OZET
JANUS KINAZ (JAK) iNHIBITORLERI
Bu bulug JAK inhibitdrlerinin bir serisi ile, 6zellikle de Formiil (I) bilesikleri veya bunlarn farmasétik
olarak kabul edilebilir tuzlari ile ilgilidir. Bu bulusun bir amaci, Formiil (1) 'in bir bilesigini veya
bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu saglamak olup, bu formiilde Ri, H’den veya
sunlardan secilir:  C,4 alkil, C1-6 heteroalkil, C;; sikloalkil, 3-7 elemanli heterosikloalkil, 5-6
elemanli aril, 5-6 elemanli heteroaril. Bulusun bir uygulamasinda R; H, halojen, CH, NH,, CN’den
bagimsiz olarak segilir veya Cy_y alkil, C,_; alkoksi, C,; alkilamino’dan segilebilir, bunlar istege bagl

olarak 1, 2, 3, veya 4 R’ile ikame edilir.
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istemler

1. Formdil (I} 'in bir bilesigi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu,

x/
XD

[
burada,
R|; H’den seqilir, veva sunlardan segilir: C, alkil, C, heteroalkil, C;; sikloalkil, 3-7 elemanlh

heterosikloalkil, 5-6 elemanlr aril, 5-6 elemanl heteroaril, ve

bunlar istege bagl olarak 1, 2, 3, veya 4 R ile ikame edilir;

L,, L; tek bir bagdan, -8 (=0);-, -8 (=0)-, -C {=0)-, -NHC (=0)-, bagims1z olarak segilir;

R; sundan secilir: H, veya sundan secilir: NH,, C |, alkil, C,4 heteroalkil, Cs_; sikloalkil, 3-7 elemanh
heterosikloalkil, 5-6 elemanh aril, 5-6 elemanh heteroaril, bunlar istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R
ile ikame edilir;

A halkasi 3-6 elemanli heteroaril’ den secilir;

X bagimsiz olarak N, C”den segilir;

T; N veya C (R)’den secilir;

R; H, halojen, NH;, CN, OH’den segilir, veya sundan secilir: C,;alkil, C,_; heteroalkil, C, 4 sikloalkil,
3-6 elemanli heterosikloalkil, 5-6 elemanli aril, 5-6 elemanli heteroaril, bunlar istege bagh olarak 1, 2,
3, veya 4 R’ ile ikame edilir;

R’ ; halojen, OH, CN, NH;’ den segilir;

"hetero"; heteroatomlar1 veya heterogruplar: temsil eder ve bagimsiz olarak, S, N, C (=0), S (=0)
veya S (=0); den segilir;

heteroatomlarm veya heterogruplarin sayis1 bagimsiz olarak 0, 1, 2, 3, veya 4’den segilir.

2. R’nin bagimsiz olarak H, halojen, OH, NH,, CN’den secildigi veya C,; alkil, C, 3 alkoksi, C,;
alkilamino’dan se¢ildigi, bunlarin istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R’ ile ikame edildigi;

Ozellikle R’nin H, F, CI, Br, I, OH, CN, NH;, Me, Et, N (CH;);, NH (CH;3) den secildigi istem 1’e

gore bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu.



3. Ry’in H’den segildigi, veya C,; alkil, Cs siklealkil, C; heterosikloalkil, C,_; alkil-O-C, 5 alkil-, C; 5
alkil-S-C, ; alkil-, C,; alkil-NH-C 5 alkil-, C, alkoksi, C,.; alkilamino’dan secildigi, istem 1’e gbre
bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu,
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N
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5 bunlar istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R ile ikame edilir;

ozellikle R; H’den segilir, veya Me’den segilir,

bunlar istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R ile ikame edilir;
10  daha 6zel, R, sunlardan segilir; H, Me,

9]
g "o ONF
F.C

1

3 '
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4. R)-L’nin - H’den secildigi, veya sundan secildigi istem 1°e gore bilesik veya bunun farmasotik

olarak kabul edilebilir tuzu;
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bu istege bagli olarak R ile ikame edilir;

ozellikle, R ,-L-; H den segilir,
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5. Ry’nin H, NH,, den secildigi veya C,; alkil, C; sikloalkil, 3-6 elemanl heterosikloalkil, C|_; alkil-
O-C,; alkil-, C,; alkil-S-C; alkil-, C,; alkil-NH-C,; alkil-, C, alkoksi, C1-6 alkilamino’dan
secildigi, bunlarn iste§e bagh olarak R ile ikame edildigi; Szellikle, R;’nin H, NH2 den secildigi,

veya Me’den se¢ildigi, istem 1’e gore bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu,

10
bunlar istege bagli olarak R ile ikame edilir;

daha 6zel olarak, R, sunlardan secilir: H, NH,,

F
CF;. 4 <><F "CNH,

\
O

<\ ‘__/CN --<>—OH‘

"

6. R,-L,-‘nin H'den secildigi, veya sundan se¢ildigi; NH,, istem 1’e gore hilesik veya bunun

15 farmasé6tik olarak kabul edilebilir tuzu,
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bunlar istefe bagli olarak R ile ikame edilir;

Ozellikle, R,-1;- sunlardan segilir; H, NH,,

0 0 0
1 Sor 3O
--NH . -==-NH . - -NH ,
\
“NH O --NH CN --NH o
— b—«<>NH $—~<:><F
s 0 0 - -NH F

7. A halkasinin 1, 3, 4-triazolil, imidazolil, oksazolil, tiyazolil’den se¢ildigi;
Ozellikle, A halkasinin sundan secildigi istem 1’e gbre bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul

edilebilir tuzu,
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10 8. Yapisal birimin

sundan secildigi:



ozellikle, yapisal birimin

X
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K,;X N

sundan segildigi istem 1veya 7’ye gore bilesik veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu,

9. Sunlardan se¢ilmis istem 1’in bilegigi:
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JANUS KINAZ (JAK) iNHIBITORLERI
Tarifname
BULUSUN ALANI
Bu bulus JAK inhibitérlerinin bir serisi ile, 6zellikle de Formiil (I) bilesikleri veya bunlarm farmasétik
olarak kabul edilebilir tuzlar ile ilgilidir.
BULUSUN GECMISi
JTAK, iltihaplanma, otoimmiin hastaliklar, proliferatif hastaliklar, transplant reddi, kikirdak
dongisiiniin bozulmasini i¢eren hastaliklar, konjenital kikirdak malformasyonlari ve/veya IL6'nin
hipersekresyonu ile baglantili hastaliklarda yer alan tirozin kinazlar ailesine aittir. Bu bulus ayrica,
bilesiklerin, bilesikleri igeren farmasétik bilesimlerin diretilmesi igin ydntemler, iltihaplanmayi,
otoimumiin hastaliklari, proliferatif hastaliklar1, transplant reddini igeren hastaliklan, kikirdak
dongiisiiniin bozulmasini, konjenital kikirdak malformasyonlarn iceren hastaliklar ve/veya bu bulusun
bir bilesiginin uygulanmasi ile hipersekresyonu ile baglantili hastaliklarin profilaksisi ve/veya tedavisi
icin yontemlerde saglar.
Januz kinazlar (JAK), membran reseptorlerden STST transkripsiyon faktdrlerine sitokin sinyalini
aktaran sitoplazmik tirozin kinazlardir. Bulus dncesi teknikte durumda dért JAK ailesi tiyesi agiklanr:
JAK], JAK2, JAK3 ve TYK2. Sitokin, reseptdriine baglandiginda, JAK aile iiyeleri birbirlerini oto
ve/veya trans fosforlarlar; arkasindan STAT’larin fosforilasyonu gelir ve sonra transkripsiyonu
modiile etmek icin nukleusa tasima gerceklesir. JAK-STAT hiicre ici sinyal transdiiksiyonu,
interferonlar, ¢ogu interldkinler ve ayrica EPO, TPO, GH, OSM, LIF, CNTF, GM-CSF ve PRL gibi
cok cesitli sitokinler ve endokrin faktorleri icin uygundur (Vainchenker W. ve arkadaslart {2008)).
Genetik modellerin ve kiigiik molekiillii JAK inhibitoriiniin arastirma kombinasyonu, birkag JAK m
terapitik potansiyelini agiga ¢ikardi. JAK2 gen mutasyonu arastirmasi, son yillarda hematolojik
aragtirmanin donlim noktasi ilerlemesinden biridir. Bir grup hematopoietik kk hiicre lezyonunun
lezyonlarimin neden oldugu malign hastaliklar olan polisitemi vela (PV), esansiyel trombositemi (ET)
ve idiyopatik miyelofibroz (IMF) dahil olmak izere miyeloproliferatif hastaliklar (MPD) bulug éncesi
teknik durumda agiklanir. Bu hastaliklar grubundaki bir JAK2 nokta mutasyonu (JAK2V617F), 2005
yilinda arastirmacilar tarafindan kesfedilmis, bu MPD tanis1 ve tedavisinde yeni bir ¢aga yol agmstir.
JAK2V617, ekson 14'te ekson v617'de meydana gelen bir nokta mutasyonudur ve valin (V),
fenilalanin (F) ile ikame edilir. JAK2'nin yapisinda, JH1 kinaz alandir; ve Val617, bir pstdokinaz alan
olan JHI'e komsu olan JH2’de ver alir, JHI'e baglanir ve bunun aktivasyonunu engeller. Vo17F
mutasyonlari, JH2min JHI kinaz aktivitesi iizerindeki engelleyici etkisini kaybetmesine neden olarak,
JAK2'nin siirekli aktivasyonuna vyol agarak, geligtirilmis hiicre coZalmasima neden olur [Kilpivaara 0,
Levine RL. JAK2 and MPL mutations in myeloprolifer-ative neoplasms: discovery and science.
Leukemia. 2008; 22 (10):1813-7]. Polisitemik vera, esansivel trombositemi ve idiyopatik miyelofibroz
hastalarinda yiiksek JAK2V617F mutasyonu insidansi vardir, Allel-Ozel PCR ile polisitemik verals

hastalarda JAK2V617F mutasyon insidansinin %90 oldugu; esansiyel trombositemi ve idyopatik
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mivelofibrozlu hastalarda %50-%60 oldugu belirlendi [Baxter EJ, Scott LM, Campbell PJ, ve
arkadaslart Lancet. 2005; 365 (9464): 1054-61]. V617F mutasyonu olmayan hastalarda JTAK2
mutasyonu bulunmadan bu hastaliklanin molekiller temeli belirsizdir. 2007'de JAK2V617F-negatif
MPD hastalarinda bir ekson 12 mutasyonu bulundu. Bu mutasyon ayni zamanda JH2'nin,
miveloproliferatif hastaliklar olan JAK2V617F-negatif hastalar i¢cin molekiiler markérler ve genetik
mekanizmalar saglayan JH kinaz aktivitesi fizerindeki onleyici etkisini kaybetmesine neden olabilir
[Scott LM, Tong W, Levine RL, ve arkadaglart JAK2 exon 12 mutations in policythemia vera and
idiopathic erythrocytosis. NEngl I Med 2007;356:459-68']. Normal fizyolejik kosullarda, JAK2Z,
eritropoietin (EPQ), trombopoietin {(TPO), graniilosit-makrofaj koloni uyarict faktor, interlgkin-3 ve
biiylime faktdrii dahil olmak {izere ¢esitli sitokinlerin sinyal transdiiksiyonuna aracilik eder ve hiicre
proliferasyonunu diizenler ve destekler. JAK2 geni, hematopoetik'in ayarlanmasmda énemli bir rol
oynar ve bunun asag akim STAT ailesi DNA'ya baglanan bir protein ailesidir. STAT ailesi JAK
fosforlanmis sinyal yolu (JAK-STAT sinyal yolu) ile eslenir ve transkripsivonun diizenlenmesinde bir
rol oynar. JAK-STAT, hiicre dis1 sinyalleri gen ifadesinin diizenlenmesi ile dogrudan iliskilendirebilir,
yanit veren genlerin transkripsiyonunu ve ekspresyonunu baslatabilir, eritropoietin reseptorii (EPOR)
ve trombopoietin reseptérii (MPL/TPOR) gibi sitokin reseptdrlerinin sinyal transdiiksiyon islemini
tamamlayabilir ve hiicre cogalmas: etkileriyle sonuglanabilir.

Tofacitinib, bir pan jak inhibitdriidiir, oldukca spesifik olmayan bir JAK2 inhibitériidiir, bunun vapisal

ne
0Ly e

Toleciind

formiilli asagidaki gibidir:

BULUSUN KISA OZETi
Bu bulusun bir amaci, Formil (I) 'in bir bilesigini veya bunun farmasoétik olarak kabul edilebilir bir

tuzunu saglamaktir,

burada,
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Ri, H'den veva sunlardan se¢ilir. C,, alkil, Cl-6 heteroalkil, C;., sikloalkil, 3-7 elemanl

heterosikloalkil, 5-6 elemanl aril, 5-6 elemanl heteroaril,

O
N
T i

-° N =N /
Y

Fs;C

bu 1,2, 3, veya 4 R ile istege bagli olarak ikame edilebilir;

L,, L; tek bir zincirden bagimsiz olarak secilir, -S (=0),-, -S (=0) -, -C (=0)-, -NHC (=0)-;

R;, H’den veya NH,, C,, alkil, C,, heteroalkil, Cs sikloalkil, 3-7 elemanli heterosikloalkil, 5-6
elemanlt aril, 5-6 elemanl heteroaril’den segilir, ki bunlar istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R ile
ikame edilebilecektir;

halka A, 5-6 elemanli heteroaril’den secilir;

X; N, C’den bagimsiz olarak segilir;

T; N veya C (R) den segilir;

R; H, halojen, NH2, CN, OH’den segilir veya C; ; alkil, C1-3 heteroalkil, C; sikloalkil, 3-6 elemanli
heterosikloalkil, 5-6 elemanl aril, 5-6 elemanli heteroaril’den secilir, ki bunlar istege bagh olarak 1, 2,
3, veya 4 R ile ikame edilebilecektir;

R’; halojen, OH, CN, NH2 den segilir;

“hetero”, heteroatomlar1 veya heterogruplari temsil eder ve O, S, N, C (=0), S (=0} veya S (=0);’den
bagimsiz olarak segilir;

Heteroatomlar veya heterogrup atomlanin birkagi, 0, 1, 2, 3, veya 4’den bagimsiz olarak segilir.
Bulusun bir uygulamasinda R; H, halojen, OH, NH,, CN’den bagimsiz olarak secilir veya C,; alkil,
C\.; alkoksi, C|; alkilamino’dan segilebilir, ki bunlar istege bagl olarak 1, 2, 3, veya 4 R’ile ikame
edilir.

Bulusun bir uygulamasinda, R; H, F, CL, Br, I, OH, CN, NH;, Me, Et, N (CHs),, NH (CHj3)’den segilir.
Bulusun bir uygulamasmda Ri, H’den secilir veya C, alkil, Cs sikloalkil, Cs heterosikloalkil, C, .5
alkil-0-C, 5 alkil-, C; alkil-S-C,; alkil-, C; alkil-NH-C, 5 alkil-, C,; alkoksi, C, 1 alkilamino’dan

secilir,

Bulusun bir uygulamasinda, Ri, H, den secilir veya Me’den segilir,
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ki bu istege bagh olarak 1, 2, 3, veya 4 R ile ikame edilir.
Bulusun bir uygulamasinda Ri; H, Me’den segilir,

V.

PN CF3,

Q‘S/v

5 i . "C . '
Bulusun bir uygulamasinda , R-L,- H’den segilir, Veya sundan secilir
K O \N Q‘ -
O‘-“§:.- -‘-'S:: - 'S(\

bu istege bagli olarak R ile ikame edilebilir.

Bulusun bir uygulamasinda , R-L- H*den secilir,

O-‘:$;:O
10 ‘ »
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Bulusun bir uygulamasinda , R;, H, NH; den secilir, veya C,; alkil, C;4 sikloalkil, 3-6 elemanh
heterosikloalkil, C,_; alkil-O-C, s alkil-, C,;alkil-S-C, ;3 alkil-, C,_; alkil-NH-C, sy alkil-, C,_, alkoksi,
C ¢ alkilamino’da segilebilir, bu istege bagh olarak R ile ikame edilebilir.

15 Bulusun bir uygulamasinda , R,; H, NH;"den segilir, veya Me’den segilir,

. O
R ORI

bu istege bagli olarak R ile ikame edilebilir.
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Bulusun bir uygulamasinda , R;, H, NH; den segilir,

\O
F {
-- .- CN --
<], <><F\ CNH_\ AN QOHA
Bulusun bir uygulamasinda , R;-L;-, H’den seg¢ilir, veya NH; den secilir,

\
O O ‘NH 0O --NH

Ya h O —Cn

- -NH ----NH - -NH .0 o)
bu istege bagl olarak R’ ile ikame edilebilir.
Bulusun bir uygulamasinda , R;-L,-; H, NH, den secilir

AY
NH O -NH ON - Wb

o o s
O)\ C :F
- -NH F

Bulusun bir uygulamasinda , A halkasi, 1, 3, 4-triazolil, imidazolil, oksazolil, tiyazolil’den segilir.

Bulusun bir uygulamasinda , A halkas: sundan secilir:

"~ =N S
T Ly
"N -~ N
Bulusun bir uygulamasinda , yapisal birim

sundan segilir;

-G “’“> (I)CD

Bulusun bir uygulamasinda , yapsal birim

75
A
13} Q C/ ”% ) @[}@N)

sundan segilir:



Bulusun bilesigi sunlardan segilir:
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Tanimlar

Aksi belirtilmedigi siirece burada kullamilan asagidaki terimler ve climleler su anlamlara sahiptir.
Belirli bir terim veya ciimlenin, belirli bir tamm olmadan belirsiz veya net olmadig diisiiniilmemeli,
ancak genel anlamiyla anlagilmalidir, Burada bir marka gdrintiilendiginde, ilgili iiriin veya aktif
bilesenine atifta bulunulmasi amaglanir,

Cie; C|, Gy, Cs, Cy, Cs, ve Cy'dan secilir; “Csq; Cs, Cy, Cs, Cy, ve Cy7den segilir; 3-7 elemanli ise 3-
elemanhdan, 4-elemanhdan, 5-elemanhdan, 6-clemanhdan, ve 7-elemanlidan secilir.

Burada kullanildigi, "farmasotik olarak kabul edilebilir” terimi, giivenilir tibbi karar kapsarmnda, agir
toksisite, tahris, alerjik tepki veya diger problem veya komplikasyonlar olmadan, makul bir fayda/risk
orani ile oranh, insan ve hayvan dokulan ile temas halinde kullanim igin uygun olan bilesikler,
malzemeler, bilesimler ve/veya dozaj sekillerini belirtmek igin kullanilir,

"Farmasdétik olarak kabul edilebilir tuzlar" terimi, bu bulusun bilesik tuzlarm ifade eder, bunlar, bu
bulusta bulunan nispeten toksik olmayan asitler veya bazlar ile belirli ikameleri igeren bilesiklerden
hazirlanir. Bu bulusun bilesikleri nispeten asit 6zellikler icerdiginde, baz ilaveli tuzlan, bu bilesiklerin
nétr bigimi ile ya saf bir soliisyonda ya da uygun bir etkisiz ¢éziiclide, yeterli miktarda bir baz ile
temas ederek elde edilebilir. Farmasétik olarak kabul edilebilir baz ilaveli tuzlari, sodyum, lityum,
kalsiyum, amenyum, organik amonyum, magnezyum ve benzerini ig¢erir. Bu bulusun bilesikleri

nispeten temel dzellikler icerdiginde, asit ilaveli tuzlar, yeterli miktarda asidi, ya saf bir soliisyonda
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va da uygun bir etkisiz ¢oziiciide bu bilesigin nétr bicimi ile temas ettirerek elde edilebilir. Farmasotik
olarak kabul edilebilir asit ilaveli tuzlarn o6rmekleri, hidroklorik, hidrobromik, nitrik, karbonik,
monohidrojenkarbonik, fosforik, monohidrofosforik, dihidrojenfosforik, sulfirik,
monohidrojensiilfiirik, hidriodik veya fosforik asitler ve benzeri gibi inorganik asitlerden tiiretilenleri
ve ayrica asetik, propiyonik, izobiitirik, maleik, malonik, benzoik, siiksinik, suberik, fumarik, laktik,
mandelik, ftalik, benzensiilfonik, p-toluensiil fonik, sitrik, tartarik, metansilfonik ve benzerleri gibi
organik asitlerden tliretilmis tuzlari icerir. Ayrica, arjinat ve benzerleri gibi amino asit tuzlar ve
glukuronik asitler ve benzerleri gibi organik asit tuzlari da igerilir (bakiniz, Berge ve arkadaslar,
"Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science 66; 1-19 (1977)). Bu bulusun bazi &zel
bilesikleri, bilesiklerin ya baz ya da asit ilaveli tuzlara dond{iriilmesine izin veren hem bazik hem de
asidik dzellikleri igerir.

Tercihen, bilesiklerin nétr bigimleri, tuzun bir baz veya asit ile temas ettirilmesi ve ana bilesigin
geleneksel bir sekilde izole edilmesi ile yeniden iiretilebilir. Bilesigin ana bigimi, polar ¢oziiciiler
icinde ¢oziiniirlik gibi belirli fiziksel Hzelliklerde cesitli tuz bicimlerinden farkhidir.

Burada kullamldigi gibi, "farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlar”, agiklanan bilesigin tiirevlerine
aittir, burada ana bilesik, mevcut bir asit veya bazin, tuz formuna déniistiiriilmesiyle degistirilir.
Farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlann &mekleri, bunlarla simrli olmamak {izere, aminler gibi
bazik kalmtilarin inorganik veya organik asit tuzlari; karboksilik asitler ve benzerleri gibi asidik
kalmtilarin alkali veya organik tuzlarini igerir. Farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlar, drnegin toksik
olmayan inorganik veya organik asitlerden olusturulan ana bilegiklerin gelencksel toksik olmayan
tuzlarini veya kuaterner amonyum tuzlarini igerir. Ornegin, bu tiir geleneksel toksik olmayan tuzlar,
bunlarla simirh olmamak ilizere, 2-asetoksibenzoik, 2-hidroksietan silfonik, asetik, askorbik,
benzensiilfonik, benzoik, bikarbonik, karbonik, sitrik, edetik, etan disilfenik, etan siilfonik, fumarik,
glukoheptonik, glukonik, glutamik, glikolik, hidrobromik, hidroklorik, hidroivodik, hidroksi,
hidroksinaftoik, izetiyonik, laktik, laktobiyonik, laurik siilfonik, maleik, malik, mandelik, metan
siilffonik, nitrik, oksalik, pamoik, pantotenik, fenilasetik, fosforik, poligalakturonik, propionik,
salisilik, stearik, subasetik, siiksinik, siilfamik, shlfanilik, siilfiirik, tannik, tartarik, and p-
tolliensiilfonik asitlerden segilmis inorganik veya organik tuzlardan tiiretilmis olanlari igerir.

Bu bulusun farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlan, geleneksel kimyasal yontemlerle bir asitik veya
bazik pargasini igeren ana bilesikten sentezlenebilir. Genel olarak, bu tiir tuzlar, bu bilesiklerin serbest
asit veya baz bigimlerini, uygun baz veya asidin stoikiometrik bir miktarini, suda veya organik bir
coziiciide veya ikisinin bir karnigimi i¢inde reaksiyona sokulmast suretiyle hazirlanabilir. Genel olarak,
eter, etil asetat, etanol, izo-propanol veya asetonitril gibi sulu olmayan ortamlar tercih edilir.

Tuz formlarina ek olarak, bu bulus tarafindan saglanan bilesikler ayrica 6n ilaglar bicimindedir.
Burada tarif edilen bilesiklerin én ilaglart, bu bulugsun bilesiklerine déniigmek i¢in fizyolojik kosullar
altinda kolayca kimyasal degisikliklere ugrayan bilesiklerdir. Ilave olarak on ilaglar canli igi ortamda

kimyasal veya biyokimyasal yontemlerle bu bulusun bilesiklerine déniistiriilebilir.
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Bu bulusun bilesikleri ¢oziinmemis bigimlerde ve ayrica hidratlagtinlmis bigimleri igeren ¢oziilmiis
bigcimlerde de mevcut olabilir. Genel olarak, ¢dziilmiis bigimler ¢éziilmemis bigimlere esdegerdir ve
bu bulusun kapsaminda olmas: amaglanir.

Bu bulusun bazi bilesikleri asimetrik karbon atomlarma (optik merkezler) veya cift baglara sahiptir.
Rasemik karisimlarin, diastereomerlerin, geometrik izomerlerin ve tek tek izomerlerin hepsinin bu
bulusun kapsami dahilinde olmasi amaglanir,

Burada kullanilan rasemik, ambiskalemik, skalemik veya enantiyomerik olarak saf bilesiklerin grafik
gosterimi suradan alinnustir: Maehr, J. Chem. Ed. 1985, 62: 114-120. Aksi belirtilmedikge, kamalar ve
kesik ¢izgiler, bir stereo merkezin mutlak konfigiirasyonunu belirtmek i¢in kullamlir. Burada tarif
edilen bilesikler, olefinik ¢ift baglar veya diger geometrik asimetri merkezleri igerdiginde ve aksi
belirtilmedi@i siirece, hem E hem de Z’nin geometrik izomerleri icermesi amaglanmustir. Tim
totomerler de bu bulusun kapsaminda yer alir.

Bu bulusun bilesikleri 6zellikle geometrik veya izometrik bigimlerde mevcut olabilir. Bu bulus, cis- ve
trans izomerler, (-) - ve (1) - ¢ift enantiyomerler, R- ve S- enantiyomerler, diastereomerler, (D) -
izomerler, (L) -izomerler, bu bulusun kapsaminda olan enantivomerlerin veya diastereomerlerin
zenginlestirilmis karisimi gibi bunlann rasemik karisimini igeren bu bilesiklerin tiimiinii dikkate alir.
flave asimetrik karbon atomlar, bir alkil grup gibi bir ikamede mevcut olabilir. Bu izomerlerin
tlimiiniin ve ayrica bunlart karisimlarinin bu bulusta icerilmesi amaglanir.

Optik olarak-aktif R-ve S- enantiyomerler ve (D)- ve (L)-izomerler, kiral sentez ile veya lkiral
belirtecler ile veya baska diger geleneksel tekniklerle hazirlanabilir. Bu bulusun belli bir bilesiginin bir
enantiyomeri istenirse, bu asimetrik sentez ile veya bir kiral yardimer ile tiiretmeyle hazirlanabilir,
burada elde edilen diastereomerik karisim ayrilir ve yardimer grup, istenen saf enantionmerleri
saglamak i¢in boliiniir. Alternatif olarak molekiiliin amino gibi temel bir fonksiyonel grubu veya
karboksil gibi bir asitik fonksiyonel grubu icerdigi durumda, diastereomerik tuzlar uygun bir optik
olarak-aktif asit veya baz ile olugturulur; bunu teknikte iyi bilinen ¢dziiniirliik araglar ile bu sekilde
olusturulmug diastereomerlerin ¢dziiniirliigii ve saf enantiyonmerlerin takip eden geri kazamilmas
takip eder. Tlave olarak enantionmerlerin ve diastereomerlerin ayrimi genel olarak, kiral durgun fazi
kullanan kromatografiyi kullanarak ve istege bagli olarak kimyasal tiiretme yontemi ile birlikte
gergeklestirilebilir (6rn. aminler’den karbamatlarim olugumu).

Bu bulusun bilesikleri, bu bilesikleri meydana getiren bir veya daha fazla atomlarda atomik izotoplarin
dogal olmayan kisimlarint da igerebilir. Ornegin bilesikler trityum (*H), iyon-125 ('*’I), veya karbon-
14 ("*C) gibi radyoaktif izotoplart kullamilarak etiketlenebilir. Ister radyoaktif olsun veya ister olmasin,
bu bulusun bilegiklerinin tiim izotopik ¢esitliliklerinin bu bulugun kapsaminda olmasi amaglanir.
"Farmasétik olarak kabul edilebilir tagiyicilar” terimi, aktif maddenin biyolojik aktivitesine miidahale
etmeden ve konak¢iya veya hastaya toksik yan etkisi olmayan, bu bulugun aktif maddesinin etkili bir

miktarini verebilen herhangi bir formiilasyon veya tagiyici ortam anlamina gelir.
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Temsilci tasiyicilar arasinda su, vaglar, sebzeler ve mineraller, krem baz, losyon matrisi, merhem
matrisi ve benzerleri bulunur. Bu matrisler, formiilasyonlarnn kozmetik veya yerel ilaglar alaninda
uzman kisilerce iyi bilinen slispansiyon ajanlarini, yapistiricilar, transdermal giiclendiricileri ve
benzerlerini igerir. Tastyicilar hakkinda ilave bilgiler ile ilgili olarak, buraya referans olarak dahil
edilmig olan Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Ed., Lippincott, Williams &
Wilkins {2005)" igerigine bagvurunuz.

"Eksipiyan" terimi genellikle etkili bir farmasdtik kompozisyonun hazirlanmasi igin gereken tasiyici,
seyreltici ve/veya ortam ifade eder.

Tlag veya farmakolojik olarak aktif madde igin, "etkili miktar" veya "terapétik olarak etkili miktar"
terimi, istenen etkiyi saglamak igin toksik olmayan, ancak yeterli miktarda ilact veya ajani ifade eder.
Bu bulustaki oral dozaj igin, bilesimdeki bir aktif maddenin "etkili miktar1", bilesimdeki bagka bir
aktif madde ile kombinasyon halinde kullanildiginda istenen etkiyi elde etmek igin gereken miktan
ifade eder. Etkili miktar, belirli aktif maddeye de bagh olarak, bireyin yasina ve genel durumuna bagh
olarak denekten denege degisecektir. Bu nedenle kesin bir "etkili miktar1" tammmlamak her zaman
miimkiin degildir. Bununla birlikte, herhangi bir bireysel durumda uygun bir "etkili" miktar,
geleneksel deneylere uygun olarak teknikte siradan uzmanliga sahip biri tarafindan belirlenebilir.
"Aktif bilesen", "terapétik madde”, "aktif madde" veya "aktif madde" terimleri, bir hedef bozuklugu,
hastalik veya durumun tedavisinde etkili olan kimyasal bir varlik anlamina gelir.

"Ikame edilmis" terimi, belirtilen atomun degerliginin normal olmast ve ikamenin kararli bir bilesik ile
sonuglanmasi sartiyla, belirtilen atomdaki herhangi bir veya daha fazla hidrojen atomunun, ikame
edici ile degistirildigi anlamina gelir. Tkame keto (yani, =0) oldugunda daha sonra iki hidrojen atomu
ikame edilir, Keto ikameleri aromatik kistmlarda mevcut degildir. "Istege bagli olarak ikame edilmis”
terimi, ikame edilebilecegi veya ikame edilemeyecegi anlamina gelir, aksi belirtilmedik¢e ikame
edicilerin tipi ve sayisi, istege bagh olarak kimyasal olarak elde edilebilir bazda olabilir.

Herhangi bir degisken (6rnegin, R) bir bilesik i¢in bilesen veya formiilde bir kereden daha fazla
meydana geldiginde, bunun her olugumdaki tanmim bagimsizdir. Béylece, érnegin, bir grubun 0-2 R ile
ikame edildigi gosterilirse, sonra anilan grup istege bagl olarak iki R grubuyla ikame edilebilir ve her
seferinde R, R tanimindan bagimsiz olarak secilir.

Ayrica, ikame edicilerin ve/veya degiskenlerin kombinasyonlarina yalmzca bu kombinasyonlarin
kararh bilesiklerle sonuclanmas1 durumunda izin verilir.

Degiskenlerden biri tek bir bagdan segildiginde, bagli elduklar iki grubun dogrudan baglandigini
glsterir, drnegin, A-L-Z'deki L tek bir bag1 temsil ettiginde, yap1 aslinda A-Z'dir.

Bir ikame i¢in olan bir bagin, bir halkadaki iki atomu baglayan bir bag gectigi gdsterildiginde, bu
ikame, halka tlizerindeki herhangi bir atoma baglanabilir. Bir ikame, bdyle bir ikamenin belirli bir
formiiliin kalan kismina baglandigi atom belirtilmeden listelendiginde, o zaman bu ikame, bu tiir
ikamedeki herhangi bir atom araciligryla baglanabilir, Tkamelerin ve/veya degiskenlerin bilesimlerine,

sadece bu bilesimler sabit bilesikler ile sonuglandifinda izin verilir. Ornegin, yapisal birim
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sikloheksil grup veya sikloheksadien grup iistiindeki herhangi bir konumda bunun ikame
edilebilecegini gosterir.

Alkil ve heteroalkil radikaller igin ikameler genel olarak "alkil ikameleri “olarak adlandirilir ve
sunlardan segilen gruplardan biri veya daha fazlasi olabilir, ama bunlarla smurl degildir: -R’°, -OR’,
=0, =NR’, =N-OR’, -NR’R", -SR’, halojen, -SiR’R"R"’, OC (O)R’, -C (O)R’, -CO,R’, -CONR'R", -
OC (O)NR’R", -NR"C (O)R’, NR’C (O)NR"R"’, -NR"C (O);R’,-NR"""-C (NR’R"R"")=NR"", NR""C
(NR’R")=NR"’, -S (O)R’, -S (O),R’, -S (O)2NR’R"NR"SO;R",-CN,-NO,, -N3,-CH (Ph)2, ve sifir ila
(2m’+1) arasinda bir sayida floro {C,-Cy) alkil, burada m’ bu radikallerdeki karbon atomlarinin toplam
sayisidir, R”, R", R", R"” ve R>""’nin her biri tercihen bagimsiz olarak hidrojeni, ikame edilmis veya
ikame edilmemig heteroalkili, ikame edilmis veya ikame edilmemis arili, megin 1-3 halojen ile ikame
edilmis arili, ikame edilmis veya ikame edilmemis alkili, alkoksi veya tioalkoksi gruplart veya aryalkil
gruplan ifade eder. Bu bulusun bir bilesigi birden fazla R grubunu igerdiginde, 6rnegin, R gruplarinin
her biri , bu gruplarin birden fazlas1 meveut oldugunda, her bir R, R", R™”, R"" ve R"" gruplar olarak
bagimsiz olarak segilir. R’ ve R" ayni nitrojen atomuna baglandiginda, bunlar bir 5-, 6-, veva 7-
elemanli halka meydana getirmek icin nitrojen atomu ile birlestirilebilir. Ornegin -NR’R™nin  1-
pirolidinil ve 4-morfolinil igerdigi ama bunlarla sinirli olmadig anlamina gelir. Ikamelerin yukaridaki
tartismasindan, teknikte bilgili biri "alkil" teriminin, hidrojen gruplari, érmegin haloalkil {6m., -CF; ve
-CH,CF5) ve asil (6rn., -C (O)YCH,, -C (O)CF,, -C (O)CH,OCHj;, ve benzeri) disindaki gruplara bagh
karbon atomlarint iceren gruplari kapsadigim anlayacaktir.

Alkil radikal i¢in tanimlanan ikamelere benzer sekilde, aril ikameler ve heteroaril ikameler genel
olarak “aril ikameleri” olarak adlandirlir ve &rnegin sunlardan segilir: aromatik halka sistemindeki
sifir ila toplam kalem degerleri sayisi arasinda olan -R’, -OR’, -NR’R", -SR’, -halojen, -SiR’'R"R"’,
OC (OJR’, -C (O)R’, -COR’, -CONR’R", -OC (O}NR’R", -NR"C (O)R’, NR’C (O)NR"R’",-NR"C
(0),R*,-NR’"-C (NR’R"R’™=NR"", NR"™C (NR’R"}=NR’", -S (O)R’, -S (O);R’, -S (O),NR’R",
NR"S0O,R’, -CN, -NO,, -N3, -CH (Ph),, floro (C,-Cy)alkoksi, ve floro (C;-C,)alkil; ve burada R°, R",
R"™, R"" ve R"™, tercihen hidrojenden, ikame edilmis veya ikame edilmemis akilden, ikame edilmis
veya ikame edilmemis heteroalkilden, ikame edilmis veya ikame edilmemis arilden ve ikame edilmis
veya edilmemis heteroarilden bagimsiz olarak segilir. Bu bulusun bir bilesigi birden fazla R grubu
icerdiginde, &rnedin, R gruplarinin her biri bagimsiz olarak, bu gruplarnin birden fazlasi mevcut
oldugunda her R”, R", R"", R"" ve R™"" grubu olarak segilir.

Aksi belirtilmedigi siirece, aril veya heteroaril halkasinin komsu atomlar {istiindeki aril ikamelerinin

ikisi, -T-C (O)- (CRR"),-U- formiiliintin bir ikamesi ile istege bagli olarak degistirilebilir, burada T ve
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U; -NR-, -O-, CRR’-’den veya tek bir bagdan bagimsiz olarak se¢ilir ve q, 0’dan 3’¢ kadar bir tam
sayidir. Alternatif olarak aril veya heteroaril halkasinin komsu atomlan iistiindeki ikamelerinin ikisi, -
A- (CH,),-B- formiliiniin bir ikamesi ile istege bagh olarak degistirilebilir, burada A ve B; -CRR’-, -
O-, -NR-, -5-, -5 (O}, -8 (O),-, -8 (0),NR’-’den veya tek bir bagdan bagimsizdir ve r, 1’den 4’¢ kadar
bir tam sayidir. Istege bagh olarak, olusturulan yeni halkanin tekli baglarindan biri, bir ¢ift bag ile
degistirilebilir. Alternatif olarak aril veya heteroaril halkasinin iki komsu atomu {izerindeki ikamelerin
ikisi, istege bagh olarak - (CRR”)-X- (CR"R"’})y- formiliiniin bir ikamesi ile degistirilebilir, burada s
ve d 0 ila 3 arasindaki bagimsiz tam sayadir ve X; O-, NR’-, -S-, -S (O)-, -S (O),~, veya -S (O);NR’-
"dir, Tkame R, R’, R" ve R’" tercihen hidrojenden veya ikame edilmis veya ikame edilmemis (C;-Cg)
alkilden bagimsiz olarak segcilir,

"halo" veya "halojen" terimleri baska bir ikamenin parcasi olarak, aksi belirtilmedikge, bir florin, klor,
bromin, veya iyon atomunu ifade eder. Ilave olarak "haloalkil" gibi terimlerin monohaloalkili ve
polihaloalkili icermesi ifade edilir. Ornegin  "halo (C,-Cj)alkil" teriminin triflorometil, 2,2,2-
trifloroetil, 4-klorobiitil, 3-bromopropil, ve benzerini igermesini ama bununla sinirli olmamasim ifade
eder.

Haloalkil drnekleri, triflorometil, triklorometil, pentafloroetil, ve pentakloroetil’i i¢erir ama bununla
sinirla degildir. "Alkoksi", bir oksijen kopriisiine boyunca eklenmis, gosterilen sayida karbon
atomuyla yukarida tamimlandign gibi bir alkil grubunu temsil eder. C,, alkoksi; C,, C,, C;, Cy, Cs ve
Cy'nin alkoksisini icerir. Alkoksi drnekleri metoksi, etoksi, n-propoksi, i-propoksi, n-biitoksi, s-
biitoksi, t-biitoksi, n-pentoksi, ve spentoksi’yi icerir ama bunlarla simirhi degildir. "Sikloalkil”;
siklopropil, siklobiitil, veya siklopentil gibi doymus halka gruplarim icermek igin amaglanir. Cs;
sikloalkil, Cs, C4, Cs, C¢ ve C;'nin sikloalkil’ini igerir, "Alkenil" diiz veva dallanmig bir
vapilandirmaya sahip hidrokarbon zincirleri ve etenil ve profenil gibi zincir boyunca herhangi bir sabit
noktada meydana gelebilecek bir veya daha fazla karbon-karbon cift bag icermesi amaglanmaktadar.
Burada kullanmildigr gibi "hale" veya "halojen" terimleri, floro, kloro, brome, ve iyotu ifade eder.

Aksi belirtilmedikee, "hetero” terimi karbon (C) ve hidrojen (H) disindaki atomlarini igeren bir
heteroatomu veya heteroatom radikalini (yani bir heteroatomu igeren bir atomik radikal) ve drnegin
oksijen (O), nitrojen (N), siilfiir (S), silikon (Si), germanyum (Ge), aliiminyum (Al), boron (B), -O-, -
S-, =0, =85, -C (=0)0-, -C {C=0)-, -8 (=0), -S (=0),-,"yi igeren ve istege bagh olarak -C (=O)N (H}-,
-N {(H)-, -C (=NH)-, -S (=0);N (H)- veya -S (=0)N (H)- ikame edilen bu heteroatomlar iceren atomik
radikal anlamina gelir.

Aksi belirtilmedikee, "siklo"; bir ikame edilmig veya ikame edilmemis, heterosikloalkil, sikloalkenil,
heterosikloalkenil, sikloalkinil, heterosikloalkinil, aril veya heteroarili ifade eder. Halka; monosiklik
halkay1, bisiklik halkayi, spiro halkayr veya képriili halkayr igerir. Halkadaki atomlarin sayist
genellikle eleman halkalarin sayist olarak tamimlanir, érnegin "5- ila 7-elemanli halka"; 5 ila 7
atomlarimin ¢evre dizenlemesini ifade eder. Aksi belirtilmedikge, halka istege bagh olarak 1 ila 3

heteroatomlarmi igerir. Bdylece "5- ila 7-elemanli halka" terimi &rnegin fenil, pridil ve piperidinil
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icerir. Diger taraftan "3- ila 7-elemanh heterosikloalkil halkasi” terimi pridil ve piperidinil’i igerir ama
fenil’i icermez. "siklo" terimi ayrica en az bir halkay1 igeren siklik sistemi de igerir, burada her bir
"siklo" bagimsiz olarak yukaridaki tammlamay: karsilar.

Aksi belirtilmedikge, "heterosikl" veya "heterosiklik grup" terimi, doymus, kismi olarak doymamis
veya tamamen doymanmug (aromatik) olan ve karbon atomlarndan ve N, O ve S’den olugan gruptan
bagimsiz olarak secilmis 1, 2, 3 veya 4 siklik heteroatomlarindan olusan; ve yukarida tanimlanan
heterosiklik halkalarin herhangi birinin bir benzen halkasina kaynasik oldugu herhangi bir bisiklik
grubu igeren, heteroatom veya heteroatom radikali iceren sabit bir monosiklik veya bisiklik veya
trisiklik halkayr itade etmek igin amaglanir, Nitrojen ve silfur heteroatomlan istege bagh olarak
oksitlenebilir (NO, ve S (O)p). Nitrojen atomu ikame edilebilir veya ikame edilmeyebilir (yani, N
veya NR, burada R; H veya hilihazirda burada tammlanmig dier ikameler olabilir). Heterosiklik
halka, sabit bir yapiya yol agan herhangi bir heteroatom veya karbon atomunda pendant grubuna
baglanabilir. Eger olusan bilesik sabitse, burada tanimlanan heterosiklik halka, karbin veya bir nitrojen
atomu iistiinde ikame edilebilir. Heterosikldeki bir nitrojen istege baglh olarak kuaternize edilebilir.
Heterosikldeki toplam S ve O atomlarmin sayis1 1'i astifinda, bu heteroatomlarin birbirine bitisik
olmamasi tercih edilir. Heterosikldeki toplam S ve O atom sayisinin 1'den fazla olmamasi tercih edilir.
Burada kullanildig: gibi, "aromatik heterosiklik sistem" veya "heteroaril grup" teriminin

sabit bir 5, 6, 7-elemanli monosiklik veya bisiklik veya 10-elemanh bisiklik heterosiklik aromatik
halkay1 ifadesi etmesi amaglanir ve bu; karbon atomlarindan ve N, O ve S’den olusan gruptan
bagimsiz olarak secilmis 1, 2, 3 veya 4 siklik heteroatomlardan olusur. Nitrojen atomu ikame edilmig
veya ikame edilmemis olabilir (yani, N veya NR, burada R; H veya burada halihazirda tanimlanmig
olan diger ikamelerdir). Nitrojen ve stlflir heteroatomlari istege bagl olarak oksitlenebilir (NO, ve S
(O)p). Aromatik heterosikldeki toplam S ve Q atom sayisinin 1'den fazla olmadifin belirtilmigtir,
Kopriilii halkalar da heterosikl tamimina dahil edilmistir. Bir veva daha fazla atom (yani, C, O, N veya
8S) bitisik olmayan iki karbon veya nitrojen atomunu bagladiginda k&priilii bir halka meydana gelir.
Tercih edilen képriiler bunlarla sinirli olmamak {izere bir karbon atomu, iki karbon atomu, bir nitrojen
atomu, iki nitrojen atomu ve bir karbonnitrojen grubu igerir. Bir képriiniin her zaman bir monosiklik
halkasim bir trisiklik halkasina doniistiirdiigii belirtilmektedir. K&priili halkada halka icin anlatilan
ikameler képrii istinde de mevcut olabilir.  Heterosiklik bilesiklerin dmekleri bunlarla simrh
olmamak tizere akridinil, azosinil, benzimidazolil, benzofuranil, benzotivofuranil, benzotiyofenil,
benzoksazolil, benzoksazolinil, benztivazolil, benztriazolil, benztetrazolil, benzisoksazolil,
benzisotiyazolil, benzimidazalonil, karbazolil, 4aH-karbazolil, karbolinil, kromanil, kromenil,
sinolinil, dekahidrokinolinil, 2H, 6H-1,5,2-ditiyazinil, dihidrofuro|2,3-b]tetrahidrofuran, furanil,
furazanil, imidazolidinil, imidazolinil, imidazolil, 1H-indazolil, indolenil, indolinil, indolizinil, indolil,
3H-indolil, izatinoil, izobenzofuranil, piranil, izoindolil, izoindolinil, indolil, izokinolinil, izotivazolil,
izoksazohl, metilenedioksifenil, morfolinil, naftiridinil, oktahidroizokinelinil, oksadiazolil, 1,2,3-

oksadiazolil, 1,2, 4-oksadiazolil, 1,2,5-oksadiazolil, 1,3 4-oksadiazolil, oksazolidinil, oksazolil,
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izooksazolil, hidroksiindolil, pirimidil, fenantridinil, fenantrolinil, fenazinil, fenotivazinil,
fenoksazinil, benzoksanthinil, ftalazinil, piperazinil, piperidinil, piperidonil, 4-piperidonil, piperonil,
pteridinil, purinil, piranil, pirazinil, pirazolidinil, pirazolinil, pirazolil, piridazinil, piridooksazol,
piridoimidazol, piridotiyazol, piridinil, pirimidinil, pirolidinil, pirolinil, 2H-pirolil, pirolil, pirazolil,
kinazolinil, kinolinil, 4H-kinolizinil, kinoksalinil, kinuklidinil, tetrahidrofuranil, tetrahidroisokinolinil,
tetrahidrokinolinil, tetrazolil, 6H-1,2,5-tiyadiazinil, 1,2,3-tivadiazolil, 1,2, 4-tivadiazolil, 1,2,5-
tiyadiazolil, 1,3,4-tivadiazolil, tivantrenil, tiyazolil, izotiyazolotienil, tienil, tienotivazolil,
tienooksazolil, tienoimidazolil, tivofenil, triazinil, 1,2,3-triazolil, 1,2,4-triazolil, 1,2,5-triazolil, 1,3,4-
triazolil, ve ksanthenil’i igerir. Ayrica kaynagmus halka ve spiro bilesikleri de dahil edilmistir.
"hidrokarbil” terimi veya bunun 6zel terimi (6rnegin alkil, alkenil, alkinil, fenil, ve benzeri), kendisi
veya bagka bir ikamenin parcasi olarak aksi belirtilmedikce diiz veya dalli bir zinciri, veya siklik
hidrokarben radikali veya bunlarnin kombinasyonu ifade eder, bu tamamen doymus, mone veya poli
doymarmug olabilir ve tek-, iki- veya ¢ok-ikameli olabilir ve tek degerlikli (metil gibi), iki degerlikli
{metilen gibi} veya ¢ok degerlikli (metenil gibi) olabilir ve belirlenmis karbon atomlarinin sayisina
sahip olan iki- ve ¢ok degerlikli radikalleri igerebilir (yani C,-C,q, bir ila on karbon anlamina gelir).
"Hidrokarbil", alifatik ve aromatik hidrokarbonu igerir ama bununla smirli degildir.  Alifatik
hidrokarbon; lineer ve siklik hidrokarbonu icerir, bu 6zel olarak alkil, alkenil, alkinil igerir ama
bununla smurli degildir. Aromatik hidrokarbon, bununla sinirhi olmamak ifizere fenil, naftil ve
benzerleri gibi 6-12 elemanli aromatik hidrokarbonu igerir. Baz1 uygulamalarda "hidrokarbil” terimi,
tamamen doymus, tekli veya ¢oklu doymamis ve iki- ve ¢ok degerlikli radikalleri icerebilen bir diiz
veya dallanmig zincir radikalini veya bunlarm kombinasyonunu ifade eder. Doymus hidrokarbon
radikallerinin rnekleri bunlarla sinirhi olmamak iizere metil, etil, npropil, izopropil, n-biitil, t-biitil,
izobiitil, sek-biitil, izobiitil, sikloheksil, (sikloheksil)metil, siklopropilmetil, homologlar ve n-pentil, n-
heksil, n-heptil, n-oktil, ve benzerinin izomerleri gibi gruplar igerir. Bir doymanus alkil grubu, bir
veya daha fazla ¢ift baga veva liclii baga sahiptir. Doymamus alkil grubunun drnekleri bunlarla sinirh
olmamak {izere vinil, 2-profenil, butenil, krotil, 2-izopentenil, 2- (butadienil), 2,4-pentadienil, 3- (1,4-
pentadienil), etinil, 1- and 3-propinil, 3-butinil, ve daha yiliksek homologlar ve izomerleri igerir.

Aksi belirtilmedikce, "heterohidrokarbil" terimi veya bunun &zel terimi (6rnegin heteroalkil,
heteroalkenil, heteroalkinil, heterofenil, ve benzeri), kendi basina veya baska bir terim ile birlikte,
sabit bir diiz veya dallanmus zinciri veya birka¢ karbon atomu ve en az bir heteroatomdan olusan
siklik hidrokarbon radikalini veya bunlarin kombinasyonlarim ifade eder. Bazi uygulamalarda,
"heteroalkil” terimi, kendi bagina veya bagka bir terim ile birlikte, sabit bir diiz veya dallanmis zinciri
veya bir dizi karbon atomu ve en az bir heteroatomdan olusan siklik hidrokarbon radikali veya
bunlarin kombinasyonlarindan anlamina gelir. Temsili bir uygulamada, heteroatom; B, O, N, ve S’den
olugan gruptan segilir ve burada nitrojen ve siilfiir atomlari istege bagl olarak oksitlenebilir ve nitrojen
heteroatomu istege bagli olarak kuaternize edilir. Heteroatom veya heteroatom radikali; heteroalkil

grubun bir i¢ kismimda yer alabilir (hidrokarbil grubunun molekiiliin geri kalania bagh oldugu
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pozisyonda dahil). Omek sunlan icermekle birlikte bunlarla sinirh degildir, -CH,-CH,-O-CH,, -CH,-
CH,-NH-CH;, -CH,-CH;-N (CH;)-CH;, -CH,-S-CH,-CH,., -CH,-CH;, -S (0)-CH,, -CHZ-CHZ-S
{0),-CH,;, -CH = CH-O-CH;, -CH,-CH =N-OCH; ve -CH = CH-N (CH;)-CHj;. Iki heteroatom ardisik
olabilir, 6rnegin -CH,-NH-OCH;.

Aksi belirtilmedikee, "alkoksi", "alkilamino" ve "alkiltivo" (veya tivoalkoksi) terimleri kendi
geleneksel anlamlarinda kullanilir ve molekiiliin geri kalanina sirasiyla bir oksijen atomu, bir amino
grup veya bir stilfiir atomu yvoluyla baglanan alkil gruplarim ifade eder.

Aksi belirtilmedikge, "siklohidrokarbil” and "heterosiklohidrokarbil” terimleri veya bunlarin &zel
terimi (Srnegin aril, heteroaril, sikloalkil, heterosikloalkil, sikloalkenil, heterosikloalkenil, sikloalkinil,
heterosikloalkinil, ve benzeri), kendi baslarina veya diger terimlerle birlikte, sirasiyla "hidrokarbil” ve
"heterohidrokarbil"in siklik versiyonlari temsil eder. Ilave olarak heterohidrokarbil veya
heterosiklohidrokarbil (heteroalkil, heterosikloalkil gibi) igin bir heteroatom, heterosikilin molekiiliin
geri kalamna bagh oldugu pozisyonda kalabilir. Sikloalkilin 6érmekleri bunlarla sinirli olmamak iizere
siklopentil, sikloheksil, 1-sikloheksenil, 3-sikloheksenil, sikloheptil, ve benzerini icerir. Heterosiklik
radikallerinin sinirlayici olmayan 6rnekleri 1- (1,2,5,6-tetrahidropiridil}), 1-piperidinil, 2-piperidinil, 3-
piperidinil, 4-morfolinil, 3-morfolinil, tetrahidrofuran-2-yl, tetrahidrofuran indol-3-yl, tetrahidrotien-2-
yl, tetrahidrotien-3-yl, 1-piperazinil, 2-piperazinil, ve benzerlerini igerir.

"Aril" terimi ile, aksi belirtilmedikge, tekli, ikili- veya ¢oklu-ikame edilmis olabilen ve tek degerli, iki
degerli veya cok degerli olabilen ve birlikte kaynasik veya esdegerli bir sekilde baglanmis tek bir
halka veya coklu halka olabilen (6rnegin 1 ila 3 halkalar; burada en az bir halka aromatiktir) coklu
doymamus, aromatik, hidrokarbon bir ikame ifade edilir. "Heteroaril" terimi bir ila dort heteroatom
igeren aril gruplari (veya halkalar) ifade eder, Ornek bir uygulamada, heteroatom B, N, O ve S’den
secilir, burada nitrojen ve siilfir atomlan istege bagh olarak oksitlenir ve nitrojen atomu (atomlari)
istege baglh olarak kuaternize edilir, Bir heteroaril grubu, molekiiliin geri kalanina bir heteroatom
vasitasiyla baglanabilir. Aril veya heteroaril gruplariin siirlayici olmayan drnekleri fenil, 1-naftil, 2-
naftil, 4-bifenil, 1-pirolil, 2-pirolil, 3-pirolil, 3-pirazolil, 2-imidazolil, 4-imidazolil, pirazinil, 2-
oksazolil, 4-oksazolil, 2-fenil-4-oksazolil, 5-oksazolil, 3-izoksazolil, 4-isoksazolil, 5-isoksazolil, 2-
tivazolil, 4-tivazolil, S-tivazolil, 2-fiiril, 3-fliril, 2-tienil, 3-tienil, 2-pridil, 3-pridil, 4-pridil, 2-pirimidil,
4-pirimidil, 5-benzotiyazolil, purinil, 2-benzimidazolil, 5-indolil, 1-izokinolil, 5-izokinelil, 2-
kinoksalinil, 5-kinoksalinil, 3-kinolil, ve 6-kinolil’i igerir.

"Aril" terimi, diger terimlerle (6rnegin, ariloksi, ariltivoksi, arilalkil) birlikte kullanildiginda, yukanda
tanumlandig gibi hem aril hem de heteroaril halkalan icerir. Bdylece, "arilalkil" terimleri, bir karbon
atomunun (Grnegin bir metilen grup) Srnegin bir oksijen atomu ile (Grnegin fenoksimetil, 2-
pridiloksimetil, 3- (1-naftiloksi) propil, ve benzeri) ile degistirildigi alkil gruplarim igeren bir alkil
gruba (6rn., benzil, fenetil, piridilmetil ve benzeri)  baglanmis i¢inde bir aril grubunun oldugu

radikalleri igermesi ifade edilir,
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"Ayrilan grup” terimi, bir niikleofilik ikame reaksiyonu gibi bir ikame reaksiyonu yoluyla anter
fonksiyonel grup veya atomla ver degistirebilen fonksivonel bir grup veya atom anlamina gelir.

Omek olarak, temsili aynlan gruplar triflorometansiilfonati; kloro, bromo ve iyot gruplarmi; mezilat,
tosilat, brosilat, p-toliensiilfonat ve benzerleri gibi sllfonik ester gruplarim; ve asetoksi,
trifloroasetoksi ve benzerleri gibi asiloksi gruplarimnt igerir.

"Koruyucu gruplar” bunlarla sinirli olmamak tizere "amino-koruyucu grubu", "hidroksil- koruyucu
grubu”, ve "tiyol- koruyucu grubu" igerir. "Amino koruyucu grubu” terimi, bir amino grubunun N
konumundaki anilan reaksiyonlarin énlenmesi i¢in uygun bir koruyucu grubu ifade eder.

Temsili amino-koruyucu gruplar, bunlarla simirh olmamak iizere formili; asili, Ornegin asetil,
trikloroasetil veya trifloroaasetil gibi alkan asili; tert-biitcksikarbonil (Boc} gibi alkoksikarbonili;
benziloksikarbonil (Cbz), 9-fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc) gibi aril metoksikarbonili, benzil (Bn),
tritil (Tr), 1,1-iki (4"-metoksifenil} metil gibi aril metili; trimetilsilil (TMS), tert-biitildimetilsilil (TBS)
ve benzeri gibi silili icerir. "Hidroksil koruyucu grup" terimi, bir karboksil grubunda amilan
reaksiyonlarin onlenmesi i¢in uygun bir koruyucu grup anlamina gelir. Temsili hidroksil-koruyucu
gruplar bunlarla simrli olmamak iizere metil, etil, ve tert-biitil gibi alkili; asili, 6rnegin, asetil gibi
alkan asil; benzil (Bn), p-metoksibenzil (PMB), 9-fluroenilmetil (Fm), benzhidril {difenil-metil, DPM)
gibi aril metili; trimetilsilil (TMS), tert-biitildimetilsilil (TBS), ve benzeri gibi silili igerir.

Bu bulusun bilesikleri, teknikte bilgili bir kisi tarafindan iyi bilinen bir dizi sentetik yOntemde
hazirlanabilir. Metotlar asagida tarif edilen spesifik uygulamalan icerir; Asagidaki uygulamalarla
birlikte olusturulan uygulamalar ve diger kimyasal sentez ydntemleri; ve teknikte bilgili kigilerce iyi
bilinen ayni1 yoéntemlere ikame. Tercih edilen uygulamalar, bunlarla sinirlt olmamak tizere, bu bulusun
orneklerini igerir,

Bu bulusta kullarulan solventler ticari olarak mevcuttur, Ve su kisaltmalar bu bulusta kullamlir; aq;
suyu temsil eder; HATU, O- (7-azabenzotriazol-1-yl) -N, N, N°, N’-tetrametiluronyum hekzatloro
fosfati temsil eder, EDC; N- (3-dimetilaminopropil} -N'-etilkarbodiimid hidroklorit'i temsil eder; eq
ise esdegerligi, esit miktar1 temsil eder; CDI ise karbomil diimidazole’i temsil eder; DCM ise
diklorometilen’i temsil eder; PE petrol eteri temsil eder; DIAD diizopropil azodikarboksilat: temsil
eder; DMF ise N, N-dimetilformamiti temsil eder; DMSO ise dimetil siilfoksiti temsil eder; EtOAc ise
etil asetati temsil eder; EtOH ise etanolii temsil eder; MeOH ise metanolii temsil eder; CBz ise
benziloksikarbonili temsil eder ve bir amin-koruyucu gruptur; BOC ise tert-biitoksikarbonili temsil
eder ve bir amin-koruyucu gruptur; HOAc ise asetik asiti temsil eder; NaCNBH; ise Sodyum
siyanoborohidriti temsil eder; r.t. ise oda sicakligini temsil eder; O/N ise geceyi temsil eder; THF ise
tetrahidrofurant temsil eder; Boc,O iki-t- biitildikarbonati temsil eder; TFA ise trifloroasetik asiti
temsil eder; DIPEA ise diizopropiletilamini temsil eder; TsOH ise p-toliiensiilfonik asiti temsil eder;
NFSI ise N-floro-N- (benzensiilfonil) benzensiilfonamiti temsil eder; NCS ise 1-kloropirolidin-2,5-
dionu temsil eder; n-BusNF ise tetrabitilamonyum floriiri temsil eder; iPrOH ise 2-propanolii temsil

eder; mp ise erime noktasini temsil eder; LDA ise Lityum diizopropilamidi temsil eder, MsCl ise
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metilsiilfonil kloridi temsil eder; THF ise tetrahidrefuran’s temsil eder; Pd (dppf)Cl; ise [1,17-iki
{difenilfosfine)ferrosen] dikloropaladyumu (II} temsil eder; DBU ise 1.8-diazabisiklo-undec-7-ene’yi
temsil eder; TFA ise trifloroasetik asiti temsil eder; EtOAc veya EA ise etil asetat1 temsil eder; EDCI
ise N- (3-dimetilaminopropil) -N’-etil karbodiimid hidrokloriirii temsil eder; DMAP ise 4-
dimetilaminopiridini temsil eder; DIEA ise diizopropilamini temsil eder; MTBE ise metil tert-biitil
eteri temsil eder; BnBr ise benzil bromidi temsil eder; DAST ise dietilaminosilfiirtrifloriti temsil eder.
Bilesikler elle veya ChemDraw®software tarafindan adlandirilir ve ticari olarak mevcut bilesikler
tedarikgi katalog adi ile kullanilir.

AVANTAJLAR

JAK?2 i¢in bu bulusun bilesiklerinin seciciligi Totacitinib’ininkinden iistiindir.

UYGULAMALARIN DETAYLI ACIKLLAMASI

Ara bilesiklerin hazirlanmasi

1-5 Ara Uriinlerinin Hazirlanmasi
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Advm 1: Tert-biitil 4- (4-amidopirimidinil-2-yl) pirazol-1-karboksilat (2) 'nin hazirlanmas:
2-kloro-4-aminopirimidin (3.0 g, 23.2 mmol), tert-biitil 4- (4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-
yl)pirazol-1-karboksilik ester (8.2 g, 27.8 mmol), ve potasyum karbonat (9.6 g, 69.5 mmol), dioksan
(30 mL) ve suyun (5 mL) kanstinlms solventinde ¢dzildi. Sonra Pd (dppf)Cls (1.7 g, 2.3 mmol)
eklendi. Bu bosaltild1 ve nitrojen ile degistirildi. Reaksiyon karigimi, 80 ° C'de bir yag banyosunda 2
saat siireyle nitrojen korumasi altinda karistirildi ve reaksiyonun tamami TLC ile izlendi ve belirlendi.
Sogutulduktan sonra karisim, diyatomlu topraktan siiziildi ve filtre camuru, etil asetat (100 mL} ve

tetrahidrofuran (100 mL) ile yikandi. Filtrat susuz sodyum silfat ile kurutuldu, sizildii ve azaltilmis
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basing altinda konsantre edildi. Tortu, ayva sarist bir yag olarak, tert-biitil 4- (4-amidopirimidinil-2-y])
pirazol-1-karboksilat (4.50 g, % 59.49 verim) verecek sekilde silis jel kolon kromatografisi
kullanilarak (petrol eteri / etil asetat = =2/1~1/1} ile yikanarak arttildi. '"H NMR (400MHz, DMSOQ-dy)
& =8.50 (s, 1H), 8.17 {(s,1H), 8.07 (d, J=5.8 Hz, 1H), 6.92 (br. s., 2H), 6.30 (d, J=5.8 Hz, 1H), 1.58 (s,
9H). MS (ESI). MS (ESI), C12H,sNsO, [M + H]" 262 igin hesaplanand; bulunan 262,

Adim 2: Tert-biitil 4- (4- (3- {etoksikarbonil}tiyoiire)pirimidin -2-yl)-1H-pirazol-1 - karboksilat (3)’iin
hazirlanmasi

Tetrahidrofuran (40 mL) ve diklorometan (40 mL) soliisyonunda c¢oziilmiis tert-biitile 4- (4-
aminopirimidinil-2-y1) pirazol-1-karboksilat (4.0 g, 15.3 mmol), etoksikarbonil izotiyosiyanata (4.0 g,
30.6 mmol)eklendi. Reaksiyon karigimi 70 °C've kadar isitildit ve 16 saat karistinldi. TLC,
reaksiyonun tamamlandigini gdsterdikten sonra, karisun, indirgenmis basing altinda konsantre edildi
ve silis jeli kolon kromatografisiyle (petrol eter/etil asetat=10:1~2:1 ile ayristirma), ayva sarisi bir yag
olarak, tert-biitil 4- (4- (3- (etoksikarbonil)tiyoiire)pirimidinil-2-yl)-1H-pirazol-1-karboksilat (4.00 g,
% 63.25 verim) verecek sekilde saflastirildi. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6= 12.49 (br. s., 1H),
12.16 (br. s., 1H), 8.78 (d, J=5.8 Hz, 1H), 8.72 (s, 1H), 8.32 (s, 1H)}, 8.22 (br. s., 1H), 4.27 (q, J=7.1
Hz, 2H), 1.62 (s, 9H), 1.30 (t, J=7.2 Hz, 3H). MS (ESI), C;sH2NsO4S [M + H]"393 igin hesapland:;
bulunan 393.

Adim 3: 5- (1H-pirazel-4-v1)-[ 1,2.4]triazol] 1,5-c] pirimidin-2-aminin (Aratiiriin 1) hazirlanmasi
Metanol (50 mL) ve etanol {50 mL) bir soliisyonunda ¢éziilmiis hidroksilamin hidroklorite (3.5 g, 50.9
mmol), DIEA (4.0g, 30.6mmol) eklendi. Olusan ¢amurlu ¢dzelti 26 ° C'de 1 saat karistirildiktan sonra
tert-biitil 4- (4- (3- (etoksikarbonil) tiyolire) pirimidin-2-y1) -1 H-pirazol-1-karboksilat eklendi.

Daha sonra reaksiyon karigimi, 3 saat boyunca geri akis icin 90 ° C'ye kadar sitildi ve TLC,
reaksiyonun tamamlandigimi gosterdi. Reaksiyon karisimi, indirgenmis basing altinda konsantre edildi
ve su (20 mL) ilave edildi. Elde edilen ¢okelti beyaz bir kat1 madde halinde 5- (1H-pirazol-4-yl) -
[1,2,4] triazol [1,5-] pirimidin-2-amin (1.7 g, % 82.9 verim} vermek i¢in filtrelendi, toplandi ve
kurutuldu. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8= 13.53 (br. s., 1H), 8.87 (br. 5., 1H), 8.47 (br. s., IH),
8.10 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.23 (d, J=6.0 Hz, 1H), 6.50 (s, 2H). MS (ESI), CsH,N; [M + H]" 202 igin
hesaplandi; bulunan 202.

Adim4: Tert-biitil 3-[4- (2-amino-[ 1,2 4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-yl) pirazol-1-yl]-3-
sivanometil yazetidin-1-karboksilatin (Aratriin 2) hazirlanmasi

Bir asetonitril slispansiyonunda (10 mL) hafif¢ce ¢Oziilmiis araliriine 1 (500 mg, 2.5 mmol) tert-biitil 3-
{siyanometilen)azetidin-1-karboksilat (600 mg, 3.1 mmoly ve DBU (756 mg, 4.97 mmol) eklendi.
Reaksivon karisimi 26°C’de 16 saat boyunca kanstirildi. TLC reaksiyonun tamamlandigim
gosterdikten sonra karisim, beyaz bir kati1 madde olarak tert-biitil 3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-
c¢]pirimidin-5-yl)pirazol-1il]-3- (siyanometil) azetidin-1-karboksilat (800 mg, % 81.3 verim) vermek
icin indirgenmis basing altinda konsantre edildi ve silis jeli kolon kromatografisiyle saflagtirildi (petrol

eterfetil asetat=1:1~1:3 ile ayristirarak). '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8= 9.03 (s, 1H), 8.64 (s, 1H),
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8.17 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.24 (d, J=6.0 Hz, 1H), 4.83 (s, 2H), 4.57 (d, J=9.8 Hz, 2H), 4.33 (d, J=9.8 Hz,
2H), 3.36 (s, 2H), 1.49 (s, 9H). MS (ESI), C,sH:;Ny,O, [M + H]" 396 i¢in hesaplandi; bulunan 396.
Adim  5: 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[|,5-c]pirimidin-5-yl) pirazol-1-yl]siklobiitilamin-3-yl]
asetonitrilin (Araiiriin 3) hazirlanmasi

DCM’deki (10 mL} araiirine 2 (500 mL, 1.3 mmol) 15°C’de TFA (4 mL) eklendi ve bu sicaklikta
karigim 3 saat boyunca kanstinldi ve reaksiyona sokuldu.  Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
indirgenmis basmng altinda reaksiyon karisimm kahverengi bir kati olarak 2-[3-[4- {2-amino-
[1,2.4]triazol[1,5-¢]pirimidin-5-y1) pirazol-1-yl]siklobiitilamin-3-yl] asetonitril (515 mg, %99.9 verim,
TFA tuzu) vermek i¢in konsantre edildi, MS (ESI), C3H 5Ny [M+H]" 296 i¢in hesaplandi; bulunan
296.

Adum 6: Tert-biitil 3- (siyanometil)-3-[4-2- (siklopropilkarbonilamino)-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-
S-yl]pirazol-1-yl] azetidin-1-karboksilatin (Araliriin 4) hazirlanmasi

Asetonitrilin (8 mL) camurlu soliisyonunda hafifce ¢oziilmils tert-biitil 3-[4- (2-amino-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-yl)pirazol-1-yl]-3- (siyanometil)azetidin-1-karboksilata (400 mg, 1.0
mmol), siklopropankarbooksilik asit klortir (317 mg, 3.0 mmol) ve trietilamin (307 mg, 3.0 mmol)
eklendi. Reaksiyon karisimu 26°C’de 16 saat boyunca kanstinldi. TLC, reaksiyonun tamamlandigim
gosterdikten sonra, LC-MS ekramindan bir iki-ikameli {iriin olusturuldu. Reaksiyon kangimi,
indirgenmis basing altinda konsantre edildi, daha sonra etanol soliisyonundaki metilamin (%27~%22,
3 mL) eklendi, Reaksiyon karisimi. Tek ikameli bir hedef iirin LC-MS ekranindan clusturuldu.
Reaksiyon karisimi indirgenmis basing altinda beyaz bir kat1 olarak tert-biitil 3- (siyanometil)-3-[4-2-
(siklopropilkarbonilamino)-[ 1,2,4|triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-y1]  pirazole-1-yl]azetidin-1-karboksilat
(420 mg, % 89.7 verim) vermek igin konsantre edildi ve silis jeli kolon kromatografisiyle saflagtirildi
(petrol eteri / etil asetat= 1: 1~1: 3 ile aynstinlarak). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8= 9.31 (s, 1H),
9.11 (s, IH), 8.67 (s, 1H), 8.28 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.42 (d, 1=6.0 Hz, 1H), 4.58 (d, J=9.5 Hz, 2H), 4.34
(d, 1=9.5 Hz, 2H), 3.37 (s, 2H), 1.50 (s, 9H), 1.31 - 1.22 (m, 3H), 1.03 (qd, J=3.7, 7.4 Hz, 2H). MS
(ESI), C2:H2sNyO [M + H]* 464 icin hesaplandi; bulunan 464,

Adim 70 N-[5-[1-[3- (siyanometil)azetidin-3-yl]pirazol-4-yl1]-[1,2,4] triazol[1,5-c]pirimidin-2-
yl]siklopropanekarboksamidin {Aratiriin 5) hazirlanmasi

Diklorometanda (8 mL) ¢bzilmiis 3-  (siyanometil)-3-[4-2-  (siklopropilkarbonilamino)-
[1,2,4]triazol[1,5-¢c] pirimidin-5-yl]pirazol-1-ylJazetidin-1-karboksilata (220 mg, 474.7 umol),
trifloroasetik asit (2 mL) eklendi. Reaksivon karisimu 26°C’de 2 saat boyunca karnistirildi. TLC,
reaksiyonun tamamlandigim gdsterdikten sonra, reaksiyvon karisimi indirgenmis basing altinda ayva
saris1 bir kat1 olarak N-[5-[1-[3- {siyanometil)azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-[ 1,2 4]triazol[ 1,5-¢c]pirimidin-
2-yl]siklopropanekarboksamid (280 mg, ham iiriin dogrudan sonraki adimda kullanilir) vermek i¢in
konsantre edildi. MS (ESI), C,7H;7N;O [M + H] 364 i¢in hesaplandi; bulunan 364.

6-8 araiirinlerinin hazirlanmasi
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Adim 1: Etil-N-[ (6-bromo-2-pridil)tiyokarbamoilkarbamik asitin (2) hazirlanmasi

Diklorometanda (400 mL) ¢dziilmiis 6-bromopiridin-2-amine (30 mg, 173.4 mmol), damla damla etil
izotivosiyanat (25.0 g, 190.7 mmol) eklendi ve reaksivon 25°C’de 16 saat boyunca gergeklestirildi.
TLC, reaksiyonun tamamlandigim gosterdikten sonra, reaksiyon karisimi indirgenmis basing altinda
damitildr. Olusan tortu, 30 dakika boyunca 200 mL petrol eteri kullamilarak kanstirildi, daha sonra
siiziildii.  Filtre ¢amuru, soluk kirmuzi  bir katt  olarak  etil-N-[  (6-bromo-2-
pridil)tivokarbamoil]karbamik asit (51 g, %96.7 verim) vermek icin topland1 ve kurutuldu. "H NMR
{400 MHz, DMSQO-d6) 6= 12.17 (s, 1 H), 11.66 (br. s., | H), 8.65 (d, J=7.54 Hz, | H), 7.82 (t, ]=7.92
Hz, 1 H), 7.49 (d, J=7.78 Hz, | H), 4.22 (q, 1=7.18 Hz, 2 H), 1.25 {t, J=7.16 Hz, 3 H). MS (ESI),
CyH,,BrN;O,S [M + H]™ 304 i¢in hesapland; bulunan 304.

Adim 2: 5-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-aminin (3) hazirlanmasi

Hidroksilamin hidrokleriir (35.2 g, 503.1 mmol), diizopropiletilamin {54.1 g, 419.3 mmol), etanol
{500 mL) ve metanoliin (500 mL) bir karisim solventinde ¢oziildii. 25°C’de 1 saat kanistirmadan sonra,
etil-N-[ (6-bromo-2- piridil}tiyokarbamoil] karbamik asit (51.0 g, 167.7 mmel) eklendi ve icerdeki
hava nitrojen ile degistirildi. Reaksiyon karisimi, 3 saat boyunca reaksiyon icin 80 ° C'ye kadar 1sitildi
ve daha sonra sogutuldu. Reaksivon TLC izleme ekranmindan tamamlandiktan sonra, reaksiyon
karigim indirgenmis basing altinda damutilds. Olusan tortu, 10 dakika boyunca 500 mL su kullanilarak
karistirildi, daha sonra siiziildii. Filtre ¢amuru, beyaz bir kati olarak 5-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-
a]piridin-2-amin (32 g, % 85.1 verim) vermek igin toplandi ve kurutuldu. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d,) 7.30 - 7.39 (m, 1 H), 7.20 (dd, J=6.78, 1.76 Hz, 1 H}, 6.27 (s, 2 H). MS (ESI), C.H;BrN,
[M + H]" 215 igin hesaplandi; bulunan 215.

Adim 3: N- (5-bromo-[1,2.4]triazol[1,5-a]piridin-2-y1)siklopropil karboksamidin (4) hazirlanmast
Asetonitrilde (15¢ mL) ¢éziilmiis -bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]pindin-2-amin {15.00 g, 70.41 mmol)
and trietilamine (21.4 g, 211.2 mmol) 0°C’de damla damla siklopropankarboksilik asit kloriir (8.8 g,
84.5 mmol) eklendi. Eklemeden sonra karisim, reaksiyon i¢in 16 saat boyunca oda sicakhgina kadar

wsitildi. TLC, izleme ile reaksiyonun tamamlandigimi gosterdikten sonra, reaksiyon karisimi
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indirgenmis basing altinda damitildi. Olusan tortu, metilamin (150 mL) bir alkolik ¢bzeltisi icerisinde
¢Oziindiirildii, reaksiyon igin 1 saat boyunca 80 © C've kadar 1sitildi, sogutuldu, indirgenmis basing
alanda damitildi. Olusan tortu, su (100 mL) ve etil asetat (200 mL) kanisim soliisyonunda
coziindiirildii ve katmanlar ayrildi ve &ziitlendi. Birlestirilen organik faz, susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu ve siiziildii ve filtrat, indirgenmis basing altinda damitildi. Olugan ham iiriin, ayva sarist bir
katt olarak N- (5-bromo-[1,2.4]trnazol[1,5-a] piridin-2-yl)siklopropil karboksamid (7.2 g, %56.64
verim) vermek i¢in silika jel kolon kromatografisi (etil asetat/petrol eter =%0~70 ile ayristirilmig) ile
saflastinldi. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § = 11.20 (br. s., 1 H), 7.68 - 7.73 (m, 1 H), 7.52 - 7.58
(m, 1 H),7.46 - 7.51 {m, 1 H), 1.96 - 2.09 (m, 1 H), 0.82 (d, ]=6.28 Hz, 4 H). MS (ESI), C|(H;BrN,O
[M + H]" 282 igin hesaplandi; bulunan 282.

Adim 4: N-[5- (1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-y1] siklopropan karboksamidin (Araiiriin
6) hazirlanmasi

Dioksan (30 mL) ve su (3 mL) kanisim soliisyonunda ¢6ziilmiis N- (5-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]
piridin-2-yl)siklopropan  karboksamid (3.0 mg, 10.67 mmol), 4- (4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioksaborolan-2-yl}-1H-pirazol (2.4 g, 12.9 mmol) ve potasyum karbonata (3.7 g, 26.7 mmol) nitrojen
atmosferinde Pd (dppf)Cl; (260 mg)’e eklendi. Olusan karisim, reaksiyon igin 3 saat boyunca 110 °
C'ye kadar sitildi, daha sonra oda sicakligina kadar sogutuldu. TLC, ham maddenin tamamen
reaksiyona girdigini gosterdikten sonra, reaksiyon karigimu stiziildii. Filtrat, su (150mL) ile yikand: ve
etil asetat (150 mLx3) oézitlendi. Birlestirilmis organik faz, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve
siizlldii ve filtrat, indirgenmis basing altinda damuitildi. Olusan ham {iriin, gri bir kat1 olarak N-[5-
{1Hpirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-y1] siklopropan karboksamidi (2.1 g, %62.4 verim)
vermek igin silika jel kolon kromatografisi ( etil asetat/petrol eter =%50~100 ile ayristirarak) ile
saflastirildi, '"H NMR (400 MHz, DMSOQ-d,) 8 = 13.37 (br. s., 1H), 11.15 (br, 5., 1H), 8.96 (s, 1H),
8.53 (s, IH), 7.57-7.72 (m, 2H), 7.51 (d, J=8.28 Hz, 1H), 2.06 (br. s., 1H), 0.78-0.91 (m, 4H). MS
(ES1), C3H12N,O [M + H]" 269 i¢in hesaplands; bulunan 269.

Adim 5: Tert-biitil 3- (sivanometil)-3-[4-[2- (siklopropilkarbonilamino) -[1,2.4]triazol[ 1,5-a]piridin-5-
yl]pirazol-1-yl]azetidin-1-karboksilatin (Araiiriin 7) hazirlanmasi

Asetonitrilde (5 mL) ¢éziilmiis N-[5- (1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-y1] siklopropan
karboksamid (200 mg, 745.5 umol), tert-biitil 3- (siyanometilen)azetidin-1-karboksilata (144.8 mg,
745.5 umol), DBU (340.49 mg, 2.3mmol) eklendi ve 16 saat boyunca oda sicakhginda reaksiyona
sokuldu. LCMS, ham maddenin tamamen reaksiyona girdigini gosterdikten sonra, reaksivon karigimi
indirgenmis basing altinda damatildi. Olusan tortu, su (20 mL) ve etil asetat (20 mL) karisim
cozeltisinde ¢oziindiiriildli ve katmanlar ayrildi ve 6ziitlendi. Birlestirilmis organik faz, susuz sodyum
siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve filtrat, indirgenmis basing altinda damitildi. Olusan ham iiriin, ayva
saris1 bir kat1 olarak tert-biitil 3- (sivanometil)-3-[4-[2- (siklopropilkarbonilamino)-[1,2 4]triazol[1,5-
a]piridin-5-yl]pirazol-1-yl]azetidin-1-karboksilat1 (170 mg, %44.4 verim) vermek i¢in hazirlayict TLC
ile saflastirildi. MS (ESI), Cy3HaNgO; [M + H]" 463 igin hesaplandi; bulunan 463.
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Adim  6: N-[5-1-[3- (sivanometil)azetidin-3-yl]pirazol-4-v1]-[1.2,4] triazol[l,5-a]piridin-2-
yl]siklopropan karboksamidin (Araiiriin 8) (WX00) hazirlanmasi

5 mL’lik diklorometanta (5 mL) c¢Oziinmiis tert-biitil 3-  (siyanometil)-3-[4-2-
{siklopropilkarbonilamino)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a] piridin-5-yl] pirazol-1-ylJazetidin-1-karboksilata (150
mg, 324.3 umol) 2 saat boyunca reaksiyon i¢in oda sicakhifinda trifloroasetik asit (1 mL) eklendi.
LCMS, reaksiyonun tamamen reaksiyona girdigini gdsterdikten sonra, reaksiyon karigimi, sonraki
adimda dogrudan kullanilmis olan sar1 bir yag olarak N-[5-[1-[3- (sivanometilJazetidin-3-yl]pirazol-4-
v1]-[1.2,4] triazol[ 1,5-a]piridin-2-yl] siklopropan karboksamidin (100 mg) ham iiriniini vermek igin
indirgenmis basing altinda damitild, 'H NMR (400MHz, DMSO-d¢) & = 11,16 (br. s, 1H), 9.18 (s,
1H), 8.71 (s, 1H), 7.75 - 7.63 (m, 2H), 7.61 - 7.50 (m, 1H), 4.00 (d, J=9.0 Hz, 2H), 3.71 (d, J=9.0 Hz,
2H), 3.57 (s, 2H), 2.13 (br. s., 1H), 0.95 - 0.81 (m, 4H). MS (ESI), C;sHsN;O [M + H]" 363 i¢in
hesaplandi; bulunan 363.

Aratiriin 9’un hazirlanmasi
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Adim 1: Tert-biitil 3- (siyanometil )azetine-1-karbonatin (1) hazirlanmasi

Buz banyosunda sogutma altinda, tetrahidrofuran (50 mL) i¢indeki sodyum-hidrojene (1.2 g, 30.7
mmol) tetrahidrofuranda (50 mL) sivanometil dietil fosfit (5.7 g, 32.1 mmol) damla damla eklendi.
Damla damla ekledikten sonra, karisim 25°C°de 1 saat boyunca karistirildi, sonra 0°C’ye kadar
sogutuldu. Daha sonra tetrahidrofurandaki (50 mL} tert-biitil 3-azetidinon-1-karbonat (5.0 g, 29.2
mmol), | saat iginde damla damla ilave edildi. Karigim, reaksiyon igin 25 ° C'de 16 saat boyunca
karistirilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, reaksiyon karisimi, suyla (80 mL) sertlestirildi ve etil
asetat (80 mLx3) ile dziitlendi. Birlestirilmis organik faz, sar bir kati olarak, tert-biitil 3- (siyanometil)
azetin-1-karbonatin (5.2 g, %78.0 verim} ham iiriiniinii vermek i¢in doymus tuzlu su ile yikand: ve
susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, ham iiriin daha fazla saflagtirma olmadan sonraki adimda dogrudan
kullanildi. "H NMR (400MHz, CDCl5) 8 = 5.38 (t, J=2.5 Hz, 1H), 4.73 - 4.68 (m, 2H), 4.6 (td, =2 4,
4.3 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H). MS (ESI), C,oH,;4sN,O; [M +H]™ 195 igin hesapland:; bulunan 195.

Adim 2: 2- (azetin-3-yymetil siyaniiriin (2) hazirlanmasi
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Tert-biitil 3- (sivanometil) azetin-1-karbonat (5.2 g, 26.8 mmol), az miktarda etil asetat (5 mL) ile
1slatild. ivice karistirdiktan sonra, 0 ° C'de hidrokloriir etil asetat (150 mL) eklendi ve 0 ° C'de 1 saat
boyunca karigtirlddi. TLC, reaksiyonun tamamlandigim gosterdikten sonra (petrol eter/etil asetat =5:1),
olusan sar siispansiyon filtrelendi. Olusan kati, beyaz bir kat1 olarak 2- (azetin-3-yl) metil siyaniir
(2.8 g, % 80.0 verim) vermek i¢in az miktarda soguk etil asetatla (5 mLx2) yikand: ve vakum altinda
kurutuldu. 'H NMR (400MHz, D,0O) & = 5.69 - 5.65 (m, 1H), 4.95 (d, J=2.5 Hz, 2H), 4.88 (br. s., 2H).
MS (ESI), CsH¢N, [M +H]" 95 i¢in hesaplandi; bulunan 95.

Adim 3: 2- (1- (etilsiilfonil)azetin-3-ylymetil siyaniiriin (araiirin 9) hazirlanmasi

Diklorometanda (30 mL} 2- (azetin-3-yl) metil siyaniir (2.8 g, 21.4 mmol) ve DIPEA (8.3 g, 64.3
mmol) soliisyonuna, nitrojenin korumasi altinda 0 ° C'de damla damla etansiilfonil kloriir (4.1 g, 32.1
mmol) eklendi ve sicaklik diisiiriiliirken 2 © C'nin altinda tutuldu. Reaksiyon kangiomm, 25 © C'de 16
saat boyunca reaksiyona sokulmasi igin karistinldi. TLC reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gésterdi
{petrol eter/etil asetat =1:1). Reaksiyon karisimu su ile sertlestirildi, diklorometan (30 mLx2) ile
Oziitlendi. Birlegtirilmis organik faz, doymus tuzlu su (20 mLx2) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu, siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. Tortu, bir ayva saris1 kati olarak 2- (1- (etilsiilfonil)azetin-
3-yDmetil siyaniiri (1.4 g, %33.0 verim) vermek i¢in kolon kromatografisi ile saflastirildi
(diklorometan/etil asetat =3/1).  'H NMR (400MHz, CDCl;) 8 = 5.50 - 5.41 (m, 1H), 4.79 (d, J=3.0
Hz, 2H), 4.71 (d, I=2.3 Hz, 2H), 3.06 (q, I=7.4 Hz, 2H), 1.40 (t, J=7.4 Hz, 3H). MS (ESI),
C,H (N,O.8 [M + H]™ 187 igin hesaplandi; bulunan 187,

Adim 3°: 2- (1-siklopropilsiilfonilazetidin-3-Alkenil) asetonitrilin (aratiriin 10) hazirlanmasi

Aralirlin 10, araiirin 9 ile aym yOntemle hazirlandi. 2- (l-siklopropilsiilfonilazetidin-3-
Alkenilasetonitril (1.5 g) bir ayva sans1 kati idi, MS (ESD, C;H;(N;O,S [M + H] 199 igin
hesaplandi; bulunan 199.

Ornek 1
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Adim 1: 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-yl) pirazol-1-yl]-1-etilsiilfonilazetidin-3-
yl]asetonitrilin (1) hazirlanmas

Asetonitril (4 mL) ve DMF (2 mL) de hafifee ¢dziilmiis aralriiniin 1 (150 mg, 745.6 umol) bir
siispansiyonuna, araiiriin 9 {208 mg, 1.lmmol) ve DBU (227mg, 1.5 mmol) eklendi. Reaksiyon
karigimi, 26 ° C'de 16 saat karistirildi, LC-MS, reaksiyonun tamamlandigim: gésterdi. Cékelmis kati,
bevaz bir katt olarak, 2-[3-[4- (2-amino-[l1,2,4]triazol[1,5-¢]pirimidin-5-yl) pirazol-yl]-1-
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etilsiilfonilazetidin-3-yl] asetonitrili (200 mg, %69.2 verim) vermek igin siiziildii, toplandi, soguk
asetonitril (5 mL) ile yikand: ve indirgenmis basing altinda kurutuldu. 'H NMR (400 MHz, DMSOdy)
d=09.16 (s, IH), 8.69 (s, 1H), 8.16 (d, J=6.3 Hz, 1H), 7.31 (d, J=6.0 Hz, 1H), 6.56 {s, 2H), 4.53 (d,
I=9.0 Hz, 2H), 4.28 (d, 1=9.0 Hz, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.25 (q, I=7.4 Hz, 2H), 1.25 (t, J=7.4 Hz, 3H).
MS (ESI), CsH7NoO,S [M + H]" 388 icin hesaplandi; bulunan 388.

Adim 20 N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1-etilsiilfonilazetidin-3-yl]  pirazol-4-y1]-[1,2,4]triazol[1,5-
c]pirimidin-2-yl]siklopropankarboksamid (W X01) nin hazirlanmasi

Asetonitril {2 mL) ve tetrahidrofuranda (1 mL) hafifce ¢6zinmiis 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-
c]pirimidin-5-y1)  pirazol-yl]-1-etilsiilfonil  azetidin-3-yl] asetonitril (100 mg, 258.1 wumol)
siispansiyonuna, siklopropankarboksilik asit kloriir (80.9 mg, 774.4 umol) ve trictilamin (78 mg,
774.4 mmol) eklendi. Reaksiyon karisim, 26 © C'de 16 saat boyunca kanstinldi. TLC, reaksiyonun
tamamlandigim gosterdi ve LC-MS, hepsinin iki-ikameli bir {iriin olarak iretildigini gdsterdi.
Indirgenmis basing altinda reaksiyon karisimm konsantre edildikten sonra, etanol soliisyonundaki
(%27-%32, 3 mL) metilamin eklendi ve 0.5 saat boyunca 26°C’de kanstinldi. LC-MS, hepsinin tek-
ikameli bir iiriin olarak {retildigini gosterdi. Reaksiyon karisimi, N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1-
etilsiilfonilazetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-[ 1,2,4]triazol| 1,5-¢c]pirimidin-2-y!]siklopropankarboksamid (25
mg, % 21.1verim) vermek igin indirgenmis basm¢ altinda konsantre edildi ve hazrlayict HPLC
(alkalin durumuy) ile saflagtirildi. "H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8 = 11.43 (br. s., [H), 9.25 (s, 1H),
8.82 (s, 1H), 8.32 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.60 (d, J=6.3 Hz, 1H), 4.50 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.28 (d, ]=9.0 Hz,
2H), 3.70 (s, 2H), 3.24 (g, J=7.3 Hz, 2H), 2.18 - 2.02 {m, 1H), 1.23 (t, J=7.3 Hz, 3H}, 0.95 - 0.80
(m,4H). MS (ESI), CoH;NyOsS [M + H]" 456 igin hesaplandi; bulunan 456,
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Adim l:  N-[5-]1-[3- (siyanometil)-1-  (friflorometilsiilfonil)  azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-y1] siklopropan karboksamidin (WX02) hazirlanmasi

Diklorometanda (3 mL} hafifce ¢ézliinmils bir aratiriin 5 (100 mg, 209.5 umol) siispansiyonuna,
triflorometansiilfonil kloriir (53 mg, 314.2 umol) ve trietilamin (106 mg, 1.1mmol) eklendi. Reaksiyon

karigimi, 26 © C’de 16 saat boyunca karigtinldi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigini gésterdi.
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Reaksiyon karisimi, N-[5-[1-[3- (sivanometil)-1- (triflorometilsiilfonil) azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-yl] siklopropankarboksamidi (25 mg, %24.1 verim) vermek icin
indirgenmis basmng altinda konsantre edildi ve hazirlayict HPLC (alkalin durumu) ile saflagtinldi. 'H
NMR (400MHz, DMSO-dg) 6 = 11.45 (br. s., 1H), 9.27 (s, 1H), 8.90 (s, 1H), 8.35 (d, 1=6.0 Hz, 1H),
7.63 (d, 1=6.3 Hz, 1H), 4.90 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.72 (d, 1=9.0 Hz, 2H), 3.85 (s, 2H), 1.30 - 1.23 (m,
1H), 0.97 - 0.87 (m, 4H). MS (ESI), CysH sF3Ns03S [M + H]™ 496 icin hesaplands; bulunan 496.
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Adim 1: 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-yl) pirazel-1-yl]-1-siklopropilsiilfonil-
azetidin-3-vl]asetonitrilin (2} hazirlanmasi

Asetonitrilde (4 mL) ¢ézlinmiis bir araiiriin 1 (150 mg, 745.6 umol) siispansiyonuna, araiiriin 10 {192
mg, 969.2 umol) ve DBU (227mg, 1.5 mmol) eklendi. Reaksiyon karisumi, 26 © C’de 16 saat boyunca
karistirildi. TLC, reaksiyonun tamamlandigini gosterdi. Cokelmis kati madde, beyaz bir kat1 olarak 2-
[3-[4-  (2-amino-[1,2.4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-y1)pirazol-1-yl]-1-siklopropilsiilfonil-azetidin-3-yl1]
asetonitril (200 mg, %67.2 verim} vermek icin siiziildd, toplandi, soguk asetonitril (5 mL) ile yikand:
ve indirgenmis basing altinda kurutuldu, "H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 8 = 9.18 (s,1H), 8.70 (s,
1H), 8.15 (d, J=6.3 Hz, 1H), 7.30 (d, I=6.0 Hz, 1H), 6.56 (s, 2H), 4.59 (d, J=9.3 Hz, 2H), 4.33 (d,
J=9.3 Hz, 2H), 3.70 (s, 2H), 2.90 - 2.82 (m, 1H), 1.09 - 1.03 (m, 2H), 1.03 - 0.96 (m, 2H). MS (ESI),
C¢H7Ny0,S [M +H]+ 400 igin hesaplandi; bulunan 400.

Adim 2: N-[5-[1-[3- (sivanometil)-1-siklopropilsiilfonil-azetidin-3-yl]pirazol-4-y1]-[1,2,4]triazol[1,5-
c]pirimidin-2-yl]siklopropankarboksamidinin (WX03) hazirlanmast

Asetonitrilde (2 mL) hafifge ¢oziinmiis bir  -[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-
yl)pirazol-1-vl]-1-siklopropilsiilfonilazetidin- 3-yl]asetonitril {80 mg, 200.3 umol) siispansiyonuna,
siklopropankarboksilik asit kloriir (63 mg, 600.9 umol) ve trictilamin (61 mg, 606.9 umol) eklendi.
Reaksiyon karisinu 16 saat boyunca 26°C’de ve 3 saat boyunca 80°C’de karistirildi. LC-MS, tiimiiniin
tek- ve iki-ikameli iiriiniin bir karigimi olarak iiretildigini gdsterdi. Reaksiyon karisimi indirgenmis
basing altinda yogunlagtinldiktan sonra, etanol ¢ézeltisindeki metilamin (% 27 -% 32, 3 mL) eklendi

ve 26 ° C'de 0.5 saat kanstinldi. LC-MS, tiimiiniin bir tek-ikameli iirtin olarak tiretildigini gdsterdi.



10

15

20

26

Reaksivon karisimi, N-[3-[1-[3- (siyanometil)-1-siklopropilsiilfonil-azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-yl]siklopropankarboksamid (60 mg, %064.1 verim) vermek igin
indirgenmis basing altinda konsantre edildi ve hazirlayic1 HPLC (alkalin durumu) ile saflastinldi. 'H
NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 = 11.43 (s, 1H), 9.27 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.32 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.00
(d, J=6.0 Hz, |H), 4.57 (d, 1=9.3 Hz, 2H), 4.32 (d, J=9.3 Hz, 2H), 3.70 (s, 2H), 2.92 - 2.79 (m, 1H),
2.07 (d, J=13.6 Hz, 1H), 1.07 - 0.96 (m, 4H), 0.91 - 0.83 (m, 4H). MS (ESI), CH3;NyO;S [M+H]"
468 i¢in hesaplandi; bulunan 468.
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Adm 1. 2-3-[4- (2-amino-[l,24]triazol[],5-c]pirimidin-5-yl}  pirazol-1-yl]-1-metilsiilfonil-
siklobiitilamin-3-yl]asetonitrilin (WX04) hazirlanmasi

DCM (50 mL} soliisyonunda ¢ozlinmis aratiriin 3 (1.0 g, 2.4 mmol, TFA tuz) ve trietilamine (617 mg,
6.1 mmol}, 15°C’de damla damla MsCI’y1 (307 mg, 2.7 mmol) ekledi. Damlattiktan sonra, reaksiyon
karigimi 15°C’de 2 saat karistinldi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, reaksiyon karigimi kurumasi
i¢in konsantre edildi. Olusan katt, 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[ 1,5~c]pirimidin-5-yl)pirazol-1-y1]-
1-metilsiilfonil-siklobiitilamin-3-yl]asetonitrili (800 mg, %87.8 verim) vermek ig¢in ayrildi ve
hazirlayict HPLC ile saflastimildi. 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8= 9.17 (s, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.15
(d, J =6.0Hz, 1H), 7.30 (d, ] = 6.0 Hz, 1H), 6.56 (brs, 2H), 4.55 (d, ] =92 Hz, 2H), 431 (d, 1 = 9.2
Hz, 2H), 3.69 (s, 2H), 3.14 (s, 3H). MS (ESI), CH;F;NsO:5 [M+H]+428 icin hesaplandi; bulunan
428.
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Adim l: 2-[3-[4- {2-amino-[ 1,2,4]triazol[ 1,53-c]pirimidin-5-y1} pirazol-1-y1]-1-
{triflorometilsiilfonil)siklobiitilamin-3-ylJasetonitrilin (WX05) hazirlanmasi

DCM’de (10 mL) ¢bziinmis bir aralirin 3 (515 mg, 1.7 mmol) ve TEA (264 mg, 2.6 mmol)
sollisyonuna , nitrojen korumasi altinda 15°C’de damla damla triflorometansiilfonil kloriir (323 mg,
1.9 mmol) eklendi. Damlamadan sonra reaksiyon karisimi 15°C’de 3 saat boyunca karigtirildu
Reaksiyon tamamlandiktan sonra, karigim kurumasi icin konsantre edildi.
Olusan kat1 su ile doviildii ve stiziildii ve beyaz bir kat1 olarak 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-
¢|pirimidin-5-yl)pirazol-1-yl1]-1- {trifloro metilsilfonil)siklobiitilamin-3-yl]asetonitrili (700 mg, %
94.1verim) vermek icin filtre camuru kurutuldu. 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d;) & = 9.18 (s, 1H),
8.74 (s, 1H}, 8.15 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.30 (d, ] = 6.0 Hz, 1H), 6.55 (brs, 2H), 4.91 (d, ] = 9.2 Hz,
2H), 4.70 (d, ] = 9.2 Hz, 2H), 3.82 (s, 2H). MS (ESI), C,;H;F3N,0,S [M+H]" 428 icin hesaplandi;
bulunan 428.

Adim  2: N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (triflorometilsiilfonil) siklobiitilamin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-y1] siklobiitilamin-3-formamidin (WX06) hazirlanmasi
N-tert-biitil-formilsiklobiitilamin-3-karboksilik asit (198 mg, 982.8 umol) ve DMF 'nin (100 uL) DCM
(10 mL) soliisyonuna, nitrojen korumasi altinda 0°C’de DCM’de (2 mL)} damla damla oksalil kloriir
(156 mg, 1.23 mmol) eklendi. Damlama sonrasinda, reaksiyon karnisimn 0°C’de 2 saat boyunca
karistilldi.  Sonra reaksiyon karisimi, indirgenmis basing altinda kurumasi igin konsantre edildi.
Olusan sivi DCM’de (2 mL) ¢dziindl ve bir enjektor ile, nitrojen korumasi altinda 0°C’de DCM'de
(10 mL) 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4] triazol [1,5 -c]pirimidin-5 -yl)pirazol-1 -yl] -1 -
(triflorometilsiilfonil) siklobiitilamin-3-yl]asetonitrile (350 mg, 818.9 umol)  damla damla eklendi.
Damlamadan sonra, reaksiyon karisimi, 0°C’de 2 saat boyunca karistirildi. Reaksiyon karigimi, Boc
korumali iiriinii (10 mg) vermek icin hazirlayic ince katman kromatografi ile (DCM/MeOH = 10/1)
dogrudan saflastirildl. Uriin DCM (2 mL) ¢6ziindii, ki buna 15°C’de TFA (2 mL) eklendi. Olusan
karigim 15°C°de 1 saat boyunca kanigtirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karisim konsantre edildi
ve kurutuldu. Olusan kati, N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (triflorometilsiilfonil)siklobiitilamin-3-
yl]pirazol-4-yl ]-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-yl]siklobiitilamin-3-formamid (2 mg, %0.42 verim)
vermek i¢in hazirlayict HPLC (alkalin yontemi) ile aynstirild: ve saflastinldi. MS (ESI),
C\sH,-FsN 4,058 [M+H]" 511 igin hesaplandi; bulunan 511.
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Adim l:  Tert-biitil-3-  (sivanometil)-3-[4-[2-[  (3-hidroksisiklobiitan  formoksil)amino]-
[1.2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-y1]pirazol-1-yl]siklobiitan- 1 -fbrmatin (1) hazirlanmasi

Piridin (10 mL), aratiriin (300 mg, 758.7 umol), 3-hidroksisiklobiitan formik asit (106 mg, 910.4 umol)
ve EDCI (218 mg, 1.1 mmol) karisimu ilave edildi ve elde edilen karisim, nitrojen korumas: altinda 16
saat boyunca geri akisa kadar 1sitildi. Kurumasi icin konsantre edildikten sonra, kalan kat1, beyaz bir
katt olarak tert-biitil-3- {siyanometil}-3-[4-[2-[ (3-hidroksisiklobiitanformoksil) amino]-[1,2,4]
triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-yl]pirazol-1-yl]siklobiitan-1-format1 (36 mg, % 9.61 verim} vermek icin
hazirlayict ince katman kromatografi ile (DCM/MeOH = 10/1) saflastirildi. MS (ESI), Ci:H»7NyQy
[M+H]" 494 igin hesaplandr; bulunan 494,

Adim 2 N-[5-[1-[3- (siyanometil)siklobiitilamin-3-yl]pirazol-4-y1] -[1,2.4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-yl]-
3-hidroksi-siklobiitan formamidin (2) hazirlanmasi

Diklorometandaki (2.00 mL) bir tert-biitil-3- (siyanometil}-3-[4-[2-[ (3-hidroksisiklobiitanformoksil)
amino]-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-yl|pirazol-1-yl]siklobiitan-1-format (36 mg, 72.9 umol)
solisyonuna 15°C’de damla damla TFA (1 mL) eklendi. Olusan karisim 15°C’de 30 dakika boyunca
kanstinldi. LCMS, reaksiyonun tamamlandigimi gosterdi. Reaksiyon karisimi, san bir kati olarak N-
[5-[1-]3-(sivanometil)siklobiitilamin-3-yl|pirazol-4-yl1]-[ 1,2,4]triazol [ 1,5-¢]pirimidin-2-yl]-3-hidroksi-
siklobiitan formamidi (37 mg, %99.9 verim, TFA tuz) vermek i¢in 30°C’de kuruyuncaya kadar
konsantre edildi. MS (ESI), CsH;oNoO, [M+H] 394 igin hesaplandi; bulunan 394.

Adim 31 N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (triflorometilsiilfonil} siklobiitilamin-3-yl]pirazol-4-y1]-
[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-2-y1]-3-hidroksi-siklobiitan formamidin (WX07)hazirlanmasi

DCM’deki (5.00 mL) bir N-[5-[1-[3- (sivanometil)siklobiitilamin-3-yl]pirazol-4-yl]-[1,2,4]triazol[1,5-
¢]pirimidin-2-y1]-3-hidroksi-sikloblitan formamid (15mg, 29.6 umol) ve trietilamin (9 mg, 88.7 umol)
soliisyonuna, nitrojen kerumasi altinda 20°C’de DCM’de  damla damla bir triflorometansiilfonil
klorfir (7 mg, 44.34 umol) soliisyonu eklendi. Eklemeden sonra, kansim 1 saat 2¢ © C'de karigtinlda,
Reaksiyon tamamlandiktan sonra, reaksiyon karisimu kurumasi i¢in konsantre edildi. Olusan kati, N-
[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (tritflorometilsiilfonil)siklobiitilamin-3-yl]pirazol-4-y1]-[1,2,4]miazol[1,5-]
pirimidin- 2-yl]-3-hidroksi-siklobiitan formamidi (8 mg, % 51.50 verim} vermek i¢in hazirlayici
HPLC (NH,OH’un % 0.17i bir katki olarak kullanildi} ile ayrildh ve saflastirildi. 'H-NMR (400 MHz,
MeOD-d,;) 6 = 9.29 (s, 1H), 8.73 (s, 1H), 8.32 (d, ] = 6.4 Hz, 1H), 7.49 (d, ] = 6.0 Hz, 1H), 5.00 (d, T
=9.6 Hz, 2H), 4.70 (d,J = 9.2 Hz, 2H), 4.05-4.13 (m, 1H), 3.70 (s, 2H}, 2.90 (brs, 1H), 2.50-2.66 (m,
2H), 2.20-2.35 (m, 2H). MS (ESI), CsH;sF3No0,S [M+H] 526 igin hesaplandi; bulunan 526.

Ornek 7
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Admm 1: N- (5- (l- (3- (Siyanometil)-1- ({tritlorometilsiilfonil)azetidin -3-vl)-1H-pirazol-4-yl)-
[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-y])siklopropan formamidin hazirlanmasi

Diklorometanda (5 mL) ¢6ziinimiis aratiriine 8 (100mg, 275.9 umol) ve trietilamine (84 mg, 827.9
umol), 0°C’de triflorometansiilfonil kloriir (56 mg, 331.4 umol) damla damla yavasca eklendi.
Eklemeden sonra karigim 16 saat boyunca reaksiyona girmesi igin oda sicaklifina kadar isitildi.
LCMS, reaksivonun tamamlanmg oldugunu gdsterdikten sonra reaksiyon karigimm su (20 mL} ile
seyreltildi, diklorometan (20 mLx3) ile &éziitlendi. Birlestirilmis organik faz susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu ve filtrelendi ve filtrat indirgenmis basing altinda damitildi. Olusan tortu, N- (5- (1- (3-
{sivanometil)-1- (triflorometilsiilfonil) azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[1,5-a] piridin-2-
yl)siklopropan formamidi (WX09, 45 mg, %31.33 verim) vermek icin ince katman kromatografi (etil
asetat) ile saflastirildi.  'H NMR (400 MHz, METHANOL-d;) 6 = 9,21 (s, 1 H), 8.59 (s, 1 H), 7.71 -
7.77 (m, 1H), 7.60 (dd, J=14.44, 8.16 Hz, 2 H), 5.00 (d, J=9.04 Hz, 2 H), 4.70 (d, J=9.04 Hz, 2 H),
3.68 (s, 2 H), 1.28 - 1.3% (m, | H), 1.11 (quin, J=3.84 Hz, 2 H) 0.97 - 1.04 (m, 2 H). MS (ESI),
CoH7N5O5F;S [M+H]™ 495 i¢in hesaplandi; bulunan 495,

WXO08’in hazirlanmasi: N- (5- (1- (3- (siyanometil)-1- {siklopropilsiilfonil}azetidin -3-yl)-1H-pirazol-
4-y)-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-yD)siklopropan formamid (WX08), WX09’a (Adim 1) benzer
hazirlama yontemini kullanarak hazirlandi. 'H NMR (400 MHz, METANOL-d,) & = 9.23 (s, 1 H),
8.58 (s,  H), 7.71 - 7.76 (m, 1 H), 7.58 - 7.65 {m, 2 H), 4.70 (d, J=9.28 Hz, 2 H), 4.39 (d, 1=9.04 Hz,
2 H), 3.64 (s, 2 H), 2.72 (dt, J=12.74, 6.31 Hz, 1 H), 1.78 {d, J=7.04 Hz, 1 H), 1.08 - 1.14 (m, 6 H),
1.00 (dd, J=7.28, 3.26 Hz, 2 H). MS (ESI), C5H:»NgO;S [M+H]" 467 igin hesaplandi; bulunan 467,
Ornek 8
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Adim 1. N-[5-[1-][3- (sivanometil)-1- (2-metoksiasetil)azetidin-3-] pirazol-4-]-[1,2,4]triazol[1,5-
c]pirimidin2-]siklopropil karboksamid 2-Metoksiasetlc asitin (11 mg, 128.4 umol) preparat,
DCM/DMF’nin {6 mL, 5:1) kansiminda ¢oziildii. Karisima sirasiyla HOBt (35 mg, 256.9 umol) ve
EDCI (49 mg, 256.9 umol) eklendi. Elde edilen karisim 1 saat siireyle reaksiyon i¢in karistirildi.
Araiiriin 5 (70 mg, 192.6 umol) ve DIEA (50 mg, 385.3umol) eklendi ve reaksiyon igin 15°C’de 12
saat kanstirildi. LC-MS, hammaddenin hedef iiriine tamamen reaksiyona girdigini gdsterdi. Reaksiyon
kartsimi, N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (2-metoksiasetil)azetidin-3-] pirazol-4-]-[1,2.4]triazol[1,5-
¢|pirimidin2-|siklopropil karboksamidi (30 mg, %53.7 verim} vermek i¢in DCM ve DMF'yi ¢ikarmak
igin indirgenmis basing altinda konsantre edildi ve hazirlayict HPLC (alkalinite) ile ayrildi, 'H NMR
(400MHz, DMSO-dg) 8 = 9.26 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.34 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.61 (d, J=6.3 Hz, 1H),
4.81 (d, J=10.0 Hz, 1H), 4.61 (d, J=10.0 Hz, 1H), 4.46 (d, J=10.5 Hz, |H), 4.33 (d, J=10.3 Hz, 1H),
4.01 (s, 2H), 3.72 (s, 2H), 3.32 (s, 3H), 2.12 (br. s., |H}, 0.98 - 0.84 (m, 4H). MS (ESI), CyH NyO;
[M+H]" 436 igin hesapland1; bulunan 436.
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Adim 1: N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (siklopropilkarbonil)azetidin-3-] pirazol-4-]-[1,2,4]triazol[ 1,5-
c|pirimidin2-]siklopropil karboksamidin hazirlanmasi

Diklorometanda (3 mL), araiirin 5 (79 mg, 216.3 umol) ¢dziildii ve DIEA {84 mg, 648.9 umol)
eklendi. Daha sonra 5 dakika iginde bir sirmga ile siklopropionil kloriir (27 mg, 259.6 umol) ilave
edildi ve reaksiyon karigimi, 3 saat boyunca reaksiyon igin 15 ° C'de kanstinldi. LC-MS,
hammaddenin hedef iirlinle tamamen reaksiyona girdigini gosterdi. Reaksiyon karisimi, N-[5-[1-[3-
{siyanometil)-1- (siklopropilkarbonil) azetidin-3-]pirazol-4-]-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin2-]
siklopropil karboksamidi (50 mg, %53.6 verim) vermek igin DCM ve DMF'yi ¢ikarmak igin
indirgenmis basing altinda konsantre edildi ve hazirlayict HPLC (alkalinite) ile ayrildi'H NMR
{(400MHz, DMSO-d,) 6 = 9.25 (s, |H), 8.83 - 8.78 (m, 1H), 8.32 {dd, J=3 .8, 6.0 Hz, 1H), 7.60 - 7.52
{(m, 1H), 4.88 (d, J=9.3 Hz, 1H), 4.68 (d, I=9.5 Hz, 1H), 4.44 (d, ]=10.5 Hz, 1H), 4.29 (d, J=10.3 Hz,
1H), 3.72 (d, J=5.5 Hz, 2H), 3.13 {br. 5., 1H), 1.69 - 1.55 (m, 1H}, 0.98 - 0.85 (m, 4H), 0.77 (br. s.,
4H). MS (ESI), C;HyNgO, [M+H] 432 i¢in hesaplandt; bulunan 432.

Ornek 10
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Adim  1: N-[5-[1-3- (siyanometil)-1-metansiilfonil-azetidin-3-] pirazol-4-]-[1,2,4]triazol| 1,5-
c|pirimidin2-|siklopropil karboksamidin (WX12) hazirlanmasi

Araiirin 5 (100 mg, 275.2 umol), diklorometan (8 mL) i¢inde siispanse edildi. Sirayla DIEA (107 mg,
825.6 umol) ve MsCl (140 mg, 1.2 mmol} eklendi. Reaksiyon karisimi, 2 saat siireyle reaksiyon igin
15 © C'de kanstirildi. LCMS, hammaddenin tamamen reaksiyona girdigini ve hedef triiniin tespit
edildigini gosterdi. Reaksiyon karigimi, -[5-[1-]3- (siyanometil)-1-metansiilfonil-azetidin-3-|pirazol-4-
J-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin2-] siklopropil karboksamidi (39 mg, %31.1 verim) vermek ig¢in
DCM'yi gikarmak amaciyla indirgenmis basing altinda konsantre edildi ve hazirlayict HPLC'den
(alkalinite) ayrildi.'"H NMR (400MHz, DMSO-dg) 8 = 9.28 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.35 (d, J=6.3 Hz,
1H), 7.63 (d, J=6.3 Hz, 1H), 6.08 (br. s., 1H), 4.55 (d, J=9.5 Hz, 2H), 4.33 (d, ]=9.3 Hz, 2H), 3.72 (s,
2H), 3.16 (s, 3H), 2.10 (d, J=14.8 Hz, 1H), 1.01- 0.79 (m, 4H). MS (ESI), C3H;sNoO;S [M+H]" 442
i¢in hesaplandi; bulunan 442,

Omek 11
F\T'F
-0
NC n-S%;
adim 1 r}‘-j
araiirin § T 2 O
N
N “ ] ey
o s, NH
X N
wWXx12

Adim 1: N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (diflorometilsiilfonil}-azetidin-3-]pirazol-4-]-[ 1,2,4]triazol[ 1,5-
c]pirimidin2-]siklopropil karboksamidin (WX13) hazirlanmasi
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Araiiriin 5 (100 mg, 275.2 umol), diklorometanda (8 mL) siispansivon halinde tutuldu. Sirasiyvla DIEA
{178 mg, 1.4 mmol) ve diflorometilsiilfonil kloriir (62 mg, 412.8 mmol} eklendi. Reaksiyveon karisimi
12 saat boyunca 15°C’de kanstinldi. LC-MS, hammaddenin tamamen reaksiyona girdigini ve hedef
iriiniin tespit edildigini gdsterdi. Reaksiyon karigimi, DCM'yi ¢ikarmak igin indirgenmis basing
altinda konsantre edildi. Tortu, N-[5-[1-[3- (siyanometil} -1- (diflorometilsiilfonil }-azetidin-3-]pirazol-
4-1-[1,2,4]trazol[1,5-c]pirimidin2-] siklopropil karboksamidi (8 mg, %66.1 verim) vermek i¢in DMF
ve MeOH ile bir ¢dzeltiye (5 mL) seyreltildi ve hazirlayict HPLC'den (alkaliklik) ayrildi. 'H NMR
(400MHz, DMSO-dg} 6 = 11.46 (br. s., 1H), 9.27 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.34 (d, J=6.3 Hz, 1H), 7.63 (d,
J=6.0 Hz, 1H), 7.42 - 7.06 (m, 1H), 4.79 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.67 - 4.49 (m, 2H), 3.78 (s, 2H), 2.26 -
1.96 (m, 1H), 0.97 - 0.84 (m, 4H). MS (ESI), C,sH;;F2NyO;S [M+H]" 478 i¢in hesapland:; bulunan
478.

Ornek 12

adim 1
arairin g —— o

Adim 1: N-[5-[1-[3- (sivanometil)-1- (diflorometilsiilfonil) azetidin-3-]pirazol-4-]-[1,2.4]triazol[l,5-
c]piridin-2-siklopropil karboksamidin (WX14) hazirlanmas:

Araiirin 8 (300 mg, 629.7 umol, trifloroasetat), DCM (4 mL)’de siispansiyon halinde tutuldu. DMAP
(8 mg, 63 umol), DIEA (407 mg, 3.2 mmol) ve diflorometilsiilfonil kloriir {142 mg, 944.6 umol)
sirasiyla eklendi. Reaksiyon karisimi 12 saat boyunca 15°C’de karistinldi. LC-MS, hammaddenin
tamamen reaksiyona girdigini ve hedef tiriiniin tespit edildigini gésterdi. Reaksiyon karigimi, DCM'yi
gikarmak ig¢in indirgenmis basing altinda konsantre edildi. Tortu, -[5-[1-[3- (siyanometil)-1-
{diflorometilsiilfonil)azetidin-3-]pirazol-4-]-1,2,4]triazol[ 1,5-¢c]|piridin-2-|siklopropil karboksamidi (&
mg, 2.7 verim} vermek i¢in DMF ve MeOH ile bir ¢ozeltiye (5 mL) seyreltildi ve hazirlayict HPLC
(alkaliklik) ile aynldi, '"H NMR (400MHz, METHANOL-d,) § = 9.99 (s, IH), 9.57 - 9.44 (m, IH),
8.52 -8.44 (m, 1H), 8.39 (d, J=7.3 Hz, 1H), 8.33 (d, J=8.3 Hz, 1H), 8.01 - 7.68 (m, 1H), 5.57 (d, J=8.8
Hz, 2H), 5.36 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.47 (s, 2H), 1.81 - 1.61 {m, 4H). MS (ESI), CH3F.N;O;8
[M+H]+ 477 igin hesaplandi; bulunan 477,

Ornek 13
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Adim  1: N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1-metilsilfoni-azetidin-3-]  pirazol-4-]-[1,2 4]triazol[1,5-
a]pirimidin2-]siklopropil karboksamidin hazirlanmasi

Araiiriin 8 (150 mg, 314.9 umol, trifloroasetat), diklorometanda (2 mL) siispansiyon halinde tutuldu.
DIEA (203 mg, 1.6 mmol), DMAP (11 mg, 94.5 mmol} ve MsCl (180 mg, 1.6 mmol) sirasiyla
eklendi. Reaksiyon karisimi 12 saat boyunca 15°C’de kanstinldi. LC-MS, hammaddenin tamamen
reaksiyona girdigini ve hedef {irliniin tespit edildigini gdsterdi. Reaksivon karigimi, DCM'yi ¢ikarmak
icin indirgenmis basing altinda konsantre edildi. Tortu, N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1-metilsiilfoni-
azetidin-3-|pirazol-4-]-[1,2,4]triazol [l,5-a|pirimidin2-]|siklopropil karboksamidi (10 mg, 7.15%
verim) vermek i¢in MeOH ile bir ¢ozeltiye (5 mL) seyreltildi ve hazirlayict HPLC (alkaliklik) ile
ayrild. '"H NMR (400MHz, DMSO-d,) 6 = 11.17 (br. s., 1H), 9.27 (s, I1H), 8.79 (s, 1H), 7.83 - 7.68
{m, 1H), 7.62 (dd, J=7.8, 17.6 Hz, 2H), 4.51 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.34 (d, J=9.0 Hz, 2H), 3.69 (s, 2H),
3.16 (s, 3H), 2.25 - 2.00 (m, 1H), 0.95 - 0.80 (m, 4H). MS (ESI), CsH»Nz0;S [M+H]" 441 igin
hesaplandi; bulunan 441,

Ornek 14
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Adim 1: N- (5- (1- (3- (siyanometil}-1- (etilstilfoni)azetidin-3-yl}-1H-pirazol-4-yl1]-[1,2,4]triazol[ 1,5-
a|piridin-2-yl)siklopropil karboksamidin (WX16) hazirlanmasi

Asectonitrildeki (15 mL} bir araiiriin 6 (1.5 g, 5.6 mmol) ve aratiriin 9 (1.5 g, 7.8 mmol) soliisyonuna,
nitrojen korumasi altinda damla damla DBU (1.7 g, 11.2 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi 16 saat
boyunca 25°C’de karistirildi. TLC (petrol eter/etil asetat=0:1), reaksiyonun tamamlannmis oldugunu

tespit etti. Reaksiyon kangimi, ¢ © C'de metanol (200 mL) igerisine dékiildii, hemen ¢ok sayida katt
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gOkeltildi, 10 dakika karistirildi ve daha sonra siiziildii. Olusan kati, bir iiriin olarak N- (5- (1- (3-
{siyanometil)-1- (etilsiilfoni)azetidin-3-y1)- 1 H-pirazol-4-y1]-[ 1,2,4] triazol[ 1,5-a]piridin-2-
yl)siklopropil karboksamidi (1.60 g, %60 verim) vermek i¢in metanol (5 mL) ile yikandh ve vakum
altinda kurutuldu. 'H NMR (400MHz, DMSO-d,) & = 9.25 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 7.76 - 7.70 (m, 1H),
7.64 (d, ]=7.0 Hz, 1H), 7.60 (d, J=8.5 Hz, 1H), 4.49 (d, 1=9.0 Hz, 2H), 4.32 (d, ]=9.0 Hz, 2H), 3.68 (s,
2H), 1.26 (t, J=7.3 Hz, 3H), 0.91 - 0.85 (m, 4H). MS (ESI), CyHuNgO:S [M+H]" 455 igin
hesaplandi; bulunan 4535,

Ornek 15
NC N ooF
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Adim 1. Tert-biitil 3-[4- (2-amino-[1,2.4]triazol[1,5-a]piridin-1-]-3- (sivanoetil} azetidin-1-formatin
hazirlanmasi

Asetonitrilde (20.00 mL) ¢dziinmiis - (1 H-pirazol-4-)-[1,2,4]triazol[ | ,5-a[piridin-2-amin {700 mg, 3.5
mmol) and tert-biitil 3- (siyanometil) azetidin-1-formata (747 mg, 3.9 mmol), DBU (1.6 g, 10.5 mmol)
eklendi. Karisim 40 ° C'de 3 saat siireyle reaksivona sokuldu. LC-MS, hammaddenin tamamen
reaksiyona girdigini ve hedef iriiniin tespit edildigini gdsterdi. Reaksiyon kansim suya (30 mlL)
dokiildi, 30 dakika boyunca karistirildi, Su fazinin etil asetat (20 mLx3) ile 6ziitlendi. Organik faz,
kahverengi  bir  katt  olarak, tert-biitil  3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-1-]-3-
{siyanoetil)azetidin-1 -format1 (1,33 g, ham iirtin) vermek igin birlestirildi, doymus tuzlu su (20 mLx2)
ile yikandi, susuz sodyum stilfat ile kurutuldu, filtrelendi ve indirgenmis basing altinda damitildi. MS
(ESD), C,sH,;N;0; [M+H]" 395 igin hesaplandi; bulunan 395.

Adum 2: Tert-biitil 3- (sivanometil-3-[4- ([1,2,4]triazol[]1,5-a]piridin-5-) pirazol-1-]Jazetidin-1-formatin
hazirlanmas:

Tetrahidrofuranda (2 mL)  ¢ézinmiis  3-[4-  (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-1-]-3-
{siyanoetil)azetidin-1-formata (150 mg, 380.3 umol), t-BuONO {59 mg, 570.5 umol) eklendi ve
15°C°de 3 saat boyunca karistirildi, LC-MS, hammaddenin tamamen reaksiyona girdigini ve hedef
Urinin ~ tespit  edildigini  gosterdi. Reaksiyon kariginu, tert-biitil  3-  (siyanometil-3-[4-
([1,2,4]triazol| 1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-lazetidin- 1 -format (80 mg, % 55.4 verim) vermek igim
indirgenmig basing altinda konsantre edildi, DCM (4 mL) ile seyreltildi ve hazirlayiect TLC (DCM:
MeOH = 10: 1) ile ayrildi. MS (ESI), C,oH,N,O, [M+H]" 380 icin hesaplandi; bulunan 380.

Adwm 3 2-[3-[4- ([1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-3-)pirazol-1-] azetidin-3-]asetonitrilin hazirlanmas:
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Tert-biitil 3- (siyanometi-3-[4- ([ 1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-] azetidin-1-format (80 mg,
210.9 umol), DCM’de (1.5 mL) siispansiyon halinde tutuldu. Trifloroasetik asit (857 mg, 7.5 mmol)
eklendi ve 3 saat boyunca 15°C’de kanistinildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigini ve hedef {irliniin
MS tespit edildigini gdsterdi. Reaksiyon karigimu solventi ve triflorasetik asitin kalanini ¢ikarmak icin
azaltilmis basing altinda kahverengi katki olarak 2-[3-[4- ([1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-
Jazetidin-3-Jasetonitril (129 mg, ham {iriin) seklinde konsantre edildi. MS (ESI), C4H;3N;[M+H]" 280
i¢in hesaplandi; bulunan 280.

Adim 4. 2-[3-]4- ([1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-]  -1-triflorometilsiilfonil)azetidin-3-
Jasetonitrilin hesaplanmasi

2-[3-[4- ([1.2,4]triazol]1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-]azetidin-3-Jasetonitril (60 mg, 214.8 umol),
DCM’de (2 mL) ¢bziindii, DMAP (13 mg, 107.4 umol) ve EzN (109 mg, 1.1 mmol) eklendi, sonra
triflorometansiiltonil kloriir {47 mg, 279.3 umol), 15°C’de damla damla eklendi. Reaksiyon karigim
15°C’de 4 saat boyunca karistinldi. LC-MS, hammaddenin tamamen reaksiyona girdigini ve hedef
iiriiniin MS tespit edildigini gdsterdi. Reaksiyon karisimi, ¢oziicliyli uzaklastirmak ve hazirlayici
HPLC (alkalilik) ile { 2-[3-[4- ([1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-5-)pirazol-1-] -1-
(triflorometilsiilfonil)azetidin-3-]asetonitrili (25 mg, %28.3 verim} vermek i¢in indirgenmis basmng
altinda konsantre edildi. '"H NMR (400MHz, DMSO-de) 8 =9.28 (br. s., IH), 8.73 (d, J=17.8 Hz, 2H),
7.82 (br. s., 3H), 5.22 - 4.50 (m, 4H), 3.86 (br. s., 2H). MS (ESI), CsH,FiN;0,S [M+H]" 412 igin
hesaplandi; bulunan 412.

Ornek 16
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Admm 1: 2- (3- (4- (2-amuno-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridinil)-1H-pirazolil}-1- (triflorometilsiilfenil)
siklobiitan)asetonitril {(WX18) 2- (3- (4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridinil)-1H-
pirazolil)siklobiitan-3) asetonitril (200 mg, 489.8 umol) preparasyonu DCM’de (10 mL) ¢oziildi ve
TEA {198 mg, 2 mmol) eklendi. Olusan karigim 0°C’ye kadar sogutuldu, sonra tritflorometansiilfonil
klorfir (107 mg, 636 umol) vavasca damla damla eklendi. Damla damla eklemeden sonra, reaksiyon
oda sicakligma kadar 1s1t1ld1 ve reaksiyon oda sicakhifinda 12 saat boyunca gergeklestirildi. LC-MS,
reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gosterdi. Coziicii, indirgenmis basing altinda santrifiijlii
kurutuldu. Tortu, 2- (3- (4- (2-amino-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridinil)-1 H-pirazolil)-1-

(triflorometilsiilfonil)siklobiitan)asetonitrili vermek icin DMF ile ¢oziildii, daha fazla saflastirildi ve
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hazirlayict HPLC (HC1) ile dondurularak kurutuldu. 'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,) 8 = 9.14 (s, 1H),
8.56 (s, IH), 7.5 8 (t,J=7.8, 1H), 7.41 (d, ] =7.5 Hz, IH), 7.30 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.98 (d,] =9.3
Hz, 2H), 4.68 (d, T = 9.0 Hz, 2H),3.67 (s, 2H). MS (ESI), CsH;;F;N;0,S [M+H]" 427 icin
hesaplandi; bulunan 427.

WX 19 un hazirlanmasi: WX19, WX18’in (Adim 1) hazirlanmast ile ayn1 yéntemle hazirlandi. Bu, 2-
(3- (4- (2-amino-[1,2 4]triazol[1,5-a]piridinil)-1Hpirazolil}-1- (metilsiilfonil} siklobiitan)asetonitrili
vermek i¢in hazirlayict HPLC (HC)) ile saflastirildi ve dondurularak kurutuldu. 'H-NMR (400 MHz,
MeOD-dy) 6 =9.13 (s, 1H), 8.53 (s, IH), 7.57 (m, 1H), 7.41 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.30 (d, ] = 8.5 Hz,
1H), 4.64 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 4.35 (d, ] = 9.3 Hz, 2H), 3.62 (s, 2H), 3.08 (s, 3H). MS (ESI),
C,sH;sN3O,S[M+H]"373 i¢in hesaplandi; bulunan 373.

Omek 17
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Adim 1: N- (8-bromo-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-yl) siklopropankarboksamidin hazirlanmasi
Asetonitrilde {15.0 mL) ¢dziinmiis 8-bromo-[1,2.4]triazol[1,5-a]piridin-2-amin (1.0 g, 4.7 mmol) ve
trietilamine (1.4 g, 14,1 mmol), damla damla siklopropankarboksilik asit kKloriir (1.5 g, 14,1 mmol)
eklendi. Sonra karisim reaksiyon icin 26°C’de 12 saat boyunca karistinlir. LC-MS, reaksiyonun
tamamlanmis oldugunu gdsterdi. Reaksiyon karigimi, asetonitrilin ¢ikartlmasi icin indirgenmis basing
altinda damitildi. Tortu H,O’ye (5 mL) eklendi ve su katmaninin DCM (15 mLx3) ile ézitlendi
¢ikanldi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (15 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu, filtrelendi ve filtrati ¢ikarmak i¢in indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu, sari bir katiyt
(700 mg, % 47.8 verim) vermek igin silika jel kolon kromatografisi (DCM/MeOH= 20/1) ile
saflagtinldi. MS (ESI), C¢HyN,OBr [M+H]™ 282 i¢in hesaplandi; bulunan 282.

Adim  2: N-[8- (lH-pirazol-4-yl}-{1,2,4]triazol[ l,5-a]piridin-2-¥])  siklopropankarboksamidin

hazirlanmasi
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Dioksan (25 mL) ve suda (6 mL) c¢Ozlinmiis N- (8-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-y1)
siklopropankarboksamid (700 mg, 2.5 mmol) ve 4- (4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-yl)-1H-
pirazole (579 mg, 3.0 mmol) sirasiyla potasyum karbonat (1.0 g, 7.5 mmol) ve Pd (dppD)Cl; (182 mg,
249 umol) eklendi. Sistem vakumland:i ve nitrojen ile dolduruldu. Daha sonra karisim 1 saat geri akis
icin 1sitildi. LC-MC, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gbsterdi. Reaksivon karigumi, c¢dziicliyii
¢tkarmak icin indirgenmis basing altinda damitilti. Tortu, DCM (50 mL) ve suda (10 mL) ¢oziildii.
Organik katman ayrildi ve su katmant DCM (2x50 mL) ile iki kez 6ziitlendi. Organik faz birlestirildi,
doymus tuzlu su {10 mL} ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, sizildi ve filtrat: ¢cikarmak
icin indirgenmis basmg altinda damitildi. Tortu, sart bir katiyt (300 mg, %40.4 verim) vermek igin
silika jel kolon kromatografisi (EA/PE= 3/1 ila 1/1) saflastinldi. MS (ESI), C3H;2NsO [M+H]™ 269
i¢in hesaplandi; bulunan 269.

Adwm 3: N- (8- (1- (3- (siyanometil)-1- {etilsiilfonil) azetidin-3-yl}-1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[1,5-
a]piridin-2-yl) siklopropankarboksamidin (WX20) bilesiginin hazirlanmasi

Asetonitrilde (15 mL) ¢dziinmiis N-[8- (1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-yl)
siklopropanekarboksamid (100 mg, 372.8 umol) ve 2- (1-etilsiilfonil azetidin-3-yl) asetonitrile (83 mg,
447.3 umol), damla damla DBU (68 mg, 447.3 umol) eklendi. Olusturulmus karisim, reaksiyon igin 12
saat boyunca 26°C’de karigtinldi. TLC, reaksiyonun tamamlandigini gosterdikten sonra, reaksiyon
karisimi, indirgenmis basing altinda damitilarak ¢éziicliniin ¢ikarilmasi saglandi. Tortu, DCM (15 mL)
ve suda (10 mL} ¢6ziindii. Organik katman ayrildi ve su katmam iki kez DCM (15 mLx2}) ile
dziitlendi.

Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (10 mL) ile yikandi, susuz sodyum silfat ile kurutuldu,
filtrelendi ve filtrati ¢ikarmak igin indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu, (WX20) (65 mg, %
37.98 verim) vermek i¢in hazirlayict HPLC (alkalin yontemi) ile saflagtirildi: '"H NMR (400MHz,
METHANOL-d,) ¢ = 8.72 (s, 1H), 8.37 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.71 (d, J=7.3 Hz, 1H), 6.98
(t,J=7.0 Hz, 1H), 4.63 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.28 (d, ]=9.0 Hz, 2H), 3.58 (s, 2H), 3.20 (g, J=7.3 Hz, 2H),
1.44 - 1.31 (m, 3H), 1.07 (quin, J=3.8 Hz, 2H}), 0.96 (qd, J=3.7, 7.3 Hz, 2H). MS (ESI), CyH:,N:O;S
[M+H]" 455 igin hesaplandi; bulunan 455.

WX21%in hazirlanmasi: WX21, WX20'min (Adim 3) hazirlanmasi ile ayni yéntemde hazirlandi. 'H
NMR (400MHz, CDCl;) & = 8.93 - 8.82 (m, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.42 (d, J=6.3 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H),
7.63 (d, J=7.3 Hz, 1H), 6.96 (t, ]=7.2 Hz, 1H), 4.62 (d, ]=9.3 Hz, 2H), 4.25 (d, J=9.3 Hz, 2H), 3.42 (s,
2H), 2.54 - 2.42 (m, 1H), 1.87 (br. s., IH), 1.25 - 1.17 (m, 4H), 1.13 - 1.06 {m, 2H), 0.94 (dd, J=3.0,
7.5 Hz, 2H). MS (ESI), C;H3;3N:O4S [M+H]+ 467 igin hesaplandi; bulunan 467.

Ornek 18
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Adim 1: N- (8-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-yl)-2,2 2 -trifloroasetamidin hazirlanmasi
Diklorometanda (25.00 mL) ¢bziinmiis bir 8-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-amin (1.0 g, 4.7
mmol) and trietilamin (1.4 g, 14.] mmol) soliisyonuna damla damla trifloroasetik asit (3.0 g, 14.1
mmol) eklendi. Olusturulmus reaksiyon karsimm reaksiyon igin 12 saat boyunca 26°C’de kanstirildi.
LC-MS, reaksiyonun tamamlandigini gosterdikten sonra, reaksiyon karisim, ¢oziicliyii ¢ikarmak igin
indirgenmis basing altinda damutilti. Tortu, DCM (50 mL) ve doymus suda (10 mL) ¢dzlindi. Organik
katman ayrildi ve su katman DCM (50 mLx2) ile iki kez 6zitlendi. Organik faz, saflagtirma olmadan
dogrudan kullanilmis olan bir ham iriin olarak, N- (8-bromo-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-v1)-2,2,2-
trifloro-asetamidi (1.1 g) vermek icin birlestirildi, doymus tuzlu su (10 mL) ile yikandi, susuz sodyum
sulfat ile kurutuldu, filtrelendi ve filtrati ¢ikarmak icin indirgenmis basing altinda damitildi.MS (ESI),
CsH,NL,OBrF; [M+H]" 310 icin hesaplands; bulunan 310,

Adim 2: 8- (1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-aminin hazirlanmasi

Dioksan (25 mL) ve suda (6 mL) ¢dzlinmiis, N- (8-bromo-[1,2.4]triazol[1,5-a]piridin-2-v])-2,2,2-
trifloro-asetamid (1.1 g, 3.6 mmol)} ve 4- (4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-yl)-1H-pirazole
(1.0 g, 356 umol), sirasiyla potasyum karbonat (452 mg, 3.6 mmol) ve Pd (dppf)Cl; (260 mg, 356
umol) eklendi. Sistem vakumland: ve nitrojen ile dolduruldu. Sonra karisim geri akis icin 1 saat
boyunca 1sitildi. LC-MC reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gosterdikten sonra, reaksiyon karisim
filtrelendi, ve filtrat, su (10 mL) ile yikandi ve sonra EA (30 mLx3) ile dziitlendi. Organik faz
birlestirildi, doymus tuzlu su (10 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, siizildi ve filtrati
cikarmak i¢in indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu, sar1 bir kat1 olarak (430 mg, %57.3 verim)
vermek icin silika jel kolon kromatografisi (DCM/MeOH=DCM ila 20/1) saflastirildi. MS (ESI),
CoHgNg [M+H] 201 igin hesaplandr; bulunan 201,

Admm  3: 2-[3-[4- (Z-amino-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-8-yl)pirazol-1 -v1]-1-etilsiilfonil-azetidin-3-
yl]asetonitrilin hazirlanmasi

Asetonitrilde (8 mL) ¢ozlinmiis 8- (1H-pirazol-4-yl}-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-2-amin (50 mg, 249.7
umol) ve 2- {1-etilsiilfonil-azetidin-3-ylene) asetonitrile (56 mg, 299.7 umol), damla damla DBU (46
mg, 299.7 umol) eklendi. Reaksiyon karisimi, reaksiyon igcin 12 saat boyunca 26°C’de karistirildi.
LC-MS, reaksiyonun tamamlandigim gdsterdikten sonra, reaksiyon karisim asetonitrili ¢ikarmak igin

indirgenmis basing altinda damitildi. Tortuya su {10 mL) eklendi ve sonra EA (10 mLx3) ile éziitlendi.
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Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (10 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu,
siizlildii ve filtrat1 ¢ikarmak igin indirgenmis basing altinda damtildi. Tortu, beyaz bir kat olarak 2-[3-
[4- (2-amino-[1,2,4]triazol [1,5-a]piridin-8-yl)pirazol-1-yl]-1-etilsiilfonil- azetidin-3-yl]asetonitrili (50
mg, %49.22 verim) vermek icin silika jel kolon kromatografisi (DCM/MeOH=20/1) ile saflastirildi.
MS (ESI), Ci¢H 3NsSO;[M+H] 387 icin hesaplandi; bulunan 387.

Adim 4: N- (8- (1- (3- (siyanometil}-1- (etilsiilfonil)azetidin-3-yl}-1H-pirazol-4-y1)-[ 1,2 4]triazol[1,5-
a]piridin-2-y1)-2,2,2- trifloroasetamidin (WX22) hazirlanmasi

Diklorometanda (5 mL) ¢éziinmis bir 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]piridin-8-yl)pirazol-1 -
vl]-1-etilstilfonil-azetidin-3-vl]asetonitril (50 mg, 129.4 umol) ve trietilamin (39.28 g, 388.2 umol)
sollisyonuna damla damla trifloroasetik anhidrit (81.5 mg, 388.2 umol) eklendi. Reaksiyon karigim
reaksiyon i¢in 12 saat boyunca 26°C’de kanstinldi. TLC, reaksiyonun tamamlandifim gdsterdikten
sonra, H;O (5 mL) eklendi ve organik katman ayrildi, su katman iki kez DCM (15 mLx3) ile
oziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (10 mL) ile yikand1 ve doymus tuzlu su (10 mL)
ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, siiziildii ve filtrati ¢ikarmak icin indirgenmis basing
altinda damitildi. Tortu, {(WX22Y'yi (29 mg, %46.5 verim) vermek i¢in hazirlayict ince katman
kromatografisi (DMC:MeOH=20:1) ile saflastirildi. '"H NMR (400MHz, METHANOL-d,) & = 8.93 -
£.89 (m, 1H), 8.63 - 8.59 (m, 1H), 8.48 (s, |H), 8.02 {dd, J=1.0, 7.3 Hz, |H), 7.28 - 7.21 (m, 1H), 4.68
- 4.58 (m, 4H}), 4.32 (s, 2ZH), 3.60 (s, 2H), 3.19 (g, I=7.4 Hz, 2H), 1.38 (t, J=7.3 Hz, 3H). MS (ESI),
C,sH7NsSO;F; [M+H] 483 icin hesaplandi; bulunan 483.
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Adim  1: 2{3-[4- (2-amino-[1,2.4]triazol|1,5-a]piridin-8-ypirazol-1  -yl]-1-siklopropilsiilfonil-
azetidin-3-yl]asetonitrilin hazirlanmasi

Asctonitrilde (25.00 mL) ¢éziinmiis 8- (1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-2-amin (250 mg,
1.3 mmol) ve 2- (1-siklopropilsiilfonilazetidin- 3-ylene)asetonitrile (297 mg, 1.5 mmol) damla damla
DBU (228 mg, 1.5 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi 12 saat boyunca reaksiyon igin 26°C’de
karigtirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigini gdsterdikten sonra, H>O (5 mL) eklendi ve organik
katman ayrildi, su katmam iki kez DCM (2x15 mL) ile 6ziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus

tuzlu su (15 mL) ile vikandi, susuz sodyum siilfat ile kurntuldu, filtrelendi ve filtrati cikarmak icin
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indirgenmis basmg¢ altinda damitildi. Tortu, sart bir kat1 olarak -[3-[4- (2-amino-[1,2.4]triazol[1,5-
a)piridin-8-yl) pirazol-1-vl]-1-siklopropilsiilfonil-azetidin-3-yl]asetonitrili  (250mg, %45.2 verim)
vermek igin silika jel kolon kromatografisi (DCM/MeOH=20/1) ile saflastinldi. MS (ESI),
C,7H,sNsSO,:[M+H]" 399 icin hesaplandi; bulunan 399.

Adim 2: WX23"lin hesaplanmast

DCM’de (5 mlL) c¢ozinmis 2-[3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-a]piridin-8-yl}pirazol-1-y1]-1-
siklopropilsiilfonil-azetidin-3-ylJasetonitril (5¢ mg, 125.5 umol} ve trietilamine (38 g, 376.5 umol)
damla damla trifloroasetik anhidrit (79 mg, 376.5 umol) eklendi. Reaksiyon karisimi 12 saat boyunca
reaksiyvon i¢in 26°C’de kanstirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigint gosterdikten sonra H,O (5
mL) eklendi ve organik katman ayrildi, su katman iki kez DCM (2x15 mL) ile 6ziitlendi. Organik faz
birlestirildi, doymus tuzlu su (15 mL) ile vikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, filtrelendi ve
filtrat1 ¢cikarmak igin indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu, (WX23y'id (17 mg, %27.4 verim)
vermek igin hazirlayict HPLC (alkalilik, 0-60) ile saflasurildi. 'H NMR 'H NMR (400MHz, CDCl;)
8 =9.09 -9.04 (m, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.55 - 8.52 (m, 1H), 8.19 (s, IH), 7.79 - 7.74 (m, 1H), 7.12 (t,
J=7.0 Hz, 1H), 4.64 (d, ]=9.3 Hz, 2H), 4.27 (d, J=9.3 Hz, 2H), 3.44 (s, 2H), 2.50 - 2.43 (m, 1H), 1.25 -
1.21 (m, 2H), 1.15 - 1.08 (m, 2H). MS (ESI), C,H7;NsSO; [M+H]" 495 i¢in hesaplands; bulunan 495.
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Admm 1: Tert-biitil 3- (sivanometil)-3- (4- (2- (2-metoksiasetamid)-[1,2,4] triazol[1,5-c]piridin-5-yl]-
1Hpirazol-1-yl)azetidin-1-karboksilatin (1) hazirlanmas

DMF (10.00 mL)y de ¢6ziilmiis araiiriin 2 {0.1g, 0.25 mmol) ve trietilamine (0.15 mL, 1.2mmol), 2-
metoksiasetil kloriir (65 mg, 0.5 mmol) eklendi. L.LC-MS reaksiyonun tamamland:gim gosterinceye
kadar olusan karigim reaksiyon igin 60 © C'de 16 saat boyunca kanstinldi. Kansim, 10 ml su igerisine
dokiildii ve etil asetat (10 mlx3) ile dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (20 mL) ile
yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve sonraki adimda dogrudan kullanilan bir ham iinin (120
mg) verecek sekilde konsantre edildi. MS (ESI), C;H,sNyOs[M+H]" 468 i¢in hesaplandi; bulunan
468.

Adim 2: N- (5- (1- (3- (siyanometil)azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[ 1 ,5-c]piridin-2-yl)-2-

metoksiasetamidin (2) hazirlanmasi
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Tert-biitil 3- (sivanometil)-3- (4- (2- (2-metoksiasetamid)-[1.2,4]triazol[1,5-c] piridin-5-y1]-1H-
pirazol-1-ylazetidin-1-karboksilat (100 mg, 0.2 mmol), diklorometanda (5 mL) ¢éziindii ve sonra
TFA (5 ml) eklendi. Olusan kansim, reaksivon igin 1 saat siireyle 10 ° C'de kanstirildi. LC-MS,
reaksiyonun tamamlanmis oldugunu ve sonraki adimda dogrudan kullanilan 100G mg’lik ham {irGni
vermek i¢in ¢bziiciiniin konsantre edildigini gosterdi. MS (ESI), C;;H;»NyO,[M+H] 482 i¢in
hesaplandi; bulunan 482.

Adim 3: N- (5- {1- (3- (siyvanometil)-1- ( (triflorometil)siilfonil) azetidin-3-y1)-1H-pirazol-4-y1)-
[1,2,4]triazol[1,5-c]piridin-2-yl)-2-metoksiasetamidin (WX24) hazirlanmasi

N- (5- (1- (3- (sivanometiljazetidin-3-y1)-1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[1,5-c] piridin-2-y1})-2-
metoksiasetamid (50 mg, 0.14 mmol), diklorometanda (5 mL) ¢6ziindi, trietilamin (42 mg, 0.4 mmol)
ve sonra triflorometansiilfonil klorlir (47 mg, 0.28 mmol) eklendi. Olusan karisim, reaksiyon igin
10°C’de 1 saat boyunca karistirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigini ve ¢éziiciiniin, ham bir {iriin
{50 mg) verecek sekilde konsantre edildigini gosterdi. Ham tirlin, beyaz bir kat1 olarak, N- (5- (1- (3-
{siyanometil)-1- ( (triflorometil) siilfonilyazetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl)-| 1,2,4|triazol[1,5-c]piridin-2-
yl)-2-metoksiasetamidi (WX24, 10 mg) vermek i¢in hazirlayict HPLC (alkalilik) ile ayrildi. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d,) 9.30 (s, 1| H), .89 (s, | H), 8.36 {d, J=6.27 Hz, 1 H), 7.66 (d, J=6.02 Hz, 1 H),
474 (s, 2 H), 3.86 (s, 2 H), 3.40 (s, 4 H). MS (ESI), C-HF:N,0,S [M+H] 495 i¢in hesaplandi;
bulunan 495.

WX25%in hazirlanmasi : N- {5- (1- (3- (siyanometil)-1- ( (metilsiilfonil)azetidin-3-yl) -1H-pirazol-4-
y)-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]piridin-2-yl)-2-metoksiasetamid (WX25), WX24’in (Adim 3)hazirlanma
yontemi ile aymi sekilde hazirlandi. '"H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 = 9.29 - 9.32 (m, 1 H), 8.67 - 8.71
(m, 1 H), 828 -833(m, 1 H), 7.44 - 748 {m, 1 H), 4.60 -4,68 (m, 1 H), 430 - 436 (m, 2 H), 4,13 -
4.19{m, 1 H), 3.58 (s, 2 H), 3.41 - 3.48 (m, 1 H), 3.04 (s, 3 H), 1.45 (s, 3 H). MS (ESI), C;7H;sNsO45
[M+H]"446 i¢in hesapland:; bulunan 446.
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Adum 1 Tert-biitil 3- (4- (2- (2-siyanoasetamid)-[1,2,4]triazol [1,-yl)-1H-pirazol-1 -yl)-3-

{sivanometil) azetidin-1 -karboksilatin (1) hazirlanmasi
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DMF’de (10 mL) ¢ézlinmiis araiiriin 2 (0.1 g, 0.3 mmel) and trietilamine (0.17 ml, 1.3 mmol), 2-
siyanoasetil kloriir (131 mg, 1.3 mmol) eklendi. LCMS reaksiyonun tamamlandigim gosterinceye
kadar olugan karisim 60 © C'de 2 saat siireyle reaksiyon igin karistirnldi. Karisim suya (10 mL) dékildi
ve etil asetat (10 mLx3) ile 6ziitlendi. Organik faz, sonraki adumda dogrudan kullanilmis olan tert-
biitil 3- {4- (2- (2-siyanoasetamid)-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]piridin-5-yl)-1H-pirazol-1-yl)-3-
(siyanometil)azetidin-1-karboksilati (100 mg, ham iirlin) vermek icin birlestirildi, susuz sodyum siilfat
ile kurutuldu ve konsantre edildi. MS (ESD, C, Hz2aNOs [M-+H] 463 i¢in hesaplandi; bulunan 463.
Adim 2. 2-sivano-N- (5- (1- (3- (sivanometil)azetidin-3-yl}-1H-pirazol-4-yl)-[1,2.4]triazol[1,5-
¢]piridin-2-yl)asetamidin (2) hazirlanmasi

Tert-biitil  3-  (4- (2- (2-siyanoasetamid)-[1,2,4]triazol[ 1,5-c]piridin-5-y1)-1H-pirazol-1-v1)-3-
(siyanometil) azetidin-1-karboksilat (1) (100 mg, 0.2 mmol), diklorometanda (5 mL}) ¢éziindii ve TFA
(5 mL) eklendi. Olusan karigim, reaksiyen igin 10°C’de 1 saat boyunca kanstirildi, LC-MS,
reaksiyonun tamamlandigini gosterdi. (Coziici, sonraki adimda dogrudan kullanilmis olan 2-sivano-N-
(5- (1- (3- (siyanometil)azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-y1}-[1,2 4 |triazol[ 1,5-c] piridin-2-yl)asetamidi (2)
(100 mg, ham iiriin) vermek igin konsantre edildi. MS (ESI), C,,H,;N,;O[M+H]" 463 i¢in hesapland;
bulunan 463.

Adim 3: 2-siyano-N- (5- (1- (3- (sivanometil})-1- (metansulfonamide) azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl)-
[1,2,4]triazol[1,5-c]piridin-2-yl)asetamidin (WX26) hazirlanmasi

2-siyano-N- (5- (1- (3- (siyanometil)azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl)-[1,2,4]triazol[1,5-c] piridin-2-
yl)asetamid (50 mg, .14 mmol); diklorometan {5 mL), trietilamin (42 mg, 0.4mmol) ve metansiilfonil
kloriirde (47 mg, 0.28 mmol) ¢dziindii. Olusan karisim reaksiyon i¢in 10 © C'de 1 saat kanistirldi, LC-
MS reaksiyonun tamamlandigin gosterdi. Cozicli, S0 mg ham iiriin verecek sekilde konsantre edildi.
Ham {iriin, 2-siyano-N- (5- (1- (3- (siyanometil)-1- (metansiilfonamid) azetidin-3-y1)-1H-pirazol-4-yl)-
[1,2,4]triazol| 1,5-c]piridin-2-yDasetamidi (WX26 10 mg) vermek i¢in hazirlayict HPLC (alkalilik) ile
ayrildi.'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 9.27 (s, 1 H), 8.83 (s, | H), 825 - 8.52 (m, 1 H), 7.67 (d,
I=6.27 Hz, 1 H), 4.56 (d, J=9.29 Hz, 4 H), 4.34 (d, ]=9.29 Hz, 4 H), 3.73 (s, 3 H). MS (ESI),
C7H N 4O38[M+H]™ 441 igin hesaplandi; bulunan 441,
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Adim 1: 1- (3-bromofeniljtiyolirenin (2) hazirlanmasi

3-bromanilinin (30.0 g, 174 mmol) seyreltik hidroklorik asit soliisyonuna (1M, 50 mL), oda
sicaklhiginda potasyum tiyosiyanat (20.0 g, 205.8 mmol) eklendi. Karngsim, reaksiyon igin 100 © C'de 12
saat siireyle karistinldi. TLC (PE:EA=1:1), 3-bromanilinin bir kisminin (yaklasik% 20} kaldigim
tespit etti. Reaksiyon karisimi 0 © C'ye sogutuldu, sonra amonyum hidroksit ile pH = 10'a alkalize
edildi. Olusan koyu mor emiilsiyon yarim saat boyunca siirekli karigtirildi ve daha sonra etil asetat
{200 mLx4) ile dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (30 mL) ile yikandi, susuz sodyum
sulfat ile kurutuldu ve filtrelendi ve koyu mor siispansiyonu verecek sekilde santrifiijlii kurutuldu.
Biraz soguyuncaya kadar diklorometan (50 mL) ilave edildi ve sonra buz banyosunda 0 © C'ye
sogutuldu, Coziinmeyen eflatun katimin emme filtrasyonundan sonra, 1- (3-bromofenil) tiyoiireyi (25
g, %55.8 verim) vermek ic¢in az miktarda diklorometan (10 mLx2) ile yikand1 ve vakum altinda
kurutuldu. 'H NMR (400 MHz, CDCI3) O7.46 (s, 1H), 7.39-7.44 (m, 1H), 7.28 -7.32 (m, 1H), 7.25
(s, TH). MS (ESI), C;H;BrN,S [M+H]" 230 i¢in hesaplandi; bulunan 230.

Admm 2: T-bromobenzo[d]tivazole-2-aminin (3) hazirlanmasi

Asetik asitte (50 mL) 1- (3-bromofenil)tiyotireye (5.0 g, 21.6 mmol) 0°C’de kloroformdaki (5 mL) bir
sivi bromin soliisyonu (4.7 g, 29.2 mmol) damla damla eklendi. Karisim, reaksiyon i¢in 85 ° C'de 3
saat slireyle kanistirildi. TLC (PE: EA = 1: 1), hammaddenin tamamen reaksiyona girdigini gdsterdi ve
iki nokta elde edildi. Reaksiyon karisimm, sicakken siiziildii. Cziinmeyen kat1, bir {iriinii sar1 bir kati
(4.2 g, % 50verim) olarak vermek igin az miktarda diklorometan (10 mLx2) ile yikandt ve kurutuldu.
Filtrat, sar1 siispansiyonu vermek i¢in santrifiijli kurutuldu ve tortu diklorometan (20 mL) ile déviildi.
(Coziinmeyen maddenin emme filtrasyonundan sonra, rind sart bir katt {1.2 g, %13 verim) olarak
vermek i¢in DCM (5 mLx2) ile yikandi ve vakum altinda kurutuldu. P1 ve P2 iiriiniin bir pargasi
sirasiyla suda (1 mL) ¢dzildi, amonyum hidreksit ile pH=10"a alkalifiye edildi ve sonra etil asetat
(0.2 mL) ile dzitlendi. iki ekstrakt nitrojen ile {iflemeli kurutuldu ve dogrudan NMR tespiti igin
kullanildi. NMR, PI'de temel olarak 5-bromiir izomerlerinin bir yan {irlinli ve esas olarak 7-bromiir
firiniiniin oldugunu gosterdi. Olugsan ham {iriin, bir daha artilmadan sonraki asamada dogrudan
kullanildi."H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 07.13 - 7.16 (m, 1 H), 7.16 - 7.22 (m, 2 H), 7.32 (dd,
J=7.28,1.51 Hz, 1 H}, 7.48 (d, J=1.76 Hz, 1 H}, 7.62 (d, J=8.53 Hz, 1 H), 7.71 (br. s, 1 H), 7.73 (s, 2
H). MS (EST), C;HsBrN;S[M+H]" 228 icin hesapland:; bulunan 228,

Adim 3. N- (7-bromobenzo[d]tiyazole-2-vl)siklopropil karboksamidin (4) hazirlanmasi

Asetonitrilde (50 mL) 7-bromobenzo[d]tiyazol-2-amin (1.2 g, 3.9 mmol, HBr tuz) ve trietilamine (1.6
g, 15.5 mmol), nitrojen korumas: altinda 0°C’de damla damla siklopropankarbonil kloriir (1.2 g, 11.6
mmol) eklendi. Karis reaksiyon i¢cin 30°C’de 12 saat boyunca kanistirildi. TLC (PE:EA=1:1), ana
noktanin istenilen tekli-ikame iriin oldugunu tespit etti ve gosterdi. Reaksiyon karisimi su ile (60 mL)
ile sertlestirildi ve etil asetat (30 mLx3) ile 6ziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL)
ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. Tortu, san bir kati

olarak, N- (7-bromobenzo[d]tivazole-2-yl) siklopropil karboksamidi (580 mg, %40 verim) vermek igin
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stitun kromatografisi (PE:EA=5:1) ile saflastirildi. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8 = 12.85 (s, | H),
7.75 (d, J=8.03 Hz, | H), 7.52 (d, J=7.78 Hz, | H), 7.38 - 7.43 (m, 1 H), 1.98 - 2.05 (m, 1 H), 0.95 -
1.02 (m, 4 H),. MS (ESI), C; HsBrN,OS [M+H] 296 icin hesaplandi; bulunan 296.

Adim 4: N- (7- (1H-pirazol-4-yl)benzo[d]tiyazole-2-yl) siklopropanekarboksamidin {5) hazirlanmasi
Dioksandaki (15 mL), N- (7-bromobenzo[d]tivazel-2-yl) siklopropanekarboksamid (480 mg, 1.6
mmol) ve 1H-pirazol-4-boronik asit pinakol estere (317 mg, 1.6 mmol), nitrojen korumas altinda Pd
{dppD)CI2 (119 mg, 162 umol), K;CO; (672 mg, 4.9 mmol) ve H,O (2.5 mL) eklendi. Karsim,
reaksivon i¢in 90 ° C'de 12 saat siireyle kanstirildi. TLC (PE:EA=1:1), yeni bir noktayi tespit etti ve
gosterdi. LC-MS, hedef {iriinii tespit etti. Reaksiyon karigimi su (100 mL) ile seyreltildi ve sonra etil
asetat (30 mLx3) ile dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz
sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. Tortu, sar1 bir kati olarak N- (7- (1H-
pirazol-4-yl)benzo[d]tivazol-2-yl)siklopropan karboksamidi (80 mg, %15.63 verim) vermek igin siitun
kromatografisi (PE:EA=1:1) ile saflastirilds. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8 = 13.22 (br. s, 1 H),
12.70 (s, 1 H), 8.23 (s, 1 H), 7.99 (s, 1 H), 7.64 (d, J=8.03 Hz, 1 H), 7.52 - 7.55 {m, 1 H), 7.45 - 7.50
(m, 1 H), 2.03 (t, J=4.52 Hz, 1 H), 0.95 - 1.00 (m, 4 H). MS (ESD), C,;H;2N,OS [M+H] 285 igin
hesaplandi, bulunan 285.

Adim 5: 7- (1H-pirazol-4-yl)benzo[d]tiyazol-2-aminin (6} hazirlanmasi

Metanoldeki (3 mL) bir N- (7- {1H-pirazol-4-yl}benzo[d]tivazol-2-yl)siklopropil karboksamid (120
mg, 422.1 ummol) soliisyonuna, sulu bir solisyondaki (1 mL} NaOH (240 mg, 6 mmol) damla damla
eklendi. Karisim, reaksiyon igin 80 ° C'de 12 saat siireyle karstinldi. LCMS, reaksiyonun
tamamlandigini tespit etti ve gdsterdi. Reaksiyon karigimi su (50 mL) ile seyreltildi, HCI ila pH=7"nin
1M’si ile notrlestirildi ve etil asetat (15 mLx4) ile oziitlendi. Organik faz, ilave saflagtirma olmadan
sonraki adimda dogrudan kullanilmis eolan bir ham driin olarak 7- (1H-pirazol-4-yl)benzo[d]tiyazol-2-
aminin (100 mg, %87.7 verim) tortusunu vermek igin birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi,
susuz sodyum silfat ile kurutuldu wve siiziildi ve santrifiijli kurutuldu. MS (ESI),
CoHsN,S[M+H] 216 i¢in hesapland:; bulunan 216.8.

Adwmm 6: Tert-butil 3- (4- (2-aminobenzo[d]tiyazol-7-y1)-1H-pirazol-1-yl)-3- (sivanometil)azetidin-1-
karbonatin (7} hesaplanmasi

Asetonitrilde (3 mL) bir 7- (1H-pirazol-4-yl)benzo[d]tiyazol-2-amin {100 mg, 462.4 umol) ve tert-
biitil 3- (sivanometil) azetidin-1-karbonat (90 mg, 463.4 umol) soliisyonuna, nitrojen korumasi altinda
DBU’u (140.8 mg, 924.8 umol) damla damla eklendi. Kansum, reaksivon i¢in 30 ° C'de, 12 saat
boyunca karnigtirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlanmig oldufunu tespit etti ve gosterdi. Reaksiyon
karigimi su (50 mL) ile seyreltildi ve etil asetat (20 mLx3) ile dziitlendi.

Organik faz ilave saflagtirma olmadan sonraki adimda dogrudan kullanilmis olan bir ham iiriin olarak
tert-biitil 3- (4- (2-aminobenzo[d]tiyazol-7-yl)-1H-pirazol-1-y1)-3- (siyanometiljazetidin-1-karbonatin

(190 mg, %80 verim) tortusunu vermek igin birlestirildi, doymus tuzlu su (30 mL} ile yikandi, susuz
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sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. MS (ESI), C,oH»:N.O,S[M+H]" 410
icin hesaplandi; bulunan 411.

Adum 7: 2- (3- (4- (2-aminobenzo[d]tiyazole-7-yl)-1H-pirazol-1-yl}-azetidin-3-yl) metil siyaniiriin (8)
hesaplanmasi

Tert-biitil 3- (4- (2-aminobenzo[d]tiyazol-7-yl)-1H-pirazol-1-y1)-3- (siyanometil) azetidin-1-karbonat
(180 mg, 438.5 umol) ve hidrokloriir etil asetatin (30 mL) Tht karigimi, reaksiyon igin 25°C’de 1 saat
boyunca karistirildi. LCMS, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu tespit etti. Reaksivon karisimi, ilave
saflastirma olmadan sonraki adimda dogrudan kullanilmis olan bir ham {iriin olarak 2- (3- (4- (2-
aminobenzo[d]tiyazol-7-y1)-1H-pirazol-1-yl)-azetidin-3-y1) metil siyaniirin (150 mg, %78.9 verim,
HCIl tuz) sart bir katisint vermek i¢in dogrudan santrifiijli kurutuldu. MS (ESI), C,sH4N¢S
[M+H]"310 i¢in hesaplandi; bulunan 310.

Adwm 8: 2- (3- (4- (2-aminobenzo[d]tivazole-7-yl})-1H-pirazol-1-yl)- (metilsiilfonil)azetidin-3-y1) metil
sivaniiriin (WX27) hazirlanmasi

Diklorometandaki (3 mL), 2- (3- (4- (2-aminobenzo|d]tiyazole-7-yl}-1H-pirazol-1-yl})-azetidin-3-yl)
metil siyaniir (150 mg, 345.9 umol, HCI tuz) ve Et;:N’ye (140 mg, 1.4 mmol), nitrojen korumasi
altinda 0°C’de damla damla MsCl (80 mg, 698.9 umol) e¢klendi. Karisim, reaksiyon i¢in 0 ° C'de 1
saat slireyle karistirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlanms oldugunu gésterdi. Reaksiyon karisimi su
(50 mL) ile sertlestirildi ve diklorometan (15 mLx3) ile dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus
tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu.
Tortu, san  bir kan olarak  3- {(4-  (2-aminobenzo[d]tivazol-7-y1)-1H-pirazol-1-yl)-
{metilsiilfonil)azetidin-3-y1) metil siyaniiriinii (30 mg, %20.1 verim) vermek icin hazirlayier ince
tabaka kromatografisi (DMC; MeOH = 10; 1) ile saflagtinlldi. "H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) § =
8.55(s, 1 H), 8.07 (s, 1 H), 7.56 (s, 2 H), 7.28 - 7.31 (m, 2 H), 7.25 - 7.28 (m, 1 H), 4.54 {d, ]-9.29
Hz, 2 H), 4.27 (d, J=9.29 Hz, 2 H), 3.66 (s, 2 H), 3.14 (s, 3 H). MS (ESI), C,sH;¢N¢O,S; [M+H] 389
i¢in hesaplandi; bulunan 389.

Ornek 23
!
Boc 950
N i N
< S\i 2
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P N N 2 & P
H) o Qw j\) _HCUEA ) MsCl o
= g :}-——«: S S \Hl
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Adim 1: Tert-biitil 3- (siyanometil)- 3- (4- (2- (siklopropanekarboksamido} benzo[d]tivazole-7-yl)-1H-
pirazol-1-ylazetidin-1-karbonatin hazirlanmasi
Asetonitrildeki (3 mL) N-[7- (1H-pirazol-4-y1)-1,3-benzotiyazol-2-yl]siklopropanekarboksamid (100

mg, 351.7 umol) ve tert-biitil 3- (sivanometilene) azetidin-karbonata (100 mg, 513.5 umel) nitrojen
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korumasi altinda damla damla DBU (107 mg, 703.4 umol) eklendi. Karisim, reaksiyon igin 25 ° C'de
12 saat siireyle kanstinldi. TLC (PE:EA=1:1), reaksiyonun tamamlandigim tespit etti ve gosterdi.
Reaksiyon karisimui su (50 mL) ile seyreltildi ve etil asetat {20 mLx3) ile dziitlendi.

Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve
siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. Tortu, sar1 bir kati olarak, tert-biitil 3- (siyanometil)-3- (4- (2-
(siklopropanckarboksamido)benzo[d]tivazol-7-yl}-1H-pirazol- 1-yl) azetidin-1-karbonatt (80 mg,
%47.5 verim) vermek i¢in ayrildi ve hazirlayier TLC (PE:EA=1:1) ile saflastinildi.'H NMR (400 MHz,
CDCly) 3 =11.30 (br. s, 1 H), 8.05 (d, 1=12.05 Hz, 2 H), 7.75 (d, J=7.78 Hz, 1 H), 7.48 - 7.53 (m, 1
H), 7.43 - 7.47 (m, 1 H), 4.58 (d, J=9.79 Hz, 2 H), 4.32 (d, J=9.54 Hz, 2 H), 3.31 (s, 2 H), 1.74 (dq,
J=7.97, 395 Hz, 1 H), 1.51 (s, 9 H), 1.27 - 1.31 {m, 2 H), 1.0 - 1.09 (m, 2 H). MS (ESI),
C2H3NO5S [M+H]™ 479 i¢in hesaplands; bulunan 479,

Adwm  2: N- (7- (1- (3- (sivanometil)azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl) benzo[d]tivazole-2-yl}
siklopropankarboksamidin hazirlanmasi

Tert-biitil 3- (siyanometil}- 3- (4- (2- (siklopropankarhoksamido) benzo[d]tiyazol-7-y1)-1H-pirazol-1-
yl)azetidin-1-karbonat (80 mg, 167.2 umol) ve hidrokloriir etil asetatin (30 mL) Tht kansim reaksiyon
igin 1 saat boyunca 25°C’de kanstirildi. LCMS, reaksiyonun tamamlandigini tespit etti. Reaksiyon
karisimi, dogrudan santrifijjlii kurutuldu. Tortu su (50 mL) iginde ¢6ziildi, sulu doymus NaHCO;
cozeltisi ile zayif alkaline (pH> 7) ayarlandi ve sonra etil asetat (15 mLx3) ile dziitlendi. Organik faz,
ilave saflastirma olmadan sonraki adimda dogrudan kullanilan bir ham {iriin olarak N- (7- (1- (3-
{sivanometil)azetidin-3-yl)-1H-pirazol-4-yl}benzo[d]tivazol-2-yl} siklepropanekarboksamidin (60 mg,
%85.4 verim, %90 saflik) sar1 bir katisini vermek i¢in birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi,
susuz sodyum silfat ile kurutuldu ve siiziildih ve santrifiijli  kurutuldu. MS (ESI),
CoH sNgOS[M-+H]"37 icin hesapland; bulunan 378,

Adim 3: N- (7- (1- (3- (sivanometil)-1- (metilstilfonil)azetidin-3-yl) -1H-pirazol-4-yl)benzo[d]tiyazol-
2-yl)siklopropankarboksamidin hazirlanmasi

Diklorometandaki (5 mL) bir N- {7- {1- (3- (siyanometil)azetidin-3-y1)-1H-pirazol-4-yl)henzo[d]
tivazol-2-yl) siklopropankarboksamid (60 mg, 158.54 umol) ve trietilamin (50 mg, 494.6 umol)
soliisyonuna damla damla metilsiilfonil kloriir (50 mg, 436.5 umol) eklendi. Karisim 0 © C'de 0.5 saat
boyunca karistinldi ve siirekli olarak 25 © C'de 1 saat boyunca kanstinldi. Hem LC-MS ve TLC,
reaksiyonun tamamlandigini tespit etti ve gdsterdi. Reaksiyon karisimi, su (50 mL) ile sertlestirildi ve
asetat (15 mLx3) ile dzetlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su {5 mL) ile yikandi, susuz
sodyum siilfat ile kurutuldu ve shzildil ve santrifiijlii kurutuldu. Tortu, beyaz bir kat1 olarak N- (7- (1-
(3- (siyanometil)-1- (metilsiilfonilazetidin-3-y1) -1Hpirazol-4-yl)benzo[d]tiyazol-
2ysiklopropanekarboksamidi (45 mg, %62 verim) vermek icin hazirlayici TLC (PE:EA=1:1} ile
ayrildi ve saflastirildi. 'H NMR (400 MHz, CDCl;) § = 12.26 (br. s., 1 H), 8.07 (s, 2 H), 7.74 (d,
J=7.718 Hz, 1 H), 7.46 - 7.52 (m, 1 H), 7.39 -7.45 (m, 1 H), 4.63 (d, ]=9.03 Hz, 2 H), 4.30 (d, ]=9.03
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Hz, 2 H), 3.41 (s, 2 H), 3.04 (s, 3 H), 1.72 - 1.80 (m, 1 H), 1.26 (d, J=3.26 Hz, 2 H). 1.01 (dd, J=7.40,
2.89 Hz, 2 H). MS (ESI), CzH0NOS, [M+H]" 457 igin hesaplandi; bulunan 457.
Omek 24
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Adim 1: 2- (benziloksi)-1-bromo-3-nitrobenzenin hazirlanmasi

Asetonitrildeki (100 mL} 2-bromo-6-nitrofenol (5.2 g, 23.9 mmol) ve K,COs’e (3.6 g, 26.3 mmol),
benzil bromid (4.3 g, 253 mmol) eklendi. Karisim 100 ° C'de 3 saat boyunca karigtirildi. TLC
(PE:EA=10:1), reaksiyonun tamamlandigini tespit etti ve gisterdi. Reaksiyon karigimu filtrelendi ve
kati ise etil asetat (10 mLx3) ile ayristirildi. Filtrat santrifijjlii kurutulduktan sonra tortu, etil asetat
icerisinde ¢oziindiriildl ve suyla (20 m/ L) ve doymus tuzlu suyla (20 mL) yikandi. Organik faz ilave
saflastirma olmadan sonraki adunda dogrudan kullamilmig olan ham bir Girin olarak 2- (benziloksi)-1-
bromo-3-nitrobenzenin (7.50 g, %91.51 verim) sart bir katisint vermek igin susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu, siiziildii ve santrifiijlii kurutuldu. 'H NMR (400 MHz, CDCI;)D 7.84 (d, J=8.03 Hz, 1 H),
7.79 (d, J=8.03 Hz, | H), 7.56 (d, J=6.53 Hz, 2 H), 7.37 - 7.45 (m, 3 H), 7.16 (1, ]=8.28 Hz, 1 H), 5.21
(s, 2 H). MS (ESI), C,3H(BrNO:[M+H]" 308 i¢in hesaplandr; bulunan 308,

Admm 2: 4- (2- (benziloksi)-3-nitrofenil)- 1 H-pirazoliin hazirlanmas:

Dioksandaki (30 mlL) 2- (benziloksi)-1-bromo-3-nitrobenzen (1.0 g, 3.3 mmol) ve ter-biitil 1H-pirazol-
4-boronik asit pinakol ester-1-karbonata (1.0 g, 3.4 mmol), nitrojen korumasi altinda Pd (dpphHCl;
(250 mg, 341.7 umol}, K,CO; (1.4 g, 9.8 mmol) and H,O’1 (2.5 mL) eklendi. Karigim, reaksiyon igin
100 ° C'de 12 saat siireyle karigtinldi, Hem TLC (PE:EA=1:1) hem de LC-MS, reaksiyonun
tamamlanmis oldugunu tespit etti ve gosterdi. Reaksiyon karisimi, su (20 mL) ile seyreltildi ve etil
asetat (20 mLx3) ile dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz
sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijli kurutuldu. Tortu, sar bir yagh iiriin olarak 4- (2-
(benziloksi)-3-nitrofenil}-1H-pirazoli (900 mg, %89.1 verim) vermek i¢in ayrildi ve kolon

kromatografisi (PE:EA=1:1)ile saflastirildi. '"H NMR (400 MHz, CDCl5) 8 = 8.03 (s, 2 H), 7.70 - 7.78
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{m, 2 H), 7.33 -7.39 (m, 5 H), 7.28 - 7.32 (m, 1 H), 4.87 (s, 2 H). MS (ESI), C,(H;3N;0; [M+H] 296
icin hesaplandi; bulunan 296.

Adum 3: Ter-biitil 3- (4- (2- (benziloksi)-3-nitrofenil)-1H-pirazol-1-yl}-3 - (siyanometil) azetidin-1 —
karbonatin hazirlanmasi

Asetonitrildeki (20 mL) 4- (2- (benziloksi)-3-nitrofenil)-1H-pirazol (900 mg, 3.1 mmol) ve ter-biitil 3-
(siyanometilen) azetidin-1-karbonata (900 mg, 4.6 mmol), nitrojen korumas: altinda 0°C’de damla
damla DBU (928 mg, 6.1 mmol) eklendi. Karigim, reaksiyon i¢in 3 saat siireyle 25 ° C'de karistirildi.
TLC (PE:EA=1:1}, reaksivonun tamamlandigini tespit etti ve gosterdi. Reaksiyon karisimi, su (60 mL)
ile sertlestirildi ve etil asetat (20 mLx3) ile dziitlendi. Organik taz birlestirildi, doymusg tuzlu su (5 mL)
ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve santrifiijli kurutuldu. Tortu, sar1 bir yaglh
iiriin olarak ter-biitil 3- (4- {2- (benziloksi}-3-nitrofenil)-1H-pirazol-1-yl)-3- (sivanometil)azetidin-1-
karbonat1 (1.00 g, %60.3 verim) vermek i¢in ayrildi ve kolon kromatografisi (PE:EA=1:1) ile
saflastirldi. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,96 (d, J=9.03 Hz, 2 H), 7.71 - 7,76 (m, 2 H), 7.32 -
7.40 (m, 5 H), 7.27 - 7.31 (m, 1 H), 4.90 (s, 2 H), 4.24 (d, J=9.84 Hz, 2 H), 4.12 (d, J=9.03 Hz, 2 H),
3.16 (s, 2 H), 1.48 (s, 9 H). MS (ESI}), CyHy;NsO; [M+H]" 490 igin hesaplandi; bulunan 490.

Adim 4: 2- (3- (4-2- {benziloksi)-3-nitrofenil- 1 H-pirazol-1-yl) azetidin-3-y1}) asetonitrilin hazirlanmas:

3- (4- (2- (benziloksi)-3- nitrofenil)-1H-pirazol-1-yl}-3- (siyanometil jazetidin- | -karbonat (1.0 g, 2.04
mmol) ve hidrokloriir etil asetat (50 mL) karisirm reaksiyon i¢in 3 saat boyunca 25°C’de karistirildi.
LC-MS, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu tespit etti ve gdsterdi. Reaksiyon karisimi santrifiijlii
kurutulduktan sonra, tortu su (50 mL) iginde ¢dziildii, doymus NaHCQ; cizeltisi ile nétralite pH = 7
olacak sekilde ayarlandi ve sonra etil asetat (15 mLx4) ile oziitlendi. Organik faz ilave saflagtirma
olmadan sonraki adimda dogrudan kullanilabilecek ham bir iiriin olarak 2- (3- (4-2- (benziloksi)-3-
nitrofenil-1H-pirazol-1-ylazetidin-3-yDasetonitrilin (900 mg, %90.6 verim) oranj bir yagini vermek
igin birlestirildi, doymus tuzlu su (2 mL} ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve siiziildii ve
santrifiijli kurutuldu. MS (ESI), C;H;sN:O:[M+H]390 icin hesaplandi; bulunan 390.

Admm 50 2- (3- {4-2- (benziloksi)-3-nitrofenil-1H-pirazol-1-yl) -1- (metilsiilfonil)azetidin-3-
yl)asetonitrilin hazirlanmasi

Diklorometandaki (10 mL), 2- (3- (4-2- (benziloksi)-3-nitrofenil-1H-pirazol-1-yl)azetidin-3-
yDasetonitril (900 mg, 2.3 mmol)} ve trietilamine (730 mg, 7.2 mmol), nitrojen korumasi altinda
0°C’de damla damla metansiilfonil kloriir (529 mg, 4.6 mmol) eklendi. Karisim, reaksiyon igin 0 °©
C'de 1 saat siireyle kanstirlldi. LC-MS, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu tespit etti ve gdsterdi.
Reaksivon kangimi su (50 mL) ile sertlestirildi ve sonra etil asetat (20 mLx3} ile dziitlendi. Organik
faz birlestirildi, doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu ve sizildii ve
santrifiijli kurutuldu. Tortu, sar1 bir yag olarak 2- (3- (4-2- (benziloksi)-3-nitrofenil-1H-pirazol-1-yl)-
1- (metilsiilfonil}azetidin-3-ylyasetonitrili (450 mg, %37.5 verim) vermek igin ayrildi ve kolon
kromatografisi (PE:EA=1:1 (%0.5 Et;N)) ile saflastirildi. "H NMR (400 MHz, CDCl;) § = 7.98 (d,
I=12.55 Hz, 2 H), 7.71 - 7.78 (m, 2 H), 7.34 - 7.41 (m, 5 H), 7.30 (t, J=8.03 Hz, 1 H), 4.88 - 4.93 (m,
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2 H), 4.33 (d, J=9.03 Hz, 2 H), 4.09 (d, J=9.54 Hz, 2 H), 3.21 (s, 2 H), 2.95 (s, 3 H). MS (ESI),
CopH, NsOsS [M+H] 468 igin hesaplandi; bulunan 468.

Adim  6: 2- (3- (4- (3-amino-2-hidroksifenil)-1H-pirazol-1-yl)-1- (metilsiilfonil)azetidin-3-
yl)asetonitrilin hazirlanmast

Etil asetattaki (10 mL), 2- (3- (4-2- (benziloksi)-3-nitrofenil-1H-pirazol-1-yl)-1- (metilsiilfonil)
azetidin-3-ylasetonitrile {400 mg,855.6 umol), nitrojen korumasi altinda Pd/C (200 mg, 1.9 mmol)
eklendi. Karisim, reaksiyon igin 1.5 saat siireyle 25 ° C'de kanstirldi. LC-MS, reaksiyonun
tamamlandigini tespit etti ve gosterdi. Reaksiyon karigumi , ilave saflastirma olmadan sonraki adimda
dogrudan kullanilabilecek bir ayva sarist olarak 2- (3- (4- (3-amino-2-hidroksifenil)-1H-pirazol-1-y1)-
1- (metilsiilfonilyazetidin-3-ylyasetonitrili (300 mg, %80.75) vermek i¢in Pd/C'yi ¢ikarmak icin filtre
edildi, sonra buharlastinld: ve hafifce konsantre edildi. MS (ESI), C;sH;N:O:S [M+H]" 348 i¢in
hesaplandi; bulunan 348.

Adim 7: 2- (3- (4- (2-aminobenzo[d]oksazol-7-yl)-1H-pirazol-1-yl)-1- (metilsiilfonil)azetidin-3-
yl)asetonitrilin hazirlanmasi

Etil asetat (10 mL) soliisyonundaki 2- (3- (4- {3-amino-2-hidroksifenil)-1H-pirazol-1-yl}-1-
(metilsiilfonil)azetidin-3-yl)asetonitrile (300 mg, 863.58 umol), nitrojen korumas: altinda siyanojen
bromid (100 mg, 944.1 umol) eklendi. Karisim, reaksiyon i¢in 50 ° C'de 12 saat siireyle karistinldi.
LC-MS ve TLC (DCM:MeOH=10:1)}, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu tespit etti ve gdsterdi.
Reaksiyon karisimn dogrudan santrifiijlii kurutulduktan sonra, sar1 bir kati olarak 2- (3- (4- (2-
aminobenzo[d] oksazol-7-yl)-1H-pirazol-1-y1)-1- (metilstlfonil)azetidin-3-yDasetonitrili (200 mg,
%56.0 verim) vermek igin DCM:MeOH=10:1"de (3 mL) c¢dziindii, hazirlayietr  TLC
(DCM:MeOH=10:1) ile ayrildi ve saflastirildi, "H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.26 (br. s., 1 H),
8.10 (s, 1 H), 7.26 - 7.28 (m, 2 H), 7.24 (d, J=7.28 Hz, 1 H), 4.65 (d, J=9.03 Hz, 2 H), 4.28 (d, ]=9.29
Hz, 2 H), 3.45 (s, 2 H), 3.04 (s, 3 H). MS (ESI), CsH;sNsO3S [M+H]" 373 icin hesapland; bulunan
373.

Adim 8: N- (7- (1- (3- (siyanometil)-1- (metilsiilfonil)azetidin-3-yl) -1H-pirazol-4-yl)benzo[d]Joksazol-
2-yl)siklopropanekarboksamidin {WX30) hazirlanmasi

Asetonitrildeki (3 mL), 2- (3- (4- (2-aminobenzo|d]oksazol-7-yl)-1H-pirazol-1-yl)-1- (metilsiilfonil)
azetidin-3-ylasetonitril (100 mg, 268.5 umol) ve trietilamine (54 mg, 537.1 umol}, nitrojen korumasi
altinda damla damla siklopropankarboksilik asit kloriir (30 mg, 287.3 umol) eklendi. Karisim,
reaksiyon igin 30 ° C'de, 12 saat boyunca karstirildi. Reaksiyon igin diisiik verim tespit edildi ve
LCMS'den gosterildi. Reaksiyon karisinu dogrudan santrifiijlii kurutuldu ve tortu, sar bir kat1 olarak,
N- (7- (1- (3- (sivanometil)-1- (metilsiilfonil)azetidin-3-y1)-1H-pirazol-4-yl)benzo[d]oksazol-2-yl}
siklopropanekarboksamidi (10 mg, %8.45 verim) vermek icin ayrildi ve hazirlayict TLC (DCM:
MeOH = 10: 1) ile saflastinldi. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & = 12.05 (br. s., 1 H), 8.77 (s, 1 H),
8.34 (s, 1 H), 7.60 (d, J=7.53 Hz, 1 H), 7.44 (d, J=7.53 Hz, 1 H), 7.31 -7.38 (m, 1 H), 4.52 (d, J=9.29
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Hz, 2 H), 4.30 (d, J=9.03 Hz, 2 H), 3.66 (s, 2 H), 3.15 (s, 3 H), 2.14 (br. s., 1 H), 0.96 (d, J=5.52 Hz, 4
H). MS (ESI), CyHyNO4S [M+H]+ 441 i¢in hesaplandi; bulunan 441.

Ornek 25
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Adim 1: Etil N-[ (3-kloropyrazin-2-yl)tivokarbamoil Jkarbamatin hazirlanmasi

THF’de (100 mL) ¢dziinmiis 3-kloropirazin-2-amine (8.7 g, 67.2 mmol), etil izotiyosivanat (9.7 g,
73.9 mmol) eklendi. LC-MS tam reaksiyon gosterene kadar, olusan karisim reaksiyon igin 27 ° C'de
48 saat siireyle kanstinldi. Reaksiyon karigimm ¢bziicli THF, tert-biitil metil eter ile yikanmus,
kurutulmusg ve ilave saflagtirma olmadan (yeterli saflik) sonraki adimda doZrudan kullanilmis olan etil
N-[ (3-kloropirazin-2-yljtiyokarbamoil| karbamatin ham bir Giriniinii vermek igin indirgenmis basing
altinda santrifiijlii kurutuldu, MS (ESI), CsHoCIN,O,S [M+H]™ 261 igin hesaplandi; bulunan 261,
Adim 2; 8-kloro-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirazin-2-aminin hazirlanmasi

Hidroksilamin hidrokloriir (20.0 g, 287.7 mmol), 100 mL’lik etanol ve metanol (1:1) karisiminda
siispansiyon halindeydi ve sonra DIEA (22.3 g, 172.6 mmol) eklendi. Olusan karisim, reaksivon igin 1
saat boyunca 27°C’de kanstirdiktan sonra, etil N-[ (3-kloropyirazin-2-yltiyokarbamoilkarbamat
(15.0 g, 57.54 mmol) bu sisteme eklendi ve 3 saat boyunca yavas¢a geri cekildi (70°C). LC-MS,
reaksiyonun tamamlandigini gdsterdi, reaksiyon karigimi sar1 bir kati olarak 8-kloro-[ 1,2, 4]triazol[1,5-
a)pirazin-2-amini (6.50 g, %64.62 verim} vermek i¢cin oda sicakligina sogutuldu, siiziildii, suyla ve
MTBE ile yikand: ve daha sonra vakum altinda kurutuldu (60 ° C). MS (ESI), CsH,CINs[M+H]"170
icin hesaplandi; bulunan 170.

Adim 3: N- (8-kloro-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]pirazin-2-y1) siklopropanekarboksamidin hazirlanmasi

Susuz CH;CN’de (30 mL) ¢dziinmiis 8-kloro-[1,2.4]triazol[1,5-a]pirazin-2-amine (2.0 g, 11.8 mmol),
5 ° C'de Et;N (3 g, 29,5 mmel) ilave edildikten sonra siklopropankarboksilik asit kloriir (3.1 g, 29.5
mmol) ilave edildi, Eklemeden sonra reaksiyon karisimi, 28 © C'ye kadar 1sitildi ve LC-MS, biitlin
hammaddelerin tiikendigini gdsterene kadar karistirildi. Gerekiyorsa EN (7.1 mmol) ve
siklopropankarboksilik asit kloriir (7.1 mmol) de tam reaksiyonu saglamak i¢in eklendi. Cdziicii, tortu

verecek sekilde indirgenmis basing altinda santrifiijlii kurutuldu. Tortu, sart bir kat1 olarak N- (8-kloro-
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[1.2,4]triazol[ 1,5-a]pirazin-2-yl)siklopropanekarboksamidi (1.2 g) vermek i¢in Et;O (50 mlL) ile
doviildi, filtrasyon ile kat1 toplandi, H,O (2x50 mL), aseton (50 mL) ve Et,O (50 mL) ile yikand: ve
sonra vakum altinda kurutuldu. MS (ESI), CoHsCIN;O[M+H]" 237 i¢in hesaplandi; bulunan 237.
Adim  4:  N-[8- (1H-pirazol-4-y1)-[1,2 4]triazol[1,5-a]pirazin-2-yl]  siklopropankarboksamidin
hazirlanmasti

H;O (1 mL)/dioksan (4 mL) kangim ¢oziiciisiinde ¢dziilmiis N- (8-kloro-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirazin-2-
vl)siklopropanekarboksamid (100 mg, 420.8 umol), 4- (4,4.5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-yl)-
1H-pirazol {122.5 mg, 631.2 umol) ve K2C03%e (175 mg, 1.3 mmol), Pd {dpp)Cl,.CH.Cl; (34 mg,
42,08 umol) eklendi. Vakumlama ve nitrojen ile doldurulduktan sonra karisim, reaksivon igin 3 saat
siireyle 100 ° C'de karistinldi, LC-MS, reaksiyonun tamamlanmisg oldugunu gésterdikten sonra karigim
oda sicakligina kadar sogutuldu. Karigim, divatomit yatagn ile filtrelendi ve diyatomit, DCM (30 mL)
ile yikandi. Organik katman ayrildi ve su katmani, DCM (3x50 mL) ile éziitlendi. Organik faz
birlestirildi, doymusg tuzlu su ile yikandi, susuz Na, 50,  ile kurutuldu,
(C6ziict, indirgenmis basing altinda santrifiijlii kurutuldu ve ham {irlin, ayva sarisi bir kat1 olarak N-[8-
{1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[ 1 ,5-a]pirazin-2-yl]siklopropankarboksamidi (70 mg, %8.1 verim)
vermek i¢in ince katman kromatografisiyle(DCM/MeoH=10:1) antildi. MS ( (ESI)), C;H;N;O
[M+H]"270 i¢in hesaplandi; bulunan 270.

Adim 5: N-[8-[1-[3- (siyanometil)-1-etilsiilfonilazetidin-3-y1] pirazol-4-y1)-[ 1,2 4]triazol[ 1,5-a]pirazin-
2-yl]siklopropankarboksamidin (WX31) hazirlanmasi

DMF'de (10 mlL) ¢oziinmis  N-[8-  (1H-pirazol-4-y1)-[1,2,4]triazol[ 1,5-a]pirazin-2-y1]
siklopropankarboksamid (120 mg, 445.7 umol) ve 2- (1-etilsiilfonilazetidin-3-iliden) asetonitrile (125
mg, 668.5 umol), DBU (136 mg, 891 umol) eklendi. Olusan karigim, reaksiyon igin 40 © C'de 16 saat
boyunca karistinldi, LC-MS, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gosterdikten sonra, ¢dziich
indirgenmis basmg altinda santrifiijlii kurutuldu ve tortu EtOAc’de (50 ml) ¢éziindi.
Olusan ¢ozelti, HC1’in IN’si {10 mL) ve tuzlu su (20 mL) ile yikandi, organik faz susuz Na,SO, ile
kurutuldu ve ¢dziicii santrifiijlii kurutuldu. Tortu, beyaz bir kati olarak N-[8-[1-[3- (siyanometil)-1-
etilstilfonilazetidin-3-vyl] pirazol-4-¥1)-[1,2.4]triazol[ 1,5-a]pirazin-2-yl]siklopropanekarboksamidi
vermek i¢in hazirlayict HPLC (HCI) ile saflagtirilmis ve soguk-dondurulmus olan bir ham bilesigi
vermek igin hazirlayici ince tabaka kromatografisiyle (PE/EA=1:4) saflastinldi. '"H-NMR (400 MHz,
MeOD-d,) 6 =8.07 (d, J = 8 Hz, 2H), 7.86 (dd, ] = 7.2, 13.2 Hz, 2H), 7.67 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.44-
7.42 (m, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.44 (d, ] = 4.8 Hz, 4H), 3.26 (d, ] = 4.8 Hz, 4H), 2.95 (m, 1H), 0.87 (m,
2H), 0.74 (m, 2H). MS (ESI), CjoH, NoO;S [M+H] 456 icin hesaplandi; bulunan 456.

Ornek 26
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Adum |: Benzil 3-oksosiklobiitan-karboksilatin hazirlanmast

3-Oksosiklobiitankarboksilik asit (3.0 g, 26.3 mmol), benzil bromid {6.7 g, 39.4 mmol} ve potasyum
karbonat (7.3 g, 52.6 mmel), asetoenda (30 mL) ¢dziindii ve sonra geri akis i¢in 10 saat boyunca 1sitildi.
TLC, reaksiyonun tamamlandigini gésterdikten sonra, reaksiyon Karigimi ¢Oziciliyvii ¢ikarmak icin
indirgenmig basing altinda konsantre edildi, su (20 mL) ilave edildi ve etil asetat (150 mLx2) ile
Oziitlendi. Birlestirilmis organik faz, dovmus tuzlu su (50 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu, siiziildii ve vakum altinda konsantre edildi. Tortu, renksiz sivi olarak benzil 3-
oksosiklobitankarboksilat1 (2.5 g, % 41.9 verim) vermek igin silika jel kolon kromatografisi (petrol
eter/etil asetat=10:1) ile saflastirildi. MS (ESI), C,;H,20; [M+H]" 205 igin hesaplandr; bulunan 205,
Adim 2: Benzil 3,3-diflorosiklobiitan karboksilatin hazirlanmasi

Diklorometandaki (35 mL) benzil 3-oksosiklobiitan-karboksilata (1.0 g, 4.9 mmol), -60°C’de damla
damla DAST (1.6 g, 9.8 mmol) eklendi. Eklemeden sonra reaksiyon karisimu yavas yavas 15 © C'ye
1sitild1 ve 10 saat boyunca kanstinldi. TLC, reaksiyonun tamamlandigim gosterdikten sonra, reaksiyon
karisimi 0°C’ye kadar sogutuldu. Su verme reaksiyonu igin sodyum bikarbonat soliisyonu sature
edilerek, su fazi diklorometan (30 mLx2) ile cikarildi.
Organik faz birlestirildi, doymusg tuzlu su (10 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu,
siizildii ve vakum altinda konsantre edildi. Tortu, renksiz yag olarak, benzil 3,3-diflorosiklobiitan
karboksilat1 (450 mg, %36.54 verim) vermek icin silika jel kolon kromatografisi (petrol eter/etil
asetat=20:1~10:1) ile saflastirildi. MS (ESI), Cy-:H;F,0, [M+H] 227 i¢in hesaplandi; bulunan 227,
Adim 3 3,3-diflorosiklobutan karboksilik asitin hazirlanmasi

Etanolde (10 ml) ¢oziinmiis benzil 3,3-diflorosiklobiitan karboksilat (450 mg, 2.0 mmol} soliisyonuna
Pd/C (%610, 40 mg) eklendi, Reaksiyon karisimi, hidrojen atmosferinde {15 psi) 10 saat boyunca oda
sicaklhiginda karistirildi, TLC, reaksiyonun tamamlandigini gosterdikten sonra, kati filtrelendi, filtrat
kat1 bir beyaz olarak 3,3-diflorosiklobiitan karboksilik asiti (250 mg, %83.1 verim) vermek igin vakum
altinda konsantre edildi. MS (EST), CsH¢F,0, [M+H]" 137 i¢in hesaplands; bulunan 137.

Adim 4: 3,3-diflorosiklobiitan karbonil kloriiriin hazirlanmasi
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Diklorometanda (5 mL) ¢dziinmiis bir 3,3-diflorosiklobiitan karboksilik asit (230 mg, 1.6% mmol) ve
DMF (13 mg, 169.0 umol) soliisyonuna 0°C’de damla damla oksalil kloriir (322 mg, 2.5 mmol)
eklendi. Eklemeden sonra reaksiyon karisimi, oda sicakhiginda 3 saat kanigtirildi. TLC, reaksiyonun
tamamlandigimi gdsterdikten sonra, reaksiyon karisimi sari bir katt olarak 3,3-diflorosiklobiitan
karbonil kloriirii (300 mg, bir ham {iriin) vermek i¢in vakum altinda konsantre edildi. Bu {iriin ilave
saflastirma olmadan sonraki adimda dogrudan kullanildi. MS (ESI), CsHsCIF,0 [M+H]" 155 igin
hesaplandi; bulunan 155,

Adim 5: Ter-bitil 3- (siyanometily-3-[4-[2-] (3,3-diflorosiklobiitan  Kkarboksilik  asit)amino]-
[1,2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-5-ylpirazol-1-yl]Jazetidin- 1 -karboksilik asitin hazirlanmasi
Diklorometanda (8 mL) ¢dziinmiis bir ter-biitil 3-[4- (2-amino-[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-y1)
pirazol-1-vl]-3- (siyanometil)-azetidin-1-karboksilik asit (395 mg, 1.0 mmol), DMAP (13 mg, 110
umol) ve piridin (396 mg, 3 mmol) sollisyonuna (°C’de 3,3-diflorosiklobiitan karbenil kloriir (294
mg, 1.9 mmol} eklendi. Kangim 40°C’ye kadar 1sitildt ve 10 saat boyunca kanstirildi.
Reaksiyon LCMS'den gosterildigi gibi tamamlandi. Reaksiyon karisimi suya (5 mL) ddkiildii ve su
faz1 diklorometan (15 mLx2) ile &ziitlendi. Birlestirilen organik faz, doymus tuzlu su (10 mL) ile
yikandi, susuz sodyum silfat ile kurutuldu, siiziildii ve vakum altinda konsantre edildi. Tortu, beyaz
bir kati olarak ter-biitil 3- (siyanometil)-3-[4-[2-[ (3,3-diflorosiklobiitankarboksilik asit)amino] -
[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-ylpirazol-1-yl]azetidin-1-karboksilik asiti (80 mg, %12.00 verim)
vermek i¢in hazirlayict TLC (etil asetat/petrol eter =1:0) ile saflastirildi. MS (ESI), Cy;H:FaNgO;,
[M+H]" 514 i¢in hesaplands; bulunan 514.

Admm 6: N-[5-[1-[3- (siyanometil}azetidin-3-yl]pirazol-4-v1]-[1,2 4]triazol[1,5-c]pirimidin-2-y1]-3,3-
difloro-siklobiitankarboksamidin hazirlanmasi

Diklorometanda (5 ml.) ¢oziinmis bir ter-biitil 3- (siyanometil)-3-[4-[2-[ (3,3-diflorosiklobiitan
karboksilik asit)amino]-[1,2,4]triazol[1,5-c]pirimidin-5-ylpirazol-1-yl]azetidin-1-karboksilic asit (80
mg) soliisyonuna damla damla trifloroasetik asit (765 mg, 6.7 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi oda
sicaklhiginda 2 saat karistirildi, Reaksiyon LCMS'den gésterildigi gibi tamamlandi. Reaksiyon karigima,
kahverengi bir kati olarak N-[5-[1-[3- (sivanometil) azetidin-3-yl]pirazol-4-y1]-[1,2,4]triazol[1,5-
¢]pirimidin-2-yl]-3,3-difloro-siklobiitankarboksamidi { 100 mg, ham f{iriin, TFA tuz) vermek igin
vakum altinda konsantre edildi. Bu iirlin saflastirma olmadan sonraki adimda dogrudan kullanildi. MS
(ESD), CsH7F2NoO [M+H]™ 414 i¢in hesaplandi; bulunan 414.

Adim 70 N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1-  (triflorometilsiilfonil}  azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1.2,4]triazol[ 1,5-c]pirimidin-2-y1]-3,3-difloro-siklobiitankarboksamidin (WX3 2) hazirlanmasi
Diklorometandaki (5 mL), N-[53-[1-[3- (sivanometil)azetidin-3-yl]pirazol-4-y1]-[1,2.4]triazol[1,5-c]
pirimidin-2-y1]-3,3-difloro-siklobiitankarboksamide (100 mg, 189.61 umol, TFA tuz),
triflorometansiilfonil kloriir (38 mg, 227.5 mmol) eklendi ve sonra trietilamin (96 mg, 948.1 umol)

cklendi. Reaksiyon kangunt oda sicakliginda 10 saat kanstinlldi. Reaksiyon LCMS'den gosterildigi
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gibi tamamlandi. Reaksiyon karisimi vakum altinda konsantre edildi ve tortu beyaz bir kati olarak N-
[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (triflorometilsiilfonil)azetidin-3-yl]pirazol-4-yl1]-[1,2,4]t  riazolo[1,5-
¢|pirimidin-2-yl]-3,3-difloro-siklobiitankarboksamidi (3 mg, %2.9 verim) vermek icgin hazirlayic
HPLC ile saflagtirildi. MS (ESI), CoH;¢FsNyO3S [M+H]" 546 igin hesaplandi; bulunan 546.
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Adim 1: Tert-biitil tert-biitil 4-[3- (siyanometil}-3-[4-[2- (siklopropilkarbonil)amino-[1,2,4]triazol[ 1,5-
a]piridin-5-yl]pridilbiitan-1-yl] azetidin-1-yl]piperdin-1-karboksilatin (1) hazirlanmasi
THF’de (3 mL) g¢bziinmiis araliriin 8 (250 mg, 689.9 umol), tert-biitil 4-oxo-piperidine-karboksilat
10 (137 mg, 689.9 umol) ve Na-BH (OAc)’e (292 mg, 1.4 mmol), DIEA (446 mg, 3.5 mmol) eklendi.
Sistem vakumlandi ve nitrojen ile dolduruldu. Sonra karisim reaksivon icin 12 saat boyunca
kargtinldi, LC-MS, reaksiyonun tamamlanmis oldugunu gdsterdikten sonra, karigim filtrelendi ve
filtrat su (3 mL) ile yikand1 ve sonra EA (5 mLx3) 6zfitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su
(3 mL} ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, siiziildi ve filtrat1 ¢ikarmak igin indirgenmis
15  basing altinda damtildi. Tortu, san bir kat1 (143.00 mg, %37.99 verim) vermek igin silika jel kolon
kromatografisi (DCM/ MeOH= 20/1) ile saflastrildh. MS ESL, Cy;H3sNyOQ; [M+H]™ 546 igin
hesaplandi; bulunan 546.
Adim 2. N-[5-[1-[3- (siyanometil)-1- (4-piperdin)azetidin-3-vl] pirazol-4-y1]-[1,2,4]triazol[1,5-

|piridin-2- yl]siklopropankarboksamidin (2) hazirlanmasi
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Diklorometanda (5 mL) ¢6zlnmiis tert-biitil  tert-biitil  4-[3-  (siyanometil)-3-[4-[2-
{siklopropilkarbonil)amino-| 1,2,4]triazol| 1,5-a]piridin-3-yl]pridilbiitan-1-vl]azetidin-1-yl]piperdin-1-
karboksilata (143 mg, 262.1 umol) damla damla trifloroasetik asit (2 mL) eklendi. Sonra reaksiyon
karisimi reaksiyon icin 3 saat boyunca 26°C’de kanstirildi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandigmi
gdsterdikten sonra, karisim, sari bir katiyr (56 mg, ham {irlin} vermek i¢in ¢dziiciiyli ¢ikarmak icin
indirgenmis basing altinda damitildi. Bu iirin saflagtirma olmadan sonraki adimda degrudan
kullamildi, MS ESI, C53HyNgO [M+H]" 446 igin hesaplandi; bulunan 446,

Adim 3: Etil etil 6- (bromometil}-2- (triflorometil)pirimidin-4-karboksilatin (3) hazirlanmasi

Asetik asifte (12 mL) ¢dziinmiis etil 6-metil-2- (triflorometil)pirimidin- 4-karboksilata (2.0 g, 8.5
mmol) damla damla Br; (1.4 g, 8.5 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi, reaksiyon igin 80 ° C'de 30
dakika boyunca kangtinldi. LC-MS, reaksiyonun tamamlandifim gdsterdikten sonra, ¢ziiciyi
¢ikarmak igin karisim, indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu sar1 bir yagl siviyt (610 mg, %12.3
verim) vermek igin hazirlayic1 (PE/EA=3/1) prepasyonu ile ayrildi. MS ESI, CyHzBrF;N,O,[M+H]"
313 icin hesaplandi; bulunan 313.

Adim 4: Etil etil 6-[ (dimetilamino)metil]-2- (triflorometil) pirimidin- 4-karboksilatin hazirlanmasi {4)
Diklorometanda (20 mL) ¢6ziinmiis etil etil 6- (bromometil)-2- (triflorometil)pirimidin- 4-karboksilat
{610 mg, 2.0 mmol) ve N-dimetilmetanamine (318 mg, 3.9 mmol), damla damla trietilamin (592 mg,
5.9 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimu 26 ° C'de 0.5 saat kanstirildi. LC-MS, reaksiyonun
tamamlandigim gésterdikten sonra filtrat, suyla (20 mL) yikandi ve daha sonra EA (20 mLx3) ile
dziitlendi. Organik faz birlestirildi, doymus tuzlu su (20 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile
kurutuldu, siiziildii ve filtrati ¢ikarmak igin indirgenmis basing altinda damitildi. Tortu, sar1 bir siviyi
(310 mg, %51.6 verim) vermek i¢in (PE/EA= 3/1) preperasyonu ile ayrild: ve saflastirildi, MS ESI,
C 1 H4F3N;Q; [M+H]+ 278 i¢in hesaplandi; bulunan 278,

Adim 5; 6-| (dimetilamino)metil]-2- (triflorometil) pirimidin-4-karboksilik asitin (5) hazirlanmas:
Tetrahidrofuran (8 mL) ve suda (2 mL) ¢dziinmiis etil etil 6-[ (dimetilamino)metil]-2- (triflorometil)
pirimidin-4-karboksilata (310 mg, 1.1 mmol), lityum hidroksit {54 mg, 2.3 mmol) eklendi. Reaksiyon
karigim 26°C’de 0.5 saat boyunca karistirlldi. LC-MS, reaksivonun tamamlandigini gosterdikten
sonra, karigim, saflastirma olmadan dogrudan kullanilmig olan sar bir yag sivisimi (314 mg) vermek
i¢in ¢oziciiyil gikarmak igin, indirgenmis basing altinda damitildi. MS ESI, CoH F3N;O, [M+H] 250
icin hesaplandi; bulunan 250.

Adim 6: N- (5- (1- (3- (siyanometil}-1- (1- (6- ( {dimetilamino}metil)-2- (triflorometil)pirimidin-4-
karbonil) piperidin-4-yl}azetidin-3 -y1)-1H-pirazol-4-yI) -[1,2,4]triazol[1,5-
a]siklopropankarboksamidin (WX33) hazirlanmas

DMF’de (3 mL) ¢ézlinmiis bir N-[5-[1-[3- (siyanometil}-1- (4-piperidin)azetidin-3-yl]pirazol-4-yl]-
[1,2,4]triazol[1,5-]piridin-2-yl]siklopropankarbeksamid (48 mg, 107.7 umol) soliisyonuna, bilesik 2
(27 mg, 107.7 umol), EDCI (52 mg, 269.4 umol) ve HOBt’ye (36 mg, 269.4 umol), TEA (55 mg,
538.7 umol) eklendi. Reaksiyon karisimi, reaksiyon igin 12 saat boyunca 26°C’de karistinldi, LC-MS,
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reaksiyonun tamamland:gini1 gosterdikten sonra, reaksiyon karisimi EA (10 mL} ve su (10 mL) iginde
¢Oziildi. Organik katman ayrildi ve su katmam, iki kez EA (2x15 mL) ile oziitlendi.
Organik faz, beyaz bir katiy1 (WX33) (5 mg, %6.9 verim} vermek icin preperasyon ile birlestirildi,
doymus tuzlu su (5 mL) ile yikandi, susuz sodyum siilfat ile kurutuldu, siiziildi, filtrat1 ¢ikarmak i¢in
indirgenmis basing altinda damutildi, ayrildi. 'H NMR (400MHz, METHANOL-d,) 8 = 9.18 (s, 1H),
8.54 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.75 - 7.69 {m, 1H), 7.57 (ddd, J=1.1, 8.1, 18.9 Hz, 2H), 3.87 - 3.73 (m,
6H), 3.53 (s, 2H), 3.43 - 3.35 (m, 1H), 3.30 - 3.21 {m, 1H), 2.74 - 2.66 (m, 1H), 2.37 (s, 6H), 2.06 -
1.93 (m, 2H), 1.50 (d, J=10.3 Hz, 1H), 1.38 - 1.28 (m, 4H), 1.11 - 1.05 (m, 2H), 1.01 - 0.95 (m, 2ZH).
MS ESI, C3:H;35F3N ;O [M+H]+ 677 igin hesaplandi; bulunan 677,

Jakl, Jak2, ve Jak3 Kinazin canli dis1 aktivitesi icin test

Deneysel materyaller

JAK1, JAK2 ve JAK3’iin rekombinan insan proteazi, Life teknolojiden satin alindi. LANCE Ultra
ULight™-JAK-1 (Tyr1023) peptit ve LANCE Eu-W 1024 Anti-fosfotirozin (PT66), PerkinElmer’den
satin alindi. Multimode ELISA, Envison (PerkinElmer) okuyucu kullanildi.

Deneysel yontem

Test bilesigi, ii¢ kez konsantrasyon gradyanina gore, 11 konsantrasyonda toplam olarak 10 uM ila 0.17
nM'lik bir nihai konsantrasyon ile seyreltildi, her bir konsantrasyon iki karmasik delikli ve tespit
icindeki DMSO igerigi % ! idi.

JAKT’in enzim reaksiyonu

[0197] JAK]1 Protein kinazin 2 nM’si, LANCE Ultra ULight™-JAK-1 (Tyr1023) peptitin 50 nM’si,
ATP’nin 38 uM’si, HEPES in (pH 7.5) 50 mM’si, MgCl,"nin 10 mM’si EGTA nin 1 mM’si, DTT nin
2 mM’si, %0.01 BRIJ-35. Dama tahtasi, Beyaz Proksiplat 384-Plus plate’dir (PerkinElmer).
Reaksiyon oda sicakliginda 90 dakika boyunca gerceklestirildi ve reaksiyon sistemi 10 ul’diydi.
JAK2’nin enzim reaksivonu

[0198] JAK2 Protein kinazin 0.02 nM’si, LANCE Ultra ULight™-JAK-1 (Tyr1023) peptitin 50
nM’si, ATP’nin 12 uM’si, HEPES’in (pH 7.5) 50 mM’si, MgCly'nin 10 mM’si, EGTA’nim 1 mM’si,
DTT nin 2 mM’si, % 0.01 BRIJ-35. Dama tahtasi, Beyaz Proksiplat 384-Plus plate’dir (PerkinElmer).
Reaksiyon oda sicakliginda 60 dakika boyunca gerceklestirildi ve reaksiyon sistemi 10 ul’diydi.
JAK3’iin enzim reaksiyonu

[0199] JAK2 Protein kinazin 0.05 nM’si, LANCE Ultra ULight™-JAK-1 (Tyrl1023) peptitin 50
nM’si, ATP’nin 4 uM’si, HEPES’in (pH 7.5) 50 mM’si MgCl, nin, 10 mM’si, EGTA’nin 1 mM’si,
DTT nin 2 mM’si, % 0.01 BR1J-35. Dama tahtas1, Beyaz Proksiplat 384-Plus plate’dir (PerkinElmer).
Reaksiyon oda sicakliginda 90 dakika boyunca gergeklestirildi ve reaksivon sistemi 10 ul’diydi.
Reaksiyonun belirlenmesi

10 ul tespit belirteci reaksiyon plakasina eklendi, burada LANCE Eu-W1024 Antifosfotirozin (PT66)
2nM’idi, oda sicakliginda 60 dakika boyunca Envison okuyucu ile inkiibe edilmis son EDTA

konsantrasyonu 10 nM idi.
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Veri analizi

Okuma su formil ile inhibisyon oranma (%)} doniistiirildii: inhibisyon oram (%)= (Min-Oran)/
{Maks-Min) x %100. Tablo 1’de gosterildigi gibi dort parametre egrisi {XLFIT5, iDBS de Model 205)
ile IC50 verileri Sleiildii.

Tablo 1

Bilesik JAKZ2 {(nM) JAK1IJAK2Z (kez) JAK3/JAK2 (kez)

Tofacitinib 4 0.5 0.075
WX00 B F1 F4
WX01 B F2 F3
WX02 A F1 F3
WX03 B F2 F3
WX04 B F1 F3
WX05 B F1 F3
WX06 B F1 F3
WX07 B F2 F4
WX08 A F1 F4
WX09 A F1 F4
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(devamr)

Bilesik JAKZ (nM) JAK1/JAK2 (kez) JAK3I/JAKZ (kez)
WX10 C F1 F1
WX11 C F2 F3
Wxi12 B F2 F3
WX13 A F3 F4
WX14 A F2 F4
Wx15 A F1 F4
WX16 A F1 F3
WXx17 B F1 F3
WX18 A F1 F3
Wx19 B F1 F3
Wx20 A F1 F4
WX21 A F1 F4
WX22 C F1 F3
Wx23 C F1 F3
Wx24 B F3 F4
Wx25 c F3 F2
WX26 C F3 F3
WX27 A F3 F2
Wx28 A F3 F4
Wx29 A F3 F4
WX30 A F2 F4
WX31 C F2 F3
WX32 C F2 F3
WXx33 B F1 F3

A< 10nM: 10<B< 100 nM; 100<C< 1000 nM; 1=F1=5; 5<F2=10; 10<F3=25; 25< F4--100

Sonug: Bu bulusun bilesiklerin, JAK2'ye segiciligi, Totacitinib'den Gstiindiir.




