heptan. O dati ce addugarca de n-heptan a fost completd, amestecul a fost ricit gradual la temperatura
ambiantd si agitat la temperatura ambiantd timp de incd 1 ord suplimentard. Solidele au fost colectate
prin filtrare, spalate cu n-heptan (200 mL), si uscate sub vid la 50°C cu azot sters la greutate constantd
pentru a da 3-(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol-1-il)azetidin-1 -
carboxilat de ferg-butil (3, 181 g, 199,9 g teoretic, 90,5%) ca solid alb pani la galben pal. Pentru 3: 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,31 (s, 1H), 7,74 (s, 1H), 4,45 - 4,23 (m, 2H), 4,23 - 4,03 (m, 2H), 3,56
(s, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,25 (s, 12H) ppm; *C RMN (101 MHz, DMSO-ds) & 155,34, 145,50, 135,88,
116,88, 107,08 (br), 83,15, 79,36, 58,74 (br), 56,28, 27,96, 26,59, 24,63 ppm; C1oH2BNsOs (MW
388,27), LCMS (EI) m/e 389 (M* + H).

3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(cianometil)-azetidin -1-
carboxilat de zerg-butil (5). La un flacon de 1 L echipat cu o admisic de azot, un termocuplu, §i un
agitator mecanic s-au adaugat 4-cloro-7H-pirolo[2,3-d|pirimidind (4, 39,6 g, 257,6 mmol), 3-
(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol-1-il)azetidin-1-carboxilat ~ de
terg-butil (3, 100 g, 257,6 mmol, 1,0 echiv), fluorurd de cesiu (136,9 g, 901.4 mmol, 3,5 echiv), fert-
butanol (250 mL), apa (250 mL), si [1,1'-bis(di-ciclohexilfosfino)ferocen]dicloropaladiu(Il) (Pd-127,
3514 mg, 0,46 mmol, 0,0018 echiv) la temperatura ambiantd. Amestecul de reactic rezultat a fost
degazat si reumplut cu azot de 3 ori, inainte de a fi incilzit 1a reflux si mentinut la reflux sub azot timp
de 20-24 ore. Cand HPLC a arétat cd reactia a fost completa, amestecul de reactie a fost ricit la 45-55°C
in 30 minute, cele doud faze au fost separate, i faza apoasd a fost eliminatd. La faza organici s-a
adiugat n-heptan (125 mL) in 30 minute la 45-55°C. Amestecul rezultat a fost ricit incet la temperatura
ambiantd intr-o ord i agitat la temperatura ambiantd timp de incd 2 ore suplimentare. Solidele au fost
colectate prin filtrare, spalate cu n-heptan (100 mL), si uscate sub vid la 50°C cu azot sters la greutate
constantd pentru a da 3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(cianometil)-azetidin-1-
carboxilat de ferf-butil (5, 96,8 g, 97,7 g teoretic, 99%) ca solid galben pal. Pentru 5: '"H RMN (400
MHz, DMSO-ds) 6 8,89 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 7,60 (d, J= 3,5 Hz, 1H), 7,06 (d, J= 3,6 Hz,
1H), 4,62 - 4,41 (m, 2H), 4,31 - 4,12 (m, 2H), 3,67 (s, 2H), 1,39 (s, 9H) ppm; *C RMN (101 MHz,
DMSO-ds) & 155,40, 152,60, 150,63, 149,15, 139,76, 129,53, 127,65, 122,25, 116,92, 113,21, 99,71,
79,45, 58,34 (br), 56,80, 27,99, 26,83 ppm; C19H21N702 (MW 379,4), LCMS (EI) m/e 380 (M* + H).

Sare diclorhidrat de 2-(3-(4-(7H-Pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il) azetidin-3-
il)acetonitril (6). La un flacon de 0,5 L echipat cu o admisie de azot, un termocuplu, o palnic
suplimentara, si un agitator mecanic s-au adiugat 3-(4-(7H-pirolo|2,3-d]pirimidin-4-il)-1 H-pirazol-1-
il)-3-(cianometil)azetidin-1-carboxilat de ferg-butil (5, 15 g, 39,5 mmol), apa (7.5 mL, 416 mmol) si
diclorometan (75 mL) la temperatura camerei. Amestecul a fost agitat la temperatura camerei pentru a
genera o suspensie. La suspensie s-a addugat o solutie 5 M de acid clorhidric (HCI) in izopropanol (55
mL, 275 mmol, 7,0 echiv) in 5 minute. Amestecul de reactie rezultat a fost apoi incdlzit 1a reflux usor si
mentinut la reflux timp de 3-4 ore. Dupd ce reactia a fost completd dupd cum s-a monitorizat prin
HPLC, s-a addugat ferg-butil metil eter (TBME, 45 mL) la suspensia de reactic. Amestecul a fost ricit
gradual la temperatura camerei, si agitat timp de o ord suplimentard. Solidele au fost colectate prin
filtrare, spalate cu ferf-butil metil eter (TBME, 45 mL) si uscate sub vid la 50°C cu azot sters la greutate
constantd pentru a da sarea diclorhidrat de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
ilyazetidin-3-il)acetonitril (6, 13,6 g, 13,9 g teoretic, 98%) ca un solid albicios pana la galben deschis.
Pentru 6: '"H RMN (400 MHz, D,0) & 8,96 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 7,78 (d, J= 3,8 Hz, 1H),
7,09 (d, J= 3,7 Hz, 1H), 4,93 (d, J= 12,8 Hz, 2H), 4,74 (d, J= 12,5 Hz, 2H), 3,74 (s, 2H) ppm; *C
RMN (101 MHz, D>O) & 151,35, 143,75, 143,33, 141,33, 132,03, 131,97, 115,90, 114,54, 113,85,
103,18, 59,72, 54,45 (2C), 27,02 ppm; C14aHsCLN7 (C14H13N7 pentru baza libera, MW 279,30), LCMS
(EL) m/e 280 (M* + H).

2-(3-(4-(7H-Pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (8, bazi libera). La un flacon de
0,5 L echipat cu o admisic de azot, un termocuplu, o palnic suplimentard, si un agitator mecanic s-au
adidugat sare diclorhidrat de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1 H-pirazol-1-il)azetidin-3-
il)acetonitril (6, 20 g, 56,78 mmol), diclorometan (200 mL) si trictilaminid (TEA, 16,62 mL, 119,2
mmol, 2,1 echiv) la temperatura ambiantd. Amestecul a fost agitat la temperatura ambiantd timp de 30
minute inainte ca 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)-izonicotinoil)piperidin-4-ona (7, 17,15 g, 57,91 mmol,
1,02 echiv) si fie addugatd la amestec. Amestecul a fost apoi tratat cu triacetoxiborohidrurd de sodiu
(25,34 g, 113,6 mmol, 2,0 echiv) timp de 5 minute la temperatura ambiantd (sub 26°C). Amestecul de
reactie rezultat a fost agitat la temperatura ambiantd timp de 2 ore. Dupa ce reactia a fost completd dupa
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cum s-a monitorizat prin HPLC, amestecul de reactie a fost stins cu solufie apoasd saturatd de
NaHCOs (200 mL). Cele doud faze au fost separate si faza apoasd a fost extrasd cu clorurd de metilen
(200 mL). Faza organici combinati a fost spdlatd cu 4% saramurd (100 mL) urmatd de schimbarea cu
solvent a clorurii de metilen la acetonil prin distilare. Solutia rezultatid a produsului brut dorit (8) in
acctond a fost utilizata direct pentru formarea ulterioard a sarii adipat. O mica portiune de solutic a fost
purificata prin cromatografie pe coloana (SiOs, 0 - 10% de MeOH in eluare cu gradient EtOAc) pentru a
da 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1 H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (8 bazi liberd) analitic pur ca un solid
alburiu. Pentru 8: 'TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) § 12,17 (d, J= 2,8 Hz, 1H), 8,85 (s, 1H), 8,70 (m,
2H), 8,45 (s, 1H), 7,93 (t, J= 4,7 Hz, 1H), 7,63 (dd, J= 3,6, 2,3 Hz, 1H), 7,09 (dd, J= 3,6, 1,7 Hz, 1H),
4,10 (m, 1H), 3,78 (d, J= 7,9 Hz, 2H), 3,61 (t,J= 7,9 Hz, 1H), 3,58 (s, 2H), 3,46 (m, 1H), 3,28
(t, J= 10,5 Hz, 1H), 3,09 (ddd, J = 13,2, 9,5, 3,1 Hz, 1H), 2,58 (m, 1H), 1,83 - 1,75 (m, 1H), 1,70 - 1,63
(m, 1H), 1,35 - 1,21 (m, 2H) ppm; '*C RMN (101 MHz, DMSO-ds) & 160,28, (153,51, 150,86), 152,20,
150,94, 149,62, (146,30, 146,25), 139,48, (134,78, 134,61), (135,04, 134,92, 134,72, 134,60, 134,38,
134,26, 134,03, 133,92), 129,22, 127,62, 126,84, 121,99, 122,04, (124,77, 122,02, 119,19, 116,52),
117,39, 113,00, 99,99, 61,47, 60,49, 57,05, 44,23, 28,62, 27,88, 27,19 ppm; CisHaFsNoO (MW,
553,51), LCMS (EID) m/e 554,1 (M* + H).

Adipat de 2-(3-(4-(7H-Pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (9). La un flacon de 0,5 L echipat
cu un agitator mecanic, un termocuplu, o palnie de addugare, si o admisie de azot s-a addugat o solutie
de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1 H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluvorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril brut (8 bazad liberd, 31,38 g, 56,7
mmol) in acetond (220 mL) si acid adipic (8,7 g, 59,53 mmol, 1,05 echiv) la temperatura ambianta.
Amestecul de reactie a fost apoi incilzit la reflux pentru a da o solutie. S-a addugat gradual n-heptan
(220 mL) la amestecul de reactic la 40-50°C intr-o ord. Amestecul rezultat a fost ricit gradual la
temperatura ambiantd intr-o ord si agitat la temperatura ambiantd timp de incd 16 ore suplimentare.
Solidele au fost colectate prin filtrare, spilate cu n-heptan (2 X 60 mL), si uscate sub vid la 50°C cu
azot sters la greutate constantd pentru a da adipat de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil )piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (9, 34,0
g, 39.7 g teoretic, 85,6% pentru doudi etape) ca solid alb pand la alburiu. 9: 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 12,16 (s, 1H), 12,05 (brs, 2H), 8,85 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,69 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 8,45 (s,
1H), 7,93 (t, J= 4,7 Hz, 1H), 7,63 (dd, J= 3,6, 2,3 Hz, 1H), 7,09 (dd, J= 3,6, 1,7 Hz, 1H), 8 4,11 (dt, J =
11,0, 4,4 Hz, 1H), 3,77 (d, J= 7,8 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 3,38 (s, 2H), 3,44 (dt, J = 14,4, 4,6
Hz, 1H), 3,28 (t, J = 10,4 Hz, 1H), 3,09 (ddd, J= 13,2, 9,6, 3,2 Hz, 1H), 2,58 (it, J= 8,6, 3,5 Hz, 1H),
2,28 - 2,17 (m, 4H), 1,83 - 1,74 (m, 1H), 1,67 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 1,59 - 1,46 (m, 4H), 1,37 - 1,21 (m,
2H) ppm; *C RMN (101 MHz, DMSO-ds) & 174,38, 160,29, (153,52, 150,87), 152,20, 150,94, 149,63,
(146,30, 146,25), 139,48, (134,79, 134,62), (135,08, 134,97, 134,74, 134,62, 134,38, 134,28, 134,04,
133,93), 129,21, 127,62, 126,84, 122,05, (124,75, 122,02, 119,29, 116,54), 117,39, 113,01, 99,99,
61,47, 60,50, 57,06, 44,24, 33,42, 30,70, 28,63, 27,89, 27,20, 24,07 ppm; CH3:FsNoOs (MW 699,66;
CasH23F4NgO pentru bazi liberd, MW, 553,51), LCMS (EI) m/e 554,0 (M* + H).

Exemplul 2: Sinteza alternativa de 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-
(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril
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Clorhidrat de 2-(azetidin-3-iliden)acetonitril (2a). La un flacon de 0,5 L echipat cu o
admisie de azot, un termocuplu, si un agitator mecanic s-au adiugat 3-(cianometilen)azetidin-1-
carboxilat de ferf-butil (2, 30 g, 154,46 mmol) si metilenclorurd (300 mL) la temperatura ambianta.
Solutia a fost apoi tratata cu o solutie 5 M de acid clorhidric (HCI) in solutie de izopropanol (294,2 mL,
1,54 mol, 10 echiv) la temperatura ambianti si amestecul de reactie rezultat a fost agitat 1a temperatura
ambiantd timp de 18 ore. Dupi ce reactia a fost completd cum s-a monitorizat prin HPLC, la suspensie
s-a adadugat rerf-butil metil eter (TBME, 150 mL), si amestecul a fost agitat la temperatura ambianti
timp de 2 ore. Solidele au fost colectate prin filtrare, spdlate cu n-heptan (2 X 100 mL), si uscate pe
palnie de filtrare la temperatura ambiantd timp de 3 ore pentru a da clorhidratul de 2-(azetidin-3-
iliden)acetonitril (2a, 13,7 g, 20,2 g teoretic, 67,8 %) ca solid alb. Pentru 2a: 'H RMN (500 MHz,
DMSO-ds) § 9,99 (s, 2H), 5,94 (p, J= 2,5 Hz, 1H), 4,85 - 4,80 (m, 2H), 4,77 - 4,71 (m, 2H) ppm; *C
RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 155,65, 114,54, 94,78, 55,26, 54,63 ppm; CsH;CIN> (MW 130,58;
CsHgN» pentru bazi liberd, MW 94,11), LCMS (EI) m/e 95 (M* + H).

2-(1-(1-(3-Fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-iliden)acetonitril
(10). La un flacon de 0,25 L echipat cu o admisie de azot, un termocuplu, i un agitator magnetic s-au
adiugat clorhidrat de 2-(azetidin-3-iliden)acetonitril (2a, 4,5 g, 34,46 mmol), 1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil) piperidin-4-ond (7, 10 g, 34,46 mmol, 1,0 echiv), si metilenclorurd (100
mL) la temperatura ambiantd si amestecul rezultat a fost apoi tratat cu triacetoxiborohidrurd de sodiu
(14,6 g, 68,93 mmol, 2,0 echiv) la temperatura ambiantd. Amestecul de reactic a fost agitat la
temperatura ambianta timp de 2 ore inainte de a fi stins cu solutiec apoasd saturatd de bicarbonat de sodiu
(NaHCO3) (50 mL). Cele doud faze au fost separate si faza apoasi a fost extrasa cu diclorometan (200
mL). Faza organicd combinata a fost spalatd cu apd (50 mL) si saramurd (50 mL) si concentratd sub
presiune redusa pentru a da produsul brut dorit (10), care a fost purificat prin cromatografic pe coloani
(8102, 0 - 10 % acetat de etil in eluare cu gradient hexan) pentru a da 2-(1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-iliden)acetonitril (10, 9,5 g, 12,7 g teoretic,
74,8 %) ca solid alb. Pentru 10: 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 8,57 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 7,54 (t, J= 4,6
Hz, 1H), 5,29 (p, J= 2,4 Hz, 1H), 4,18 - 4,08 (m, 1H), 4,08 - 4,03 (m, 2H), 3,98 - 3,94 (m, 2H), 3,57 -
3,39 (m, 2H), 3,17 - 3,04 (m, 1H), 2,56 (tt, J=74, 3,5 Hz, 1H), 1,86 - 1,77 (m, 1H), 1,75 - 1,64 (m,
1H), 1,54 - 1,43 (m, 1H), 1,43 - 1,31 (m, 1H) ppm; *C RMN (101 MHz, CDCls) & 161,34, 160,73,
152,62 (d, J=269,1 Hz), 145,75 (d, J = 6,1 Hz), 136,73 (qd, J = 36,1, 12,0 Hz), 134,56 (d, J= 16,9 Hz),
126,89, 120,38 (qd, J= 275,0, 4,9 Hz), 115,11, 92,04, 62,05, 60,57 (2C), 44,47, 39,42, 29,38, 28,47
ppm; C17H16F4aN4O (MW 368,33), LCMS (EI) m/e 369 (M* + H).

2-(1-(1-(3-Fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil -
1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitril (11). La un flacon de 25 mL echipat
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cu o admisie de azot, un termocuplu, $i un agitator magnetic s-au addugat 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 210 mg, 1,08 mmol, 1,08 echiv), 2-(1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-iliden)acetonitril (10, 370 mg, 1,0 mmol) si
acctonitril (3 mL) la temperatura ambiantd. Solutia a fost apoi tratati cu 1,8-diazabiciclo[5,4,0]undec-
end (DBU, 173 mg, 0,17 mL, 1,12 mmol, 1,12 echiv) la temperatura ambianta si amestecul de reactie
rezultat a fost incilzit la 50°C si agitat la 50°C peste noapte. Cand reactia a fost completd cum s-a
monitorizat prin HPLC, amestecul de reactie a fost incércat direct pe o coloani de gel de siliciu (SiO2)
pentru purificare cromatograficd (0 - 2,5 % MeOH in cluare cu gradient de acetat de etil) pentru a da 2-
(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil )piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitril (11, 263 mg, 562,4 mg teoretic, 46,7 %) ca
solid alb. Pentru 11: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) § 8,64 (d, J= 4,7 Hz, 1H), 8,22 (d, J= 0,6 Hz, 1H),
7,88 (dd, J= 4,7 Hz, 1H), 7,69 (s, 1H), 4,10 - 3,99 (m, 1H), 3,58 (d, /= 7,8 Hz, 2H), 3,52 - 3,42 (m,
2H), 3,44 (s, 2H), 3,41 - 3,33 (m, 1H), 3,28 - 3,15 (m, 1H), 3,03 (ddd, /= 12,9, 9,2, 3,2 Hz, 1H), 2,51 -
2,44 (m, 1H), 1,77 - 1,66 (m, 1H), 1,64 - 1,54 (m, 1H), 1,28 - 1,17 (m, 2H), 1,24 (s, 12H) ppm; *C
RMN (101 MHz, DMSO-ds) 6 160,22, 152,13 (d, J = 265,8 Hz), 146,23 (d, J = 5,7 Hz), 145,12, 135,41,
134,66 (d, J= 16,9 Hz), 134,43 (qd, J= 35,0, 11,7 Hz), 127,38, 120,61 (qd, J = 274,4, 4,6 Hz), 117,35,
106,59 (br), 83,10, 61,40, 60,53 (2C), 56,49, 44,17, 38,99, 28,55, 27,82, 27,02, 24,63 ppm;
C26H31BF4N603 (MW 562,37), LCMS (EI) m/e 563 (1\/[+ + H)
2-(3-(4-(7H-Pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (8). La un flacon de 25 mL
echipat cu o admisie de azot, un termocuplu, o palnic suplimentard, si un agitator magnetic s-au adaugat
2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)-izonicotinoil) piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitril (11, 307 mg, 0,546 mmol), 4-cloro-7H-
pirolo[2,3-d]|pirimidini (4, 84,8 mg, 0,548 mmol, 1,0 echiv), bicarbonat de sodiu (NaHCO3, 229 mg,
2,72 mmol, 5,0 echiv), apd (1,6 mL), si 1,4-dioxan (1,6 mL) la temperatura ambiantd. Amestecul a fost
apoi tratat cu tetrakis(trifenilfosfin)paladiu(0) (12,8 mg, 0,011 mmol, 0,02 echiv) la temperatura
ambiantd si amestecul de reactie rezultat a fost degazat si reumplut cu azot de 3 ori, inainte de a fi
incalzit la 85°C. Amestecul de reactie a fost agitat la 85°C sub azot peste noapte. Cand reactia a fost
completd cum s-a monitorizat prin HPLC, amestecul de reactic a fost concentrat la sec sub presiune
redusd si produsul dorit, 2-(3-(4-(7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil) izonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitril (8 bazd liberd, 135 mg, 302,2 mg
teoretic, 44,6 %), a fost obtinut ca solid alburiu prin purificarea directd prin cromatografic pe coloani cu
gel de siliciu (SiO2) (0 - 10% eluare cu gradient de acetat de ctil in hexan) a amestecului de reactic
uscat. Compusul obtinut prin aceastd abordare sinteticd este identic in fiecare aspect comparabil cu
compusul 8 fabricat prin metoda sinteticd cum s-a descris mai sus in Exemplul 1.
Exemplul 3. Sinteza de 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-ona (7)
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(3-Fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il) metanoni
(14). La un reactor de 30 L echipat cu un agitator mecanic, o palnie de addugare si un sept s-au incarcat
hidroxid de sodiu (NaOH, 1.4 kg, 35 mol, 2,0 echiv) si apd (7 L) si solutia rezultatd a fost tratatd cu
clorhidrat de 1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan (3,13 kg, 17,43 mol) la temperatura ambiantd. Amestecul
rezultat a fost apoi agitat la temperatura ambiantd timp de 30 minute, inainte de a fi saturat cu clorurd de
sodiu solida (1,3 kg) si extras cu 2-metiltetrahidrofuran (3 x 7 L). Faza organicd combinatd a fost uscata
cu sulfat de sodiu anhidru (Na>SOs, 1,3 kg) si concentratd sub presiune redusd (70 mmHg) la 50°C dupa
indepartarea reactivului de uscare, sulfat de sodiu (Na»>SOs), prin filtrare. Uleiul galben astfel obtinut a
fost distilat sub presiunc redusd (80 mmHg, de la 115 pani la 120°C) pentru a da 1,4-dioxa-8-
azaspiro[4,5]decan (2,34 kg, 2,496 kg teoretic, 93,8%) ca ulei clar, care a fost utilizat direct in reactia de
cuplare ulterioard. La un reactor uscat de 100 L echipat cu un agitator mecanic, o palnic de addugare, un
termometru si o evacuare cu vid s-a incircat acid 3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinic (13, 3,0 kg,
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14,35 mol), hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfoniu (reactiv BOP, 7,6 kg,
17,2 mol, 1,2 echiv), 1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan (2,34 kg, 16,36 mol, 1,14 echiv) si N,N-
dimetilformamidd (DMF, 18 L) la temperatura ambiantd. Solutia rezultatd a fost apoi agitati la
temperatura ambiantd timp de 20 minute inainte de a fi ricitd la 5 pana la 10°C. S-a addugat apoi
trietilamind (EtsN, 4 L, 28,67 mol, 2,0 echiv) la amestecul de reactie intr-o ord si temperatura interna a
fost tinutd intre 5°C si 10°C in timpul addugdrii de trietilamind. Solutia maro inchis astfel obtinuta a fost
agitatd timp de 12 ore la temperatura ambiantd (aproximativ 20°C) si apoi ricitd la, in jur de 10°C. Cu
agitare viguroasd, s-au addugat secvenfial 18 L de solufie apoasd de bicarbonat de sodiu saturat
(NaHCO3) si 36 L de apid la amestecul de reactie racit si temperatura internii a fost tinuta sub 15°C.
Precipitatul (turta de filtru) astfel obtinut a fost colectat prin filtrare. Faza apoasd a fost apoi saturati cu
12 kg de clorurd de sodiu solida (NaCl) si extrasd cu EtOAc (2 x 18 L). Stratul organic combinat a fost
spdlat cu solutie apoasd de bicarbonat de sodiu saturat (NaHCO3) (18 L), si apd (2 x18 L) in secventa.
Turta de filtru colectatd a fost apoi dizolvatd inapoi in faza organica si solutia maro inchis rezultatd a
fost spalatd cu apa (2 x 18 L) inainte de a fi concentratd sub presiune redusd (40 - 50 °C, 30 mm Hg)
pentru a da aproximativ 5,0 kg din produsul brut dorit (14) ca ulei maro vascos. Produsul brut obtinut
mai sus a fost apoi dizolvat in EtOH (8,15 L) 1a 50°C si solutia rezultatd a fost tratatd cu apa (16,3 L) in
30 minute la, in jur de 50°C. Solutia maro a fost insimantata inainte de a fi ricitd gradual la temperatura
ambiantd (aproximativ 20°C) timp de 3 ore cu agitare i agitatd la temperatura ambianta timp de 12 ore.
Solidele au fost colectate prin filtrare, spalate cu un amestec de EtOH si apa (EtOH : HoO=1:20,2 L)
si uscate sub presiune redusd (50 mmHg) la aproximativ 60°C timp de 24 ore pentru a da (3 -fluoro-2-
(trifluvorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanond (14, 3,98 kg, 4,797 kg
teoretic, 83,0%) ca solid alb. Pentru 14: 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 8,64 (d, *Juu = 4,68 Hz, 1H,
NCH in piriding), 7,92 (dd, */un = 4,68 Hz, “Jur = 4,68 Hz, 1H, NCCH in piriding), 3,87 - 3,91 (m, 4H,
OCH,CH»0), 3,70 (br s, 2H, unul din NCH in ine¢l de piperidind, unul din alt NCH» in inel de
piperidini, ambele in pozitie axiald), 3,26 (t, *Jun = 5,86 Hz, 2H, unul din NCH5 in inel de piperiding,
unul din alt NCH in inel de piperidini, ambele in pozitie ecuatoriald), 1,67 (d, 3Jux = 5,86 Hz, 2H, unul
din NCCH:1in inel de piperidind, unul din alt NCCH; in inel de piperidind, ambele in pozitic
ecuatoriald), 1,58 (br s, 2H, unul din NCCH> in inel de piperidind, unul din alt NCCH> in inel de
piperidind, ambele in pozitie axiald) ppm; *C RMN (75 MHz, DMSO-de) & 161,03 (N-C=0), 151,16
(d, WJer = 266,03 Hz, C-F), 146,85 (d, *Jcr = 4,32 Hz, NCH in piridin), 135,24 (d, ZJcr = 11,51 Hz, C-
C=0), 135,02 (cvartet, 2Jcr = 34,57 Hz, NCCFs), 128,24 (d, *Jcr = 7,48 Hz, NCCH in piridini), 119,43
(d x cvartet, \Jcr = 274,38 Hz, 3Jcr = 4,89 Hz, CF3), 106,74 (0CO), 64,60 (OCCO), 45,34 (NC in inel
de piperidind), 39,62(NC in inel de piperidind), 34,79(NCC in inel de piperidind), 34,10 NCC in inel de
piperidind) ppm; '°F RMN (282 MHz, DMSO-ds) & -64,69 (d, “/sr = 15,85 Hz, F3C), -129,26 (d x
cvartet, “Jgr = 15,85 Hz, “Jpg = 3,96 Hz, FC) ppm; C1aH14aFaN203 (MW, 334,27), LCMS (EI) m/e 335,1
(M* + H).

1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-oni (7). intr-un balon de 5 L cu 4
gaturi cu fund rotund echipat cu un agitator mecanic, un termocuplu, o palnie de addugare si o admisie
de azot s-au incarcat (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-
il)metanond (14, 100 g, 0,299 mol) in acetonitril (ACN, 400 mL) la temperatura ambiantd. Solutia
rezultantd a fost ricitd sub 10°C inainte de a fi tratatd cu 6,0 N solutie apoasa de acid clorhidric (HCI)
(450 mL, 2,70 mol, 9,0 echiv) in timp ce temperatura internd a fost tinutd sub 10°C. Amestecul de
reactie rezultat a fost apoi incalzit gradual la temperatura camerei si o cantitate suplimentard de 6,0 N
solutie apoasd de acid clorhidric (HCI) (1050 mL, 6,30 mol, 21,0 echiv) a fost introdusa incet in
amestecul de reactie la temperatura ambianta timp de 8 ore prin palnic de adidugare. Cand reactia a fost
completd cum s-a monitorizat prin HPLC, amestecul de reactic a fost apoi ricit la 0°C inainte de a fi
tratat cu 30% hidroxid de sodiu apos (NaOH, 860 mL, 8,57 mmol, 28,6 echiv) in timp ce temperatura
internd a fost tinutd sub 10°C. Amestecul de reactie rezultat a fost ulterior incilzit la temperatura
ambiantd Tnainte de addugarea de bicarbonat de sodiu solid (NaHCOs3, 85,0 g, 1,01 mol, 3,37 echiv) intr-
o ord. Amestecul a fost apoi extras cu EtOAc (2 x 1,2 L), si faza organicd combinata a fost spalatd cu
16% solutie apoasd de clorurd de sodiu (2 x 800 mL) si concentratd pani la aproximativ 1,0 L prin
distilare in vid. S-a addugat n-heptan (2,1 L) la reziduu, si amestecul rezultat a fost concentrat pana la
1,0 L prin distilare in vid. La amestecul concentrat s-a addugat n-heptan (2,1 L). Suspensia albi
rezultatd a fost apoi concentratd pand la 1,0 L prin distilare in vid. La suspensia albd s-a addugat apoi
metil ferf-butil eter MTBE, 1,94 L). Solutia tulbure albd a fost incilzitd la 40°C pentru a obtine o
solutic clard. Solutia rezultatid a fost concentrati pani la aproximativ 1,0 L prin distilare in vid.
Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. Precipitatul alb a fost colectat prin filtrare,
spalat cu n-heptan (400 mL) si uscat pe filtru sub azot cu tragerea vidului pentru a da 1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-ona (7, 78,3 g, 86,8 g conducand teoretic la randamentul de
90,2%, si puritate de 98% dupd cum s-a misurat prin HPLC) ca un solid alburiu. Pentru 7: '"H RMN
(300 MHz, DMSO-ds) 6 8,68 (d, >Jur = 4.69 Hz, 1H, NCH in piridind), 7,97 (dd, *Jux = 4,69 Hz, *Jur =
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4,69 Hz, 1H, NCCH in piridind), 3,92 (br s, 2H, unul din NCH> in inclul de piperidini, unul din alt
NCH, in inelul de piperidind, ambele in pozitic axiald), 3,54 (t, *Jux = 6,15 Hz, 2H, unul din NCH; in
inclul de piperidind, unul din alt NCH> in inelul de piperidini, ambele in pozitie ecuatoriald), 2,48
(t,*Jum = 6,44 Hz, 2H, NCCH>), 2,34 (t,*Jun= 6,15 Hz, 2H, NCCH,) ppm; *C RMN (75 MHz,
DMSO-ds) 6 207,17 (C=0), 161,66 (N-C=0), 151,26 (d, YJcr = 266,89 Hz, C-F), 146,90 (d, *Jcr = 6,05
Hz, NCH in piridini), 135,56 (C-C=0), 134,78 -135,56 (m, NCCF>), 128,27 (d, 3Jcr = 7,19 Hz, NCCH
in piridind), 119,52 (dx cvartet, 'Jor = 274,38 Hz, 3Jor= 4,89 Hz, CFs), 45,10 (NC in inclul de
piperidind) ppm, un carbon (NCC in inclul de piperidind) lipsind din cauza suprapunerii cu
(CD3).80; F RMN (282 MHz, DMSO-ds)d -64,58 (d,*Jrr= 15,85 Hz, F:C), -128,90 (d x
cvartet, *Jgr =1 5,85 Hz, “Jpg = 4,05 Hz, FC) ppm; Ci2H10FaN202 (MW, 290,21), LCMS (EI) m/e 291,1
(M* + H).

Exemplul 4. Sinteza de 3-(cianometilen)azetidin-1-carboxilat de tert-butil
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Clorhidrat de 1-benzhidrilazetidin-3-ol (16). O solutic de difenilmetanamind (2737 g, 15,0
mol, 1,04 echiv) in metanol (MeOH, 6 L) a fost tratatd cu 2-(clorometil)oxiran (1330 g, 14,5 mol) dintr-
o pélnie de adiugare la temperatura ambianti. In timpul adiugirii initiale, a fost observati o usoard
endotermd. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 3 zile, inainte de a
fi incilzit la reflux timp de inca 3 zile suplimentare. Cand TLC a aritat ca reactia a fost considerata
completd, amestecul de reactie a fost mai intai rcit la temperatura camerei si apoi pana la 0-5°C intr-o
baic de gheatd. Solidele au fost colectate prin filtrare si spdlate cu acetond (4 L) pentru a da primul
recoltd a produsului brut dorit (1516 g). Filtratul a fost concentrat sub presiune redusa si semisolidul
rezultat a fost diluat cu acetond (1 L). Acest solid a fost apoi colectat prin filtrare pentru a da a doua
recoltd a produsului brut dorit (221 g). Produsul brut, clorhidrat de 1-benzhidrilazetidin-3-ol (1737 g,
3998,7 g teoretic, randament 43,4%), a fost gasit ca fiind suficient de pure pentru a fi utilizate in reactia
ulterioard fird purificare suplimentard. '"HNMR (300 MHz, DMSO-de) 6 12,28 (br. d, 1H), 7,7 (m, 5H),
7,49 (m, 5H), 6,38 (d, 1H), 4,72 (br. s, 1H), 4,46 (m, 1H), 4,12 (m, 2H), 3,85 (m, 2H) ppm; C1sH1sCINO
(MW 275,77; CisHiZNO pentru bazi liberd, MW, 23931), LCMS (EI) m/e 240 (M*+ H). 3-
Hidroxiazetidin-1-carboxilat de ferg-butil (17). O suspensie de clorhidrat de 1-benzhidrilazetidin-3-ol
(625 g, 2,27 mol) in 10% solutie de carbonat de sodiu apos (Na>COs, 5 L) si diclorometan (CH,Cls, 5 L)
a fost agitata la temperatura camerei pand cand toate solidele s-au dizolvat. Cele doud straturi au fost
separate, si stratul apos a fost extras cu diclorometan (CH»Cl, 2 L). Extractele organice combinate au
fost uscate pe sulfat de sodiu (Na;SOs) si concentrate sub presiune redusi. Baza liberd 1-
benzhidrilazetidin-3-ol brutd rezultatd a fost apoi dizolvatd in THF (6 L) si solutia a fost plasatd intr-un
reactor Parr mare. S-au addugat dicarbonat de di-ferg-butil (BOC-0, 545 g, 2,5 mol, 1,1 echiv) si 20 %
paladiu (Pd) pe carbon (125 g, 50% umed) la reactorul Parr. Vasul a fost incércat la 30 psi cu gaz de
hidrogen (H>) si agitat sub atmosfera stabild de hidrogen (vasul a fost reincércat de trei ori pentru a
mentine presiunea la 30 psi) la temperatura camerei timp de 18 ore. Cand HPLC a arjtat cd reactia a
fost completd (nu s-a mai preluat hidrogen), amestecul de reactie a fost filtrat printr-un strat de celite si
stratul de celite a fost spalat cu THF (4 L). Filtratele au fost concentrate sub presiune redusd pentru a
indeparta solventul si reziduul a fost incircat pe o coloani Biotage 150 cu o cantitate minima de
diclorometan (CH.Cl,). Coloana a fost cluatd cu 20-50% acetat de ctil inn-heptan si fractiunile
continind produsul pur dorit, 3-hidroxiazetidin-1-carboxilat de ferf-butil, au fost colectate si combinate.
Solventii au fost indepartati sub presiune redusd pentru a da 3-hidroxiazetidin-1-carboxilat de ferg-butil
(357 g, 393,2 g teoretic, randament 90,8%) ca ulei incolor, care s-a solidificat dupi ce a stat la
temperatura ambiantd in vid. ‘HNMR (300 MHz, CDCls), § 4,56 (m 1H), 4,13 (m, 2H), 3,81 (m, 2H),
1,43 (s, 9H) ppm.

3-oxoazetidin-1-carboxilat de ferf-butil (18). O solutic de 3-hidroxiazetidin-1-carboxilat de
tert-butil (50 g, 289 mmol) in acetat de etil (400 mL) a fost ricitd la 0°C. Solutia rezultata a fost apoi
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tratatd cu TEMPO solid (0,5 g, 3,2 mmol, 0,011 echiv) si o solutic de bromurd de potasiu (KBr, 3,9 g,
33,2 mmol, 0,115 echiv) in api (60 mL) la 0-5°C. n timp ce se mentine temperatura reactiei intre 0-
5°C, se adaugi o solutic apoasa saturatd de bicarbonat de sodiu (NaHCO3, 450 mL) si o solutiec apoasa
de hipoclorit de sodiu (NaClO, 10-13% clor disponibil, 450 mL). Odatd ce s-a addugat solutia de
hipoclorit de sodiu, culoarea amestecului de reactie s-a modificat imediat. Cand s-a addugat cantitatea
suplimentard de solutie de hipoclorit de sodiu, culoarea amestecului de reactie s-a decoloart gradual.
Cand TLC a ardtat ci toatd materia prima a fost consumati, culoarea a amestecului de reactie nu s-a mai
modificat. Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu acetat de etil (EtOAc, 500 mL) si doud straturi au
fost separate. Stratul organic a fost spélat cu apd (500 mL) si solufie apoasd saturatd de clorurd de sodiu
(500 mL) si uscat pe sulfat de sodiu (Na.SO.). Solventul a fost apoi indepirtat sub presiune redusi
pentru a da produsul brut, 3-oxoazetidin-1-carboxilat de ferf-butil (48 g, 49,47 g teoretic, randament
97%,), care a fost gasit ca fiind suficient de pur si a fost utilizat direct in reactia ulterioara fara purificare
suplimentard. 'HNMR (CDCls, 300 MHz) § 4,65 (s, 4H), 1,42 (s, 9H) ppm.
3-(Cianometilen)azetidin-1-carboxilat de tert-butil (2). S-au addugat dietil cianometil fosfat
(745 g, 4,20 mol, 1,20 echiv) si tetrahidrofuran anhidru (THF, 9 L) la un flacon cu patru gaturi echipat
cu o sonda termicd, o palnie de addugare si tubul de protectie la azot la temperatura camerei. Solutia a
fost ricitd cu o baie de gheatd-metanol la -14°C si 1,0 M solutic de ferf-butoxid de potasiu (+-BuOK) in
tetrahidrofuran anhidru (THF, 3,85 L, 3,85 mol, 1,1 echiv) a fost addugati timp de 20 min mentinand
temperatura reactici sub - 5°C. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat timp de 3 ore la -10°C si o
solutic de 1-ferf-butoxicarbonil-3-azetidinond (600 g, 3,50 mol) in tetrahidrofuran anhidru (THF, 2 L) a
fost addugata timp de 2 ore mentinind temperatura internd sub - 5°C. Amestecul de reactie a fost agitat
de la - 5 pand la -10°C timp de 1 ord si apoi incilzit incet la temperatura camerei si agitat la temperatura
camerei peste noapte. Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu apd (4,5 L) si solutie saturatd apoasd de
clorura de sodiu (NaCl, 4,5 L) si extras cu acetat de etil (EtOAc, 2 x 9 L). Straturile organice combinate
au fost spilate cu saramurd (6 L) si uscate pe sulfat de sodiu anhidru (Na»SO.). Solventul a fost
indepdrtat sub presiune redusd si reziduul a fost diluat cu diclorometan (CH2Cl,, 4 L) inainte de a fi
absorbit pe gelul de siliciu (SiO3, 1,5 Kg). Produsul brut, care a fost absorbit pe gelul de siliciu, a fost
purificat prin cromatografic rapidd pe coloand (SiO», 3,5 Kg, 0 - 25% EtOAc/eluare cu gradient de
hexani) pentru a da 3-(cianometilen)azetidin-1-carboxilat de ferf-butil (2, 414,7 g, 679,8 g teoretic,
randament 61%) ca solid alb. Pentru 2: 'H RMN (300MHz, CDCls) & 5,40 (m, 1H), 4,70 (m, 2H), 4,61
(m, 2H), 1,46 (s, 9H) ppm; C1oH14N202 (MW, 194,23), LCMS (EI) m/e 217 (M* + Na).
Exemplul 5. Sinteza de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol

Schema v
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4-Todopirazol (20). Un flacon echipat cu o admisie de azot, o palnic de addugare, o sondd
termicd, si un agitator mecanic a fost incarcat cu pirazol (1, 450 g, 6,62 mol) si tetrahidrofuran (THF,
5 L) la temperatura ambiantd. Amestecul a fost apoi ricit la 10°C sila amestec s-a adaugat N-
iodosuccinimida (NIS, 1490 g, 6,62 mol, 1,0 echiv) in portii ca solid la aproximativ 10°C. Amestecul de
reactie rezultat a fost apoi agitat la temperatura ambianta timp de 1 ord (timpi de reactie mai lungi pot fi
necesari depinzand de temperatura ambiantd). Amestecul a fost apoi filtrat si THF a fost indepartat sub
presiune redusi. Reziduul a fost suspendat in acetat de etil (6 L) si materialul insolubil a fost filtrat.
Filtratul inchis a fost spalat secvential cu solutie apoasd saturata de tiosulfat de sodiu (2 x 3 L) (stratul
organic s¢ deschide spre galben pal), apa (2 x 3 L), si saramura (2 L). Stratul organic rezultat a fost apoi
uscat pe sulfat de sodiu, filtrat, si concentrat sub presiune redusi pentru a da 4-iodopirazol (1138 g,
1284.1 g teoretic, 88,6%) ca solid alb pana la galben pal dupd ce este uscat intr-un cuptor cu vid la
aproximativ 30°C peste noapte. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 13,17 (bs, 1H), 7,93 (bs,1H), 7,55
(bs,1H) ppm; CsH3IN, (MW, 193,97), LCMS (EI) m/e 195 (M* + H).

1-Trimetilsilil-4-iodopirazol (21). La un flacon echipat cu un condensator de reflux, o admisie
de azot, un agitator mecanic, si 0 sondd termicd a fost incércat cu 4-iodopirazol (200 g, 1,03 mol) si
THF (2 L) la temperatura ambiantd. La aceasta solutic s-a addugat trictilamina (TEA, 158 mL, 1,13 mol,
1,1 echiv) si solutia rezultatd a fost racitd la 0°C intr-o baic cu gheati-saramura. La aceastad solutie s-a
adiugat clorotrimetilsilan (TMS-CI, 137 mL, 1,08 mol, 1,05 echiv) cu agitare viguroasd permitind ca
temperatura s ajungd la 18°C. (Reactia devine foarte groasi si dificil de agitat, dar devine gestionabila
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dupd un timp). Cand procesul exotermic s-a domolit, baia rece a fost indepdrtati si reactia a fost
incalzitd la temperatura camerei. Reactia a fost urmatd de GC si a fost gisitd ca fiind consideratd
completd dupa aproximativ 1 ora (luarea unei mostre de reactic trebuie si fie facuta fard acr si diluati cu
solvent uscat pentru a preveni hidroliza TMS). Amestecul de reactie a fost apoi diluat cu n-heptan (2 L)
inainte de a fi filtrat sub azot. Solventul a fost indepdrtat din filtrat sub presiune redusd acrisind
vaporizatorul rotativ cu azot. Uleiul rezidual a fost diluat cu n-heptan (1 L) si reconcentrat. Daca s-au
format solide dupa addugarea n-heptanului, a fost necesara o a doua filtrare. Reziduul a fost apoi distilat
sub presiune redusd (70 - 90°C la aproximativ 0,5 Torr) utilizind un Kugelohr pentru a da 1-
trimetilsilil-4-iodopirazol (263 g, 274,1 g teoretic, 96%) ca ulei incolor. Acest material trebuie s fie
tinut sub azot la toate momentele deoarece gruparca TMS hidrolizeazi rapid. Ulterior, s-a gasit c¢d 1-
trimetilsilil-4-iodopirazolul poate fi preparat prin incilzirea iodopirazolului cu 2 echivalenti de
hexametildisilazan timp de 1 ora.

4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1). Un flacon echipat cu un
agitator mecanic, o admisie de azot, o pilnie de addugare i o sonda termicd a fost incircat cu 1-
trimetilsilil-4-iodopirazol (225,1 g, 0,85 mol) si THF (2200 mL) la temperatura ambiantd. Acest
amestec a fost ricit la aproximativ -6°C intr-o baie cu gheatd/sare/saramurd inainte ca o solutic de
izopropil clorurd de magneziu in THF (2 M solutic in THF, 510 mL, 1,02 mol, 1,2 echiv) si fie
adiugatd la o ratd astfel incat temperatura internd sd nu depdscascd 0°C. Miasura schimbului de
metal/halogen a fost monitorizatd prin GC si a fost gasitd completd dupd aproximativ 10 min. La solutia
portocalie maro s-a addugat apoi 2-izopropoxi-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan
(izopropilpinacolborat, 347 mL, 1,7 mol, 2,0 echiv) incet mentinand initial temperatura sub 0°C si apoi
crescind destul de rapid dupd ce aproximativ jumitate din compus a fost addugat 14sand temperatura si
ajungd la 5°C (reactia devine destul de groasa si apoi se subtiaza incet). Reactia este apoi agitatd la 0°C
timp de 10 min, inainte de a fi incilzitd la temperatura ambiantd timp de 1 ord si agitatd la temperatura
ambiantd timp de 1 ord suplimentard. Amestecul de reactie a fost ricit la aproximativ 6°C si solutia
apoasd saturatd de clorurd de amoniu (NH4Cl, 2,2 L) a fost addugat cu o crestere de temperaturd pana la
25°C. Amestecul a fost agitat timp de 5 minute inainte de a fi diluat cu toluen (10 L). Straturile au fost
separate (o cantitate mare de solid este prezentd in stratul apos) si stratul organic a fost spilat secvential
cuapd (6 x 2,2 L) si saramurd (2 x 2,2 L) inainte de a fi uscat pe sulfat de sodiu (Na>SO.). Reactivul de
uscare, sulfat de sodiu (Na,SQOs), a fost indepdrtat prin filtrare si solutia a fost concentrati sub presiune
redusd. Toluenul rezidual a fost coevaporat cun-heptan pentru a da 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 90,3 g, 1649 g teoretic, 54,8%) ca solid alb. Pentru 1: 'H RMN (400
MHz, DMSO-ds) 6 13,08 (bs, 1H), 7,94 (s,1H), 7.62 (s,1H), 1,23 (s, 12H) ppm; CoH1sBN>O, (MW,
194,04), LCMS (ED) m/e 195 (M* + H).
Exemplul 6. Sinteza alternativa de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol
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4-Bromopirazol (22). Pirazolul (19, 34,0 g, 0,5 mol) si NBS (89,0 g, 0,5 mol, 1,0 echiv) au
fost suspendate in apd (625 ml) la temperatura ambiantd. Suspensia rezultatd a fost agitatd la
temperatura ambiantd peste noapte. Amestecul de reactic a fost apoi extras cu EtOAc (2 x 100 mL).
Extractele EtOAc combinate au fost spilate cu Na»S»Oz apoasd si saramurd, uscate pe Na,SOs, si
concentrate sub presiune redusd pentru a da 4-bromopirazol brut (72,0 g, 73,5 g teoretic, randament
98%) ca solid alb (GC puritate: >98%), care a fost utilizat direct in reactia ulterioard fara purificare
suplimentara.

4-Bromo-1-(etoxietil)-1H-pirazol (23). La o solutic de¢ 4-bromopirazol (70,0 g, 0,476 mol) in
CH-Cl, (600 mL) s-au addugat o solutic de 3,1 M HCI in dioxan (4 mL) si etil vinil eter (41 g, 0,569
mol, 1,2 echiv) la temperatura ambiantd. Amestecul de reactic rezultat a fost agitat la temperatura



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3746429 T2 2022.08.31
23

ambiantd timp de 3 ore. Reactia a fost stinsd cu NaHCO; apoasi si cele doud straturi au fost separate.
Stratul organic a fost spalat cu apa, uscat pe Na>SO., si concentrat sub presiune redusa la sec pentru a da
4-bromo-1-(etoxietil)-1 H-pirazol (113 g, 104,3 g teoretic, randament 97%) ca un ulei (GC puritate:
89%), care a fost utilizat direct in reactia ulterioara fard purificare suplimentara.

1-(Etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (24).La 100 ml
solutic de iPrMgClL.LiCl (50 mmol, 1,8 echiv) in THF s-a addugat 4-bromo-1-(etoxietil)-1H-pirazol
(6,15 g, 28 mmol) la temperatura ambiantd. Amestecul de reactie rezultat a fost agitat la temperatura
ambiantd timp de 12 ore si apoi ricit la -20°C. S-a addugat apoi metoxi pinacolborat (10,6 g, 67 mmol,
2.4 echiv) la amestecul de reactie 1a -20°C. Amestecul rezultat a fost agitat 1a 0-10°C timp de 1 ora. S-a
adiugat NH4Cl apos pentru a stinge reactia. Amestecul a fost apoi extras cu ecter de petrol (PE).
Extractele PE combinate au fost spilate cu NaHCO3 saturatd, uscate pe Na,SOs si concentrate sub
presiune redusd. Produsul brut a fost cristalizat in PE pentru a da 1-(etoxietil)-4-(4,4,5,5-
tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol (24, 4,2 g, 7,45 g teoretic, randament 56,4%) ca solid alb
pand la alburiu (puritate GC: 99%). Pentru 24: '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 8,09 (s, 1H), 8,58
(s,1H), 7,62 (s,1H), 5,55 (q, 1H, J= 6,1 Hz), 3,37 (dq, 1H,J= 7,1, 9,6 Hz), 3,12 (dq, 1H, J= 7,0, 9,7
Hz), 1,56 (d, 3H, J = 6,0 Hz), 1,24 (s, 12H), 1,00 (t, 3H, J= 7,0 Hz) ppm; C13H2BN>O3; (MW, 266,14),
LCMS (EI) m/e 267 (M* + H).

4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1). La un amestec de 2,3-
dimetilbutane-2,3-diol (25,0 kg, 211,6 mol) si 1-(1-etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
il)-1H-pirazol (24, 55,0 kg, 206,7 mol) in 1,2-dicloroetan (750 kg) s-a adiugat incet o solutic de HCI in
MTBE (25,0 kg, 20-30% de HCI) 1a 0-5°C. Amestecul de reactie rezultat a fost apoi agitat la 10-20°C
timp de 3-5 ore. Dupd deprotejarca selectivd, reactic a fost completd dupd cum s-a monitorizat prin
HPLC (1: sub 1%), amestecul de reactic a fost degazat si reumplut cu azot inainte de a fi récit la -15°C.
La amestecul de reactie ricit s-a addugat apoi trictilamini (TEA, 30,0 kg, 296,5 mol) pentru a ajusta
pH-ul 1a 7-8. Amestecul a fost apoi incilzit gradual la temperatura ambiantd inainte de a fi tratat cu apa
(150 kg). Cele doua faze au fost separate si stratul organic a fost spélat cu saramurd (60 kg) si uscat pe
sulfat de sodiu (Na>SQOy). Reactivul de uscare, sulfatul de sodiu (Na,SQOu), a fost indepartat prin filtrare
si solutia rezultati a fost concentrati sub presiune redusa la 40-50°C la un ulei gros. Reziduul a fost
incalzit la 60-70°C si diluat cu eter de petrol (100 kg) la aceeasi temperaturd. Amestecul rezultat a fost
apoi ricit gradual la temperatura ambianti si ulterior la -5°C si agitat la aceeasi temperaturd timp de 3
ore. Solidele au fost colectate prin centrifugare si uscate la 50-60°C sub vid pentru a da produsul brut
dorit (1, 33,75 kg, 40,11 kg teoretic, 84,1%). Produsul brut dorit a fost apoi suspendat in 1,2-dicloroetan
(30 kg) si amestecul rezultat a fost incdlzit la reflux pand cind s-a format o solutic clard. La solutia
fierbinte s-a addugat apoi eter de petrol (150 kg) la aceeasi temperaturd. Amestecul rezultat a fost apoi
racit gradual la temperatura ambiantd si ulterior la -5°C si agitat la aceeasi temperaturd timp de 3 ore.
Solidele au fost colectate prin centrifugare si uscate sub vid la 50-60°C pentru a da 4-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il) -1 H-pirazol (1, 31,0 kg, 40,11 kg teoretic, 77,3%) ca un solid alburiu, care este
identic in fiecare aspect comparabil cu materialul sintetizat prin metoda sinteticd cum s-a descris mai
sus in Exemplul 5.
Exemplul 7. Sinteza de 4-cloro-7H-[pirolo[2,3-d]pirimidind
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(26). Intr-un flacon de 5 L cu 4 ghturi echipat cu un
agitator mecanic, o palnie de addugare, un condensator, un termocuplu, si o baleiere cu N intr-o solutie
apoasa de spilare NaOH, a fost incércata si ricitd oxiclorurd de fosfor (POCls, 1 L, 10,572 mol, 4,82
echiv) intr-o baie cu gheatd/sare. S-a addugat apoi in picaturd N,N-dimetilformamida (DMF, 320 mL,
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4,138 mol, 1,85 echiv) la flacon la 0 £ 2°C. Dupi addugarea a aproximativ 100 mL de DMF timp de
aproximativ (0,5 ore, cristalizarea a avut loc si temperatura reactiei a crescut de la 0 pand la 10°C.
Adaugarea a fost opritd si amestecul a fost ldsat sa se rerdceasca pand la aproximativ 2°C. DMF rdmas a
fost addugat timp de 2,5 ore sub 8°C. Suspensia a devenit foarte groasd facind agitarea dificila. Cand
adiugarea de DMF a fost completd, amestecul a fost agitat 1la 3-5°C timp de 0,5 ore. S-a addugat in
portii 4,6-dihidroxipirimidind (250 g, 2,232 mol) ca solid. Dupa aceea, s-a addugat aproximativ o treime
de 4.,6-dihidroxipirimidind, amestecul de reactic a devenit mai mobil, si a avut loc un fenomen
exotermic lent cu temperatura reactici crescand pand la aproximativ 12°C in 0,5 ore. 4,6-
Dihidroxipirimidina rimasa a fost addugati in portii timp de 0,25 ore cu temperatura reactiei crescind
de la 12 pana la 27°C. Temperatura reactiei a fost mentinutd la 25-27°C cu ricirea intermitenta, timp
care timp suspensia galbend a devenit mai subtire, apoi s-a mai ingrosat o dati din nou. Dupa ce
fenomenul exotermic s-a domolit in aproximativ 1 ord, amestecul de reactie a fost incalzit incet. La
aproximativ 55°C, amestecul de reactic a devenit extrem gros si a avut loc al doilea fenomen exotermic
usor. Mantaua de incilzire a fost indepdrtatd in timp ce temperatura reactiei a continuat si creascd pani
la aproximativ 63°C si a rdmas la aceastd temperaturd timp de cateva minute inainte de a scidea.
Incilzirea amestecului a fost reluati pand cand s-a obtinut un reflux usor (aproximativ 100°C). La
aproximativ 95°C a inceput o evolutic constantd, destul de rapidd a gazului de HCI si amestecul de
reactie s-a subtiat si inchis la culoare gradual. Dupa aproximativ 0,5 ore, s-a dezvoltat o solutic maro
clard cu temperatura de reflux crecind incet pani la 115°C timp de 1,25 ore. Dupa un total de 2,5 ore la
reflux, amestecul de reactic a fost ricit la temperatura ambiantd si agitat peste noapte la temperatura
ambiantd. Cantitatea in exces de POCI; (cat de mult posibil) a fost indepartatd sub presiune redusi
(temperatura baii 45-50°C). Uleiul rezidual maro gros a fost turnat foarte incet in H.O rece (5 L) intr-o
palnie de separare de 20 L, addugind gheatd dupd cum este necesar pentru a mentine amestecul apos
aproape de temperatura camerei. Amestecul apos a fost extras cu EtOAc (2 x 3 L urmat de 1 x 2 L),
Extractele EtOAc combinate au fost spélate cu H,O (2 x 2,5 L), solutie apoasd saturati de NaHCO3
(1 L), saramura (1 L), uscate pe Na.SQ,, filtrate, si concentrate sub presiune redusi (temperatura baii la
35°C) pentru a da 4,6-dicloropirimidin-5-carbaldehida brutd (270 g, 395 g teoretic, 68,4%) ca solid
galben-portocaliu. O portiune de 20 g din acest material brut a fost purificatd prin distilare Kugelrohr
(temperatura cuptorului la 90-100°C, 225 mTorr) pentru a da 15,3 g de 4,6-dicloropirimidin-5-
carbaldehidd puri ca solid alb care a devenit galben cand a stat la temperatura camerei. '"H RMN (300
MHz, CDCl3) 3 10,46 (s, 1H), 8,89 (s,1H) ppm.

4-Amino-6-cloropirimidin-5-carbaldehida (27). O solutic de 7 M NHz in MeOH (265 mL,
1,855 mol, 2,0 echiv) a fost adiugatd timp de 1,25 ore la o solutic de 4,6-dicloropirimidin-5-
carbaldehida (163.,7 g, 0,9301 mol) in toluen (3 L) la temperatura ambiantd. Temperatura reactiei a
crescut incet de la 20 pand la 26°C si s-a format o suspensie galbeni. Ricirea usoard a fost aplicatd
pentru a mentine temperatura reactici sub 26°C. Suspensia a fost agitatd la temperatura ambiantd timp
de 3.5 orc inainte ca solidele si fie colectate prin filtrare. Solidele au fost spilate cu EtOAc (1 L).
Filtratul a fost concentrat sub presiune redusa, si solidele au fost triturate cu toluen si n-heptan (2:1 v/v,
600 mL), filtrate si uscate pentru a da 71,1 g de 4-amino-6-cloropirimidin-5-carbaldehidd ca solid
galben. Solidul original filtrat din amestecul de reactie a continut o cantitate suplimentard de 4-amino-6-
cloropirimidin-5-carbaldehidd. Produsul a fost extras din solidul filtrat prin agitare in EtOAc (1,25 L)
timp de 1,5 ore, filtrare, apoi agitare in THF (750 mL) timp de 1 o1 si din nou filtrare. Ambele filtrate
EtOAc si THF au fost concentrate sub presiune redusd, si solidele rezultate au fost triturate cu toluen
sin-heptan (2:1 v/v, 450 mL), filtrate si uscate pentru a da 44,1 g suplimentare de 4-amino-6-
cloropirimidin-5-carbaldehidd ca solid galben. Randamentul combinat al 4-amino-6-cloropirimidin-5-
carbaldehidei (115,2 g, 146,5 g teoretic) a fost 78,6%. 'HNMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 10,23 (s, 1H),
8,71 (bs,1H), 8,55 (bs, 1H), 8,39 (s, 1H) ppm; CsH4sCIN3O (MW, 157,56), LCMS (EI) m/e 158 (M* +
H).

6-Cloro-5-(2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamind (28). O suspensic de clorurd de
(metoximetil)trifenilfosfoniu (276,0 g, 0,807 mol, 1,1 echiv) in THF (1,5 L) a fost ricitd intr-o baie cu
gheat/sare 1a -2°C si s-a addugat 1 M tert-butoxid de potasiu (KOBu) in THF (807 mL, 0,807 mol, 1,1
echiv) timp de 1,5 ore la -2 pénd la -3°C. Amestecul rosu inchis-portocaliu a fost agitat la -2 pan3 la -
3°C timp de 1 ord. S-a addugat apoi in portii 4-amino-6-cloropirimidin-5-carbaldehida (115,2 g, 0,7338
mol, 1,0 echiv) la amestecul de reactic ca formi solida utilizand THF (200 mL) pentru a cliti recipientul
si palnia. In timpul adiugirii, temperatura reactiei a crescut de la -3 pani la 13°C si a dezvoltat o
culoare maro. Cand temperatura reactiei a scizut la 10°C, baia de ricire a fost indepartatd si amestecul
de reactic a fost lisat si se incdlzeasca la temperatura ambiantd si s-a agitat la temperatura ambianti
timp de 42 ore. Amestecul de reactie a fost ricit la -2°C inainte de a fi stins prin addugarea lentd de
solutie apoasa saturati de NH4Cl (750 mL). Amestecul a fost concentrat sub presiune redusi pentru a
indeparta majoritatea THF. Reziduul a fost partitionat intre EtOAc (3 L) si H>O (1 L). Faza organica a
fost filtratd pentru a indepirta materialul insolubil la interfatd, apoi a fost extrasd cu 2 N HCI1 (4 x 250
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mL) urmati de 3 N HCl (2 x 250 mL). Extractele de HCI combinate au fost extrase inapoi cu EtOAc
(500 mL) apoi filtrate prin Celite pentru a indeparta materialul insolubil. Filtratul a fost ricit intr-o baie
cu gheatd/saramurd, ajustat la pH 8 cu 6 N solutie apoasd de NaOH si extras cu EtOAc (3 x 1 L).
Extractele EtOAc combinate au fost spalate cu saramura (1 L), uscate pe Na.SOs, agitate cu carbune (10
g) si gel de siliciu (10 g) timp de 1 ord. Amestecul a fost filtrat prin Celite, spaland stratul de celite cu
EtOAc (1 L). Filtratul a fost concentrat, coevaporand rezidual EtOAc cu n-heptan (500 mL). Solidul
cafeniu rezultat a fost pompat sub vid Inaintat timp de 2 ore pentru a da 6-cloro-5-(2-
metoxivinil)pirimidin-4-ilamina brutd (72,3 g, 136,2 g teoretic, 53,1%). Produsul brut dorit a fost
utilizat in urmitoarele reactii fard purificare suplimentard. O mostrd de produs brut (2,3 g) a fost
purificatd prin cromatografie pe coloani cu gel de siliciu, eluand cu 0 - 35% EtOAc/n-heptan pentru a
da 1,7 g de 6-cloro-5-(2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamini pura ca solid alb, care a fost gisit ca fiind un
amestec de 1 pani la 2 izomeri E/Z. '"H RMN (300 MHz, DMSO-de) pentru E-izomer: & 8,02 (s, 1H),
7,08 (bs, 2H), 6,92 (d, 1H, J= 13,1), 5,35 (d, 1H, J= 13,0 Hz), 3,68 (s, 3H) ppm si pentru Z-izomer: &
8,06 (s, 1H), 7,08 (bs, 2H), 6,37 (d, 1H, J= 6,8 Hz), 5,02 (d, 1H, J= 6,7 Hz), 3,69 (s, 3H) ppm;
C7HsCIN:O (MW, 185,61), LCMS (EI) m/e 186/188 (M* + H).

4-Cloro-7H-[pirolo[2,3-d]pirimidini (4). S-a addugat HCI] concentrat (5 mL) la o solutic de
6-cloro-5-(2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamini bruti (70,0 g, 0,3784 mol) in THF (700 mL) si amestecul
de reactie rezultat a fost incalzit la reflux timp de 7.5 ore. Pe incilzirea s-a format o suspensie usoard
care gradual s-a redizolvat. Cand reactia a fost consideratd completd cum s-a monitorizat prin HPLC,
amestecul de reactie a fost ricit la temperatura ambianta si agitat la temperatura ambiantd peste noapte.
S-a adaugat NaHCOs solid (15 g) la amestecul de reactic si amestecul rezultat a fost agitat la
temperatura ambiantd timp de 1 ord. S-au addugat cirbune (7 g), gel de siliciu (7 g) si Na>SO4 (20 g) si
amestecul a fost incdlzit la 40°C timp de 1 ord. Amestecul a fost apoi ricit la temperatura ambianta si
filtrat prin Celite, spdland stratul de celite cu THF (1 L). Filtratul a fost concentrat sub presiune redusi
si solidul rezultat a fost uscat sub presiune redusa pentru a da 4-cloro-7H-[pirolo[2,3-d|pirimidina bruti
(4, 58,1 g, 58,1 g teoretic, 100%) ca solid galben-maro. Acest produs brut dorit a fost dizolvat in EtOAc
(1 L) 1a 50-55°C si tratat cu carbune activat (3 g). Amestecul a fost filtrat in timp ce este cald prin Celite
si stratul de celite a fost spalat cu EtOAc cald (250 mL). Filtratul a fost concentrat pand la aproximativ
500 mL si suspensia a fost 13satd sa stea la temperatura ambiantd peste noapte. Suspensia a fost ulterior
racitd la 0-5°C timp de 2 ore inainte ca solidele si fie colectate prin filtrare. Solidele au fost uscate
pentru a da 4-cloro-7H-[pirolo[2,3-d]pirimidina pura (4, 54,5 g, 58,1 g teoretic, 94%) ca cristale galben-
maro. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 12,58 (bs, 1H), 8,58 (s,1H), 7,69 (d.1H, J= 3,5 Hz), 6,59 (d,
1H, J= 3,5 Hz) ppm; LCMS (EI) m/e 154/156 (M* +H).
Exemplul 8. Sinteza alternativa de 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil) piperidin-4-oni (7)
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Etapa 1: (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(4-hidroxipiperidin-1-il) metanona (30).
La o solutie de acid 3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinic (13) (54,01 g, 258,3 mmol) in diclorometan
(270 mL) s-a adaugat N,N-dimetilformamida (0,34g, 4,65 mmol) la temperatura camerei. La aceasta
solutic s-a addugat clorurd de oxalil (34,41 g, 271,2 mmol) in diclorometan (81 ml) in 30 minute prin
palnic de addugare in timp ce temperatura internd a fost mentinutd la 15 pana la 25°C. Palnia de
adiugare a fost clititd cu diclorometan (27 mL). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de
doud ore pentru a da o solutie maro. Diclorometanul a fost distilat la o temperaturd de 30°C sub
presiune redusd. Reziduul a fost dizolvat in diclorometan (270 mL) si solventul a fost distilat sub
presiune redusd la 30°C. Reziduul rezultat a fost dizolvat in diclorometan (270 mL) pentru a da o solutie
de diclorometan de clorurd de 3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil (29). La un alt flacon s-a addugat
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4-hidroxipiperidini (33,18 g, 328 mmol), diclorometan (270 mL), si N,N-diizopropiletilamina (108 mL,
619,9 mmol). Amestecul a fost incilzit la 33°C pentru a forma o solutic. Amestecul a fost ricit la
temperatura camerei. La solutic s-a adiugat clorura de 3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil (29) in
diclorometan la o temperatura de 25 pand la 35°C. Dupa addugare, amestecul a fost agitat la 25 pana la
35°C timp de o altd ord. La un recipient s-a addugat apa (430 mL) si acid clorhidric 37% (62,4 g (633
mmol). Acidul clorhidric diluat a fost addugat la amestecul de reactie la temperatura internd sub 25°C.
Dupad agitarea amestecului timp de 30 minute, faza organici a fost colectatd prin separare. Faza organica
a fost spalatd cu 9,5% saramura (210 g). Faza apoasa a fost combinatd si extrasi cu diclorometan (430
mL). Fazele organice au fost combinate si spalate cu 4,5% saramurd (210 ml) si apd (215 mL).
Diclorometanul a fost indepartat prin schimbarea solventului in 2-metoxi-2-metilpropan (TBME).
Reziduul din TBME (135 mL) a fost incilzit 1la 60°C timp de 1 ord. Amestecul a fost ricit gradual la
0°C pentru a cristaliza (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(4-hidroxipiperidin-1-il) metanon.
Amestecul a fost filtrat i turta umedi a fost spalatd cu TBME (27 mL). Solidele au fost uscate 1la 50°C
pentru a da (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(4-hidroxipiperidin-1-il)metanoni (30) (69,95 g,
92%) ca solid maro deschis. HPLC-MS: 293,0 (M+H). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 3,09 - 3,99
(m, 4H); 1,37 - 1,80 (m, 4H); 3,75 (m, 1H); 4,84 (d, 1H (b)); 8,65 (d, 1H, J = 4,7Hz); 7,89 (dd, 1H, J =
4,7, 1 = 4,7 Hz). ®C RMN (101 MHz, DMSO-ds) & 33,5, 34,3, 38,9, 44,0, 65,0, 120,6, 127,6, 134,5,
134,7, 146,2, 152,2; 160,2. C12H1oFaN2O, (MW 292.23), LCMS (EI) m/e 293,0 (M* + H). Puritatea
compusului 30 prin acest procedeu a fost determinata ca fiind mai mare de aproximativ 98% dupd cum
s-a misurat prin HPLC.

Etapa 2: 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-oni (7). La un flacon s-a
adiugat (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(4-hidroxipiperidin-1-il) metanona (30) (50 g, 171,1
mmol), diclorometan (733 mL), apd (766 mL), bicarbonat de sodiu (71,4 g, 849,7), carbonat de sodiu
99.1 g, 85,2 mmol), bromurd de sodiu (1,76 g, 17,1 mmol), si 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi
(TEMPO) (0,535 g, 3,42 mmol) la 15 pand la 25°C. Amestecul a fost ricit la 0 pani la 5°C. La amestec
s-a addugat 1,3,5-tricloro-1,3,5-triazinane-4,4,6-triond (23,8 g, 102 mmol) in patru portii timp de 10
minute. Amestecul a fost agitat 1a 0 pani la 5°C timp de 30 minute si apoi amestecul a fost incilzit 1a 20
pand la 25°C in 30 minute. Dupd agitarca amestecului 1la 20 pand la 25°C timp de o altd ord, reactia a
fost stinsd prin addugarea de metanol (26,23 mL, 647.5 mmol) la 20 pana la 25°C. Amestecul a fost
agitat timp de 20 minute si filtrat pe pat de celite. Patul de celite (20 g) a fost spilat cu diclorometan
(50 mL). Faza organici a fost separatd. Faza organici a fost spalatd secvential cu 6% saramurd (266 g)
si apa (250 mL). S-a adiugat cirbune activat (3,5 g) la faza organicd. Dupd agitarca amestecului la
temperatura camerei timp de 30 minute, ¢l a fost filtrat pe pat de celite (20 g). Patul filtrat a fost spalat
cu diclorometan (50 mL). Diclorometanul a fost indepértat prin schimbarea solventului in 2-metoxi-2-
metilpropan (TBME) si reziduul din TBME (180 mL) a fost incilzit la 50 pani la 60°C. S-a addugat
gradual heptan (500 mL) la amestecul cald (500 mL) in timp ce temperatura internd a fost mentinuta
peste 50°C pentru a cristaliza produsul. Amestecul a fost ricit gradual la 10°C si filtrat. Turta umeda a
fost spilatd cu heptan (2 x 75 mL). Solidele au fost uscate sub presiune redusd pentru a da 1-(3-fluoro-
2-(trifluvorometil)izonicotinoil)piperidin-4-ond (7) (49,7 g, randament 87,9%) ca solid albicios pana la
maro :'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 8,68 (d,*Jur= 4,69 Hz, 1H, NCH in piridind), 7,97
(dd, 3Jun = 4,69 Hz, “Jur = 4,69 Hz, 1H, NCCH in piridind), 3,92 (br s, 2H, unul din NCH: in inelul de
piperidind, unul din un alt NCH, in inelul de piperidini, ambele in pozitie axiald), 3,54 (t, *Jus = 6,15
Hz, 2H, unul din NCH; in inelul de piperidind, unul din un alt NCH; in inelul de piperidind, ambele in
pozitie ecuatoriald), 2,48 (t,*/um= 6,44 Hz, 2H, NCCH>), 2,34 (t, *Jun= 6,15 Hz, 2H, NCCH,)
ppm; *C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 6 207,17 (C=0), 161,66 (N-C=0), 151,26 (d, 'Jcr = 266,89 Hz, C-
F), 146,90 (d, “Jcr = 6,05 Hz, NCH in piridind), 135,56 (C-C=0), 134,78 -135,56 (m, NCCF5), 128,27
(d, 3Jcr = 7,19 Hz, NCCH in piridini), 119,52 (dx cvartet, Jer = 274,38 Hz, 3Jcr = 4,89 Hz, CF3), 45,10
(NC in inelul de piperidind) ppm, un carbon (NCC in inelul de piperidind) lipsind din cauza
suprapunerii cu (CD3):SO; YF RMN (282 MHz, DMSO-de) & -64,58 (d, “Jrs = 15,85 Hz, F5C), -128,90
(d x cvartet, e =1 5,85 Hz,*/em= 4,05 Hz, FC) ppm; Ci2H1oFaN20> (MW, 290,21), LCMS
(EI) m/e 291,1 (M* + H). Puritatca compusului 7 prin acest procedeu a fost determinati ca fiind intre
aproximativ 90% si aproximativ 96% dupa cum s-a masurat prin HPLC.

Se observa ci utilizarea crescutd a unui agent de oxidare (de exemplu, TEMPO) poate conduce
la cresterea formdirii de impurititi si la scaderea randamentului de izolare. Timpii de oxidare mai lungi
pot de asemenea conduce la cresterea formarii de impurititi si la scidderea randamentului de izolare.
Exemplul 9. Sinteza alternativa de 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil) piperidin-4-oni (7)
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1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-oni (7). La o solutie de acid 3-fluoro-
2-(trifluvorometil)izonicotinic (13) (20 g, 96,65 mmol) in diclorometan (150 mL) s-a addugat N,N-
dimetilformamida (0,13g, 1,72 mmol) la temperatura camerei. La aceasta solutic s-a adiugat clorurd de
oxalil (12,75 g, 100.4 mmol) in diclorometan (40 ml) in 30 minute prin palnic de addugare in timp ce
temperatura internd a fost mentinutd la 15 pand la 25°C. Palnia de adidugare a fost clititd cu
diclorometan (10 mL). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore pentru a da o
solutie maro de intermediar clorurd de 3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil. La solutie s-a incarcat
clorhidrat monohidrat de 4-piperidona (19,1 g, 124,3 mmol). Amestecul a fost ricit la 0 pani la 5°C si
s-a addugat o solutic apoasd de carbonat de sodiu (20,28 g, 191,3 mmol) in apd (200 mL). Dupa
adiugare, amestecul a fost incilzit la temperatura camerei si agitat timp de 2 ore. Faza organica a fost
separatd si spalatd secvential cu 6% saramurd (110 g) si apd (100 mL). La faza organica s-a addugat
carbune activat (1,4 g). Dupa agitarea amestecului la temperatura camerei timp de 60 minute, amestecul
a fost filtrat pe pat de celite (5 g). Patul filtrat a fost spalat cu diclorometan (40 mL). Diclorometanul a
fost indepdrtat prin schimbarea solventului in 2-metoxi-2-metilpropan (TBME) si reziduul in TBME
(100 mL) a fost incilzit la 50 pani la 60°C. S-a addugat gradual heptan (250 mL) la amestecul cald in
timp ce s-a mentinut temperatura internd peste 50°C pentru a cristaliza produsul. Amestecul a fost ricit
gradual la 10°C si filtrat. Turta umeda a fost spalatd cu heptan (2 x 40 mL). Solidele au fost uscate sub
presiune redusd pentru a da 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)izonicotinoil)piperidin-4-ond (7) (25,8 g,
randament 92,7%) ca solid albicios pani la maro. 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,68 (d, */ur = 4,69
Hz, 1H, NCH in piridind), 7,97 (dd, /s = 4,69 Hz, *Jur = 4,69 Hz, 1H, NCCH in piridind), 3,92 (br s,
2H, unul din NCH; in inelul de piperidind, unul din un alt NCH; in inelul de piperidind, ambele in
pozitie axiald), 3,54 (t, *Jum = 6,15 Hz, 2H, unul din NCH. in inelul de piperidini, unul din un alt
NCH, in inelul de piperidini, ambele in pozitie ecuatoriald), 2,48 (t, 3Jum = 6,44 Hz, 2H, NCCH>), 2,34
(t,*Jmm = 6,15 Hz, 2H, NCCH,) ppm; *C RMN (75 MHz, DMSOQ-ds) & 207,17 (C=0), 161,66 (N-
C=0), 151,26 (d, YJcr = 266,89 Hz, C-F), 146,90 (d, *Jcr = 6,05 Hz, NCH in piridind), 135,56 (C-C=0),
134,78 -135,56 (m, NCCF3), 128,27 (d, *Jcr = 7,19 Hz, NCCH in piridind), 119,52 (dx cvartet, "Jcr =
274,38 Hz, 3Jcr = 4,89 Hz, CF3), 45,10 (NC in inelul de piperidind) ppm, un carbon (NCC in inelul de
piperidind) lipsind din cauza suprapuncrii cu (CD;):SO; '°F RMN (282 MHz, DMSO-ds) § -64,58
(d,*Jse= 15,85 Hz, F;C), -128,90 (d x cvartet, "Jrr=1 5,85 Hz,*Jmm= 4,05 Hz, FC) ppm;
CioH1oFaN20O2 (MW, 290,21), LCMS (EI) m/e 291,1 (M*+ H). Puritatea compusului 7 prin acest
procedeu a fost determinata ca fiind mai mare de aproximativ 99% dupa cum s-a masurat prin HPLC.
Exemplul A: Test kinazi JAK in vitro

Compusul cu Formula I a fost testat pentru activitate inhibitoare a tintelor JAK in conformitate
cu urmitorul test in vitro descris inPark si colab., Analytical Biochemistry 1999, 269, 94-104.
Domeniile catalitice ale JAK1 uman (a.a. 837-1142) si JAK2 (a.a. 828-1132) cu o ctichetd His la N-
terminal au fost exprimate utilizand baculovirus in celule de insecte si purificate. Activitatea cataliticd a
JAK1 si JAK? a fost testatd prin misurarea fosforilarii unei peptide biotinilate. Peptida fosforilata a fost
detectatd prin fluorescentd omogend rezolvatd in timp (HTRF). Valorile ICso ale compugsilor au fost
misurate pentru fiecare kinaza in reactii de 40 microL care contin enzima, ATP si 500 nM peptida in 50
mM tampon Tris (pH 7.8) cu 100 mM NaCl, 5 mM DTT, si 0,1 mg/mL (0,01%) BSA. Pentru 1 mM
masuritori ale ICso, concentratia de ATP in reactii a fost 1 mM. Reactiile au fost efectuate la
temperatura camerei timp de 1 ord si apoi au fost oprite cu 20 pL 45 mM EDTA, 300 nM SA-APC, 6
nM Eu-Py20 in tampon de testare (Perkin Elmer, Boston, MA). Legarea la anticorpul marcat cu Europiu
a avut loc timp de 40 minute si semnalul HTRF a fost méasurat pe un cititor de placa Fusion (Perkin
Elmer, Boston, MA). Compusul cu Formula I si sarea de acid adipic au avut un ICso 1la JAK1 de <5 nM
(mésurat la 1 mM ATP) cu un raport JAK2/JAK1 de > 10 (masurat la 1 mM ATP).
Exemplul B: Teste celulare

Liniile celulare de cancer dependente de citokine si prin urmare transductia semnalului
JAK/STAT, pentru crestere, pot fi placate la 6000 celule pe godeu (format de placd cu 96 godeuri) in
RPMI 1640, 10% FBS, si 1 nG/mL de citokine adecvate. Compusii pot fi adiugati la celule in
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DMSO/mediu (concentratie finald 0,2% DMSO) si incubati timp de 72 ore la 37°C, 5% CO.. Efectul
compusului asupra viabilitatii celulare este evaluat utilizind testul de viabilitate celulard luminiscent
CellTiter-Glo (Promega) urmat de cuantificarea TopCount (Perkin Elmer, Boston, MA). Potentialele
efecte in afara tintei ale compusilor sunt masurate in paralel utilizand o linie celulard condusd non-JAK
cu aceeagsi citire a testului. Toate experimentele sunt efectuate de obicei in duplicate.

Liniile celulare de mai sus pot fi de asemenea utilizate pentru a examina efectele compusilor
asupra fosforilarii kinazelor JAK sau potential a substraturilor in aval cum ar fi proteinele STAT, Akt,
Shp2, sau Erk. Aceste experimente pot fi efectuate dupd o infometare a citokinelor peste noapte, urmati
de o scurtd preincubare cu compus (2 ore sau mai putin) si stimularea citokinelor de aproximativ 1 ora
sau mai putin. Proteinele sunt apoi extrase din celule si analizate prin tehnici familiare celor calificati in
domeniu incluzand colorare Western sau ELISA utilizAnd anticorpi care pot diferentia intre proteina
fosforilatd si totald. Aceste experimente pot utiliza celule normale sau canceroase pentru a investiga
activitatea compusilor asupra biologiei supravietuirii celulei tumorale sau asupra mediatorilor bolii
inflamatorii. De exemplu, cu privire la cei din urmd, citokinele cum ar fi IL-6, 1L-12, 1L-23, sau IFN pot
fi utilizate pentru a stimula activarea JAK conducind la fosforilarea proteinei STAT si potential in
profilurile transcriptionale (evaluate prin matrice sau technologic qPCR) sau productia si/sau secretia
proteinelor, cum ar fi IL-17. Abilitatea compusilor de a inhiba aceste efecte mediate de citokine poate fi
masuratd utilizand tehnici comune celor calificati in domeniu.

Compusii de aici pot fi de asemenea testati in modele celulare concepute pentru a evalua
potenta si activitatea lor impotriva JAK-urilor mutante, de exemplu, mutatia JAK2V617F gisiti in
tulburdrile proliferative micloide. Aceste experimente utilizeazi adesea celule dependente de citokine de
descendentd hematologicd (de exemplu BaF/3) in care kinazele mutante de tip silbatic sau JAK sunt
exprimate ectopic (James, C., si colab. Nature 434:1144-1148; Staerk, J., si colab. JBC 280:41893-
41899). Obicectivele finale includ efectele compusilor asupra supravietuirii celulei, proliferdrii, si
proteinelor fosforilate JAK, STAT, Akt, sau Erk.

Anumiti compusi de aici pot fi evaluati pentru activitatea lor inhiband proliferarea celulelor T.
Un astfel de test poate fi considerat un al doilea test de proliferare condus de citokine (adicd JAK) si de
asemeneca un test simplist de supresic imund sau inhibare a activirii imune. Mai jos este o scurtd
prezentare a modului cum pot fi efectuate astfel de experimente. Celulele mononucleare din sangele
periferic (PBMC) sunt preparate din probe de sange integral uman utilizind metoda Ficoll Hypaque de
separare si celulele T (fractiunca 2000) pot fi obtinute de la PBMC prin clutriere. Proaspdt izolatele
celule T umane pot fi mentinute in mediul de culturd (RPMI 1640 suplimentat cu 10% ser fetal bovin,
100 U/ml peniciling, 100 pg/ml streptomicini) la o densitate de 2 x 10° celule/ml la 37°C timp de pani
la 2 zile. Pentru analiza de proliferare celulard stimulati cu IL-2, celulele T sunt tratate mai intéi cu
Phytohemagglutinin (PHA) la o concentratic finald de 10 pg/mL timp de 72 ore. Dupi spilarca o dati
cu PBS, 6000 celule/godeu sunt placate in plici cu 96 de godeuri si tratate cu compusi la diferite
concentratii in mediul de culturd in prezenta a 100 U/mL IL-2 uman (ProSpec-Tany TechnoGene;
Rehovot, Israel). Plicile sunt incubate la 37°C timp de 72 ore si indicele de proliferare este evaluat
utilizdnd reactivi luminiscenti CellTiter-Glo urmind protocolul sugerat de fabricant (Promega;
Madison, WI).

Exemplul C: Eficacitate anti-tumorala in vivo

Compusii de aici pot fi evaluati in modele de xenogrefd tumorale umane la soarecii
compromisi imun. De exemplu, o variantd tumorigend a liniei celulare de plasmocitom INA-6 poate fi
utilizatd pentru a inocula soarecii SCID subcutanat (Burger, R., si colab. Hematol J. 2:42-53, 2001).
Animalele care poartd tumoarea pot fi apoi randomizate in grupurile de tratament cu medicament sau cu
vehicul si diferite doze de compusi pot fi administrate in orice numadr pe cdile uzuale incluzand oral, i.p.,
sau perfuzie continud utilizind pompe implantabile. Cresterea tumorii este urmaritd in timp utilizind
sublere. Mai departe, mostrele din tumoare pot fi recoltate 1a orice moment dupa initicrea tratamentului
pentru analizd cum s-a descris mai sus (Exemplul B) pentru a evalua efectele compusului asupra
activititii JAK si a cdilor de semnalizare in aval. In plus, selectivitatea compusului poate fi evaluati
utilizand modele de xenogrefe tumorale care sunt conduse de alte kinaze cunoscute (de exemplu Ber-
Abl) cum ar fi modelul tumoral K562.

Exemplul D: Test de raspuns la hipersensibilitate intarziati la contactul cu piclea murini

Compusii de aici pot fi de asemenea testati pentru eficacitétile lor (de inhibarea tintelor JAK)
in modelul de testare al hipersensibilititii intirziate murine conduse de celulele T. Raspunsul de
hipersensibilitate de tip intirziat la contactul cu pielea murind (DTH) este considerat a fi un model valid
de dermatitd clinicd de contact, si al altor tulburdri imunitare mediate de limfocitele T, cum ar fi
psoriazisul (Immunol Today. 1998 Jan;19(1):37-44). DTH murin partajeazd multiple caracteristici cu
psoriazisul, incluzind infiltratul imun, insotind cresterea citokinelor inflamatorii, si hiperproliferarca
cheratinocitelor. Mai mult, multe clase de agenti care sunt eficace in tratarea psoriazisului in clinici sunt
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de asemenea inhibitori eficienti ai raspunsului DTH la soareci (Agents Actions. 1993 Jan;38(1-2):116-
21).

In ziva 0 si 1, soarecii Balb/c sunt sensibilizati cu o aplicare topicd, pe abdomenul lor ras cu
antigenul 2,4, dinitro-fluorobenzen (DNFB). In ziua 5. urechile sunt misurate pentru grosime utilizind
un micrometru pentru ingineri. Aceastd misurare este inregistratd si utilizatd ca linie de bazd. Ambele
urechi ale animalelor sunt apoi provocate printr-o aplicare topicd de DNFB intr-un total de 20 pL (10
uL pe pavilionul intern si 10 pL pe pavilionul extern) la o concentratie de 0,2%. Dupd doudzeci si patru
pand la saptezeci si doud de ore dupa provocare, urechile sunt masurate din nou. Tratamentul cu
compusii testati este dat prin fazele de sensibilizare si provocare (ziua -1 pani in ziua 7) sau inainte de,
si prin faza de provocare (uzual in dupd amiezele zilelor 4 pand in ziua 7). Tratamentul compusilor de
test (in diferite concentratii) este administrat fie sistemic sau fic topic (aplicare topica a tratamentului la
urechi). Eficacitdtile compusilor de test sunt indicate de o reducere in umflarea urechilor in comparatie
cu situatia fard tratament. Compusii care determind o reducere de 20% sau mai mult au fost considerati
eficienti. In unele experimente, soarecii sunt provocati dar nu sensibilizati (control negativ).

Efectul inhibitiv (inhibarea activérii cdilor JAK-STAT) al compusilor de test poate fi confirmat
prin analizd imunohistochimici. Activarea cdii JAK-STAT conduce la formarea si translocarea
factorilor de transcriptie functionali. In plus, influxul de celule imune si proliferarca crescuti a
cheratinocitelor ar trebui de asemenea sd furnizeze modificari unice ale profilului de expresic in ureche
care pot fi investigate si cuantificate. Sectiunile de ureche inglobate in parafind si fixate cu formol
(recoltate dupa faza de provocare in modelul DTH) sunt supuse la analizd imunohistochimica utilizind
un anticorp care interactioncazd specific cu STAT3 fosforilatd (clona 58E12, Cell Signaling
Technologies). Urechile soarecilor sunt tratate cu compusi de test, vehicul, sau dexametazond (un
tratament cficient clinic pentru psoriazis), sau fird nici un tratament, in modelul DTH, pentru
comparatii. Compusii de test si dexametazona pot produce modificiri transcriptionale similare atit
calitative cit si cantitative, si ambii, compusii de test si dexametazona pot reduce numérul de celule care
se infiltreazd. Atit administrarea sistemicd cat §i cea topicd a compusilor de test pot produce efecte
inhibitive, adicd, reducerea numdrului de celule care se infiltreazd si inhibarca modificarilor
transcriptionale.

Exemplul E: Activitate anti-inflamatorie in vivo

Compusii de aici pot fi evaluati in modele pe rozatoare sau pe non-rozatoare concepute pentru
a replica un rispuns inflamator singur sau complex. De exemplu, modelele de artriti pe rozitoare pot fi
utilizate pentru a evalua potentialul terapeutic al compusilor dozati preventiv sau terapeutic. Aceste
modele includ dar nu sunt limitate la, artrita indusd de colagen de soarece sau sobolan, artrita indusi de
adjuvant de sobolan, si artrita indusd de anticorp de colagen. Bolile autoimune incluzind, dar fard a se
limita la, scleroza multipld, diabet zaharat de tip I, uveoretinitd, tiroiditd, miastenia gravis, nefropatii
imunoglobulinice, miocarditi, sensibilizarea cdilor acriene (astm), lupus, sau colitd pot fi de asemenca
utilizate pentru a evalua potentialul terapeutic al compusilor de aici. Aceste modele sunt bine stabilite in
comunitatea de cercetare si sunt familiare celor calificati in domeniu (Current Protocols in Immunology,
Vol 3., Coligan, J.E. si colab, Wiley Press.; Methods in Molecular Biology: Vol. 225, Inflammation
Protocols., Winyard, P.G. si Willoughby, D.A., Humana Press, 2003.).

Exemplul F: Modelele pe animale pentru tratamentul ochiului uscat, uveiti, si conjunctivita

Agentii pot fi evaluati in unul sau mai multe modele preclinice ale ochiului uscat cunoscute
celor specializati in domeniu incluzind, dar fard a se limita la, modelul glandei lacrimale concanavaline
A (ConA) de iepure, modelul cu scopolamini la soarece (subcutanat sau transdermal), modelul glandei
lacrimale Botulinumn la soarece, sau oricare dintr-un numir de modele auto-imune spontan pe
rozitoare care conduce la disfunctia glandei oculare (de exemplu NOD-SCID, MRL/lpr, sau
NZB/NZW) (Barabino si colab., Experimental Eye Research 2004, 79, 613-621 si Schrader si colab.,
Developmental Opthalmology, Karger 2008, 41, 298-312). Obiectivele finale in aceste modele pot
include histopatologia glandelor oculare si ochilor (cornea, etc.) si posibil testul Schirmer clasic sau
versiuni modificate ale acestuia (Barabino si colab.) care misoard productia de lacrimi. Activitatea
poate fi evaluata prin dozarea pe multiple cai de administrare (de exemplu sistemic sau topic) care poate
incepe inainte sau dupa ce existd boala masurabila.

Agentii pot fi evaluati in unul sau mai multe modele preclinice de uveitd cunoscute celor
specializati in domeniu. Acestea includ, dar nu se limiteazd la, modele de uveitd autoimuni
experimentald (EAU) si uveitd indusd de endotoxind (EIU). Experiementele EAU pot fi efectuate pe
iepure, sobolan, sau soarece si pot implica imunizarea pasiva sau activatd. De exemplu, oricare dintr-un
numdr sau antigeni retinali pot fi utilizati pentru a sensibiliza animalele la un imunogen relevant dupa
care animalele poate fi provocate ocular cu acelasi antigen. Modelul EIU este mai acut si implicd
administrarea locald sau sistemicd de lipopolizaharide la doze subletale. Obiectivele finale pentru
ambele modele EIU si EAU pot include examenul fundoscopic, si histopatologia printre altele. Aceste
modele sunt analizat de Smith si colab. (Immunology si Cell Biology 1998, 76, 497-512). Activitatea



10

15

20

25

MD/EP 3746429 T2 2022.08.31
30

este evaluatd prin dozarea prin multiple cidi de administrare (de exemplu sistemicd sau topicd) care pot
incepe inainte de, sau dupd ce boala misurabild existd. Unele modele listate mai sus pot dezvolta de
asemeneca scleritd/episcleritd, corioditd, ciclitd, sau iritd si sunt prin urmare utile in investigarca
potentialei activititi a compusilor pentru tratamentul terapeutic al acestor boli.

Agentii pot fi de asemenea evaluati in unul sau mai multe modele preclinice de conjunctivit
cunoscute celor calificati in domeniu. Acestea includ, dar nu sunt limitate la, modele pe rozitoare care
utilizeaza cobai, sobolani, sau soareci. Modelele pe cobai le include pe cele care utilizeazd imunizarea
activa sau pasiva si/sau protocoalele de provocare imune cu antigeni cum ar fi ovalbumina sau ambrozie
(analizate in Groneberg, D. A, si colab., Allergy 2003, 58, 1101-1113). Modelele pe sobolani si soareci
sunt similare in conceperea generald cu cele pe cobai (analizate de asemenea de Groneberg). Activitatea
poate fi evaluatd prin dozareca prin multiple cdi de administrare (de exemplu sistemicd sau topicd) care
poate incepe inainte de, sau dupa ce boala masurabila existd. Obiectivele finale pentru astfel de studii
pot include, de exemplu, analiza histologicd, imunologicd, biochimicd, sau moleculard a tesuturilor
oculare cum ar fi conjunctiva.

Exemplul G: Protectia osului ir vivo

Compusii pot fi evaluati in diferite modele preclinice de osteopenie, osteoporoza, sau resorptie
0s0asd cunoscute celor specializati in domeniu. De exemplu, rozitoarele ovarictomizate pot fi utilizate
pentru a evalua abilitatea compusilor de a afecta semne si markeri ale remodeldrii si/sau densitétii
osoase (W.S.S. Jee si W. Yao, J Musculoskel. Nueron. Interact., 2001, 1(3), 193-207). Alternativ,
densitatea si arhitectura osoasa pot fi evaluate la rozitoarele tratate cu control sau compus in modelele
de osteopenie indusd de terapie (de exemplu glucocorticoid) (Yao, si colab. Arthritis and Rheumatism,
2008, 58(6), 3485-3497; siid. 58(11), 1674-1686). In plus, efectele compusilor asupra resorptiei si
densititii osoase pot fi evaluabile pe modelele de rozitoare ale artritei discutate mai sus (Exemplu E).
Obicctivele finale pentru toate aceste modele pot varia dar adesea includ evaludri histologice si
radiologice precum si imunohisotologice si markeri biochimici adecvati ai remodelarii osoase.

A fost descris un numar de realiziri ale inventiei. Totusi, se va intelege ca pot fi facute diferite
modificari fard indepartarea de domeniul inventici. Corespunzitor, alte realiziri sunt in domeniul
urmitoarelor revendicari.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e SHEN H C ET AL: "A strategy of employing aminoheterocycles as amide mimics to identify
novel, potent and bioavailable soluble epoxide hydrolase inhibitors”, BIOORGANIC &
MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS, vol. 19, no. 19, 1 October 2009 (2009-10-01), pages
5716-5721, XP026624072, ISSN: 0960-894X, DOI: 10.1016/1.BMCL.2009.08.006
WO-A1-97/24324

WO-A1-2011/112662

WO-A1-2013/036611

WO-A1-2014/138168
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(57) Revendicari:
1. Un procedeu, cuprinzind punerea in reactic a unui compus cu Formula I11:

0. Cl

N F
P
N CF;
11

sau a unei sdruri a acestuia, cu 4-hidroxipiperidind pentru a forma un compus cu Formula I'V:

OH
Nl

F

AN
P
N CF;

v
sau o sare a acestuia.

2. Procedeul conform revendicdrii 1, in care punerea in reactic cu 4-hidroxipiperidind este
efectuatd in prezenta unei baze.

3. Procedeul conform revendicarii 2, in care baza este 0 amind tertiard, in care optional amina
tertiard este N, N-diizopropiletilamini.

4. Procedeul conform oricireia dintre revendicdrile 1-3, in care punerea in reactie cu 4-
hidroxipiperidini este efectuatd intr-o componentd solvent care cuprinde diclorometan, in care optional
punerea in reactie cu 4-hidroxipiperidind este efectuata la o temperaturd de 1a aproximativ 25°C pani la
aproximativ 35°C.

5. Procedeul conform oricdreia dintre revendicdrile 1-4, in care compusul cu Formula IIT este

format printr-un procedeu cuprinzand punerea in reactie a unui compus cu Formula II:
O~ OH

F

RS
»
N” CF,

u
sau a unei sdruri a acestuia, cu clorurd de oxalil pentru a forma compusul cu Formula III, sau o sare a
acestuia.

6. Procedeul conform revendicdrii 5, in care punerea in reactic a unui compus cu Formula IT cu
clorura de oxalil este:

(a) efectuata in prezenta unei cantitati catalitice de dimetil formamidd (DMF; si/sau

(b) efectuatd intr-o componentd solvent cuprinzand diclorometan; si/sau

(c) efectuati la o temperatura de la aproximativ 15°C pand la aproximativ 25°C.

7. Procedeul conform oricireia dintre revendicirile 1-6, cuprinzind in plus punerea in reactic a
unui compus cu Formula IV, sau a unei saruri a acestuia, sub conditii de oxidare pentru a forma un

compus cu Formula V:
CF3

sau o sare a acestuia.
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8. Procedeul conform revendicdrii 7, in care conditiile de oxidare cuprind un prim agent de
oxidare, in care optional, conditile de oxidare cuprind un al doilea agent de oxidare.

9. Procedeul conform revendicérii 8, in care:

(a) primul agent de oxidare este acidul tricloroizocianuric (TCIC), in care optional,
TCIC este prezent intre aproximativ 0,5 si aproximativ 0,7 echivalenfi molari fatd de compusul cu
Formula I'V; si/sau

(b) al doilea agent de oxidare este 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPQ), in care
optional TEMPO este prezent intre aproximativ 0,015 si aproximativ 0,025 echivalenti molari fatd de
compusul cu Formula I'V.

10. Procedeul conform oricdreia dintre revendicarile 7-9, in care punerea in reactic a unui
compus cu Formula IV sub conditii de oxidare cuprinde in plus:

(a) unmul sau mai multi dintre bicarbonat de sodiu, carbonat de sodiu, si bromurd de sodiu;
si/sau

(b) o componenti solvent cuprinzand diclorometan, in care optional ~ componenta

solvent cuprinde in plus apa.

11. Procedeul conform revendicdrii 7, in care conditiile de oxidare cuprind addugarea de acid
tricloroizocianuric 1a o solutie cuprinzind compusul cu Formula IV si TEMPO la o temperaturd de la
aproximativ 0°C pand la aproximativ 5°C; in care optional adiugarea de acid tricloroizocianuric
cuprinde addugarea acidului tricloroizocianuric in cel putin doud portii.

12. Procedeul conform revendicarii 11, in care solutia este agitatd dupd respectiva adaugare la
o temperaturd de la aproximativ 0°C pani la aproximativ 5°C timp de aproximativ 30 min, optional
cuprinzand in plus, dupd respectiva agitare, incilzirea respectivei solutii pand la o temperaturd de la
aproximativ 20°C pand la aproximativ 25°C timp de aproximativ o ord pani la aproximativ doud ore.

13. Procedeul conform oricareia dintre revendicarile 7-12, cuprinzind in plus punerea in reactie
a unui compus cu Formula V cu un compus cu Formula VI:

sau o sare a acestuia;
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in care Z' este H sau o grupare de protectie, in special in care Z! este H.

14. Procedeul conform revendicarii 13, in care agentul reducitor este cianoborohidrurd de
sodiu sau triacetoxiborohidrurd de sodiu.

15. Un procedeu, cuprinzind punerea in reactie a unui compus cu Formula III:
O~_-Cl

I
sau a unei sdruri a acestuia, cu 4-piperidond, sau cu o sare a acesteia, pentru a forma un compus cu
Formula V:

sau o sare a acestuia.

16. Procedeul conform revendicarii 15, in care 4-piperidona, sau o sare a acesteia, este:
(a) clorhidrat de 4-piperidond; sau
(b) monohidrat clorhidrat de 4-piperidona.

17. Procedeul conform oricdreia dintre revendicarile 15-16, in care punerea in reactie cuprinde
in plus o baza, in care optional baza este carbonat de sodiu.

18. Procedeul din oricare dintre revendicarile 15-17, in care punerea in reactic a unui compus
cu Formula IIT cu 4-piperidona este:

(a) efectuata intr-o componentd solvent cuprinzand diclorometan; si/sau

(b) efectuati la o temperaturd de la aproximativ 0°C pani la aproximativ 5°C.

19. Procedeul conform oricireia dintre revendicirile 15-18, in care compusul cu Formula 111

este format printr-un procedeu cuprinzind punerea in reactie a unui compus cu Formula II:
Os -OH

sau a unei sdruri a acestuia, cu clorurd de oxalil pentru a forma compusul cu Formula II1, sau o sare a
acestuia.

20. Procedeul conform revendicirii 19, in care:

(a) punerea in reactic a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este efectuatd in
prezenta unei cantitdti catalitice de dimetil formamida (DMF); si/sau

(b) punerea in reactie a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este efectuata intr-
o componentd solvent cuprinzand diclorometan; si/sau

(c) puncrea in reactie a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil este efectuatd 1a o
temperaturd de la aproximativ 15°C pani la aproximativ 25°C; si/sau

(d) compusul cu Formula III nu este izolat inainte de punerea in reactic aunui  compus  cu
Formula I1I cu 4-piperidona; si/sau

(e) puncrea in reactie a unui compus cu Formula II cu clorura de oxalil si puncrea in
reactie a unui compus cu Formula III cu 4-piperidona sunt efectuate ~ intr-un singur reactor.

21. Procedeul conform oricdreia dintre revendicarile 16-20, cuprinzand in plus punerea in
reactie a unui compus cu Formula V cu un compus cu Formula VI:
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sau O sare a acestuia;
in care Z! este H sau o grupare de protectie, in special in care Z! este H.

22. Procedeul conform revendicdrii 21, in care agentul reducitor este cianoborohidrurd de
sodiu sau triacetoxiborohidrurd de sodiu.
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