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(57) Rezumat:
1 2
Inventia furnizeaz un compus cu
formula (I):
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(I)

sau o sare a acestuia acceptabild farmaceutic,
care este un inhibitor al kinazei JAK. Invenfia
furnizeaza, de asemenca, compozitii
farmaceutice care cuprind un asemenca
compus, o formd cristalind, metode de folosire
a unui asemenea compus pentru a trata bolile
inflamatorii ale pielii si alte boli, si procedee si
intermediari utili pentru prepararea unui
asemenea Compus.

Revendicéri: 29

Figuri: 8

(54) Pyrimidine compound as JAK kinase inhibitor

(57) Abstract:

1
The invention provides a compound
of formula (I):

O:\
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N NN~
|
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OH

(I
or a pharmaceutically-acceptable salt thereof,
that is an inhibitor of JAK kinases. The
invention also provides pharmaceutical
compositions comprising such compound, a

2

crystalline form, methods of using such
compound to treat inflammatory skin diseases
and other diseases, and processes and
intermediates useful for preparing such
compound.

Claims: 29

Fig.: 8
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

CONTEXTUL INVENTIEI
Domeniul inventiei

Inventia este directionata cdtre un compus al pirimidinei util ca inhibitor al kinazei JAK. Inventia
este indreptatd, de asemenea, citre compozifii farmaceutice care cuprind un asemenea compus, formele
cristaline ale unor asemenea compusi si procedeele si intermediarii utili pentru prepararea unui asemenea
compus.

Stadiul tehnicii

Inhibarea familiei de enzime JAK poate inhiba semnalizarea multor citokine proinflamatorii
cheie. Astfel, inhibitorii JAK sunt probabil utili in tratamentul dermatitei atopice si al altor boli
inflamatorii ale pielii, rinitei alergice, astmului, bolii pulmonare obstructive cronice (BPOC) si altor boli
inflamatorii pulmonare, colitei ulcerative si altor boli inflamatorii gastrointestinale, precum si boli oculare
mflamatorii . WO02016/191524, US2016/052930 si W02015/094803 sunt documente de brevet
directionate citre compusi pentru utilizare ca inhibitori ai kinazei JAK.

Dermatita atopicd (DA) este o boald inflamatorie cronicd obisnuitd a pielii care afecteaza
aproximativ 14 milioane de oameni numai in Statele Unite. Se estimeazd cd AD afecteazad 10 pand la 20%
dintre copii si 1 pand la 3% dintre adulti din tarile dezvoltate (Bao si colab., JAK-STAT, 2013, 2,
e24137), si prevalenta este in crestere. Cresterea citokinelor proinflamatorii care se bazeaza pe calea
JAK-STAT, in special, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IFNy si TSLP a fost asociatd cu AD (Bao si colab.
, Leung si colab., The Journal of Clinical Investigation, 2004, 113, 651-657). In plus, reglarea in aval a
IL-31, o altd citokind care semnaleazi printr-o imperechere JAK, s-a dovedit a avea un rol in pruritul
asociat cu starea cronici a AD (Sonkoly si colab., Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2006,
117, 411-417).

Datoritd efectului modulator al cdii JAK/STAT asupra sistemului imunitar, expunerea sistemica
la inhibitorii JAK poate avea un efect imunosupresor sistemic advers. Prin urmare, ar fi de dorit sa se
furnizeze un nou inhibitor JAK care sd-si aibd efectul la locul de actiune fard efecte sistemice
semnificative. In special, pentru tratamentul bolilor inflamatorii ale piclii, cum ar fi dermatita atopici, ar
fi de dorit si se furnizeze un nou inhibitor JAK care si poatd fi administrat local si si realizeze o
expunere relevantd din punct de vedere terapeutic in picle, care este indepartatd rapid pentru a minimiza
expunerea sistemica.

SUMARUL INVENTIEI

Scopul inventiei este definit de revendicari.

Oricare din referintele din descriere la metodele de tratament se referd la compusi, compozitii
farmaceutice si medicamente din prezenta inventie pentru utilizare intr-o metoda de tratament pentru om
(sau corpul animal prin terapie (sau pentru diagnostic).

Intr-un aspect, inventia furnizeaza un compus avand activitate ca un inhibitor al kinazei JAK.

In conformitate, inventia furnizeazd un compus cu formula (I):

Q
1
o=3\
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N < }
HN._ Ny N
P
OH

(D
sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic.

Inventia furnizeaza, de asemenea, o forma cristalini a compusului (I).

Inventia furnizeaza, de asemenea, o compozifie farmaceutica care cuprinde compusului (I) si un
purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Inventia furnizeaza, de asemenea, un compus cu formula (I) pentru utilizare in tratarea bolilor
inflamatorii si autoimmune ale pielii, in particular a dermatitei atopice si a alopeciei aerate, la un
mamifer, metoda cuprinzind administrarea compusului (I), sau a unei saruri a acestuia acceptabile din
punct de vedere farmaceutic , la un mamifer.
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Inventia furnizeaza, de asemenea, procedeele de sinteza si intermediarii descrisi aici, care sunt
utili pentru prepararea compusului (I).
SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Diferitele aspecte ale prezentei inventii sunt ilustrate prin referinti cu desenele insotitoare.
Figura 1 prezintd un model de difractie cu raze X pe pulbere (PXRD) al Formei I cristaline a compusului
() (denumita in continuare Forma I).
Figura 2 prezintd o termograma cu calorimetrie cu scanare diferentiald (DSC) a Formei I cristaline.
Figura 3 prezintd un grafic al analizei gravimetrice termice (TGA) a Formei I cristaline.
Figura 4 arati izoterma dinamica de sorbtie a umiditafii Formei I cristaline.
Figura 5 prezintd un model de difractie cu raze X pe pulbere (PXRD) al Formei II cristaline a compusului
() (denumita in continuare Forma IT).
Figura 6 prezintd o termograma cu calorimetrie cu scanare diferentiald (DSC) a Formei cristaline II.
Figura 7 prezintd un grafic al analizei gravimetrice termice (TGA) a Formei cristaline II.
Figura 8 prezinta izoterma dinamic3 de sorbtie a umiditdtii a Formei cristaline I1.
DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Printre alte aspecte, inventia furnizeaza un inhibitor al kinazei JAK cu formula (I), siruri ale
acestuia acceptabile farmaceutic si intermediari pentru prepararea acestuia. Structurile chimice sunt
denumite aici conform conventiilor IUPAC asa cum sunt implementate in software-ul ChemDraw
(PerkinElmer, Inc., Cambridge, MA). De exemplu, compusul D:

3&‘9

OH
m

este desemnat ca (2-(((1R,3s,5S)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)-amino)-5-fluoro-6-
((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-il)metanol.

Notatia (1R,3s,5S) descrie orientarea exo a grupdrii pirimidinilamino fatd de gruparea 9-
azabiciclo[3.3.1]nonan.

Mai mult, fragmentul pirazolil al compusului (I) ca si alti compusi dezv3luiti aici existd in forma
tautomerd. Se va intelege cd, desi structurile specifice sunt prezentate, sau denumite, intr-o formi
particulard, inventia include, de asemenea, tautomerul acesteia.

Compusii din dezviluire contin unul sau mai multi centri chirali si, prin urmare, asemenca
compusi (si intermediari ai acestora) pot exista ca amestecuri racemice; stercoizomeri puri (adica,
enantiomeri sau diastereomeri); amestecuri imbogdfite in stereoizomeri si altele asemenea. Compusii
chirali prezentati sau numiti aici fard o stercochimic definitd la un centru chiral sunt mentionati a include
oricare sau toate variatiile stereoizomerului posibil la stercocentrul nedefinit, dacd nu se indici altfel.
Reprezentarea sau denumirea unui anumit stereoizomer inseamnd ca stereocentrul indicat are
stereochimia desemnatd, intelegand ca pot fi prezente si cantititi minore de alti stereoizomeri, dacd nu se
indicd altfel, cu conditia ca utilitatea compusului descris sau numit sa nu fie eliminati prin prezenta altui
stereoizomer.

Compusul (I) poate exista sub formi liberd sau sub diferite forme de sare, cum ar fi o forma de
sare mono-protonatd, o forma de sare di-protonati, o formi de sare tri-protonatd sau amestecuri ale
acestora. Toate aceste forme sunt incluse in scopul acestei inventii, daci nu se indica altfel.

Aceasta inventie include, de asemenea, versiuni marcate izotopic ale compusilor din dezvaluire,
inclusiv compusul (I), in care un atom a fost inlocuit sau imbogitit cu un atom avand acelasi numar
atomic, dar o masd atomica diferitd de masa atomicd care predomin in naturd. Exemple de izotopi care
pot fi incorporati intr-un compus cu formula (I) includ, dar nu se limiteazi la, 2H, 3H, !!C, BC, “C, N,
BN, B0, 70, 180, ¥, si '®F. De interes deosebit sunt compusii cu formula (I) imbogititi in tritiu sau
carbon-14, compusi care pot fi utilizati, de exemplu, in studiile de distributie tisulard. De asemenea, de
interes deosebit sunt compusii cu formula (I) imbogitifi in deuteriu in special la un loc de metabolism,
compusi care sunt de asteptat sd aiba o stabilitate metabolicd mai mare. In plus, de interes deosebit sunt
compugii cu formula (I) imbogititi intr-un izotop emitédtor de pozitroni, cum ar fi ''C, *F, "0 si PN,
compusi care pot fi folositi, de exemplu, in studii de tomografie cu emisie de pozitroni (PET).
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Definitii

Cand se descric aceastd inventie, incluzand diferitele sale aspecte si exemple de realizare,
urmétorii termeni au urmatoarele semnificatii, daca nu se indica altfel. Termenul "alchil" insecamnd o
grupare hidrocarburd monovalenti saturatd care poate fi liniara sau ramificatd sau combinatii ale acestora.
Dacd nu este definit altfel, asemenea grupdri alchil confin tipic de la 1 la 10 atomi de carbon. Grupdri
alchil reprezentative includ, de exemplu, metil (Me), etil (Et), n-propil (n-Pr) sau (nPr), izopropil (i-Pr)
sau (iPr), n-butil (n-Bu) sau (nBu), sec-butil , izobutil , tert-butil (t-Bu) sau (tBu), n-pentil, n-hexil, 2,2-
dimetilpropil, 2-metilbutil, 3-metilbutil, 2-etilbutil, 2,2-dimetilpentil, 2-propil pentil, si asemanitor.

Cand un anumit numar de atomi de carbon este destinat unui anumit termen, numéarul de atomi
de carbon este afisat inainte de termen. De exemplu, termenul "alchil Ci3" inseamnd o grupare alchil
avand de la 1 la 3 atomi de carbon in care atomii de carbon sunt in orice configuratie acceptabild din
punct de vedere chimic, inclusiv configuratii liniare sau ramificate.

Termenul "alcoxi" inseamnd o grupare -O-alchil monovalentd, unde alchilul este definit ca mai
sus. Grupdrile alcoxi reprezentative includ, de exemplu, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, si asemandtor.

Termenul "cicloalchil" inseamnii o grupare carbociclicd saturatd monovalentd care poate fi
monociclicd sau multiciclica. Dacd nu este definit altfel, ca grupdrile cicloalchil contin tipic de 1a 3 la 10
atomi de carbon. Grupiri cicloalchil reprezentative includ, de exemplu, ciclopropil (cPr), ciclobutil,
ciclopentil, ciclohexil, cicloheptil, ciclooctil, adamantil si asemanétor.

Termenul "halogen" inseamna fluor, clor, bromo sau iod.

Termenul "heterociclil”, "heterociclu”, "heterociclic" sau "ciclu heterociclic" inseamni o grupare
nearomatica ciclicd monovalenta saturati sau partial nesaturatd, avand de la 3 pana la 10 atomi in ciclu
total, in care ciclul contine de la 2 pini la 9 atomi de carbon in ciclu si de la 1 la 4 heteroatomi in ciclu
selectati dintre azot, oxigen si sulf. Gruparile heterociclice pot fi monociclice sau multiciclice (adica,
condensate sau in punte). Grupdrile heterociclice reprezentative includ, de exemplu, pirolidinil,
piperidinil, piperazinil, imidazolidinil, —morfolinil, tiomorfolil, indolin-3-il,  2-imidazolinil,
tetrahidropiranil, 1,2,3,4-tetrahidroizochinolin-2-il, chinuclidinil, 7-azanorbomanil, nortropanil, si
asemandtor, unde punctual de atasament este la orice atom de carbon sau azot disponibil din inel. Unde
contextul face ca punctul de atasament ale gruparii heterociclice sa fie evident, asemenea grupari pot fi
mentionate alternative ca o secpie non-valentd adicd pirolidina, piperidina, piperazina, imidazol,
tetrahidropiran etc.

Termenul "cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic" inscamnd o cantitate suficientd
pentru a efectua tratamentul atunci cind este administratd unui pacient care are nevoie de tratament.

Termenul "tratament" asa cum este utilizat aici inseamnd tratamentul unei boli, tulburdri sau
afectiuni medicale (cum ar fi o boald inflamatorie gastrointestinald), la un pacient, cum ar fi un mamifer
(in particular un om), care include unul sau mai multe dintre urmatoarele:

(a) prevenirea aparifiei bolii, tulburdrii sau stirii medicale, adicd prevenirea reaparitiei bolii sau stirii
medicale sau a tratamentului profilactic al unui pacient care este predispus la boala sau starea medicala;
(b) ameliorarea bolii, tulburdrii sau stirii medicale, adicd climinarea sau provocarca regresiei bolii,
tulburdrii sau stdrii medicale la un pacient, inclusiv contracararea efectelor altor agenti terapeutici;

(c) suprimarea bolii, tulburirii sau starii medicale, adicd incetinirea sau oprirea dezvoltarii bolii, tulburarii
sau stdrii medicale la un pacient; sau

(d) atenuarea simptomelor bolii, tulburdrii sau starii medicale la un pacient.

Termenul "sare acceptabild farmaceutic" inscamnd o sare care este acceptabild pentru
administrare la un pacient sau un mamifer, cum ar fi un om (de exemplu, sdruri care au o sigurantd
acceptabild la mamifere pentru un anumit regim de dozare). Sarurile reprezentative acceptabile din punct
de vedere farmaceutic includ saruri ale acidului acetic, ascorbic, benzensulfonic, benzoic, camforsulfonic,
citric, etansulfonic, edisilic, fumaric, gentisic, gluconic, glucoronic, glutamic, hipuric, brombhidric,
clorhidric, isetionic, lactic, lactobionic, maleic, malic, mandelic, metansulfonic, mucic, naftalensulfonic,
naftalen-1,5-disulfonic, naftalen-2,6-disulfonic, nicotinic, nitric, orotic, pamoic, pantotenic, fosforic,
succinic, sulfuric, tartaric, p-toluensulfonic si xinafoic si asemandtor.

Termenul ,,sare a acestuia” inseamni un compus format atunci cand hidrogenul unui acid este
inlocuit cu un cation, cum ar fi un cation metalic sau un cation organic si asemanitor. De exemplu,
cationul poate fi o forma protonatd a unui compus cu formula ( I), adicd o forma in care una sau mai
multe grupdri amino au fost protonate de un acid. In mod obisnuit, sarea este o sare acceptabild
farmaceutic, desi acest lucru nu este necesar pentru sarurile compusilor intermediari care nu sunt destinate
administririi unui pacient.

Termenul ,,grupare protectoare amino” insecamnd o grupare protectoare adecvatd pentru
prevenirea reactiilor nedorite la un azot amino. Grupdrile reprezentative amino-protectoare includ, dar nu
sunt limitate la, formil; grupiri acil, de exemplu grupari alcanoil, cum ar fi acetil si tri-fluoracetil; grupari
alcoxicarbonil, cum ar fi tert-butoxicarbonil (Boc); grupdri arilmetoxicarbonil, cum ar fi benziloxicarbonil
(Cbz) si 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc); grupdri arilmetil, cum ar fi benzil (Bn), tritil (Tr) si 1,1-di-(4'-
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metoxifenil)metil; grupdri silil, cum ar fi trimetilsilil (TMS), triizopropil siliil (TIPS), tert-butil dimetilsilil
(TBS sau TBDMS), [2-(trimetilsilil)-etoxi|metil (SEM); si asemdndtor. Numeroase grupdri protectoare si
introducerea si indepartarea lor sunt descrise in T. W. Greene si P. G. M. Wuts, Protecting Groups in
Organic Synthesis, Third Edition, Wiley, New York

Proceduri generale de sinteza

Compusul (I) si intermediarii acestuia pot fi preparati conform urmétoarelor metode si proceduri
generale utilizdnd materii prime §i reactivi disponibili comercial sau preparati in mod obignuit.
Substituentii si variabilele (de exemplu, R si X) utilizati in urmitoarele scheme au aceleasi semnificatii ca
cele definite in alti parte aici, daci nu se indici altfel. In plus, compusii avand un atom acid sau bazic sau
o grupare functionala pot fi utilizati sau pot fi produsi ca sare, dacd nu se indicd altfel (in unele cazuri,
utilizarea unei siri intr-o anumitd reactie va necesita conversia sarii intr-o forma de non-sare, de exemplu,
o baza liberd, folosind proceduri de rutind inainte de a efectua reactia).

Desi un exemplu de realizare particular al prezentei inventii poate fi prezentat sau descris in
procedurile care urmeazd, specialistii in domeniu vor recunoaste cd alte exemple de realizare sau aspecte
ale prezentei inventii pot fi, de asemenea, preparate folosind astfel de proceduri sau prin utilizarea altor
metode, reactivi si materii prime cunoscute specialistilor in domeniu. In particular, se va aprecia ci
compusul (I) poate fi preparat printr-o varietate de cdi de proces in care reactantii sunt combinati in ordine
diferitd pentru a furniza diferiti intermediari pe calea spre producerea produsului final.

Metodele generale de preparare a compusului (I) sunt ilustrate in schemele 1 si 2.

Schems 1

Materia prima 2-1 poate fi transformat in ester (V), prin reactia cu un alcool in prezenta unui
acid, unde R este o grupare alchil. In unele exemple de realizare, R este o grupare alchil Cy.i2. In unele
exemple de realizare, alcoolul este etanol. Compusul (V) poate fi transformat in compusul di-halo (IV). In
unele exemple de realizare, (IV) este un analog di-cloro. In uncle exemple de realizare, reactivul este
POCI3. Compusul (IV) poate fi transformat in (IIT) prin reactia cu 2-4 in prezenta unei baze. Compusul
(I) poate fi format prin reactia (III) cu 1-9 in prezenta unei baze. In final, (I) poate fi redus la (I) in
prezenta unui agent reducitor. in unele exemple de realizare, agentul reducitor este o sursi de hidrurd de
litiu sau de sodiu. In unele exemple de realizare, agentul de reducere este LiAIH,, NaBH, sau LiBH,. In
uncle exemple de realizare, R este etil. Optional, poate fi formati o sare acceptabild farmaceutic a lui (I).

Pentru aceasti metoda generald, in uncle exemple de realizare, R este un Cy.1» alchil. in unele
exemple de realizare, R este un C, alchil. In uncle exemple de realizare, R este un C;.; alchil. In unele
exemple de realizare, R este etil. In unele exemple de realizare, X este F, CI sau Br. In unele exemple de
realizare, X este CL In unele exemple de realizare, R este ctil si X este CIL.
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Schema 2

Alternativ, compusul (II) poate fi reactionat cu compusul (VI) in care PG este o grupare
protectoare amino, in prezenta unei baze, cum ar fi DIPEA, pentru a da compusul (VII). Compusul (VII)
poate fi redus la alcoolul corespunzitor (VIII) cu un agent reducitor. in uncle exemple de realizare,
agentul reducitor este o sursi de hidrurd de litiu sau de sodiu. In unele exemple de realizare, agentul
reducitor este LiAIH4, NaBH, sau LiBH4. Compusul (VIII) poate fi deprotejat pentru a da compusul (IX).
Cand PG este Boc, deprotejarea poate fi efectuatd in prezenta unui acid puternic, cum ar fi TFA sau HCI.
In cele din urma, compusul (IX) poate fi reactionat cu o sursd de etansulfonil, cum ar fi clorura de
etansulfonil.

Pentru aceastd metodad generald, in unele exemple de realizare, PG este tert-butoxicarbonil (Boc).
In unele exemple de realizare, R este un Ci.12 alchil. In unele exemple de realizare, R este un Ci alchil.
In unele exemple de realizare, R este un C;; alchil. in uncle exemple de realizare, R este etil. In unele
exemple de realizare, X este F, CI sau Br. in unele exemple de realizare, X este CI. in unele exemple de
realizare, R este etil si X este CI.

Forma cristalina 1
Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeaza o forma cristalind (Forma I) a compusului (I)

0
1
o=3\
HN N
N ) < >
HN |N\ Ne_
N
F o
OH

M

Intr-un aspect, forma cristalind este caracterizati printr-o difractic de raze X in pulbere
cuprinzand varfuri de difractie la valori 26 de 11.19+0.20, 11.73+£0.20, 18.80+0.20 si 19.29+0.20. Intr-un
alt aspect, forma cristalind este caracterizatd suplimentar prin faptul cid are un varf de difractie
suplimentar la o valoare 20 de 6.75£0.20. Intr-un alt aspect, forma cristalini este caracterizati in plus prin
faptul ca are doud sau mai multe varfuri de difractie suplimentare la valori 20 selectate dintre 5.91+0.20,
6.2840.20, 8.08+0.20, 16.68+0.20, 17.62+0.20, 20.5340.20, si 22.16+0.20.

Asa cum este bine cunoscut in domeniul difractiei cu raze X pe pulbere, pozitiile varfurilor
modelelor PXRD sunt relativ mai putin sensibile la detaliile experimentale, cum ar fi detaliile de
preparare a probei si geometria instrumentului, decat sunt indltimile relative ale varfurilor. Astfel, intr-un
aspect, Forma cristalind I este caracterizatd printr-un model de difractie cu raze X in pulbere in care
pozitiile varfurilor sunt in mod substantial in conformitate cu pozitiile varfurilor modelului prezentat in
Figura 1.

Intr-un alt aspect, Forma cristalini I este caracterizati prin comportamentul siu atunci cand este
expusd la temperaturi ridicate. Dupd cum se¢ demonstreazd in Figura 2, calorimetria de scanare
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diferentiald (DSC) inregistratd la o viteza de incilzire de 10 °C pe minut prezintd un varf al fluxului de
cildurd endotermic, identificat ca o tranzitic la topire, care aratdi un maxim al fluxului de cildurd
endotermic la o temperaturd. de 250,9 °C + 2 °C. Intr-un alt aspect, Forma I este caracterizati printr-o
calorimetrie cu scanare diferenfiald in mod substantial in conformitate cu cea prezentatd in Figura 2.

Analiza gravimetrica termicd (TGA) din Figura 3 prezintd o pierdere in greutate de aproximativ
0,70 % intre 22 °C si 125 °C, sub purjare cu N,. Compusul se descompune la o temperaturd de debut de
aproximativ 250 °C.

Asa cum este descris in Preparatul 2, Forma I poate fi preparatd prin dizolvarea compusului (I) in
etanol la incilzire. Solutia rezultatd este apoi ricitd la aproximativ 25 °C. Forma I poate fi izolatd prin
filtrare.

Intr-un alt aspect, inventia furnizeazi o metodd de preparare a Formei cristaline I, metoda
cuprinzand: (a) dizolvarea compusului (I) intr-un diluant cum ar fi etanol si, optional, aplicarea incilzirii
pentru a forma un amestec de reactie; (b) ricirea solutiei la aproximativ 25 °C cu agitare optionald; si (c)
izolarca Formei I cristaline din amestecul de reactie, de exemplu prin filtrare.

Forma cristalina 11
Intr-un alt aspect, inventia furnizeazi o formi cristalind (Forma II) a compusului (I):

0
U
o=5\
HN N
N < >
HN |N\ N\
=N
OH

(D

care este o forma cristalini anhidrd a bazei libere.

Intr-un aspect, forma cristalind este caracterizati printr-o difractic de raze X in pulbere
cuprinzand varfuri de difractie la valorile 20 de 11.4+0.2, 16.24+0.2, 16.6+0.2, 17.7+0.2, 51 21.9+0.2.

Intr-un alt aspect, forma cristalini este caracterizati in plus prin faptul ci are varfuri de difractie
suplimentare la valorile 20 de 8.9+0.2, 9.5+0.2, si 10.2+0.2.

Intr-un alt aspect, forma cristalini este caracterizati in plus prin faptul ¢i are doui sau mai multe
varfuri de difractie suplimentare la valori 20 selectate dintre 14.44+0.2, 19.0+0.2, 19.2+0.2, 19.8+0.2,
20.140.2, 20.4£0.2, 20.6+0.2, 20.8+0.2, 21.3+0.2, 25.940.2, 30.1+0.2, 30.5+£0.2, 30.9+0.2, 32.6+0.2, si
33.8+0.2.

Dupa cum este bine cunoscut in domeniul difractiei cu raze X pe pulbere, pozitiile varfurilor
modelelor PXRD sunt relativ mai putin sensibile la detalii experimentale, cum ar fi detaliile preparirii
probei si geometria instrumentului, decat sunt indltimile relative ale varfurilor. Astfel, intr-un aspect,
Forma cristalind II este caracterizatd printr-un model de difractie cu raze X in pulbere in care pozitiile
varfurilor sunt in mod substantial in concordanta cu pozitiile varfurilor modelului prezentat in Figura 5.

Intr-un alt aspect, Forma II cristalini se caracterizeaza prin comportamentul siu atunci cand este
expusd la temperaturi ridicate. Dupd cum se demonstreazi in Figura 6, calorimetria de scanare
diferentiald (DSC) inregistrata la o viteza de incélzire de 10 °C pe minut prezintd un varf al fluxului de
cidldurd endotermic, identificat ca o tranzitie la topire, care arati un maxim al fluxului de caldurad
endotermic la o temperaturd de 238.1 °C + 2 °C. Intr-un alt aspect forma II este caracterizati printr-o
calorimetrie cu scanare diferenfiald in mod substantial in conformitate cu cea prezentatd in Figura 6.

Urma analizei gravimetrice termice (TGA) din Figura 7 prezintd o picrdere in greutate asociatd
cu descompunerea dupa 222 °C.

O urmi reprezentativi DMS pentru Forma II este prezentatd in Figura 8. Absorbtia totald de
umiditate intre 5 si 90% RH a fost de aproximativ 0,02%. Forma II este nchigroscopica.

Asa cum este descris in Preparatul 20, Forma II poate fi preparati prin suspendarca compusului
2-6 intr-un amestec de EtOH si THF, racit la 5°C. La aceastd suspensie s¢ poate adduga LiBH4. Dupid
addugare, temperatura poate fi crescutd la 10 °C, si amestecul de reactie poate fi agitat timp de 2 ore.
Reactia poate fi stinsd cu un amestec de clorurd de amoniu dizolvatd in apa. Dupd incilzire la 45 °C, apa
poate fi addugatd incet pentru a genera cristale. Suspensia rezultatd poate fi mentinuti la 45 °C timp de
cateva ore, apoi poate fi agitatd la 15 °C si filtratd. Forma cristalind Forma II poate fi clatitd cu EtOH si
apd si apoi uscatd pentru a da forma II de grad intermediar.
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Aceastd intermediar poate fi dizolvat in DMSO la incdlzire urmatd de addugarea lentd de n-
PrOH menfinind in acelasi timp temperatura internd la aproximativ 86°C. Amestecul este agitat la
aproximativ 92°C timp de aproximativ 4 ore. Amestecul rezultat este apoi récit lent la aproximativ 20°C
si agitat la aproximativ 20°C timp de cateva ore. Forma II poate fi apoi izolatd prin filtrare. Forma
cristalind II poate fi spélata cu nPrOH si etanol urmat de filtrare.

Intr-un alt aspect, descrierea furnizeazi o metodi de purificare a Formei cristaline II de grad
intermediar, metoda cuprinzind: (a) dizolvarea Formei II cu grad intermediar intr-un diluant cum ar fi
DMSO si aplicarea incdlzirii amestecului; (b) addugarea lentd de n-PrOH; (¢) incilzirea amestecului la
aproximativ 90 °C; (d) ricirea solutiei la aproximativ 20 °C; si (e) izolarea formei cristaline II din
amestecul de reactie, de exemplu prin filtrare.

Compozitii farmaceutice

Compusul (I) si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestuia sunt utilizate in mod obisnuit sub
forma unei compozitii sau formuldri farmaceutice. Compusul (I) poate fi prezent ca o formi cristalini,
cum ar fi Forma I sau Forma II. Astfel de compozitii farmaceutice pot fi administrate unui pacient prin
orice cale acceptabild de administrare incluzand, dar fard a se limita la, modurile de administrare orald,
topicd (inclusiv transdermicd), rectald, nazald, inhalabild si parenterala.

In consecinti, intr-unul dintre aspectele sale legate de compozitie, inventia se referd la o
compozitie farmaceutica care cuprinde un purtitor sau excipient acceptabil farmaceutic si compus (I), sau
sarea acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic. intr-un alt aspect al compozitiei, inventia se
referd la o compozitie farmaceutici care cuprinde un purtitor sau excipient acceptabil farmaceutic si o
forma cristalind a compusului (I), sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, de
exemplu Forma 1 sau Forma II. Optional, astfel de compozitii farmaceutice pot contine alti agenti
terapeutici si/sau de formulare daca se doreste. Cand se discutd despre compozitii si utiliziri ale acestora,
compusul inventici” poate fi denumit aici si ,,agent activ”.

Compozitiile farmaceutice din aceastd dezviluire contin in mod obisnuit o cantitate eficientd
terapeutic de compus (1), sau si fie o astfel de acceptabila din punct de vedere farmaceutic. Specialistii in
domeniu vor recunoaste, totusi, cd o compozitic farmaceuticd poate contine mai mult decat o cantitate
eficientd terapeutic, adicd compozitii in vrac, sau mai putin decat o cantitate eficientd terapeutic, adica
doze unitare individuale concepute pentru administrare multipld pentru a obtine o cantitate eficientd
terapeutic.

De obicei, astfel de compozitii farmaceutice vor contine de la aproximativ 0,1 panid la
aproximativ 95% in greutate agent activ; incluzind de la aproximativ 5 pand la aproximativ 70% in
greutate agent activ.

Orice purtitor sau excipient conventional poate fi utilizat in compozitiile farmaceutice ale
inventiei. Alegerea unui anumit purtitor sau excipient, sau combinatii de purtitori sau excipienti, va
depinde de modul de administrare utilizat pentru a trata un anumit pacient sau tip de stare medicala sau
stare de boald. in aceastd privintd, prepararca unei compozitii farmaceutice adecvate pentru un mod
particular de administrare este bine in domeniul de aplicare al specialistilor in domeniul farmaceutic. in
plus, purtitorii sau excipientii utilizati in compozitiile farmaceutice ale acestei inventii sunt disponibili
comercial. Cu tithu de exemplu suplimentar, tehnicile conventionale de formulare sunt descrise in
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Editia a 20-a, Lippincott Williams & White,
Baltimore, Maryland (2000); si H.C. Ansel si colab., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery,
editia a 7-a, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

Exemplele reprezentative de materiale care pot servi ca purtdtori acceptabili farmaceutic includ,
dar nu sc¢ limiteaza la, urmitoarele: zaharuri, cum ar fi lactoza, glucoza si zaharoza; amidon, cum ar fi
amidon de porumb si amidon de cartofi; celuloza, cum ar fi celuloza microcristalind, si derivatii sdi, cum
ar fi carboximetil celuloza de sodiu, etil celuloza si acetatul de celulozi; tragacant pulbere; malt; gelating;
talc; excipienti, cum ar fi unt de cacao si ceard pentru supozitoare; uleiuri, cum ar fi ulei de arahide, ulei
de seminte de bumbac, ulei de sofrin, ulei de susan, ulei de misline, ulei de porumb si ulei de soia;
glicoli, cum ar fi propilen glicol; polioli, cum ar fi glicerind, sorbitol, manitol si polietilen glicol; esteri,
cum ar fi oleatul de etil si lauratul de ctil; agar agar; agenti de tamponare, cum ar fi hidroxid de magneziu
si hidroxid de aluminiu; acid alginic; apd apirogend; solutie salind izotonicd; solutia Ringer; alcool etil;
solutii tampon fosfat; si alte substante compatibile netoxice utilizate in compozitiile farmaceutice.

Compozitiile farmaceutice sunt preparate in mod obignuit prin amestecarea completd si intima
sau amestecarea agentului activ cu un purtdtor acceptabil farmaceutic si unul sau mai multe ingrediente
optionale. Amestecul amestecat uniform rezultat poate fi apoi modelat sau incarcat in tablete, capsule,
pastile si asemdndtor folosind proceduri si echipamente convenfionale.

Compozitiile farmaceutice din aceastd dezviluire pot fi ambalate intr-o forma de dozare unitara.
Termenul "formd de dozare unitard" se referd la o unitate fizic discretd adecvatd pentru dozarea unui
pacient, adica fiecare unitate contindnd o cantitate predeterminati de agent activ calculati pentru a
produce efectul terapeutic dorit fie singur, fie in combinatie cu una sau mai multe unititi suplimentare.
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De exemplu, astfel de forme de dozare unitard pot fi capsule, tablete, pilule, si aseminitor, sau pachete
unitare adecvate pentru administrare parenterald.

Intr-un exemplu de realizare, compozitiile farmaceutice ale inventici sunt potrivite pentru
administrare orald. Compozitiile farmaceutice potrivite pentru administrare orald pot fi sub forma de
capsule, comprimate, pilule, pastile, casete, drajeuri, pulberi, granule; sau ca o solutic sau o suspensic
intr-un lichid apos sau neapos; sau ca o emulsie lichida ulei-in-apd sau apa-in-ulei; sau ca elixir sau sirop;
si asemindtor; fiecare contindnd o cantitate predeterminata dintr-un compus din aceasta dezviluire, sau sd
fic aceasta acceptabild din punct de vedere farmaceutic, ca ingredient activ.

Atunci cand sunt destinate administririi orale intr-o formé solida de dozare (adicd sub forma de
capsule, tablete, pastile si asemanitor), compozitiile farmaceutice din aceasti dezvaluire vor cuprinde in
mod obisnuit agentul activ sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia si unul sau mai multi purtitori
acceptabili farmaceutic. Optional, astfel de forme de dozare solide pot cuprinde: materiale de umpluturd
sau diluanti, cum ar fi amidon, celulozd microcristaling, lactozd, fosfat dicalcic, zaharoza, glucoza,
manitol si/sau acid silicic; lianti, cum ar fi carboximetilceluloza, alginati, gelatind, polivinil pirolidoni,
zaharoza si/sau acacia;, umectanti, cum ar fi glicerolul; agenti de dezintegrare, cum ar fi crosscarmeloza
de sodiu, agar-agar, carbonat de calciu, amidon de cartofi sau de tapioca, acid alginic, anumiti silicati
si/sau carbonat de sodiu; agenti de intarziere a solutiei, cum ar fi parafina; acceleratori de absorbtie, cum
ar fi compusi de amoniu cuaternar; agenti de umectare, cum ar fi alcool cetilic si/sau monostearat de
glicerol; absorbanti, cum ar fi caolin si/sau argild bentonitd; lubrifianti, cum ar fi talc, stearat de calciu,
stearat de magneziu, polietilen glicoli solizi, laurii sulfat de sodiu si/sau amestecuri ale acestora; agenti de
colorare; si agenti de tamponare.

Agentii de cliberare, agenti de umectare, agenti de acoperire, agenti de indulcire, de aromatizare
si de parfumare, conservanti si antioxidanti pot fi de asemenea prezenti in compozitiile farmaceutice din
aceastd dezviluire. Exemple de antioxidanti acceptabili farmaceutic includ: antioxidanti solubili in apa,
cum ar fi acid ascorbic, clorhidrat de cisteind, bisulfat de sodiu, metabisulfat de sodiu, sulfit de sodiu si
asemandtor; antioxidanti solubili in ulei, cum ar fi palmitatul de ascorbil, hidroxianisolul butilat,
hidroxitoluenul butilatul, lecitina, galatul de propil, alfa-tocoferol si asemdndtor; si agenti de chelare a
metalelor, cum ar fi acidul citric, acidul etilendiamini tetraacetic, sorbitolul, acidul tartric, acidul fosforic
si asemandtor. Agentii de acoperire pentru comprimate, capsule, pilule si altele asemenea, includ pe cei
utilizati pentru acoperiri enterice, cum ar fi ftalatul de acetat de celuloza, ftalatul de acetat de polivinil,
ftalatul de hidroxipropil metilceluloza, acidul metacrilic, copolimerii de ester al acidului metacrilic,
trimelitatul de acetat de celuloza, trimelitatul de celuloza, hidroxipropililatul de celuloza, succinat de
acetat de celuloza, si asemanitor.

Compozitiile farmaceutice din aceasta dezviluire pot fi, de asemenea, formulate pentru a asigura
eliberarea lentd sau controlatd a agentului activ utilizAnd, de exemplu, hidroxipropil metilcelulozi in
proportii variate, sau alte matrici polimerice, lipozomi si/sau microsfere. in plus, compozitiile
farmaceutice din aceastd dezviluire pot contine optional agenti de opacizare si pot fi formulate astfel incat
sd clibereze ingredientul activ numai, sau preferential, intr-o anumitd portiune a tractului gastrointestinal,
optional, intr-o manierd intirziatd. Exemple de compozitii de inglobare care pot fi utilizate includ
substante polimerice si ceruri. Agentul activ poate fi, de asemenca, sub forma micro-incapsulatd, daca
este cazul, cu unul sau mai multi dintre excipientii descrisi mai sus.

Formele de dozare lichide adecvate pentru administrare orald includ, cu titlu ilustrativ, emulsii,
microemulsii, solutii, suspensii, siropuri si elixiruri acceptabile farmaceutic. Formele de dozare lichide
cuprind, in mod obisnuit, agentul activ si un diluant inert, cum ar fi, de exemplu, apa sau alti solventi,
agenti de solubilizare si emulgatori, cum ar fi alcool etilic, alcool izopropilic, carbonat de etil, acetat de
etil, alcool benzilic, benzoat de benzil, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, uleiuri (in special uleiuri din
seminte de bumbac, arahide, porumb, germeni, misline, ricin si susan), acid oleic, glicerol, alcool
tetrahidrofurilic, polietilen glicoli si esteri ai acizilor grasi ai sorbitanului si amestecuri ale acestora.
Alternativ, anumite formuldri lichide pot fi transformate, de exemplu, prin uscare prin pulverizare, intr-o
pulbere, care este utilizatd pentru a prepara forme de dozare solide prin proceduri conventionale.

Suspensiile, in plus fati de ingredientul activ, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pot
confine agenti de suspendare, cum ar fi, de exemplu, alcooli izostearilici etoxilati, polioxietilen sorbitol si
esteri de sorbitan, celuloza microcristalind, metahidroxid de aluminiu, bentonitd, agar-agar. si tragacanth
si amestecuri ale acestora.

Compusul (I), sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, poate fi, de
asemenea, administrat parenteral (de exemplu, prin injectie intravenoasd, subcutanatd, intramusculara sau
intraperitoneald). Pentru administrare parenterald, agentul activ, sau o sarc acceptabild farmaceutic a
acestuia, este in mod obisnuit amestecat cu un vehicul adecvat pentru administrare parenterald incluzand,
de exemplu, solutii apoase sterile, solutie salind, alcooli cu greutate moleculard micd, cum ar fi propilen
glicol, polietilen glicol, uleiuri vegetale, gelatind, esteri ai acizilor grasi precum oleatul de etil, si
aseminitor. Formuldrile parenterale pot contine, de asemenca, unul sau mai multi antioxidanti,
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solubilizanti, stabilizatori, conservanti, agenti de umectare, emulgatori, agenti de tamponare sau agenti de
dispersie. Aceste formulari pot fi sterilizate prin utilizarea unui mediu injectabil steril, a unui agent de
sterilizare, filtrare, iradiere sau caldura.

Alternativ, compozitiile farmaceutice din aceastd dezviluire sunt formulate pentru administrare
prin inhalare. Compozitiile farmaceutice adecvate pentru administrare prin inhalare vor fi de obicei sub
forma de acrosol sau pulbere. Astfel de compozitii sunt in general administrate utilizand dispozitive de
cliberare binecunoscute, cum ar fi un inhalator cu dozd mdasuratd, un inhalator cu pulbere uscatd, un
nebulizator sau un dispozitiv de eliberare similar.

Atunci cind sunt administrate prin inhalare folosind un recipient sub presiune, compozitiile
farmaceutice din aceastd dezvaluire vor cuprinde in mod obisnuit ingredientul activ sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia si un propulsor adecvat, cum ar fi diclorodifluormetan, triclorfluormetan,
diclorotetrafluoretan, dioxid de carbon sau alt diclorotetrafluoretan gaz potrivit. in plus, compozitia
farmaceuticad poate fi sub forma de capsuld sau cartus (fabricat, de exemplu, din gelatind) cuprinzand un
compus al inventici, sau sarca acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic si o pulbere adecvata
pentru utilizare intr-un inhalator de pulbere. Bazele pulbere adecvate includ, de exemplu, lactoza sau
amidonul.

Formuliri topice

Pentru a trata afectiunile pielii, compusul din inventie, sau sarea acestuia acceptabilad din punct
de vedere farmaceutic, este de preferinti formulat pentru administrare topica pe piele. Compozitiile topice
cuprind vehicule fluide sau semi-solide care pot include, dar nu se limiteaza la, polimeri, agenti de
ingrosare, tampoane, neutralizatori, agenti de chelare, conservanti, agenti tensioactivi sau emulgatori,
antioxidanti, ceara sau uleiuri, emolienti, creme de protectie solard si un solvent sau un sistem de amestec
de solvent. Compozitiile topice utile in prezenta inventic pot fi ficute intr-o mare varietate de tipuri de
produse. Acestea includ, dar nu se limiteaza la, lotiuni, creme, geluri, bastoane, spray-uri, unguente,
paste, spume, spume si produse de curitare. Aceste tipuri de produse pot cuprinde mai multe tipuri de
sisteme purtitori incluzind, dar fira a se limita la particule, nanoparticule si lipozomi. Dacd se doreste,
pot fi addugati agenti de dezintegrare, cum ar fi polivinil pirolidona reticulatd, agar sau acid alginic sau o
sare a acestuia, cum ar fi alginatul de sodiu. Tehnici de formulare si administrare pot fi gisite in
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Ed. (Easton, Pa.: Mack Publishing Co., 1995),
Formularea poate fi selectatd pentru a maximiza livrarea la un loc tintd dorit in organism.

Lotiunile, care sunt preparate care urmeaza si fie aplicate pe picle sau pe suprafata parului fara
frecare, sunt in mod obisnuit preparate lichide sau semi-lichide in care sunt dispersate solide, ceruri sau
lichide fin divizate. Lotiunile vor contine in mod obisnuit agenti de suspendare pentru a produce dispersii
mai bune, precum si compusi utili pentru localizarea si mentinerea agentului activ in contact cu pielea sau
parul, de exemplu, metilceluloza, carboximetilceluloza de sodiu sau altele asemenea.

Cremele care contin agentul activ, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru livrare
conform prezentei dezvaluiri sunt emulsii lichide sau semisolide vascoase, fie ulei-in-apd, fie apa-in-ulei.
Bazele de cremi sunt lavabile cu apa si contin o fazd uleioasd, un emulgator si o fazd apoasd. Faza
uleioasa este in general compusa din petrolatum sau un alcool gras, cum ar fi alcoolul cetilic sau stearilic;
faza apoasd de obicei, desi nu neapirat, depiseste faza uleioasd in volum si, contine, in general, un
umectant. Emulgatorul dintr-o formulare de cremd, asa cum este explicat in Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, este in general un surfactant neionic, anionic, cationic sau amfoter. Componentele
formularilor de cremi pot include: baze uleioase, cum ar fi petrolatum, uleiuri minerale, uleiuri vegetale
si animale si trigliceride; baze de cremd, cum ar fi alcooli de lanolind, acid stearic si alcool cetostearilic; o
bazd de gel, cum ar fi alcoolul polivinilic; solventi, cum ar fi, propilen glicol si polietilen glicol;
emulgatori, cum ar fi polisorbati, stearati, cum ar fi stearat de gliceril, octilhidroxistearat, stearat de
polioxil, eteri stearil PEG, palmitat de izopropil si monostearat de sorbitan; stabilizatori, cum ar fi
polizaharide si sulfit de sodiu; emolienti (adicd substante hidratante), cum ar fi trigliceride cu lant mediu,
miristat de izopropil si dimeticond; agenti de rigidizare, cum ar fi alcoolul cetilic si alcoolul stearilic;
agenti antimicrobieni, cum ar fi metilparaben, propil paraben, fenoxietanol, acid sorbic, diazolidinil urce
si hidroxianisol butilat; intensificatori de penetrare, cum ar fi N-metilpirolidona, propilenglicol,
monolaurat de polietilenglicol, si asemanator; si agenti de chelare, cum ar fi edetat disodic.

Formuldrile de gel pot fi de asemenca utilizate in legiturd cu prezenta inventie. Dupd cum va fi
apreciat de cei care lucreazid in domeniul formuldrii topice de medicamente, gelurile sunt semisolide.
Gelurile monofazice contin macromolecule organice distribuite in mod substanfial uniform in lichidul
purtdtor, care este in mod obisnuit apos, dar poate fi si un solvent sau un amestec de solventi.

Unguentele, care sunt preparate semisolide, se bazeazd in mod obisnuit pe petrolatum sau alti
derivati ai petrolului. Dupd cum va fi apreciat de cétre un specialist in domeniu, baza de unguent specificd
care trebuie utilizatd este una care asigurd o administrare optima a agentului activ ales pentru o formulare
datd si, de preferintd, asigurd si alte caracteristici dorite, de exemplu, emolientd sau altele asemenea. Ca si
in cazul altor vehicule sau vehicule, o bazi de unguent trebuie s fie inertd, stabild, neiritantd si
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nesensibilizantd. Dupd cum se explicd in Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Ed. 19.
(Easton, Pa.: Mack Publishing Co., 1995), la paginile 1399-1404, bazele unguent pot fi grupate in patru
clase: baze oleaginoase; baze emulsionabile; baze emulsie; si baze solubile in apa. Bazele unguente
oleaginoase includ, de exemplu, uleiuri vegetale, griasimi obfinute de la animale si hidrocarburi
semisolide obfinute din petrol. Bazele de unguent emulsionabile, cunoscute si ca baze de unguent
absorbante, contin putind apd sau deloc si includ, de exemplu, hidroxistearin sulfat, lanolind anhidra si
petrolatum hidrofil. Bazele emulsiilor de unguent sunt fie emulsii apd-in-ulei (W/O), fie emulsii ulei-in-
apd (O/W) si includ, de exemplu, alcool cetilic, monostearat de gliceril, lanolini si acid stearic. Bazele de
unguent solubile in apa pot fi preparate din polictilen glicoli cu greutate moleculara diferitd; din nou, se
poate face referire la Remington: The Science and Practice of Pharmacy, supra, pentru mai multe
informatii. Materialele uleioase adecvate pentru utilizare in formuldrile de unguente includ vaselina
(petrolatum), ceara de albine, untul de cacao, untul de shea si alcoolul cetilic. Unguentele pot include, in
mod optional, in plus, amplificatori de penetrare, dacd se doreste.

Formuldrile utile ale inventiei includ, de asemenea, spray-uri. Spray-urile furnizeaza, in general,
agentul activ intr-o solutic apoasa si/sau alcoolica care poate fi pulverizata pe picle sau pir pentru livrare.
Astfel de spray-uri le includ pe cele formulate pentru a asigura concentratia solutiei de agent activ la locul
de administrare dupi livrare, de exemplu, solutia de pulverizare poate fi compusa in principal din alcool
sau alt lichid volatil asemandtor in carc medicamentul sau agentul activ poate fi dizolvat. La livrarea pe
picle sau par, purtdtorul se evapord, 1asand agentul activ concentrat 1a locul de administrare.

Compozitiile farmaceutice topice pot cuprinde, de asemenea, purtitori adecvati in fazi solida sau
gel. Exemple de astfel de purtitori includ, dar nu sunt limitate la acestea, carbonat de calciu, fosfat de
calciu, diferite zaharuri, amidonuri, derivati de celulozi, gelatind si polimeri cum ar fi polietilen glicoli.

Compozitiile farmaceutice topice pot cuprinde, de asemenea, un emulgator adecvat care se referd
la un agent care imbundtiteste sau facilitcazd amestecarea si suspendarea ulei-in-apd sau apa-in-ulei.
Agentul de emulsionare utilizat aici poate consta dintr-un singur agent de emulsionare sau poate fi un
surfactant neionic, anionic, cationic sau amfoter sau un amestec de doi sau mai multi astfel de agenti
activi de suprafatd; preferati pentru utilizare aici sunt emulgatorii neionici sau anionici. Asemenea agenti
activi de suprafatd sunt descrisi in ,,McCutcheon's Detergent and Emulsifiers,” North American Edition,
1980 Annual publicat de McCutcheon Division, MC Publishing Company, 175 Rock Road, Glen Rock,
NJ. 07452, SUA.

Pot fi utilizati alcooli cu greutate moleculard mare, cum ar fi alcoolul cetearilic, alcoolul cetilic,
alcoolul stearilic, ceara emulsionantd, monostearat de gliceril. Alte exemple sunt distearat de etilen glicol,
tristearat de sorbitan, monostearat de propilen glicol, monooleat de sorbitan, monostearat de sorbitan
(SPAN 60), monolaurat de dictilen glicol, monopalmitat de sorbitan, dioleat de zaharozi, stearat de
zaharozd (CRODESTA F- 160), polioxietilen lauril eter (BR1J 30), polioxietilen (2) stearil eter (BRIJ 72),
polioxietilen (21) stearil eter (BRIJ 721), monostearat de polioxietilen (Myrj 45), monostearat de
polioxietilen sorbitan (TWEEN 60), monooleat de polioxietilen sorbitan (TWEEN 80), monolaurat de
polioxietilen sorbitan (TWEEN 20) si oleat de sodiu. Colesterolul si derivatii de colesterol pot fi, de
asemenca, utilizati in emulsii utilizate extern.

Exemple de agenti de emulsionare neionici adecvati sunt descrise de Paul L. Lindner in
,Emulsions and Emulsion”, editat de Kenneth Lissant, publicat de Dekker, New York, N. Y., 1974
Exemple de emulgatori neionici care pot fi utilizati includ, dar sunt nu se limiteaza la produse BRIJ, cum
ar fi BRIJ 2 (un polioxietilen (2) stearil eter), BRIJ S20 (un polioxietilen (20) stearil eter), BRIJ 72 (un
polioxictilen (2) stearil eter avand un HLB de 4.9), BR1J 721 (un polioxietilen (21) stearilic eter avind un
HLB de 15.5), Brij 30 (un polioxictilen lauril eter avind un HLB de 9,7), Polawax (ceard emulsionant
avand un HLB de 8.0), Span 60 (monostearat de sorbitan avand un HLB de 9.7). ), Crodesta F-160
(stearat de zaharozd" avand un HLB de 14,5).

Compozitiile farmaceutice topice pot contine, de asemenea, emolienti adecvati. Emolientii sunt
materiale folosite pentru prevenirea sau ameliorarea usciciunii, precum si pentru protectia pielii sau a
parului. Emolientii utili includ, dar nu se limiteaza la, alcoolul cetilic, miristatul de izopropil, alcoolul
stearilic si aseminitor. O mare varietate de emolienti adecvati sunt cunoscuti si pot fi utilizati aici. Vezi,
de exemplu, Sagarin, Cosmetics, Science and Technology, Editia a II-a, Vol. 1, pp. 32-43 (1972), si
brevetul U.S. 4.919.934, al lui Deckner si colab., eliberat la 24 aprilie 1990, ambele fiind incorporate aici
ca referintd in intregime.

Compozitiile farmaceutice topice pot contine, de asemenca, antioxidanti adecvati, substante
cunoscute cd inhiba oxidarea. Antioxidantii adecvati pentru utilizare in conformitate cu prezenta inventie
includ, dar nu se limiteaza la, hidroxitoluen butilat, acid ascorbic, ascorbat de sodiu, ascorbat de calciu,
palmitat ascorbic, hidroxianisol butilat, 2,4,5-trihidroxibutirofenond, 4-hidroximetil- 2,6-di-tert-butil
fenol, acid eritorbic, guma guaiac, propil galat, acid tiodipropionic, dilauril tiodipropionat, tert-butil
hidrochinond si tocoferoli precum vitamina E, si asemindtor, inclusiv sirurile si esterii acceptabili
farmaceutic ai acestor compusi. De preferinti, antioxidantul este hidroxitoluen butilat, hidroxianisol
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butilat, galat de propil, acid ascorbic, sdruri sau esteri ai acestora acceptabili farmaceutic sau amestecuri
ale acestora. Cel mai preferabil, antioxidantul este hidroxitoluen butilat.

Compozitiile farmaceutice topice pot contine, de asemenea, conservanti adecvati. Conservantii
sunt compusi addugati la o formulare farmaceutici pentru a actiona ca un agent antimicrobian. Printre
conservantii cunoscufi in domeniu ca fiind eficienti si acceptabili in formuldrile parenterale sunt clorurd
de benzalconiu, benzetoniu, clorhexiding, fenol, m-crezol, alcool benzilic, metilparaben, propil paraben,
clorbutanol, o-crezol, p-crezol, clorocrezol, nitrat fenilmercuric. , timerosal, acid benzoic si diverse
amestecuri ale acestora. Vezi, de exemplu, Wallhausser, K.-H., Develop. Biol. Standard, 24:9-28 (1974)
(S. Krager, Basel).

Compozitiile farmaceutice topice pot cuprinde, de asemenea, agenti de chelare adecvati pentru a
forma complecsi cu cationi metalici care nu traverseazi un strat dublu lipidic. Exemple de agenti de
chelare adecvati includ acid etilen diamin tetraacetic (EDTA), acid etilen glicol-bis(beta-aminoetil eter)-
N,N,N',N'-tetraacetic (EGTA) si acid 8-amino-2-[(2)-amino-5-metilfenoxi)metil]-6-metoxichinolin-
N,N,N',N'-tetraacetic, sare tetrapotasicd (QUIN-2).Preferabil, agentii de chelare sunt EDTA si acid citric.

Compozitiile farmaceutice topice pot cuprinde, de asemenea, agenti de neutralizare adecvati
utilizati pentru a ajusta pH-ul formularii intr-un interval acceptabil farmaceutic. Exemple de agenti de
neutralizare includ, dar nu se limiteaza la, trolamina, trometamina, hidroxid de sodiu, acid clorhidric, acid
citric si acid acetic.

Compozitiile farmaceutice topice pot contine, de asemenea, agenti de crestere a vascozitatii
adecvati. Aceste componente sunt compusi difuzibili capabili sd creascd vascozitatea unei solutii care
confine polimer prin interactiunea agentului cu polimerul. Carbopol Ultrez 10 poate fi utilizat ca agent de
crestere a vascozitatii.

Formele lichide, cum ar fi lotiunile adecvate pentru administrare topicd, pot include un vehicul
apos sau necapos adecvat cu tampoane, agenti de suspendare si distribuire, agenti de ingrosare,
amplificatori de penetrare, si aseminator. Formele solide precum creme sau paste sau altele asemenea pot
include, de exemplu, oricare dintre urmitoarele ingrediente, apa, ulei, alcool sau grasime ca substrat cu
surfactant, polimeri precum polietilen glicol, agenti de ingrosare, solide si asemanitor. Formularile
lichide sau solide pot include tehnologii de livrare imbunititite, cum ar fi lipozomi, microzomi,
microbureti si asemanator. In plus, compusii pot fi eliberati utilizind un sistem cu eliberare sustinutd, cum
ar fi matrici semipermeabile de polimeri hidrofobi solizi care contin agentul terapeutic. Au fost stabilite
diverse materiale cu eliberare sustinuti si sunt bine cunoscute de specialistii in domeniu.

Atunci cand este formulat pentru aplicare topicd, compusul (I), sau sarca acestuia acceptabild din
punct de vedere farmaceutic, poate fi prezent intre 0,1 si 50% in greutate. In unele exemple de realizare,
compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, este prezent intre 0,1 si
25 % in greutate. In unele exemple de realizare, compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabild din punct
de vedere farmaceutic, este prezent intre 0,1 si 10 % in greutate. In unele exemple de realizare, compusul
(I), sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, este prezent intre 0,25 si 5 % in
greutate. In unele exemple de realizare, compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic, este prezent intre 0,25 si 2 % in greutate. In unele exemple de realizare, compusul (I),
sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, este prezent intre 0,25 si 1 % in greutate.
In uncle exemple de realizare, compusul (I), sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere
farmaceutic, este prezent intre 0,05 si 0,5% in greutate.

In unele exemple de realizare, compusul (I), sau sarea acestuia acceptabild din punct de vedere
farmaceutic, este prezent la aproximativ 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 09, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6,1,7,18,19,2,2,1,2,2,23,24,25,26,2,7,2,8,29,3,3,25,3,5,3,75,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5,
8,8.5,9, 9,5 sau 10 % in greutate.

In unele exemple de realizare, compozitia farmaceutici care cuprinde compusul (I), sau sarea
acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, mai cuprinde unul sau mai multi agenti terapeutici
suplimentari. In uncle exemple de realizare, unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari sunt utili
pentru a trata o boald autoimund a piclii. in unele exemple de realizare, unul sau mai multi agenti
terapeutici suplimentari sunt utili pentru a trata o boald inflamatoric a pielii. In unele exemple de
realizare, unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari sunt utili pentru tratarea dermatitei atopice. in
uncle exemple de realizare, unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari sunt utili pentru a trata
alopecia areata. Clasa specificd de compusi sau compusi specifici care pot fi combinati cu compusul (I)
intr-o compozitie farmaceuticd sunt exemplificate in paragrafele ulterioare.

Urmitoarcle exemple nelimitative ilustreazd compozitiile farmaceutice reprezentative ale
prezentei inventii.

Formd de dozare comprimat oral solid

Compusul (I) sau sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic este amestecat

uscat cu celulozd microcristalind, polivinil pirolidoni si croscarmeloza de sodiu intr-un raport de 4:5:1:1
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si comprimat in tablete pentru a oferi o doz3 unitard, de exemplu, 5 mg, 20 mg sau 40 mg agent activ per
comprimat.
Formad de dozare capsuld orald solidd

Compusul (I) sau sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic este combinat cu
celulozd microcristalind, polivinil pirolidond si crosscarmelozi de sodiu intr-un raport de 4:5:1:1 prin
granulare umed3 si incdrcat in capsule de gelatina sau hidroxipropil metilceluloza pentru a furniza o doza
unitard de, de exemplu, 5 mg, 20 mg sau 40 mg agent activ per capsula.
Formulare lichidd

O formulare lichida cuprinzind compusul (I) sau sare a acestuia acceptabila din punct de vedere
farmaceutic (0,1 %), apa (98,9 %) si acid ascorbic (1,0 %) se formeaza prin addugarea unui compus
conform inventiei, sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, la un amestec de apa
si acid ascorbic.
Formd de dozare orald acoperitd enteric

Compusul (I) sau sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic, este dizolvat intr-o
solutie apoasa care contine polivinil pirolidond si acoperit prin pulverizare pe microcristalind +celuloza
sau granule de zahar intr-un raport de 1:5 g/g agent activ: granule si apoi o crestere de aproximativ 5 % in
greutate a unei acoperiri enterice care cuprinde un copolimer acrilic, de exemplu o combinatic de
copolimeri acrilici disponibili sub denumirile comerciale Eudragit-L® si Eudragit-S®, sau succinat de
acetat de hidroxipropil metilcelulozd. Granulele acoperite enteric sunt incdrcate in capsule de gelatind sau
hidroxipropil metilceluloza pentru a furniza o unitate de dozare de, de exemplu, 30 mg de agent activ per
capsula.
Formd de dozare orald acoperitd enteric

O acoperire entericd care cuprinde o combinatie de Eudragit-L® si Eudragit-S® sau succinat de
acetat de hidroxipropil metilceluloza este aplicati pe o forma de dozare comprimat oral sau o formi de
dozare capsule orale descrisd mai sus.
Formulare de unguent pentru administrare topicd

Compusul (I) sau sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic este combinat cu
petrolatum, trigliceridd C8-C10, octilhidroxistearat si N-metilpirolidond intr-un raport pentru a furniza o
compozifie care confine 0,05 % pana la 5 % agent activ in greutate.
Formulare de unguent pentru administrare topicd

Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic este combinat cu
petrolatum, trigliceridd Cz-Cly, octilhidroxistearat, alcool benzilic si N-metilpirolidond intr-un raport
pentru a oferi o compozitie care contine 0,05 % pani la 5 % din agent activ in greutate.
Formulare de unguent pentru administrare topicd

Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic este combinat cu
petrolatum alb, propilen glicol, mono- si di-gliceride, parafind, hidroxitoluen butilat si edetat de calciu
disodic intr-un raport care sd asigure o compozitie care contine 0,05 % pand la 5 % agent activ in
greutate.
Formulare de unguent pentru administrare topicd

Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic este combinat cu
ulei mineral, parafind, carbonat de propilend, vaselina alba si ceard alba pentru a furniza o compozitie
care contine 0,05% pand la 5% agent activ in greutate.
Formulare cremd pentru administrare topicd

Uleiul mineral este combinat cu Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabila din punct de
vedere farmaceutic, propilen glicol, palmitat de izopropil, polisorbat 60, alcool cetilic, monostearat de
sorbitan, stearat de polioxil 40, acid sorbic, metilparaben si propil paraben pentru a forma o fazi uleioasa,
care este combinatd cu apd purificatd prin amestecare prin forfecare pentru a furniza o compozitie care
confine 0,05 % pana la 5 % agent activ in greutate.
Formulare cremd pentru administrare topicd

O formulare de crema cuprinzand Compusul (I) sau sare a acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic, alcool benzilic, alcool cetilic, acid citric anhidru, mono si di-gliceride, alcool oleilic,
propilen glicol, cetostearil sulfat de sodiu, hidroxid de sodiu, alcool stearilic, trigliceride si apa contin
0,05 % pand la 5 % agent activ in greutate.
Formulare cremd pentru administrare topicd

O formulare de cremi cuprinzand compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic, alcool cetostearilic, miristat de izopropil, propilenglicol, cetomacrogol 1000,
dimeticond 360, acid citric, citrat de sodiu si apd purificatd, cu imidureea, metilparabenul si propil
parabenul, ca conservanti, contin 0,05 % pana la 5 % agent activ in greutate.
Formulare cremd pentru administrare topicd

O formulare de cremi care cuprinde Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic, acid stearic, alcool cetostearilic, palmitat de izopropil, octilhidroxistearat, BRIJ S2
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(PEG 2 Stearil Eter), BRIJ S20 (PEG 20 Stearil Eter). ), N-Metilpirolidind, PEG si apa contine 0,05 %
pand la 5 % agent activ in greutate.
Formulare cremd pentru administrare topicd

O formulare de cremi care cuprinde Compusul (I) sau o sare a acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic, acid stearic, alcool cetostearilic, palmitat de izopropil, octilhidroxistearat, BRIJ S2
(PEG 2 Stearil Eter), BRIJ S20 (PEG 20 Stearil Eter). ), N-Metilpirolidind, PEG400 si apa contin 0,05 %
pand la 5 % agent activ in greutate.

Utilitate

Compusul (I) s-a dovedit a fi un inhibitor puternic al familiei de enzime JAK: JAKI, JAK2,
JAK3 si TYK2. Inhibarea familici de enzime JAK ar putea inhiba semnalizarea multor citokine
proinflamatorii cheie. Astfel, este de asteptat ca compusul (I) sd fie util in tratamentul bolilor inflamatorii
cum ar fi bolile inflamatorii gastrointestinale, bolile inflamatorii si pruriginoase ale pielii, bolile
inflamatorii oculare si bolile respiratorii inflamatorii.

Boala inflamatorie a pielii

Dermatita atopicd a fost asociat cu cresterea citokinelor proinflamatorii care se bazeaza pe calea
JAK-STAT, in special IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 si IFNy. Deoarece compusul (I) prezintd o inhibare
puternica la toate cele patru enzime JAK, este de asteptat si inhibe puternic citokinele proinflamatorii
caracteristice dermatitei atopice si altor boli inflamatorii ale pielii. Compusul (I) a aritat, de asemenea,
aici cd prezintd o valoare pICso de 7.8 pentru inhibarea TARC indusi de TSLP in testul 4. Compusul (I) a
prezentat o valoare pICsp de 8,5 pentru inhibarea fosforildrii STAT6 induse de IL-13 in testele celulare
descrise in Testul 2. Compusul (I) a prezentat, de asemenea, o valoare pICso de 8,3 pentru inhibarea
fosforilirii STAT6 induse de IL-13 in cheratinocite epidermice umane normale in Testul 13. In plus,
formuldrile model de cremd si unguent ale compusului (I) din Testul 6 au demonstrat semnificativ
expunere a compusului in straturile epidermei si dermei la miniporci fard expunere detectabild cu plasma.
Intr-un test farmacodinamic ex vivo folosind piclea umani proaspit excizati, s-a demonstrat ci compusul
(I) inhiba expresia genei CXCL10 si CCL2. Compusul (I) s-a aratat ci prezintd o bund permeabilitate intr-
un test pe piele umand. Compusul (I) a inhibat, de asemenea, productia de pSTAT3 indusi de IL-31 cu
80% intr-un model in vivo din Testul 9. In final, compusul (I) a prezentat un efect dependent de dozi intr-
un model de dermatitd de contact iritantd indusd de TPA la soareci in testul 10.

S-a demonstrat, de asemenea, c¢i compusul (I) prezintd o valoare pICso de 8,4 pentru inhibarea
fosforildrii STATS induse de IL-2 in testele celulare descrise in Testul 11, o valoare plCso de 7,2 pentru
inhibarea fosforilarii STAT4 induse de IL-12. In celulele T CD3+ umane din Testul 12, o valoare pICso
de 8,4 pentru inhibarea fosforilarii STAT3 induse de IL-22 in cheratinocite epidermice umane normale in
Testul 14. In cele din urmi, recuperarca compusului (I) pentru interleukina-22 (IL-22) a suprimat
Expresia filagrinei a fost observata la o concentratie < 1 pM. IL-12, IL-22 si IL-23 sunt citokine implicate
in psoriazis (Baliwag si colab., Cytokine, 2015, 73(2), 342-350 2015). Aceste citokine semnalizeaz prin
enzimele JAK?2 si Tyk2 (Ishizaki si colab., J. Immunol., 2011, 187, 181-189). Terapiile cu anticorpi care
vizeaz3 aceste citokine au demonstrat utilitatea clinica in psoriazis (Schadler si colab., Disease-a-Month,
2018, 1-40). Un inhibitor topic de JAK care poate bloca aceste citokine ar fi de asteptat sa fie eficient in
aceasta boala. Deoarece aceste citokine semnalizeaza prin Tyk2 si JAK?2, este de asteptat ca compusul (1)
sa aibd activitate in aceasta boala.

Este de asteptat ca nivelurile dermice sustinute ale inhibitorilor JAK in absenta unor niveluri
sistemice semnificative sa aiba ca rezultat o activitate antiinflamatoare si antipruriginicd locald puternica
in piele, fard efecte adverse determinate de sistem. Se asteapta ca astfel de compusi s fie benefici intr-un
numdr de afectiuni inflamatorii sau pruriginoase dermice care includ, dar nu se limiteaza la, dermatitd
atopica, vitiligo, limfom cutanat cu celule T si subtipuri (sindromul Sezary, micoza fungoide, reticuloza
pagetoida, picle moale granulomatoasd, limfomatoid papulozd, pitiriazis lichenoid cronic, pitiriazis
lichenoid si varioliformis acuta, limfom cutanat CD30+ cu celule T, limfom cutanat secundar CD30+ cu
celule mari, fungoide non-micozd CD30- limfom cutanat cu celule T mari, limfom T pleomorf, limfom
Lennert, limfom subcutanat cu cellule T, limfom angiocentric, limfom blastic cu celule NK), prurigo
nodularis, lichen plan, dermatitd de contact, eczema dishidroticd, eczemd, dermatitd numulard, dermatitd
seboreicd, dermatitd de stazi, amiloidoza cutanatd primard localizatd, manifestiri cutanate ale bolii grefa
versus gazda, pemidozei. boala gazdei, pemfigoid, lupus discoid, granulom inelar, lichen simplex cronic,
prurit, prurit vulvar/scrotal/perianal, lichen scleros, mancirime post nevralgie herpetica, lichen planopilar,
psoriazis si foliculitd decalvana. In particular, dermatita atopicd (Bao si colab., JAK-STAT, 2013, 2,
€24137), alopecia areata (Xing si colab., Nat Med. 2014, 20, 1043-1049) care include subtipuri precum
alopecia areata monolocularis, alopecia areata multilocularis, ophiasis, alopecia areata universalis,
alopecia areata totalis si alopecia areata barbae, vitiligo (Craiglow si colab., JAMA Dermatol. 2015, 151,
1110-1112), limfom cutanat cu celule T (Netchiporouk si colab., Cell2014 Cycle. 13, 3331-3335), prurigo
nodularis (Sonkoly si colab., J Allergy Clin Immunol. 2006, 117, 411-417), lichen plan (Welz-Kubiak si
colab., J ImmunolRes. 2015, ID:8547), amiloidoza cutanatd primara localizatd (Tanaka si colab., Br J
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Dermatol. 2009, 161, 1217-1224), pemfigoid bulos (Feliciani si colab., Int JImmunopathol Pharmacol.
1999, 12, 55-61) si manifestiri dermice ale bolii grefd versus gazdd (Okiyama si colab., J Invest
Dermatol. 2014, 134, 992-1000) sunt caracterizate prin cresterea anumitor citokine care semnaleaza prin
activarea JAK. In consecinti, compusul (I) poate fi capabil si atenueze inflamatia dermica asociatd sau
pruritul determinat de aceste citokine. In particular, compusul (I). sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, este de asteptat s fie util pentru tratamentul dermatitei atopice si a altor boli inflamatorii ale
pielii.

Asa cum este ilustrat in Tabelul 13, s-a aratat cd compusul (I) are clearance mare in microzomii
umani. Ca atare, are avantajul de a fi eliminat rapid, ceea ce minimizeazd expunerea sistemica si reduce
riscul de efecte adverse.

Asa cum este ilustrat in Tabelul 13, compusul (I) posedad de asemenea o permeabilitate ridicata,
care este beneficd pentru indicatiile pielii, deoarece pare a fi conectat cu 0 mai bund penetrare in picle.

Prin urmare, in unele exemple de realizare, inventia furnizeazi un compus cu formula (I) pentru
utilizare in tratarea unei boli inflamatorii sau autoimune a piclii la un mamifer (de exemplu, un om),
cuprinzand aplicarea unei compozifii farmaceutice care cuprinde compusul (I) sau un sare acceptabild
farmaceutic a acestuia si un purtitor farmaceutic pentru pielea mamiferului.

In unele exemple de realizare, boala inflamatoric a pielii este dermatita atopici. in unele
exemple de realizare, dermatita atopici este usoard pani la moderatd. In unele exemple de realizare,
dermatita atopica este moderata pand la severa.

In uncle exemple de realizare, boala autoimuni a pielii este alopecia areata.

Compusul (I), sau o sarc acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi de asemenea utilizat in
combinatic cu unul sau mai multi compusi utili pentru tratarca bolilor inflamatorii ale pielii. In unele
exemple de realizare, unul sau mai multi compusi sunt un steroid, corticosteroid, antibiotic, antagonist al
receptorului histamind HI, inhibitor al calcineurinei, antagonist IL-13, inhibitor PDE4, antagonist al
receptorului 44 cuplat cu proteina G, antagonist IL-4, antagonistul receptorului al 5-HT 1a, antagonist al
receptorului 5-HT 2b, agonist al receptorului alfa 2, antagonist al receptorului canabinoid CBI,
antagonistul receptorului canabinoid CB1, chemokind CCR3, antagonist, inhibitor al colagenazei,
inhibitor al fosfolipazei citosolice A2, , inhibitor al ligandului eotaxina, inhibitor al factorului de
transcriptie GATA 3, antagonist receptorului Histamina H4, antagonist IL-10, antagonist IL-12,
antagonist IL-17, antagonist IL-2, antagonist IL-23, modulator al receptorului IL-4, antagonist IL-15,
antagonist IL-6, antagonist I1L-8, antagonist IL-9, antagonist IL-5, antagonist al imunoglobulinei E,
modulator al imunoglobulinei E, inhibitor al receptorului eotaxind ligandistamind, inhibitor al factorului
HATA 3 al transcriptieci HATA 3 antagonist IL-10, antagonist IL.-12, antagonist IL-17, antagonist IL-2,
antagonist IL-23, modulator al receptorului IL-4, antagonist IL-15, antagonist IL-6, antagonist IL-§,
antagonist IL-9 , antagonist IL-5, antagonist al imunoglobulinei E, modulator al imunoglobulinei E,
antagonist al receptorului interferon gama, ligand interferon gama, inhibitor al ligandului interleukinei 33,
antagonist al receptorului interleukinei-31, antagonist al leucotrienelor, agonist al receptorului hepatic X,
receptor beta agonist al receptorului hepatic X, inhibitor al factorului nuclear kapa B, antagonist al
receptorului OX-40, antagonist PGD2, inhibitor al fosfolipazei A2, stimulator al inozitol fosfatazei 1 in
domeniul SH2, inhibitor al ligandului limfoproteinei stromale timice, modulator TLR, modulator al
ligandului alfa TNF, stimulator al genei TLRO, stimulator citotoxic al proteinei limfocitelor T-4, agonist
al receptorului opioid kappa, inhibitor al galectin-3, inhibitor al histon deacetilaza-1, inhibitor al histon
deacetilazi-2, inhibitor al histon deacetilazi-3, inhibitor al histon deacetilaza-6, inhibitor al histon
deacetilazi, agonist glucocorticoid, inhibitor al tirozin kinazei Syk, antagonist al receptorului TrkA,
antagonist al integrinei alfa-4/beta-1, antagonist al receptorului interleukina 1,inhibitor al enzimei de
conversie a interleukinei-1, antagonist al receptorului interleukina-31, inhibitor al genei KCNA din
canalului de potasiu 3, inhibitor al genei PDE4B, Inhibitor al kalicreinei 2, agonist al receptorului-1 al
sfingozin-1-fosfat, stimulator al proteinei epiteliului pigmentar retinian, inhibitor al glicoproteinei CD28
de suprafata a celulelor T, antagonist beta TGF sau antagonist VR1 vaniloid.

In unele exemple de realizare, compusul (I) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia este
administrat in combinatie cu betametazond, acid fucidic, GR-MD-02, dupilumab, acetat de rosiptor, AS-
101, ciclosporind, IMD-0354, secukinumab, Actimmune, lebrikizumab, CMP-001, mepolizumab,
pegcantratinib, tezepelumab, MM-36, crisaborol, ALX-101, bertilimumab, FB-825, AX-1602, BNZ-1,
abatacept, tacrolimus, ANB-020, JTE-052, ZPL-389, ustekinumab, GBR-830, GSK-3772847, ASN-002,
remetinostat, apremilast, timapiprant, MOR-106, asivatrep, nemolizumab, fevipiprant, doxiciclina,
MDPK-67b, desloratadine, tralokinumab, fexofenadina, pimecrolimus, bepotastina, nalfurafina, VTP-
38543, Q-301, ligelizumab, RVT-201, DMT-210, KPI-150, AKP-11, E-6005, AMG-0101, AVX-001,
PG-102, ZPL-521, MEDI-9314, AM-1030, WOL-071007, MT-0814, valerat de betametazona, SB-011,
epinastina, tacrolimus, tranilast, sau viromed, sau orice combinatic a acestora.

In unele exemple de realizare, compusul (I) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia este
administrat in combinatic cu un steroid, un antibiotic si un hidratant (Lakhani si colab., Pediatric



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3672965 T2 2022.12.31
17

Dermatology, 2017, 34, 3, 322-325). In unele exemple de realizari, unul sau mai nulti compusi sunt un
antibiotic gram pozitiv, cum ar fi mupirocina sau acidul fusidic.

Compusul (I), sau o sarc a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, poate fi, de
asemenea, utilizat in combinatie cu antibiotice gram pozitive, cum ar fi mupirocina si acidul fusidic,
pentru a trata bolile inflamatorii ale pielii. Intr-un aspect, prin urmare, inventia furnizeazi o metodi de
tratare a unei boli inflamatorii de piele la un mamifer, metoda cuprinzind aplicarea unui compus conform
inventiei, sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, si a unui antibiotic gram
pozitiv pe piclea mamiferului. Intr-un alt aspect, inventia furnizeazi o compozitic farmaceutici care
cuprinde un compus al inventiei, sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, un
antibiotic gram pozitiv si un purtitor acceptabil farmaceutic.

Intr-un alt aspect, asadar, inventia furnizeazi combinatic terapeutici pentru utilizare in
tratamentul afectiunilor inflamatorii ale pielii, combinatia cuprinzind compusul (I) sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia si unul sau mai mulfi alti agenti terapeutici utili pentru tratarea tulburdrilor
inflamatiei pielii. Agentii secundari, atunci cand sunt inclusi, sunt prezenti intr-o cantitate eficientd din
punct de vedere terapeutic, adicd in orice cantitate care produce un efect benefic din punct de vedere
terapeutic atunci cind este administrat concomitent cu compusul (I), sau sarca acestuia acceptabild din
punct de vedere farmaceutic.

Prin urmare, este furnizatd, de asemenea, o compozitie farmaceuticd care cuprinde compusul (I)
sau o sarc farmaceuticd a acestuia si unul sau mai multi alti agenti terapeutici utili pentru tratarca
tulburdrilor inflamatorii ale pielii.

In plus, intr-un aspect al metodei, inventia furnizeazi un compus cu formula (I) pentru utilizare
in tratarea afectiunilor inflamatorii ale pielii, utilizarea cuprinzind administrarea la mamifer a
Compusului (I) sau a unei sdri acceptabile farmaceutic a acestuia, si a unuia sau a mai multor alfi agenti
terapeutici utili pentru tratarea afectiunilor inflamatorii ale pielii.

Boali inflamatorie gastrointestinala

Datoritd inhibdrii familiei de enzime JAK, este de asteptat ca compusul (I) s fie util pentru o
varietate de indicatii inflamatorii gastrointestinale care includ, dar nu se limiteazd la, colita ulceroasa
(proctosigmoidita, pancolitd, proctitd ulcerativa, colita lateral stangd), boala Crohn, colita colagend, colita
limfocitard, boala Behcet, boala celiacd, colita indusd de inhibitori ai punctelor de control imun, ileita,
esofagitd eozinofild, colita legatd de boala grefa versus gazda si colita infectioasd. Colita ulcerativd
(Reimund si colab., J Clin Immunology, 1996, 16, 144-150), boala Crohn (Woywodt si colab., Eur J
Gastroenterology Hepatology, 1999, 11, 267-276), colita colagenoasd (Kumawat si colab. , Mol
Immunology, 2013, 55, 355-364), colita limfocitard (Kumawat si colab., 2013), esofagita eozinofild
(Weinbrand-Goichberg si colab., Immunol Res, 2013, 56, 249-260), colita asociatd bolii grefd versus
gazdd (Coghill si colab., Blood, 2001, 117, 3268-3276), colita infectioasd (Stallmach si colab., Int J
Colorectal Dis, 2004, 19, 308-315), boala Behcet (Zhou si colab., Autoimmun Rev, 2012, 11, 699-704),
boala celiaca (de Nitto si colab., World J Gastroenterol, 2009, 15, 4609-4614), colitd indusa de inhibitor
al punctului de control imun (de exemplu, colitd indusd de inhibitor CTLA-4); (Yano si colab., J
Translation Med, 2014, 12, 191), colita indusa de inhibitori PD-1 sau PD-L1) si ileita (Yamamoto si
colab., Dig Liver Dis, 2008, 40, 253-259) sunt caracterizate prin cresterea anumitor niveluri de citokine
proinflamatorii. Deoarece multe citokine proinflamatorii semnaleazd prin activarea JAK, compusii
descrisi in aceasta cerere pot fi capabili sa atenueze inflamatia si sa ofere ameliorarea simptomelor.

Prin urmare, in uncle exemple de realizare, dezviluirea furnizeazd un compus cu formula (I)
pentru utilizare in tratarea unei boli inflamatorii gastrointestinale la un mamifer (de exemplu, un om),
cuprinzand administrarea la mamifer a unei compozitii farmaceutice care cuprinde un purtitor acceptabil
farmaceutic si un compus (I) sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic.

In unele exemple de realizare, dezviluirea furnizeazi un compus cu formula (I) pentru utilizare
in tratarea unei boli inflamatorii gastrointestinale la un mamifer (de exemplu, un om), cuprinzand
administrarea compusului (I) la mamifer sau o sare a acestuia acceptabila farmaceutic.

Inventia furnizeaza in plus un compus cu formula (I) pentru utilizare in tratarea colitei ulceroase
la un mamifer, metoda cuprinzand administrarea la mamifer a unui compus conform inventiei, sau sarca
acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, sau o compozitic farmaceutici care cuprinde un
purtitor acceptabil farmaceutic si un compus al inventiei, sau sarea acestuia acceptabild din punct de
vedere farmaceutic.

Cand este utilizat pentru a trata colita ulceroasd, compusul conform inventiei va fi administrat in
mod tipic oral intr-o singurd doza zilnica sau in doze multiple zilnice, desi pot fi utilizate alte forme de
administrare. Cantitatea de agent activ administrati per doz3 sau cantitatea totald administratd pe zi va fi
determinatd in mod obisnuit de catre un medic, in lumina circumstantelor relevante, inclusiv a afectiunii
care trebuie tratatd, calea de administrare aleasd, compusul administrat efectiv si activitatea relativd a
acestuia, varsta, greutatea si raspunsul individual al pacientului, severitatea simptomelor pacientului si
asemandtor.
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Se asteaptd ca dozele adecvate pentru tratarea colitei ulcerative si a altor afectiuni inflamatorii
gastrointestinale si varieze de la aproximativ 1 la aproximativ 400 mg/zi de agent activ, inclusiv de la
aproximativ 5 la aproximativ 300 mg/zi si de la aproximativ 20 la aproximativ 70 mg per zi de agent activ
pentru un om mediu de 70 kg.

Compusul (1), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic, poate fi, de
asemenea, utilizat in combinatie cu unul sau mai multi agenti care actioneazi prin acelasi mecanism sau
prin mecanisme diferite pentru a efectua tratamentul tulburdrilor inflamatorii gastrointestinale. Clasele
utile de agenfi pentru terapia combinatd includ, dar nu se limiteazd la, aminosalicilati, steroizi,
imunosupresoare sistemice, anticorpi anti-TNFa, anticorpi anti-VLA-4, anticorpi anti-integrind o4p7,
agenti antibacterieni si medicamente anti-diareice.

Aminosalicilatii care pot fi utilizati in combinatic cu compusul (I) includ, dar nu sunt limitati la,
mesalamind, osalazind si sulfasalazinid. Exemplele de steroizi includ, dar nu se limiteazi la, prednison,
prednisolon, hidrocortizon, budesonid, beclometazond si fluticazoni. Imunosupresoarele sistemice utile
pentru tratamentul tulburdrilor inflamatorii includ, dar nu se limiteazd la, ciclosporind, azatioprin,
metotrexat, 6-mercaptopurind si tacrolimus. Mai mult, anticorpii anti-TNFa, care includ, dar nu se
limiteaza la, infliximab, adalimumab, golimumab si certolizumab, pot fi utilizati in terapia combinata.
Compusii utili care actioneaza prin alte mecanisme includ anticorpi anti-VLA-4, cum ar fi natalizumab,
anticorpi anti-integrind o4p7, cum ar fi vedolizumab, agenti anti-bacterieni, cum ar fi rifaximina si
medicamente anti-diareice, cum ar fi loperamida. (Mozaffari et al. Expert Opin. Biol. Ther.2014, 14, 583-
600; Danese, Gut, 2012, 61, 918-932; Lam si colab., Immunotherapy, 2014, 6, 963-971).

Intr-un alt aspect, asadar, inventia furnizeazi o combinatic terapeutici pentru utilizare in
tratamentul afectiunilor inflamatorii gastrointestinale, combinatia cuprinzind un compus al inventiei, sau
0 sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic si unul sau mai multi alfii agenti terapeutici
utili pentru tratarea tulburdrilor inflamatorii gastrointestinale. De exemplu, inventia furnizeazd o
combinafie cuprinzind un compus al inventiei, sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere
farmaceutic, si unul sau mai multi agenti selectafi dintre aminosalicilati, steroizi, imunosupresoare
sistemice, anticorpi anti-TNFa, anticorpi anti-VLA-4, anticorpi anti-integrind o437, agenti antibacterieni
si medicamente anti-diareice. Agentul/Agentii secundari, atunci cand este/sunt inclusi, sunt prezenti intr-o
cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic, adicd in orice cantitate care produce un efect benefic din
punct de vedere terapeutic atunci cind este co-administrat cu un compus al inventiei, sau sarea acestuia
acceptabild din punct de vedere farmaceutic.

De asemenea, este furnizatd, prin urmare, o compozitie farmaceutica cuprinzand compusul (I),
sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic si unul sau mai multi alti agenti
terapeutici utili pentru tratarea tulburdrilor inflamatorii gastrointestinale.

Afectiuni respiratorii

Citokine care semnalizeaza prin calea JAK-STAT, in special IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-11, IL-13, IL-23 , IL-31, IL-27, limfopoietina stromald timicd (TSLP), interferon-y (IFNy) si factorul
de stimulare a coloniilor granulocite-macrofage (GM-CSF) au fost implicate in inflamatia astmului si in
alte boli respiratorii inflamatorii. Asa cum s-a descris mai sus, s-a demonstrat cd Compusul (I) este un
inhibitor puternic al kinazelor JAK si a demonstrat o inhibare puternica a citokinelor proinflamatorii IL-
13 in testele celulare.

Activitatea antiinflamatoare a inhibitorilor JAK a fost puternic demonstratd in modelele
preclinice de astm bronsic (Malaviya si colab., Int Immunopharmacol, 2010, 10, 829,-836;, Matsunaga si
colab., Biochem si Biophys Res Commun, 2011). , 404, 261-267; Kudlacz si colab., Eur J Pharmacol,
2008, 582, 154-161)) In consecintd, compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabild farmaceutic, poate fi
utild pentru tratamentul tulburdrilor respiratorii inflamatorii precum astmul. Inflamafia si fibroza
pldmanului sunt caracteristice altor boli respiratorii, in plus fatd de astm, cum ar fi boala pulmonard
obstructivd cronicd (BPOC), fibroza chisticd (FC), pneumonia, bolile pulmonare interstitiale (inclusiv
fibroza pulmonari idiopaticd), leziunca pulmonard acutd, leziunea respiratoric acutd, sindrom de detresa
respiratoiey acutd, bronsitd, emfizem si bronsiolitd obliterantd. Compusul (I), sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, prin urmare, poate fi util pentru tratamentul bolii pulmonare obstructive cronice,
fibrozei chistice, pneumoniei, bolilor pulmonare interstifiale (inclusiv fibroza pulmonard idiopaticd),
leziunii pulmonare acute, sindromului de detresd respiratorie acutd, bronsitei, emfizemului, bronsiolitei
obliterante, disfunctiei cronice de alogrefd pulmonard (CLAD), respingerii transplantului pulmonar si
sarcoidozei.

Intr-un aspect, prin urmare, dezviluirea furnizeazi o metodi de tratare a unei boli respiratorii la
un mamifer (de exemplu, un om) cuprinzand administrarea la mamifer de compus (I), sau sarca acestuia
acceptabild din punct de vedere farmaceutic.

Intr-un aspect, boala respiratorie este astmul, boala pulmonari obstructivi cronici, fibroza
chisticd, pneumonita, boala pulmonard obstructivd cronicd (BPOC), fibroza chistici (FC), pneumonita,
bolile pulmonare interstitiale (inclusiv fibroza pulmonard idiopaticd), leziune pulmonard acutd, sindrom
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de detresd respiratorie acutd, bronsiti, emfizem, bronsiolitd obliterantd, rinitd alergicd sau sarcoidoza.
Intr-un alt aspect, boala respiratorie este astmul sau boala pulmonari obstructivi cronici.

Intr-un alt aspect, boala respiratoric este o infectic pulmonari, o infectic helmintica,
hipertensiune arteriald pulmonard, sarcoidozd, limfangioleiomiomatoza, bronsiectazie sau o boald
pulmonari infiltrativa. In inca un alt aspect, boala respiratorie este pneumonita indusi de medicamente,
pneumonia indusd fungic, aspergiloza bronhopulmonard alergicd, pnecumonia de hipersensibilitate,
granulomatoza cozinofild cu poliangeitd, pneumonia eozinofild acutd idiopaticd, pneumonia cozinofild
cronicd idiopatica, sindromul hipereozinofilic, sindromul Léffler, bronsiolitd obliterantd cu pneumonie
organizatoare sau pneumonitd indusi de un inhibitor imun al punctului de control.

Inventia furnizeazd in plus un compus cu formula (I) pentru utilizare in tratareca unei boli
respiratorii, metoda cuprinzand administrarea la mamifer a unei compozitii farmaceutice cuprinzand
compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic si un purtitor acceptabil
farmaceutic.

Compusul (I), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi, de asemenea, utilizat in
combinatie cu unul sau mai multi compusi utili pentru bolile respiratorii.

Boli oculare

Multe boli oculare au fost asociate cu cresteri ale citokinelor proinflamatorii care se bazeaza pe
calea JAK-STAT.

Prin urmare, compusul (I) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia poate fi util pentru
tratamentul unui numér de boli oculare care includ, dar nu se limiteaza la, uveitd, retinopatie diabetica,
edem macular diabetic, boala ochiului uscat, degenerescenta maculara legata de varsta si
keratoconjunctivita atopica.

In particular, uveitd (Horai si Caspi, J Interferon Cytokine Res, 2011, 31, 733-744), retinopatie
diabetici (Abcouwer, J Clin Cell Immunol, 2013, Suppl 1, 1-12), edem macular diabetic ( Sohn si colab.,
American Journal of Opthamology, 2011, 152, 686-694), boala ochiului uscat (Stevenson si colab., Arch
Ophthalmol, 2012, 130, 90-100), ocluzia venei retiniene (Shchuko si colab., Indian Journal of
Ophthalmology, 2015, 63(12), 905-911) si degenerescenfa maculard legatd de varstd (Knickelbein si
colab., Int Ophthalmol Clin, 2015, 55(3), 63-78) sunt caracterizate prin cresterea anumitor citokine
proinflamatorii care sunt semnalizate prin calea JAK-STAT. In consecintd, compusul (I), sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi capabil si atenueze inflamatia oculara asociati si sd inverseze
progresia bolii sau sd ofere ameliorarea simptomelor.

Intr-un aspect, prin urmare, inventia furnizeaza un compus cu formula (I) pentru utilizare in
tratarea unei boli oculare 1la un mamifer cuprinzind administrarea compusului (I), sau o sare a acestuia
acceptabild din punct de vedere farmaceutic sau a unei compozitii farmaceutice care cuprinde compusul
(), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic si un purtitor farmaceutic la ochiul
mamiferului. Intr-un aspect, boala oculard este uveita, retinopatia diabeticd, edemul macular diabetic,
boala ochiului uscat, degenerescenta maculard legatd de varstd, sau keratoconjunctivita atopica. Intr-un
aspect, metoda cuprinde administrarea compusului (I) sau a unei sdri acceptabile farmaceutic a acestuia
prin injectare intravitreala.

Compusul (I), sau o sarc a acestuia acceptabild farmaceutic, poate fi de asemenea utilizat in
combinatie cu unul sau mai multi compusi utili pentru bolile oculare.

Alte boli

Compusul (I), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi, de asemenea, util pentru
tratarea altor boli, cum ar fi alte boli inflamatorii, boli autoimune sau cancere.

Compusul (I), sau o sarc acceptabild farmaccutic a acestuia, poate fi util pentru tratarea
cavititilor bucale, a mucozitei bucale si a stomatitei aftoase recurente.

Compusul (1), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, poate fi util pentru a trata una sau
mai multe dintre artrita, artrita reumatoidd, artrita reumatoidd juvenild, respingerea transplantului,
xeroftalmia, artrita psoriazica, diabetul, diabetul dependent de insulind, boala neuronului motor,
sindrom mielodisplazic, durere, sarcopenie, casexie, soc septic, lupus eritematos sistemic, leucemie,
leucemic limfocitard cronicd, leucemic mielocitard cronicd, leucemic limfoblastici acutd, leucemie
miclogend acutd, spondiliti anchilozantd, mielofibroza, limfom cu celule B, carcinoma hepatocelular,
boala Hodgkins, cancer de san, miclom multiplu, melanom, limfom non-Hodgkin, cancer de pldman cu
celule non-mici, carcinom ovarian cu celule clare, tumord ovariani, tumorad pancreasului, policitemic
vera, sindrom Sjoegrens, sarcom de fesut moale, sarcom, splenomegalie, limfom cu celule T si talasemie
majora.

Dezviluirea furnizeazi o astfel de metoda de tratare a acestor boli la un mamifer care cuprinde
administrarea compusului (I), sau o sare a acestuia acceptabild din punct de vedere farmaceutic sau o
compozifie farmaceutica care cuprinde compusul (I), sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere
farmaceutic si un purtitor acceptabil farmaceutic 1a mamifer.
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In paragrafele anterioare, atunci cind sunt utilizati in terapia combinatd, agentii pot fi formulati
intr-o singurd compozitie farmaceuticd, asa cum s-a dezvaluit mai sus, sau agentii pot fi furnizati in
compozifii separate care sunt administrate simultan sau la momente separate, in timp prin aceiasi sau prin
diferite cdi de administrare. Cand sunt administrati separat, agentii sunt administrati suficient de aproape
in timp pentru a asigura efectul terapeutic dorit. Astfel de compozitii pot fi ambalate separat sau pot fi
ambalate impreund ca un kit. Cei doi sau mai multi agenti terapeutici din kit pot fi administrati pe aceeasi
cale de administrare sau pe cdi diferite de administrare.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple sintetice si biologice sunt oferite pentru a ilustra inventia si nu trebuie
interpretate in niciun fel ca limitind domeniul de aplicare al inventiei. In exemplele de mai jos,
urmitoarele abrevieri au urmdtoarele semnificafii, dacd nu se indicd altfel. Abrevierile care nu sunt
definite mai jos au semnificatiile lor general acceptate.

ACN = acetonitril

Bn = benzil

Boc = tert-Butil oxicarbonil

d = zi(zile)

DIPEA= N,N-diizopropil etilamina
DMF = N,N-dimetilformamida
DMSO= dimetil sulfoxid

EtOAc = acetat de etil

EtOH= alcool etilic

h = ori(ore)

HATU-= hexafluorofosfat de N,N,N',N'-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uroniu
IPA = alcool izopropilic

MeOH = metanol

min = minut(minute)

NMP = N-metilpirolidona

RT = temperatura camerei

TEA = trietilamina

THF = tetrahidrofuran

TFA = acid trifluoroacetic

Reactivii si solventii au fost achizitionati de la furnizori comerciali (Aldrich, Fluka, Sigma etc.)
si utilizafi fard purificare suplimentard. Progresul amestecurilor de reactie a fost monitorizat prin
cromatografie in strat subfire (TLC), cromatografie lichida analiticd de inaltd performantd (anal. HPLC)
si/sau spectrometric de masid. Amestecuri de reactic au fost prelucrate asa cum este descris in mod
specific in fiecare reactie; in mod obisnuit, acestea au fost purificate prin extractie si alte metode de
purificare, cum ar fi cristalizarea si precipitarea dependentd de temperaturd si solvent. In plus,
amestecurile de reactie au fost purificate in mod obisnuit prin cromatografie pe coloand sau prin HPLC
preparativd, utilizind in mod obisnuit coloane C18 sau BDS impachetate si cluanti conventionali.
Conditiile HPLC preparative tipice sunt descrise mai jos.

Caracterizarea produsilor de reactie a fost efectuatd in mod obisnuit prin spectrometriec de masa
si 'H-RMN. Pentru analiza RMN, probele au fost dizolvate in solvent deuterat (cum ar fi CD;0D, CDCl;,
sau de-DMSO), si spectrele 'H-RMN au fost obtinute cu un instrument Varian Gemini 2000 (400 MHz)
in conditii standard de observare. Identificarea spectrometrici de masd a compusilor a fost efectuati
printr-o metoda de ionizare prin electrospray (ESMS) cu un instrument Applied Biosystems (Foster City,
CA) model API 150 EX sau un instrument Waters (Milford, MA) 3100, cuplat la sisteme de

autopurificare.

Daci nu se indici altfel, s-au folosit urmitoarele conditii pentru purificiri HPLC preparativa.
Coloani: §C18, 5um21.2 x 150 mm sau C18, 5 pm 21 x 250 mm sau
C145um21><150mm ........................................................................................
Temperatmac()loanelTemperamracamerel ........................................................................................
:Vikteza de curgere %20,0 mL/min
'Faza mobili: A= api + 0,05 % TFA
' B = ACN + 0,05 % TFA,

Volumulln_]ect]el ......................................... (1()()1500HL) ..........................................................................................................

Lungimea de unda a detectorului:
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Compusii bruti au fost dizolvati in apd:acid acetic 1:1 la aproximativ 50 mg/mL. A fost efectuata
o rulare de testare la scard analiticd de 4 minute utilizind o coloand C18 de 2,1 x 50 mm urmati de o
rulare la scard preparativd de 15 sau 20 de minute folosind injectie de 100 pL cu gradient bazat pe retentia
% B a testului la scard analitica. Gradientii exacti au fost dependenti de esantion. Probele cu impurititi cu
timpi de eluare apropiati au fost verificate cu o coloani C18 de 21 x 250 mm si/sau o coloand C14 de 21
x 150 mm pentru o separare optima. Fractiile care contin produsul dorit au fost identificate prin analizi
spectrometrica de masi.
Conditiile analizei HPL.C

Metoda A

EColoané: %LUNA C18 (2), 150 x 4.60 mm, 3 um

Temperatura coloanei: 37 °C

Vltezadecurgere ..................................... 1,()mL/mm ..........................................................................................................................
VOlumulmJeCtlm ..................................... 5uL
EPrepararea probei: Dizolvat in 1:1 ACN:apa

Faza mobil: A = Apa:ACN:TFA (98:2:0.05)

B = Apa:ACN:TFA (2:98:0.05)

Lunglmeadeundaadetectomlul ...... 25()nm

R R R R R RERRRRRENES

Gradient: 32 min total (timp (min)/ % B): 0/2, 10/20, 24/90, 29/90, 30/2, 32/2
Metoda B

gColoané: {LUNA C18 (2), 150 x 4,60 mm, 3 pm ‘
Temperatura coloanei: 37 °C :
EViteza de curgere: 1,0 mL/min

Volumul injectiei: 10 pL

Prepararea probei: Dizolvat in 1:1 ACN:apa ‘
‘Faza mobili: |A = Api:ACN:TFA (98:2:0,05) :

B = Apa: ACN:TFA (10:90:0,05)

ELungimea de unda a detectorului: {254 nm

éGradient: 35 min total (timp (min)/ % B): 0/2, 20/25, 23/90, 26/90, 27/2, 35/2
Metoda C

EColoanz'l: §P0r05h611 120 SB-Aq, 150mm pe 4,6mm, 2,7 micron parte

#683975-914 ‘

gTemperatura coloanei: i35°C :
Viteza de curgere: 1,0 mL/min :
EVolumul injectiei: 5 ne.

Prepararea probei: gDizolvat in 50:MPB:50MPA

T e e e e e e e e e e e e e

EFaza mobila: A = Acctonitril:apd: acid Trifluoroacetic (1:99:0.20)

R R R

B = Acetonitril:apa: acid Trifluoroacetic (90:10:0.20)
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Gradient:

{Timp, min

Etapa 1: Cinci reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-1 (2,00 kg, 13,7 mol,
1,00 echiv.) in dioxan (5,00 L) si apd (20,0 L) s-a adaugat glutaraldehidi (2,06 kg, 20,5 mol, 1,5 echiv.) si
fenilmetanamind (1,54 kg, 14,4 mol, 1,05 echiv) prin picurare la 10 °C. Dupa addugare, amestecul de
reactie a fost agitat 1a 20°C timp de 16 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil = 5 : 1, produs Rf = 0,40) si
LCMS au indicat c reactia a fost completd. Valoarca pH-ului amestecului de reactic a fost ajustatd la 2
cu HCI concentrat (12 N) la 20°C. Dupa adiugare, amestecul de reactie a fost incilzit la 60 °C si agitat
timp de 1 ord. Dupd ricire la 10°C, la amestec s-a addugat acetat de etil (10,0 L). Apoi valoarea pH-ului
amestecului a fost ajustatd la 10 prin addugarea unei solutii apoase de hidroxid de sodiu (12 N) la 10 °C.
Amestecul a fost agitat timp de 10 min. Stratul organic a fost separat. Stratul apos a fost extras cu acetat
de etil (3,00 L). Straturile organice combinate au fost spdlate cu saramurd (4,00 L), uscate pe sulfat de
sodiu si filtrate. Stratul organic pentru cele cinci reactii paralele a fost combinat si concentrat. Reziduul a
fost purificat prin cromatografie coloani (SiO-, eter de petrol : acetat de etil=30:1 -2 : 1) pentru a da
compusul 1-2 (10,0 kg, 51,5% randament, 97% puritate). (m/z): [M+H]* calc. pentru C;sH;oNO 230,15
gasit 230,0. 'H RMN: 400 MHz DMSO-ds & 7,24-7,41 (m, 5H), 3,88 (s, 2H), 3,20-3,21 (m, 2H), 2,73-
2,79 (m, 2H), 2,07 (d, J = 16,4 Hz, 2H), 1,75-1,84 (m, 2H), 1,45-1,50 (m, 3H), 1,24-1,36 (m, 1H).

Etapa 2: Au fost efectuate trei reactii in paralel. La o solutie de compus 1-2 (3,00 kg, 13,1 mol,
1,0 echiv.) in acetat de etil (24,0 L) si apd (9,00 L) s-a adaugat CH;COOK (2,05 kg, 20,9 mol, 1,6 echiv)
st NH,OH-HCT (1,82 kg, 26,2 mol, 2,0 echiv.) la 20 °C. Suspensia a fost incalzitd la 45°C si agitati timp
de 16 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil = 2 : 1, produs Rf = 0,30) si LCMS au indicat ci reactia a
fost completd. Valoarea pH-ului suspensici a fost ajustatd la 8 cu solutic saturatd de bicarbonat de sodiu,
apoi a fost diluatad cu apd (15,0 L) si acetat de etil (10,0 L). Stratul organic a fost separat. Stratul apos a
fost extras cu acetat de etil (10,0 L x 3). Stratul organic a celor trei reactii a fost combinat, uscat pe sulfat
de sodiu, filtrat si concentrat. Produsul brut a fost diluat cu n-heptan (12,0 L) si agitat timp de 12 ore.
Solidul a fost colectat prin filtrare pentru a da compusul 1-3 (8,00 kg, randament 83,4%). (m/z): [M+H]+
calculat pentru CisH2oN20 245,16 gisit 245,1. '"H RMN: 400 MHz DMSO-d6 10,16 (s, 1H), 7,22-7,38
(m, 5H), 3,83 (s, 2H), 2,97 (br s, 2H), 2,87 (d, J = 16,0 Hz, 1H) , 2,60-2,62 (m, 1 H), 2,20-2,25 (m, 1 H),
2,09-2,13 (m, 1 H), 1,72-1,85 (m, 3H), 1,39-1,49 (m, 3H).

Etapa 4: Patruzeci si cinci de reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-3 (160
g, 655 mmol, 1,0 echiv.) in n-PrOH (3,20 L) la 110 °C s-a adidugat Na (181 g, 7,86 mol, 12 echiv.) in
portii timp de 3 ore. Amestecul a fost agitat 1a 110 °C timp de 2 ore. TLC (cter de petrol : acetat de ctil =
2 : 1, SM Rf = 0,40) a indicat ci reactia a fost completd. Amestecul a fost ricit 1a 70 °C, turnat in apa cu
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gheatd (4,00 L). Stratul apos a fost extras cu acetat de etil (1,00 L x 2). Stratul organic combinat al celor
patruzeci si cinci de reactii a fost spalat cu saramura (20,0 L), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat.
Reziduul a fost diluat cu n-hexan (12,0 L), agitat timp de 12 ore. Suspensia a fost filtratd pentru a obtine
filtrat. Filtratul a fost concentrat pentru a da compusul 1-4 (6,00 kg, 88,4% randament) sub forma de ulei
galben. 1H RMN 400 MHz DMSO-dé6: 5 7,18-7,35 (m, 5H), 3,76 (s, 2H), 3,26-3,35 (m, 1H), 2,76 (s, 2H),
1,86-1,90 (m, 2H), 1,67-1,73 (m, 2H), 1,54-1,59 (m, 5H), 1,41-1,45 (m, 3H).

Etapa 5: Douad reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-4 (2,10 kg, 9,12 mol,
1,1 echiv.) in dioxan (12,6 L) si apd (1,26 L) s-a adaugat Et;N (1,01 kg, 10,0 mol, 1,1 echiv) si (Boc),O
(2,19) kg, 10,0 mol, 1,1 echiv) prin picurare la 0 °C, cu temperatura sub 20 °C. Amestecul a fost incilzit
la 40°C si agitat timp de 10 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil = 2 : 1, produs Rf = 0,40) a aritat ca
reactia a fost completd. Amestecul a fost ricit la 10 °C, filtrat pentru a obtine turti de filtrare. Filtratul a
fost concentrat. Turta de filtrare a fost spdlatd cu n-hexan (3,00 L) pentru a da compusul 1-5 (4,00 kg,
randament 66,4%) ca un solid alb. 'H RMN: 400 MHz DMSO-d6: 5 7,28-7,33 (m, 4H), 7,19-7,22 (m,
1H), 6,64 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,10-4,17 (m, 1H), 3,77 (s, 2H), 2,77 (s, 2H), 1,88-1,90 (m, 2H), 1,72-1,75
(m, 3H), 1,57-1,61 (m, 3H), 1,43-1,48 (m, 2H), 1,38 (s, 9H).

Etapa 6: Patru reactii au fost efectuate in paralel. La o suspensie de compus 1-5 (1,50 kg, 4,54
mol, 1,0 echiv.) in DMF (13,5 L) s-a addugat NaH (272 g, 6,81 moli, puritate 60%, 1,5 echiv.) in portiuni
la 0°C sub N . Suspensia a fost incdlzitd in mod natural la 25 °C si agitatd timp de 30 de minute. Dupa ce
s-a racit la 0°C, Mel (773 g, 5.45 mol, 1,2 echiv.) a fost addugat in piciturd la suspensic. Amestecul de
reactie a fost incdlzit in mod natural la 25 °C si agitat timp de 12 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil =
5 : 1, produs Rf = 0,50) si LCMS au ardtat ci reactia a fost completd. Amestecul a fost turnat in apa cu
gheatd (30,0 L), extras cu acetat de etil (9,00 L, 3,00 L). Stratul organic combinat al celor patru reactii a
fost spalat cu apa cu gheatd (20,0 L), saramura (10,0 L), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat
pentru a da compusul 1-6 (6,00 kg, brut) sub forma unui ulei galben. Produsul brut a fost utilizat pentru
etapa urmitoare. 'H RMN: 400 MHz DMSO-d¢ 5 7,21-7,37 (m, 5H), 4,87 (br s, 1 H), 3,80 (s, 2H), 2,86
(s, 2H), 2,68 (s, 3H), 1,64-1,99 (m, 6H), 1,40-1,49 (m, 13H). (m/z): [M+H]+ calculat pentru C21H3:N>02
344,25 gisit 345,2.

Etapa 7: Treizeci si noud de reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-6 (150
g, 435 mmol, 1,0 echiv.) in IPA (500 mL) si THF (500 mL) s-a addugat Pd(OH)2/C (70 g, puritate 40%).
Suspensia a fost degazatd sub vid si purjatd cu H, de mai multe ori. Amestecul a fost agitat sub H2 (50
psi) la 25°C timp de 16 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil =5 : 1, SM Rf = 0,50) si LCMS au indicat
cd reactia a fost completd. Cele treizeci si noud de reactii au fost combinate. Amestecul a fost filtrat
pentru a obtine filtrat. Turta de filtru a fost spalatd cu IPA/THF (1:1, 25,0 L). Filtratul combinat a fost
concentrat pentru a da compusul 1-7 (3,85 kg, brut) sub forma unui ulei galben deschis. Produsul brut a
fost utilizat direct pentru etapa urmitoare. (m/z): [M+H]+ calculat pentru Ci4H26N>05 255,20 gisit 255,1.
"H RMN: 400 MHz DMSO-d¢ 5 4,88 (br s, 1 H), 3,08 (s, 2H), 2,60 (s, 3H), 1,73-1,76 (m, 5H), 1,51-1,61
(m, 5H), 1,39 (s, 9H).

Etapa 8: Patru reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-7 (750 g, 2,95 mol,
1,0 echiv.) in 2-metil tetrahidrofuran (3,00 L) s-a addugat piridind (466 g, 5,90 mol, 2,0 echiv) si clorurd
de etansulfonil (398 g, 3,10 mol, 1,05 echiv.) prin picurare la 0 °C sub N».. Amestecul a fost incilzit la
25°C si agitat timp de 3 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil = 2 : 1, produs Rf = 0,50) a indicat cd
reactia a fost completd. Cele patru reactii au fost combinate. Amestecul a fost stins cu apd cu gheati (10,0
L). Stratul organic a fost separat, spilat cu HCI 0,5 N (3,00 L x 2). Stratul apos combinat a fost extras cu
acetat de etil (3,00 L), stratul organic a fost spdlat din nou cu HCI 0,5 N (500 ml). Stratul organic
combinat a fost spilat cu saramurd (5,00 L), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat pentru a da
compusul 1-8 (2,20 kg, brut) sub forma unui ulei galben. Produsul brut a fost utilizat in etapa urmitoare.
"H RMN: 400 MHz DMSO-ds 5 4,94 (br s, 1H), 3,98 (s, 2H), 3,10 (q, ] = 7,2 Hz, 2H), 2,58 (s, 3H), 1,83-
191 (m, 5H) ), 1,56-1,71 (m, 5H), 1,40 (s, 9H), 1,19 (, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa 9: Patru reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 1-8 (550 g, 1,59 mol,
1,0 echiv.) in EtOAc (2,75 L) s-a adaugat HCI/EtOAc (4 M, 3.0 echiv.) prin picurare la 25°C. Amestecul
a fost agitat la 25°C timp de 12 ore. TLC (eter de petrol : acetat de etil = 2 : 1, SM Rf = 0,50) a aratat ca
reactia a fost completd. Cele patru reactii au fost combinate. Amestecul a fost filtrat pentru a obtine turta
de filtrare pentru a da compusul 1-9 (1,25 kg, brut, HCT) ca un solid galben. 'H RMN: 400 MHz DMSO-
ds 59,04 (s, 1 H), 4,02 (s, 2H), 3,88-3,94 (m, 1 H), 3,09 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,09-2,14 (m, 2H), 1,61-1,84
(m, 8H), 1,19 (t,J = 7,2 Hz, 3H).

Preparatul 2: (2-(((1R,3s,55)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[ 3.3.1]nonan-3-il)(metil)-amino)-5-fluoro-6-
((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-il)metanol (I)
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Etapa 1: O solutic de compus 2-1 (1,00 kg, 5,74 mol, 1,0 echiv.) in etanol (15,0 L) cu HCI
saturat (1,40 kg, 38,4 mol) a fost agitati la 90 °C timp de 60 ore. HPLC a ardtat ca a fost detectat un varf
principal. Amestecul de reactie a fost filtrat. Turta de filtrare a fost colectati pentru a da compusul 2-2
(1,00 kg, randament 81,8%, puritate 98,8%) ca un solid alb. ' H RMN: 400 MHz DMSO-ds 5 11,82 (br s,
1 H), 10,82 (brs, 1 H), 4,31 (q,J =7,2 Hz, 2 H), 1,27 (t, ] = 6,8 Hz, 3H).

Etapa 2: Cinci reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 2-2 (560 g, 2,77 mol,
1,0 echiv.) in POCI; (1,68 L) s-a adaugat N N-dietilanilini (289 g, 1,94 mol, 0,7 echiv). Amestecul a fost
agitat la 140°C timp de 12 ore. TLC (eter de petrol: acetat de etil = 10 : 1, produs Rf = 0,50) a indicat ci
compusul 2-2 a fost consumat complet. Cele cinci reactii au fost combinate. Amestecul de reactie a fost
concentrat sub presiune redusa pentru a da un reziduu. Reziduul a fost diluat cu acetat de etil (25,0 L).
Solutia a fost turnatd in gheatd pisatd (25,0 L). Faza apoasd a fost extrasd cu acetat de etil (25,0 L).
Straturile organice combinate au fost spalate cu solutic saturatd de carbonat de sodiu (10,0 L x 2), uscate
pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate sub presiune redusd pentru a da un reziduu. Reziduul a fost
purificat prin cromatografie coloand (SiO», eter de petrol: acetat de etil = 1 : 0 - 50 : 1) pentru a da
compusul 2-3 (2,00 kg) ca un lichid maro. 'H RMN: 400 MHz CDCI3 5 4,51 (q, J= 7,2 Hz, 2H), 1,44 (t,
J=17,2 Hz, 3H).

Etapa 3: Patru reactii au fost efectuate in paralel. Un amestec de compus 2-3 (480 g, 2,01 mol,
1,0 echiv), compus 2-4 (224 g, 2,31 mol, 1,15 echiv), DIPEA (519 g, 4,02 mol, 2,0 echiv) in etanol (2,60
L) a fost degazat si purjat cu N, de 3 ori si apoi amestecul a fost agitat la 25 °C timp de 4 ore sub
atmosferd de Na. TLC (eter de petrol: acetat de etil = 10:1) a indicat cd compusul 2-3 a fost consumat
complet. TLC (eter de petrol: acetat de etil = 1 : 1, produs Rf = 0,40) a indicat formarea unei nou punct.
Cele patru reactii au fost combinate. Amestecul de reactie a fost filtrat si turta de filtrare a fost colectata.
Filtratul a fost concentrat sub presiune redusi pentru a da un reziduu. Reziduul a fost triturat cu apa (38,0
L) si filtrat. Turta de filtrare (300 g) a fost trituratd cu ctanol (600 ml) si filtrati. Cele doud turte de filtrare
au fost combinate pentru a da compusul 2-5 (1,50 kg, randament 62,2%) ca un solid galben. 'H RMN:
400 MHz DMSO-ds 5 12,31 (s, 1 H), 10,76 (s, 1 H), 6,38 (s, 1 H), 4,35 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,27 (s, 3H),
1,30 (t, = 7,2 Hz, 3H).

Etapa 4: Patru reactii au fost efectuate in paralel. O solutie de compus 2-5 (254 g, 848 mmol, 1,0
echiv), compus 1-9 (300 g, 1,06 moli, HCI, 1,25 echiv) si DIPEA (548 g, 4,24 moli, 5,0 echiv) in DMSO
(600) mL) s-a agitat la 130 °C timp de 16 ore. TLC (acetat de etil: eter de petrol = 2 : 1, Rf = 0,30) si
LCMS au ardtat ci a rdmas aproximativ 9% din materia primd. Amestecul a fost ricit la 25°C. Cele patru
reactii au fost combinate, turnate in apd cu gheata (12,0 L). S-a format un precipitat galben. Solidul a fost
colectat prin filtrare pentru a da compusul 2-6 (1,50 kg, ~76% puritate) sub forma unui solid galben.
(m/z): [M+H]* calculat pentru C2oH3:FN704S 510,22 gasit 510,2.

O suspensie de compus 2-6 (440 g, 656 mmol, ~76% puritate) in etanol (1,10 L) a fost incalzita
la 95 °C pana cand solidul a fost dizolvat. Solutia a fost ricitd la 25 °C si agitatd timp de 12 ore. HPLC a
ardtat o puritate de ~96,9%. Cele trei reactii au fost combinate. Suspensia a fost filtratd pentru a obtine
turta de filtrare pentru a da compusul 2-6 (~570 g, puritate 96,9%) ca un solid galben deschis. Produsul a
fost utilizat direct pentru etapa urmitoare. 'H RMN: 400 MHz DMSO-ds 5 12,12 (s, 1 H), 9,73 (s, 1 H),
6,35 (s, 1 H), 5,59 (br s, 1 H), 4,32 (m, 2H), 4,02 (s, 2H). ), 3,13 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,83 (s, 3H), 2,20 (s,
3H), 1,94 (s, 3H), 1,64-1,73 (m, 5H), 1,76-1,87 (m, 3H), 5H), 1,29 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,21 (t, J = 7,2 Hz,
3H).

Etapa 5: Cinci reactii au fost efectuate in paralel. La o solutie de compus 2-6 (130 g, 255 mmol,
1,0 echiv.) in tetrohidrofuran (3,25 L) si etanol (3,25 L) s-a addugat NaBH4 (77,2 g, 2,04 mol, 8,0 echiv)
si CaCl, (113 g, 1,02). mol, 4,0 echiv.) in portiuni la 0°C. Amestecul a fost incalzit la 10 °C si agitat timp



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3672965 T2 2022.12.31
25

de 2 ore. TLC (acetat de etil : eter de petrol = 3 : 1, produs Rf = 0,20) a ardtat ca reactia a fost completa.
Cele cinci reactii au fost combinate. Amestecul a fost stins cu solutie saturatd de carbonat de sodiu (6,00
L), diluat cu acetat de etil (15,0 L) si agitat timp de 0,5 ore. Suspensia a fost filtratd pentru a obtine
filtratul. Stratul organic a fost separate si stratul apos a fost extras cu acetat de etil (5,00 L x 2). Stratul
organic combinat a fost spalat cu saramura (5,00 L), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat pentru a
da (I) (500 g, brut) ca un solid galben deschis.

Purificare: Cinci reactii au fost efectuate in paralel. O suspensie de I (100 g, 210 mmol) in etanol
(3,00 L) a fost incalzita la 95 °C pana cind solidul a fost dizolvat. Solutia a fost ricitd la 25 °C si agitata
timp de 12 ore, s-a format mult precipitat. HPLC a aratat o puritate de 100%. Cele cinci reactii au fost
combinate. Solidul a fost colectat prin filtrare pentru a da un total de 330 g de compus I (puritate 99,3%)
sub formi de solid galben deschis (Forma I cristalind). (m/z): [M+H]+ calculat pentru C,0H30FN703S
468,21 giasit 468,3. 'H RMN: 400 MHz DMSO-ds 5 12,02 (s, 1 H), 9,29 (s, 1 H), 6,34 (s, 1 H), 5,61 (br s,
1 H), 5,02 (t, J = 6,8 Hz, 1 H), 4,33 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 4,02 (s, 2H), 3,12 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,84 (s,
3H), 2,19 (s, 3H), 1,82-2,01 (m) , 3H), 1,63-1,74 (m, 5H), 1,21 (t, J= 7,2 Hz, 3H).
Preparatul 3: 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilat de etil

HO N OH
X
F o

o7 o
O solutie de acid 5-fluor-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilic (20,4 g, 120 mmol) in DMF (200
mL) a fost tratatd cu DBU (18,7 g, 123 mmol) si a fost agitati timp de 0,5 ore la 25 ° C. Apoi s-a addugat
EtI (19,2 g, 123 mmol) si solutia rezultatd a fost incilzitd 1la 60 °C timp de 3 ore. La amestec s-a addugat
H>O (1000 mL) si precipitatul rezultat a fost colectat prin filtrare, spalat ca H>O (200 mL) si uscat pentru

a da 5-fluor-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilatul de etil (19 g, randament 80 %).
Preparatul 4: 2,6-dichloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilat de etil

Un amestec de 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilat de etil (5 g, 24,8 mmol), PhNEt,
(2,58 g, 17,3 mmol), POCls (130 g, 855,9 mmol) a fost incilzit la 100 °C pentru 4 ore. Apoi amestecul de
reactie a fost ricit la temperatura camerei si turnat pe apd cu gheatd (500 mL). Stratul apos a fost extras cu
EtOAc (1000 mL) si stratul organic a fost spdlat cu NaHCO; sat. (200 mL), saramurd (200 mL), uscat
peste NaxSOy, filtrat, si concentrat sub vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloani (80 g
coloand; 0-50% EtOAc in hexani) pentru a se obtine 2,6-dicloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilatul de etil
ca un ulei galben (3,8 g, 65 %).
Preparatul 5: 2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de etil

NH
/

N )
NH. _N.__Cl
7
F o
0% o

Un amestec de 2,6-dicloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilat de etil (3,8 g, 16 mmol), 5-metil-1H-
pirazol-3-amina (1,86 g, 19 mmol), si DIPEA (4 g, 32 mmol) in EtOH (100 mL) a fost agitat la r.t. pentru
2 h. Amestecul de reactie a fost concentrat sub vid. Apoi, a fost addugata apa (500 mL) si amestecul de
reactic a fost filtrat i turta de filtrare a fost spalatd cu 100 mL de H»O, si uscata in vid pentru a se obfine
2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de etil 3,8 g 80 %
randament).

Preparatul 6: (1R,3s,55)-3-((4-(etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-
2-il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de fert-butil



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3672965 T2 2022.12.31

26

Un amestec de 2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de etil
(1,7 g, 5,684 mmol), (1R,3s,5s)-3-(metilamino)-9-azabiciclo-[3.3.1]-nonan-9-carboxilat de tert-butil
(2,17 g, 8,527 mmol), si DIPEA (1,47 g, 11,368 mmol) in DMSO (50 mL) a fost incalzit la 110°C pentru
18 h. Amestecul de reactie a fost turnat in apa (200 mL) si amestecul de reactie a fost filtrat si turta de
filtrare a fost spdlati cu 200 mL de H,O si uscatd in vid pentru a se obtine (/R,3s,55)-3-((4-
(etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1 H-pirazol-3-ilJamino)pirimidin-2-il)(metil)amino)-9-
azabiciclo[3.3.1]-nonan-9-carboxilatul de tert-butil brut (3,5 g, brut). (m/z): [M+H]* calc. pentru
CasH37FN704 518,29 gésit 518,2.
Preparatul 7: (1R,3s,55)-3-((5-fluoro-4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-
2-il)(metil)amino)-9-azabicclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de fert-butil

Boc
Hl\l } N
Ny
HN N N
L ~
X
E =
OH

Un amestec de (1R,3s,55)-3-((4-(etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-
il)amino)pirimidin-2-il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de terr-butii (3,5 g, 7
mmol), NaBHa (2,1 g, 56 mmol), si CaCl; (3,1 g, 28 mmol) intr-un amestec de EtOH (50 mL) si THF (50
mL) a fost agitat peste noapte la 25 °C. Amestecul de reactie a fost stins cu Na,COs (aq) (80 mL) si H,O
(80 mL), stratul apos a fost extras cu EtOAc (100 mL x 3) si straturile organice combinate au fost spilate
cu saramurd, uscate peste Na,SOs, si concentrate sub vid. Reziduul a fost purificat prin prep-HPLC pentru
a se obtine (1R,3s,55)-3-((5-fluoro-4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de tert-butil (1,4 g, 44 %).

(m/z): [M+H]" calc. pentru Co3H3sFN7O3 476,28 gisit 476,3.
Preparatul 8: (2-((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)Jamino)-3-fluoro-6-((5-metil-1H-
pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-il)metanol

HN. Ny N
E l =N
QH
O solutie de (1R,35,55)-3-((5-fluoro-4-(hidroximetil )-6-((5-metil-1H-pirazol-3-

il)amino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de tert-buril (1,4 g, 2,95
mmol) in HCl/dioxan (50 mL) a fost agitatd la 25 °C pentru 4 h. Amestecul de reactie a fost filtrat si turta
de filtrare a fost spalatd cu 100 mL de EtOAc si a fost uscat in vid pentru a se obtine (2-(((1R,3s,55)-9-
azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)amino)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-
ihmetanol (1,4 g, 100 %). (m/z): [M+H]+ calc. pentru CisH»7FN7O 376,23 gisit 376.2.

Preparatul 9: (2-(((1R,3s,55)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[ 3.3.1]nonan-3-il)(metil)-amino)-5-fluoro-6-
((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-il)metanol
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oH (1)
(2-((1R,3s,55)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il(metil Jamino)-5-fluoro-6-((5-metil - | H-pirazol-3-

il)amino)pirimidin-4-ilymetanolul (95 mg, 0,253 mmol) a fost dizolvat in Piridina (4,0 ml) si tratat cu
clorurd de etansulfonil (0,024 ml, 0,253 mmol). Amestecul de reactic a fost agitat pentru 2 ore si
concentrat ulterior in vid. Reziduul brut a fost dizolvat in 3 mL de amestec 1:1 de acid acetic /apa, filtrat
pentru a indepdrta particulele si purificat prin HPLC preparativd (Agilent Dynamax 250 x 21,4 mm 10
um, 15 mL/min, 2-50 % ACN + 0,05 % TFA/ACN) folosind un gradient de 2-50% de ACN in apa cu
0,05% TFA). Fractiile pure au fost combinate si liofilizate pentru a furniza sarea TFA a compusului din
titlu (12,92 mg, 8,8 % randament, 99,9 % puritate). (m/z): [M+H]* calc. pentru CsoH31FN7O3S 468,22
gasit 468.

Preparatul 10: 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de metil

HN
M )
HN N Cl
(Y
=N
0% o~

Un amestec de 5-metil-1H-pirazol-3-amina (5,6 g, 58 mmol), 2,6-dicloropirimidin-4-carboxilat
de metil (12,0 g, 58 mmol), si DIPEA (15,0 g, 116 mmol) in DMSO (120 ml) a fost agitat 1a 25 °C pentru
12 ore. H>O (500 mL) a fost addugata si precipitatul solid a fost colectat prin filtrare pentru a se obfine
intermediarul din titlu (15 g, 97 %) ca un solid galben. (1m/z): [M+H]* calc. pentru CioH11CINsO, 268,05
gasit 268,1.

Preparatul 11: (1R,3s,55)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de tert-butil

0 O
Un amestec de 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de metil (12,0
g, 45 mmol), (1R,3s,55)-3-(metilamino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de terr-butil (13,7 g, 54
mmol), si DIPEA (12,0 g, 90 mmol) in NMP (120 ml) a fost agitat 1a 120°C pentru 16 ore. Reactia a fost
turnatd in H>O (2000 mL), precipitatul solid a fost colectat prin filtrare pentru a se obtine intermediarul
din titlu (15 g, 68 %) ca un solid alb. (m/z): [M+H]" calc. pentru C4H3sN7O4 486,28 gisit 486,3.
Preparatul 12: (1R,3s,55)-3-((4-carbamoil-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]Jnonan-9-carboxilat de fert-butil
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0% “NH,
(1R,3s,55)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de terr-butil (3 loturi de 2 g, 4,12 mmol) a fost
addugat NH3/MeOH (3 aliocoti de 60 mL) intr-un tub sigilat de 100 mL, amestecul de reactic a fost agitat
la 25 °C pentru 12 ore. Amestecul de reactic a fost concentrate in vid pentru a permite obfinerea
intermediarului din titlu (3,7 g, 64 %). (m/z): [M+H]" calc. pentru C»3H3sNgO3z 471,28 gisit 471.3.
Preparatul 13: 2-(((1R,3s,55)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-

il)Jamino)pirimidin-4-carboxamida
HN
Ne ) E }
HN N

S
=N

0% “NH,

La un amestec de (1R,3s,55)-3-((4-carbamoil-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilat de tert-butil (3,7 g, 7.9 mmol) in dioxan (185
mL) a fost addugat HCl/Dioxan (37 mL). Reactia a fost agitatd la 25°C pentru 3 ore. TLC a aritat cd nu a
rdmas materie prima. Solventul a fost indepartat si produsul brut a fost spélat cu acetat de etil /MeOH
(100:1) pentru a se obtine intermediarul din titlu ca o sare de HCI (4,0 g, 95 %). (m/z): [M+H]* calc.
pentru Ci1sH27NgO 371,23 gésit 371,1.

Preparatul 14: 2-(((1R,3s,55)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)-amino)-6-((5-
metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxamida (C-1)

0% “NH,
2-((1R,35,58)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il(metil)Jamino)-6-((5-metil-1 H-pirazol-3-
il)amino)pirimidin-4-carboxamida (40 mg, 0,108 mmol) si DIPEA (0,057 ml, 0,324 mmol) au fost
dizolvate in DMF (1,50 ml) si ricite la 0 °C. A fost addugati clorura de etan sulfonil si amestecul de
reactie a fost 1asat sa se incilzeascd la temperatura camerei si a fost agitat pentru 72 ore. Amestecul de
reactiec a fost concentrat in vid si produsul brut a fost purificat prin HPLC preparativd in fazd inversa
(Agilent Dynamax 250 x 21,4 mm 10 um, 15 mL/min, 2-70 % ACN + 0,1 % TFA/ACN) pentru a furniza
sarea TFA a compusului din titlu (4,5 mg, 9,01 %). (m/z): [M+H]+ calc. pentru C20Hz1Ns03S 463,22 gisit
463,2.
Preparatul 15: 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de metil
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=N
o o”

Un amestec de 5-metil-1H-pirazol-3-amina (5,6 g, 58 mmol), 2,6-dicloropirimidin-4-carboxilat
de metil (12,0 g, 58 mmol), si DIPEA (15,0 g, 116 mmol) in DMSO (120 ml) a fost agitat la 25 °C pentru
12 ore. A fost addugatd H,O (500 mL) si precipitatul solid a fost colectat prin filtrare pentru a se obfine
compusul din titlu (15 g, 97%). (m/z): [M+H]+ calc. pentru CioH;CINsO, 268,05 gisit 268,1.
Preparatul 16: (1R,3s,55)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-8-azabiciclo[3.2.1] octan-8-carboxilat de fert-butil

Il?'oc
N
HN. N _N_
[T
ZN
0% o~

Un amestec de 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilat de metil (8,3 g,
31,0 mmol), (1R,3s,55)-3-(metilamino)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilat de rert-butil (8,2 g, 34,1
mmol), si DIPEA (10,8 mL, 62,0 mmol) in DMSO (85 ml) a fost agitat la 120°C pentru 16 ore.
Amestecul a fost turnat in 2 L de apa, agitat viguros si apoi filtrat pentru a permite obfinerea compusului
din titlu (11,1 g, 76 %). (m/z): [M+H]* calc. pentru C23HxN704 472,27 gasit 472.3.
Preparatul  17: (1R,3s,55)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilat de fert-butil

I|30c

HN N
HN N N
~

T

=N

OH

La un amestec de NaBH.4 (8 g, 212 mmol) in MeOH (100 mL) a fost adidugat (1R,35,5S)-3-((4-
(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)-amino)-8-
azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilat de tert-butil (10 g, 21,2 mmol) in THF (100 mL) la 0°C. Amestecul
de reactie a fost apoi incilzit la reflux pentru 1 h. Reactia a fost stinsd cu apa (500 mL), si amestecul a
fost extras cu acetat de etil (3 X 200 mL). Straturile organice combinate au fost spalate cu saramurd (1 X
100 mL), uscate peste Na»SOs anhidru si concentrate in vid. Reziduul brut a fost purificat prin
cromatografie rapidd pe silicagel (eter de petrol: acetat de etil =4:1) pentru a permite obtinerea
compusului din titlu (7 g, 68 %). (m/z): [M+H]" calc. pentru C»HuN7Oz 444,27 gasit 444.3.

Preparatul 18: (2-(((1R,3s,55)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-

il)Jamino)pirimidin-4-il)metanol
HN
HN N N
~
(Y

=N

OH
Un amestec de (1R,3s,5S)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-8-azabiciclo[3.2.1|octan-8-carboxilat de rerr-buril (6,5 g, 14,7 mmol) in HCl/dioxan
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(100 mL) a fost agitat la r.t. pentru 1 h. Amestecul a fost concentrate in vid pentru a permite obtinerea
sdrii de HCI a intermediarului din titlu (4,8 g, 100 %). (m/z): [M+H]" calec. pentru Ci7H26N-O 344,22 gisit
344.1.

Preparatul 19: 3-((1R,3s,55)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)-pirimidin-2-
il)(metil)amino)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-il)propannitril (C-2)

N
Il
HN N
j N
HN. NN
Y
=N

OH

(2-(((1R,3s,55)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-
il)pirimidin-4-il)metanolul (50 mg, 0,146 mmol) si DIPEA (0,076 ml, 0,437 mmol) au fost dizolvate in
MeOH (1,50 ml). A fost addugat acrilonitrilul (0,014 ml, 0,218 mmol) si amestecul de reactie a fost agitat
la temperatura camerei pentru 90 min. Amestecul de reactie a fost apoi concentrat in vid si reziduul brut a
fost purificat prin HPLC preparativd in faza inversd (Agilent Dynamax 250 x 21,4 mm 10 um, 15
mL/min, 2-60 % ACN + 0,1 % TFA/ACN) pentru a furniza sarea TFA a compusului din titlu (14 mg, 19
%). (m/z): [M+H]+ calc. pentru CooH20NgO 397,25 gisit 397,1.
Exemplul 1: Difractia de raze X pe pulbere a formei cristaline I

Difractia cu raze X pe pulbere de formi cristalind 1
Modelele de difractie de raze X pe pulbere din figura 1 au fost obtinute cu un difractometru de raze X
Bruker D8-Advance utilizind radiatie Cu-Ka (. = 1,54051 A) cu o tensiune de iesire de 45 kV si un
curent de 40 mA. Instrumentul a fost operat in geometria Bragg-Brentano cu fante incidente, divergenta si
impristiere setate pentru a maximiza intensitatea la proba. Pentru masurare, o cantitate micd de pulbere
(5-25 mg) a fost presatd usor pe un suport de probd pentru a forma o suprafatd neteda si supusa expunerii
la raze X. Esantionul a fost scanat in modul 26-20 de la 2° 1a 35° in 20 cu o dimensiune a etapei de 0,02°
si o vitezd de scanare de 0,30°secunde pe etapd. Achizitia datelor a fost controlatd de software-ul de
misurare Bruker DiffracSuite si analizatd de software-ul Jade (versiunea 7.5.1). Instrumentul a fost
calibrat cu un standard de corindon, cu un unghi de +0,02° doi tetha. Pozitiile de varf PXRD 20 observate
si spatiile d sunt prezentate in Tabelul 1 pentru Forma I cristalind.
Tabelul 1: Datele PXRD pentru forma cristalina 1

2-Theta {d(A) Suprafati A%

591 114,94 10324 6,1

112,48 17,09 19018 \
13,52 16,55 12923 7.6
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2-Theta Suprafati
118,10 115613

18.80 1109849

19,29 1135137

Exemplul 2: Analiza formei I

Calorimetria diferentiald de scanare (DSC) a fost efectuata utilizand un modul TA Instruments
Model Q-100 cu un controler Thermal Analyst. Datele au fost colectate si analizate folosind software-ul
TA Instruments Thermal Analysis. O proba din forma cristalind a fost cantiritd cu precizie intr-o tava de
aluminiu acoperitd. Dupa o perioadd de echilibrare izotermd de 5 minute la 5 °C, proba a fost incilzita
folosind o rampd de incélzire liniard de 10 °C/min de la 0 °C la 300 °C. O termogramd reprezentativa
DSC a formei cristaline 1 este prezentatd in Figura 2. Termograma prezintd o endotermi de topire cu un
debut la aproximativ 2485 °C si un varf la aproximativ 250,9 °C. Au fost observate evenimente termice
endotermice minore inainte de topire la ~40 °C si ~190 °C.

Masuratorile analizei termogravimetrice (TGA) au fost efectuate folosind un modul TA
Instruments Model Q-50 echipat cu capacitate de inaltd rezolutie. Datele au fost colectate folosind
controlerul TA Instruments Thermal Analyst si analizate folosind software-ul TA Instruments Universal
Analysis. O proba cantirita a fost plasati pe o tava de platina si scanatd cu o viteza de incilzire de 10 °C
de la temperatura ambianta la 300 °C. Balanta si camerele cuptorului au fost purjate cu flux de azot in
timpul utilizarii. O urma reprezentativd de TGA a formei cristaline I a inventiei este prezentata in Figura
3. Profilul TGA prezint o pierdere in greutate de aproximativ 0,70 % intre 22 °C - 125 °C, sub purjare cu
N>, si descompunere la o temperaturd de debut de aproximativ 250 °C.

Misurarea sorbtiei dinamice a umidititii (DMS) a fost efectuatd utilizind un microbalans
atmosferic VTI, sistem SGA-100 (VTI Corp., Hialeah, FL. 33016). A fost utilizatd o probd cantaritd si
umiditatea a fost cea mai mica valoare posibild (aproape de 0% RH) la inceputul analizei. Analiza DMS a
constat intr-o etapd initiald de uscare (0 % RH) timp de 120 de minute, urmata de doud cicluri de sorbtie
si desorbtie cu o ratd de scanare de 5 % RH/etapa in intervalul de umiditate de la 5 % RH pand la 90 %
RH. Executareca DMS a fost efectuatd izotermic la 25 °C. O urmi reprezentativd DMS pentru Forma I este
prezentatd in Figura 4. Absorbtia totala de umiditate intre 5 si 90% RH a fost de 1,96%.

Analiza Karl Fisher a Formei I a aratat ci aceasta contine 1,6% g/g apa.

Preparatul 20: Preparatul Forma II

28 g de compus 2-6 a fost suspendat intr-un amestec de 70 mL EtOH si 154 mL THF, apoi a fost
racit la 5 °C. La aceastd suspensie s-au adaugat 82 mL de LiBH4 (2,0 M in THF) timp de 1 ord. Dupa
addugare, temperatura a fost crescutd la 10 °C si s-a agitat pentru 2 ore, dupa care materia primi nu a fost
detectatd prin analiza HPLC. Reactia a fost apoi stinsd cu un amestec de 16,8 g clorurd de amoniu
dizolvatd in 77 mL apa. Dupa incilzirea la 45 °C, s-au incircat 467 ml de apd in 3 ore. Odati ce s-au
addugat 370 mL din aceasta incarcaturd de apa, s-a observat formarea de cristale. Cand incadrcarea cu apd
a fost completd, suspensia a fost menfinuta la 45 °C pentru 5 ore, apoi a crescut la 15 °C peste 3 ore.
Dupad mentinerea suspensiei la 15 °C timp de 7,5 ore, produsul un fost filtrat si clitit inainte cu 140 mL
EtOH urmat de doud clatiri inainte de 140 mL cu apd. Solidul a fost uscat sub vid la 45 °C cu azot peste
noapte pentru a obtine 22,6 g de Forma II (87% randament, 98,6% puritate).

21 g de grad intermediar Forma II de compus (I), obtinut in etapa anterioard, in 63 ml de DMSO
a fost incalzit 1a 90 °C. S-au adiugat 420 mL de n-PrOH timp de 40 de minute mentinind temperatura
amestecului peste 86 °C. Au fost observate cristale de refractie foarte fine in timpul ultimei treimi a
adaugarii nPrOH. Amestecul a fost agitat pentru 4 ore la 92 °C. Amestecul a fost récit pana la 20 °C peste
8 ore si agitat la 20 °C peste noapte. Produsul a fost filtrat si spalat cu 52,5 ml de nPrOH, urmat de 52,5
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ml de etanol de doud ori. Solidul a fost uscat sub vid cu o scurgere de azot la 55 °C pentru a se obtine
19,24 g de Forma II (92% randament, 99,6% puritate).
Exemplul 3: Difractia cu raze X pe pulbere a formei cristaline IT

Modelele de difractie cu raze X pe pulbere din figura 5 au fost obtinute in aceleasi conditii ca si
pentru Forma 1. Pozitiile de varf PXRD 20 observate si distante d sunt prezentate in urmétorul tabel.
Tabelul: Datele PXRD pentru forma cristalind Forma 11

2-Theta ) Suprafat A%
’ 10,0 :

173568
153041
112788

Exemplul 4: Analiza Formei II

Forma II a fost testata in conditii similare cu Forma 1.

O termograma reprezentativd DSC a formei cristaline II din inventie este prezentatd in Figura 6.
Termograma prezintd un varf al fluxului de cdldurd endotermic, identificat ca o tranzitie la topire, care
aratd un maxim al fluxului de cildura endotermic la o temperaturd de 238,1 °C £ 2 °C.

O urmi reprezentativd TGA a formei cristaline II din inventie este prezentata in figura 7. Profilul
TGA aratd o pierdere in greutate asociatd cu descompunerea dupd 222°C.

Analiza DMS a constat intr-o etapd inifiald de uscare (0 % RH) timp de 120 de minute, urmata
de doua cicluri de sorbtie si desorbtie cu o ratd de scanare de 5 % RH/etapa in intervalul de umiditate de
la 5 % RH pand la 90 %. RH. Executarea DMS a fost efectuata izotermic la 25 °C. O urma reprezentativa
DMS pentru Forma I este prezentatd in Figura 8. Absorbtia totald de umiditate intre 5 si 90% RH a fost
de aproximativ 0,02%.

Exemplul 5: Difractia cu raze X pe un singur cristal de Forma II

Datele au fost colectate pe un difractometru Rigaku Oxford Diffraction Supernova Dual Source,
Cu at Zero, Atlas CCD echipat cu un dispozitiv de ricire Oxford Cryosystems Cobra. Datele au fost
colectate folosind radiatia Cu Ko. Structura a fost rezolvata si rafinata folosind software-ul cristalografic
Bruker AXS SHELXTL suite. Detaliile complete pot fi gisite in CIF. Dacd nu se specifica altfel, atomii
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de hidrogen atasati de carbon au fost plasati geometric si 14sati sd se rafineze un parametru de deplasare
izotropd. Atomii de hidrogen atasati la heteroatomi au fost localizati intr-o hartd Fourier diferentiald si au

fost 1asati sd se rafineze liber cu un parametru de deplasare izotropa.

Tabelul: Date din analiza de difractie cu raze X cu un singur cristal de Forma 11

‘Formula empirici

CoH30FN7038

...............................................................................

...............................................................................

.................................................................................

iTemperatura la colectarea a datelor %293(2) K
éLungimea de unda utilizata pentru colectarea datelor 1.54178 A
S temul cristalin Monoclinic

la=12.4330(8) A
b =122675(9) A
lc=14.5337(8) A

‘Dimensiunile unitatii celulei

B =96.996(6)°

1y =90°
122002(2) A3
Z (Numarul de molecule in unitatea celulei) 4

...............................................................................................................................................................................................................................

Densitate (calculat) i1412¢g/ cm?

?Intervalul Theta pentru colectarea datelor %4.422 to 75.445° :
15<h<I5

-12<k<15

...............................................................................

‘Volumul unitatii celulei

Indexul intervalelor

...............................................................................................................................................................................................................................
3 :

{Reflectiile colectate

Reflectiile independente 4442 [R(int) = 0.0762]
Indicii R Final [F2 > 2sigma(F2)] R1 = 0.0568, wR2 = 0.1294

Teste biologice
Testul 1: Testele biochimice pentru kinazele JAK si Tyk2

Un panou de patru teste biochimice LanthaScreen JAK (JAK1, 2, 3 si Tyk2) au fost efectuate
intr-un tampon de reactie obisnuit al kinazei (50 mM HEPES, pH 7.5, 0,01% Brij-35, 10 mM MgClI2 si 1
mM EGTA). Enzimele JAK recombinante marcate cu GST si un substrat peptidic STAT1 marcat cu GFP
au fost obtinute de la Life Technologies.

Compusii diluati in serie sau discret au fost pre-incubati cu fiecare dintre cele patru enzime JAK
si substratul in micropléci albe cu 384 de godeuri (Corning) la temperatura ambiantd timp de 1 ord. ATP a
fost adiugat ulterior pentru a initia reactiile kinazei in volum total de 10 pL, cu 1% DMSO.
Concentratiile finale de enzima pentru JAK1, 2, 3 si Tyk2 sunt 4,2 nM, 0,1 nM, 1 oM si, respectiv, 0,25
nM; concentratiile corespunzitoare de Km ATP utilizate sunt 25 pM, 3 uM, 1,6 pM si 10 uM; in timp ce
concentratia de substrat este de 200 nM pentru toate cele patru teste. Reactiile kinazei au fost lasate sa
continue timp de 1 ord la temperatura ambianti inainte ca un preparat de 10 pL. de EDTA (concentratic
finald 10 mM) si anticorp Tb-anti-pSTAT1 (pTyr701) (Life Technologies, concentratie finald 2 nM) in
tampon de dilutiec TR-FRET (Life Tehnologii) a fost adiugat. Plicile au fost lasate s incubeze la
temperatura ambiantd timp de 1 ord inainte de a fi citite pe cititorul EnVision (Perkin Elmer). Semnalele
raportului de emisie (520 nm/495 nm) au fost inregistrate si utilizate pentru a calcula valorile procentuale
de inhibare pe baza DMSO si controale de fond.
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Pentru analiza dozi-rispuns, datele procentuale de inhibare au fost reprezentate grafic fati de
concentratiile de compus si valorile ICso au fost determinate dintr-un model de potrivire robustd cu 4
parametri cu software-ul Prism (Software GraphPad). Rezultatele au fost exprimate ca pICso (logaritmul
negativ al ICsg) si ulterior convertite in pKi (logaritmul negativ al constantei de disociere, Ki) utilizind
ecuatia Cheng-Prusoff.

Tabelul 2: Valorile pKi ale Compusului (I)
* JAK 1 (pKi) JAK 2 (pKi) JAK 3 (pKi) ‘Tyk 2 (pKi)

‘Compus (I) 110.2 10,2 9,1 9,9

Testul 2: Testul de potenta celular JAK: inhibarea fosforilirii STAT6 indusa de IL-13 in celulele
BEAS-2B

Testul de potentd celulard pentru inhibarea JAK a fost efectuat prin masurarea fosforildrii
STAT6 induse de interleukina-13 (IL-13, R&D Systems) in celulele epiteliale pulmonare umane BEAS-
2B (ATCC). Anticorpul anti-STAT6 (Cell Signaling Technologies) a fost conjugat cu bile acceptoare
AlphaScreen (Perkin Elmer), in timp ce anticorpul anti-pSTAT6 (pTyr641) (Cell Signaling Technologies)
a fost biotinilat folosind EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Scientific) .

Celulele BEAS-2B au fost crescute la 37°C intr-un incubator umidificat cu 5% CO-, in mediu
50% DMEM/50% F-12 (Life Technologies) suplimentat cu 10% FBS (Hyclone), 100 U/mL peniciling,
100 pg/mL streptomicina (Life Technologies) si 2 mM GlutaMAX (Life Technologies). Inziua 1 a
testului, celulele au fost insdmantate la o densitate de 7500 celule/godeu in placi albe cu 384 de godeuri
acoperite cu poli-D-lizind (Corning) cu 25 pl mediu si au fost lasate sd adere peste noapte in incubator. In
ziua a 2-a a testului, mediul a fost indepdrtat si inlocuit cu 12 pl tampon de analiza (solutie de sare Hank's
Balanced/HBSS, 25 mM HEPES si 1 mg/ml albumini sericd bovind/BSA) care contine rispunsuri la dozi
de compusi de testat. Compusul a fost diluat in serie in DM SO si apoi diluat incd de 1000 de ori in mediu
pentru a aduce concentratia finald de DMSO 1la 0,1%. Celulele au fost incubate cu compusi de testare la
37°C timp de 1 ora si au fost urmate de addugarea a 12 pl de IL-13 preincdlzit (80 ng/mL in tampon de
testare) pentru stimulare. Dupa incubare la 37°C timp de 30 de minute, tamponul de analizd (confinind
compus si IL-13) a fost indepartat si 10 pL de tampon de 1izd celulard (25 mM HEPES, 0,1 % SDS, 1 %
NP-40, 5 mM MgCl,, 1,3 mM EDTA, 1 mM EGTA si supliment cu inhibitori Complete Ultra mini
proteazi si PhosSTOP de la Roche Diagnostics). Placile au fost agitate la temperatura ambiantd timp de
30 de minute inainte de addugarea de reactivi de detectare. Un amestec de perle acceptoare conjugate de
biotind-anti-pSTATO si anti-STAT6 a fost addugat mai intéi si incubat la temperatura ambianta timp de 2
ore, urmat de addugarea de granule donatoare conjugate cu streptavidind (Perkin Elmer). Dupd cel putin 2
ore de incubare, placile de analiza au fost citite pe cititorul de plici EnVision. Semnalele de luminescentd
AlphaScreen au fost inregistrate si utilizate pentru a calcula valorile procentuale de inhibitic pe baza
DMSO si controale de fond.

Pentru analiza dozad-rispuns, datele de inhibare procentuald au fost reprezentate grafic fata de
concentratiile de compus, si valorile ICsp au fost determinate dintr-un model de potrivire robust cu 4
parametri cu software-ul Prism. Rezultatele pot fi, de asemenea, exprimate ca logaritm negativ al valorii
ICso, pICso. Compusul (I) a prezentat o valoare pICso de 8,5 in acest test.

Testul 3: Testul de citotoxicitate

Un test de viabilitate/citotoxicitate a celulelor luminiscente CellTiter-Glo a fost efectuat in
celulele epiteliale pulmonare umane BEAS-2B (ATCC) in conditii normale de crestere.

Celulele au fost crescute la 37°C intr-un incubator umidificat cu 5% CO; in mediu 50%
DMEM/50% F-12 (Life Technologies) suplimentat cu 10% FBS (Hyclone), 100 U/mL penicilini, 100
pg/ mL streptomicina (Life Technologies) si 2 mM GlutaMAX (Life Technologies). In ziua 1 a testului,
celulele au fost insdmantate la o densitate de 500 celule/godeu in plici albe de culturd de tesut cu 384 de
godeuri (Corning) cu 25 pL. mediu si au fost 13sate sa adere peste noapte in incubator. In ziva 2 a testului,
s-au adaugat 5 pl de mediu care confine raspunsuri la doza de compusi de testat si s-au incubat la 37°C
timp de 48 de ore. Ulterior, s-au addugat 30 pL de solutie de detectare CellTiter-Glo (Promega), s-au
amestecat pe un agitator orbital timp de 5 minute si s-au incubat timp de incd 10 minute inainte de a fi
citit pe cititorul EnVision. Semnalele de luminescentd au fost inregistrate si au fost calculate valorile
procentuale de control DMSO.

Pentru analiza doza-raspuns, procentele de date de control DMSO au fost reprezentate grafic fatd
de concentratiile de compus pentru a deriva curbele dozi-raspuns prin linia care conecteaza fiecare punct
de date. Concentratia la care fiecare curba depaseste pragul de inhibare de 15 % este definitd ca CCis.
Rezultatele au fost exprimate ca logaritm negativ al valorii CCys, pCCis.

Este de asteptat ca compusii de testat care prezinta o valoare pCCis mai micd in acest test sa aiba
o probabilitate mai mica de a provoca citotoxicitate. pCCis pentru compusul (I) a fost 5,36.
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Testul 4: Test TARC indus de TSLP in vitro in PBMC uman

Legarea TSLP la receptorul sdu induce o schimbare conformationald care activeazd JAK1 si
JAK?2 pentru a fosforila diversi factori de transcriptie, inclusiv STAT3 si STATS. in celulele imune
rezidente pe piele, acest lucru declanseaza o cascadd de evenimente intracelulare care au ca rezultat
proliferarea celulard, anti-apoptoza, migrarea celulelor dendritice si producerea de citokine si chemokine
Th2. In timpul fazei acute a dermatitei atopice, piclea este invadati de limfocitele Th2. In celulele
mononucleare primare din sangele periferic (PBMC), TSLP are un efect proinflamator prin activarea
celulelor dendritice mieloide pentru a atrage si stimula celulele T. Acest proces este mediat de timus si
chemokine reglate de activare (TARC/CCL17). TARC s-a dovedit a fi un biomarker clinic promititor
pentru dermatita atopica, cu niveluri serice ridicate indicand patogeneza accelerati a inflamatiei cutanate.

In acest test, s-a aritat ci stimularea TSLP induce eliberarea TARC din PBMC-uri si ¢i acest
raspuns cste atenuat intr-o manierd dependentd de dozd dupd tratamentul cu compusul (I). PBMC-urile
(izolate anterior din singe integral si congelate in pérti alicote la -80°C) de la 3 donatori au fost
dezghetate, placate si ldsate si se odihneascd la 37°C timp de 1 ord. Celulele au fost pre-tratate timp de 1
ord cu o serie de dilutii de 3,7X variind de la 33,3 pM pand la 0,95 nM de compus (I). Celulele au fost
apoi stimulate cu 10 ng/mL TSLP sau au primit un volum echivalent de mediu simplu ca control bazal.
Dupi 48 de ore, supernatantii celulari au fost colectati si TARC a fost masurat utilizand Kitul ELISA
CCL17/TARC Quantikine uman.

Pentru analiza dozad-rispuns, datele de inhibare procentuald au fost reprezentate grafic fata de
concentratiile de compus, si valorile ICso au fost determinate dintr-un model de potrivire robustd cu 4
parametri cu software-ul GraphPad Prism. Rezultatele pot fi, de asemenea, exprimate ca logaritm negativ
al valorii ICso, pICso. Compusul (I) a prezentat o valoare pICso de 7,8 in acest test.

Testul S: Test farmacocinetic 1a sobolan

Obiectivul acestui studiu a fost de a evalua farmacocinetica compusului (I) in plasmi dupa
administrarea orala unici (PO, n=3) sau intravenoasid (IV, n=2) la sobolani Sprague Dawley masculi.

La trei sobolani masculi Sprague Dawley s-a administrat o singurd dozad IV de compus (I) (1,0
mg/kg in 5% DMSO + 20 mM tampon citrat pH4) printr-un cateter venos jugular sau o singurd dozi PO
de 5 mg/kg prin gavaj oral (5,0 mg/kg in 1% HPMC cu 0,1% Tween80). La 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6 si 24 de
ore dupd administrarca dozei, probele de sange au fost extrase prin cateter de vend jugulard in tuburi
EDTA si menfinute la rece pe gheatd inainte de centrifugare (12.000 rpm, 4 min, 4°C). Alicote de plasma
au fost transferate in tuburi cluster si depozitate congelate (-80°C) inainte de bioanalize.

Probele de plasmi au fost agitate in vortex inainte de transferul unei alicote de 50 ul de proba pe
o placd cu 96 de godeuri si extrase cu 200 pl de acetonitril continind un standard intern. Dupa extractie,
probele au fost centrifugate timp de 10 minute la 3700 RPM (2809 x g). Supernatantul a fost transferat pe
o noud placd cu 96 de godeuri si apoi diluat in acid formic 0,2% in apa (dilutie de trei ori). Pentru toate
probele, s-au injectat 10 pL pe o coloand Waters Xbridge (C18 30 x 2,1 mm) cu o vitezd de curgere de
0,80 mL/min. Faza mobild A a constat din acid formic 0,2% in api si faza mobild B 0,2% acid formic in
acetonitril. Nivelurile plasmatice ale compusului (I) au fost determinate prin analizdi LC-MS-MS.
Parametrii PK standard au fost determinati utilizind Phoenix WinNonlin, (Certara Inc.).

Tabelul 3: Parametri farmacocinetici

IV (1 mg/kg) PO (5 mg/kg)

‘T1/2 (hr)

\Cmax(p’g/ml) ...............................................
/AUC (0-t) (ug.hr/ml)
CL (L/hr/kg)

e R R R R R R R R R R R e

EVdss (L/Kg)

'ND, nedeterminat

Testul 6;: Farmacocinetica cutanati in pielea de mini-porc Hanford

Obiectivul acestui studiu a fost acela de a determina farmacocinetica epidermicd, dermica si
plasmaticd a compusului (I) dupd o expunere de 24 de ore la piclea intactd de mini-porc Hanford.
Compusul (I) a fost formulat la 0,5 % (g/g) in crema sau unguent asa cum este descris, ca Formulare A si,
respectiv, Formulare B, in Tabelul 4.



10

15

20

25

30

MD/EP 3672965 T2 2022.12.31
36

Tabelul 4: Formulari ale compusului I

Formularea A (cremi)

............................................................................................................................

ECompusul D 5% \
ACldSteanC ............................................................................ 5% ............. ;OCtﬂhidroxistemt 5%
Alcool Cetostearilic 5% | C8-C10 Trigliceride 5%
EPalmitat de Izopropil 4% éVaselina (Petrolatum) %79,5%
Octilhidroxistearat :

\BRIJ S2 (PEG 2 Stearil Eter)
BRI $20 (PEG 20 Stearil Eter)

'N-Metilpirolidina

'PEG400

R R R R

Doudzeci si patru de ore inainte de dozare, parul a fost ras de pe spatele unor miniporci Hanford
de 10-15 kg, expunind o suprafatd de cel putin 700 cm? (aproximativ 10 % din suprafata corpului). La
momentul zero, compusul (I) a fost aplicat pe spatele mini-porcilor la o dozi de 25 pL/cm?. Pielea a fost
acoperitd cu un invelis adeziv pentru a preveni pierderea compusului in cuscd sau asternut. Dupd o
expunere de 24 de ore, spatele a fost spdlat usor cu apa si sdpun pentru a indeparta medicamentul
neabsorbit si uscat. Imediat dupd aceasti spdlare, s-a extras sange prin punctie venoasd de la miniporci.
Piclea exterioard (stratul cornos) a fost apoi indepartatd prin indepartarea benzii adezive. La expunecrea
epidermei a fost luatd o biopsie cu punctie de 0,5 cm. Epiderma si derma au fost separate rapid, cantdrite
si congelate rapid. Probele similare au fost prelevate la 94 de ore si la 168 de ore (7 zile) dupd dozare la
mini-porci. Probele de epiderma si dermd au fost omogenizate in apa 1:10 (g/v) folosind un omogenizator
cu ultrasunete Covaris. Probele au fost extrase in 3 volume de acetonitril si cuantificate in raport cu o
curbd standard prin analizi LC-MS. Dupd cum evidentiazd parametrii farmacocinetici (Tabelul 5),
expunerea semnificativd la compus a fost prezenti in straturile epidermei si dermei, in timp ce expunerea
in plasma a fost sub limita de cuantificare (0,001 pg/ml), indicind o absorbtie foarte limitatd a compusului
in circulatia sistemica.

Tabelul 5. Parametrii farmacocinetici obtinuti pentru ambele formuliri ale compusului (I)

z éFormularea A §Formularea B
‘Plasma Cmax (ug/ml) 1<0,001 1<0,001
‘Plasma AUCo-t (ug*hr/ml)

......................................................................................................

..........................................................................................................

‘Epidermi AUCo-t (ug*hr/g)
EDermi Cmax (ng/g)
EDermi AUCo-t (ug*hr/g)

Testul 7: Testul farmacodinamic (PD) JAK ex vivo utilizind piele umand proaspdt excizatd

Un test farmacodinamic JAK (PD) ex vivo a fost efectuat utilizind tesut de piele uman izolat.
Testul PD a folosit picle umani proaspatd (dermatom de 750 pm grosime) care a fost montatd in celule
Franz statice cu o suprafati de ~0,5 cm?. Camerele receptoare ale celulelor Franz au fost umplute cu
mediu de cornificare cald (37 °C) si plasate intr-un incubator la 37 °C. Piclea a fost dozata local cu 10 uL
(~18 pL/cm?) de compus (1) sau vehicul si a fost lisata in repaus peste noapte (~24 ore). A doua zi, fard
re-aplicare a compusului sau vehiculului de testat, mediul a fost inlocuit cu un cocktail de stimulare
declinat Thl constand din TNFa, IFNy si IL-12. Pielea a fost ldsati in repaus pentru incad 16 ore, apoi
recoltata si procesatd pentru extractia ARN si qPCR a biomarkerilor: CXCL10, CCL2. GAPDH a fost
folosit ca standard intern. Compusul (I) a fost formulat intr-o formulare de unguent la o concentratie de
0,5%. Compozitia vehiculului unguent este listatd in Tabelul 6. Au fost utilizati un total de trei donatori
de picle (testafi in patru exemplare/probd/tratament). Efectul tratamentului a fost calculat ca procent de
crestere sau scddere a stimularii in comparatie cu grupul de vehicul.
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Tabelul 6. Compozitia vehiculului unguent

{Octilhidroxistearat

e R

C8-C10 Triglicerida

%Vasehne (Petrolatum) :
N-Metilpirolidona 59
Alcooll Benzilic 59

Rezultatele testului PD pe pielea umand ex vivo

Datele sunt prezentate in Tabelul 7. Expresia genei CXCL10, care codificd proteina 10 indusa de
interferon-y (IP-10), a fost inhibatd de compusul (I) cu 90,1% comparativ cu grupul de control
TH1/vehicul. In ceea ce priveste gena CCL2, care codificd proteina chemoatractantd monocitard 1 (MCP-
1), compusul (I) a inhibat rAspunsul cu 61,3%. In plus, cu ambele formuliri, au fost detectate concentratii
mari de compus atit in stratul epidermic, cit si in cel dermic al pielii.
Tabelul 7. Efectul farmacodinamic si depunerea epidermica si dermici a formulirii de unguent
0,5% a compusului (I) dupa aproximativ 40 de ore de expunere continui pe pielea umana proaspit
excizata

................................................................................................................................................................................................................................

\ECompus @D §PD- % Inhibare (media + SD) PK Concentratia tesutului (uM media £ SD)
CXCL10 CCL2 Epiderma ‘Dermi
10,5% unguent {901 + 15,1 61,3396 1165+ 919 61453

Datele sunt prezentate ca media + Std dev, n= 12 (3 donori, 4 probe/donor).
Testul 8: Testul de permeabilitate a pielii umane

Obiectivul acestui experiment a fost de a evalua absorbtia percutanata a compusilor de testat prin
pielea umana dupa aplicarea topica. Modelul foloseste piele umani excizatd montatd in camere de difuzie
special concepute (statice sau cu flux) care permit mentinerea pielii la o temperaturd si umiditate care se
potrivesc conditiilor reale de utilizare. Formularea a fost aplicatd pe suprafata pielii si penetrarea
medicamentului este misuratd prin monitorizarea ratei sale de aparifie in solutia de receptor care curge
sub probele de piele. Acest sistem in vitro permite controlul atent al multor variabile potentiale implicate
in aplicarea topicd, cum ar fi volumele de dozare, umiditatea, temperatura, stabilitatea medicamentului si
grosimea pielii.

Acest experiment a folosit un sistem cu difuzie a celulelor cu flux (MedFlux-HTTM) care
utilizeaza o cale de curgere atent proiectatd, cu volume mici de goluri pentru conditii optime de absorbtie
si s-a dovedit cd oferd spatiu local sub piclea dermatomata pentru a genera profile de flux mai precise si
mai detaliate prin colectare automatd si fluidicd optimizatd. Acest sistem a fost dezvoltat pentru a
minimiza in mod specific suprafatid de dozare in timpul experimentelor in vitro, permitind astfel mai
multe replicari de dozare in suprafata limitata a pielii umane ex vivo.

Celulele de difuzie au fost plasate in suporturi de incilzire celulara si incélzite folosind o baie de
apd circulanta pentru a mentine temperatura suprafetei pielii la cca. 32°C. Celulele au fost conectate la
pompe peristaltice cu mai multe canale si mentinute la un debit de aproximativ 10 pL/min (600 pL/h)
pentru un flux continuu de fluid receptor direct sub piele. Dupd esantionarea continud timp de 24 de ore,
probele au fost testate pentru nivelurile de compus de testat prin LC-MS/MS. Compusul de testat a fost
detectat in fluidul receptor de la 20-28 ore dupd aplicarca formulirii de unguent de testat (n=5).
Unguentul utilizat este dezvaluit in Testul 7. Fluidul receptor a fost PBS cu 0,1% Brij.

Tabelul 8. Fluxul compusului (I) care patrunde prin 1 cm? de piele umani

\MedFlux Permeabilitatea (ng/cm2/sec)

: N ;Media Std Dev
‘Compus (I) (0,5% Unguent) 5 39,1 109

Dupa cum se aratd in Tabelul 8, compusul (I) a prezentat o permeabilitate adecvata.
Testul 9: Testul de angajare a tintei JAK in vivo IL-31-pSTATS3 la soareci

Un model in vivo de productie indusa de IL-31 de traductor de semnal fosforilat si activator al
transcripfiei 3 (pSTAT3) la soareci a fost utilizat pentru a evalua angajarea fintei locale pe pielea
soarecelui.
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Calea de semmalizare JAK/STAT (janus kinaza/transductor de semmnal si activator al
transcripfiei) este un element cheie in comunicarea dintre celulele imune si este activata in principal prin
receptorii citokine. Legarea citokinei IL-31 duce la activarea si fosforilarea tirozin kinazelor JAK1/JAK2
care, la rAndul siu, duce la fosforilarea STAT3 (pSTAT3). STAT activat se translocd apoi in nucleu si
regleazi direct transcrierea genelor sensibile la citokine. in aceste studii, soarecii Balb/c au fost dozati cu
o formulare de unguent a compusului (I). Vehicul de unguent (Tabelul 9) sau compusul (I) formulat in
vehiculul de unguent a fost aplicat local pe piclea rasi (25 ul/cm?) cu 30 de minute inainte de injectarea
intradermica (50 pl / 1 x 1 cm? loc) de IL-31 (1 pg/ml) la o zond de picle rasa de 1x1 ¢cm? pe spatele
dintre urechi. La o ord dupd IL-31, au fost colectate biopsii de picle. Probele de tesut au fost congelate
rapid si analizate pentru pSTAT3 prin ELISA si concentratia compusului. Compusul (I) a inhibat
productia de pSTAT3 cu 80% si concentrafia de fesut cutanat a compusului (I) a fost de 62 pM.

Tabelul 9. Compozitia vehiculului unguent

Octilhidroxistearat 5%
§C8-C10 Triglicerida 5%
Vasehna(PeH Olamm) ....................................................................................................................... 79 5% ...........................................
N_Metﬂplr Ohdona ............................................................................................................................ 5% ..................................................
%Alcool Benzilic 5%

Testul 10: Model in vivo de dermatitd acutd indusd de TPA la soareci

Obiectivul acestui test este de a evalua efectul antiinflamator al compusului (I), intr-un model de
dermatitd acut studiat pentru afectiuni inflamatorii cutanate, cum ar fi dermatita atopica (Dong si colab.,
J Pharmacol Exp Ther, 2013). , 344, 436-446).

Aplicarea topicd dermica a esterului de forbol TPA la soareci determind un raspuns inflamator
care este caracterizat prin edem si influx de neutrofile in faza incipientd (2-24 ore) si prin proliferarea
celulelor epidermice in faza ulterioard (24-48 ore) ( Griffiths si colab., Agents and Actions, 1988, 25,
344-351). In acest model, soarecilor femele Balb/c le-a fost administrat local 20 pl/ureche fie de vehicul
sau TPA (2,5 pg). Pentru formularea solutiei, vehiculul (1:7 DMSO:Acetond) sau compusul de testat a
fost aplicat local cu 30 de minute inainte si 15 minute dupd administrarea TPA. Pentru formularea de
unguent, vehiculul sau compusul (I) (0,5% concentratie) a fost aplicat cu 30 de minute inainte de TPA.
Compozitia vehiculului unguent este enumeratd in Tabelul 10. Gradul de inflamatie a fost evaluat ca
modificarea grosimii urechii la 6 ore dupd aplicarca TPA.

Rezultatele sunt rezumate in tabelele 11 si 12. Cand este dozat ca solutie, compusul (I) (3-1000
pg/ureche) a inhibat cresterca indusa de TPA a grosimii urechii intr-o manicrd dependentd de doza. Cea
mai mare doza testatd a inhibat rispunsul TPA cu 54,8%. Cand a fost formulat ca un unguent la 0,5%,
compusul (I) a inhibat raspunsul TPA cu 34,9%.

Tabelul 10. Compozitia vehiculului unguent

{Octilhidroxistearat

e R R R R R R

§C8-C10 Triglicerida

..............................................................................................................................................................................................................................

iVase]ina (Petrolatum)

N-Metilpirolidona

%Alcool Benzilic 59

Tabel 11. Efectul formulirii solutiei topice de compus (I) asupra cresterii induse de TPA a grosimii
urechii la soareci

............................................................................................................................................................................................................................

EDoza de compus (I) (ug/doza ureche ca : ‘Inhibarea cresterii induse de TPA a grosimii urechii (media %

:solutic) linh + SEM (n))
30 6.6% + 1.1% (12)
100 2.4% £ 0.7% (12)

T e e e e e e e e e e e e e e e e e

5.5%+ 3,1% (12)

N

11000 154.8+2.6% (12)
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Tabelul 12. Efectul topic al formulirii de unguent a compusului (I) asupra cresterii induse de TPA
a grosimii urechii la soareci

\EDoza de Compus (I) (20 EInhibarea cresterii induse de TPA a grosimii urechii (media % inh +
ul/ureche) :SEM (n))

10,5% Unguent 134.9% % 3.3% (12)

Testul 11: Inhibarea pSTATS stimulati cu IL-2 in celulele T Tall-1

Potenta compusilor de testat pentru inhibarea fosforilirii STATS stimulatd de interleukini-2 (IL-
2) a fost masuratd in linia de celule T umane Tall-1 (DSMZ) utilizand AlphaLisa. Deoarece IL-2
semnaleaza prin JAK1/3, acest test oferd o misurd a potentei celulare JAK1/3.

STATS fosforilat a fost masurat prin trusa AlphaLISA SureFire Ultra pSTATS (Tyr694/699)
(PerkinElmer).

Celulele T umane din linia de celule Tall-1 au fost cultivate intr-un incubator umidificat 1la 37°C,
5% CO, in RPMI (Life Technologies) suplimentat cu 15% ser fetal bovin inactivat cu cildurd (FBS, Life
Technologies), 2 mM Glutamax (Life Technologies), 25mM HEPES (Life Technologies) si IX Pen/Strep
(Life Technologies). Compusii au fost diluati in serie in DMSO si distribuiti acustic in godeurile goale.
Mediul de testare (DMEM fard rosu de fenol (Life Technologies) suplimentat cu 10% FBS (ATCC)) a
fost distribuit (4 pL/godeu) si placile au fost agitate la 900 rpm timp de 10 minute. Celulele au fost
insdmantate la 45.000 celule/godeu in mediu de testare (4 pl/godeu) si incubate la 37°C, 5% CO» timp de
1 or3, urmatd de addugarea de IL-2 (R&D Systems; concentratia finald 300 ng/mL) in mediu de testare
preincilzit (4 ul) timp de 30 de minute. Dupa stimularea cu citokine, celulele au fost lizate cu 6 pl de
tampon de lizd AlphaLisa 3x (PerkinElmer) care contine 1 x tablete PhosStop si Complete (Roche).
Lizatul a fost agitat la 900 rpm timp de 10 minute la temperatura camerei (RT). STATS fosforilat a fost
misurat prin trusa pSTATS5 AlphaLisa (PerkinElmer). Amestecul de perle acceptoare proaspit preparat a
fost distribuit pe lizat (5 uL) sub filtrat verde < 100 lux de lumini. Placile au fost agitate la 900 rpm timp
de 2 minute, rotite scurt in jos si incubate timp de 2 ore la RT in intuneric. Bilele donatoare au fost
distribuite (5 pL) sub filtru de lumind verde < 100 lux. Plicile au fost agitate la 900 rpm timp de 2
minute, scurtate in jos si incubate peste noapte la temperatura camerei in intuneric. Luminescenta a fost
misuratd cu excitatie la 689 nm si emisie la 570 nm folosind un cititor de placi EnVision (PerkinElmer)
sub filtru de lumind verde <100 lux.

Pentru a determina potenta inhibitoare a compusilor de testat ca raspuns la IL-2, intensitatea
medie de emisie a granulelor legate la pSTATS a fost masuratd intr-o linie de celule T umane. Valorile
ICso au fost determinate din analiza curbelor de inhibare a intensititii semnalului in functic de
concentratia compusului. Datele sunt exprimate ca valori pICso (logaritm decadic negativ ICso) (media +
abaterea standard). Compusul (I) a prezentat o valoare pICso de 8,4 in acest test.

Testul 12; Inhibarea fosforilirii STAT4 indusi de IL-12 in celulele T CD3+ umane

Acest test de potentd celulard pentru inhibarea JAK a fost efectuat prin misurarea fosforilarii
STAT4 induse de interleukina-12 (IL-12, R&D Systems) in celulele T CD3+ umane. Anticorpul CD3
(Becton Dickinson (BD) Biosciences) a fost conjugat la R-Ficoeritrina (R-PE). Anticorpul pSTAT4
(pTyr641, BD Biosciences) a fost conjugat cu Alexa Fluor 647.

Celulele mononucleare din sangele periferic uman au fost cultivate la 37°C intr-un incubator
umidificat cu 5% CO- in mediu RPMI (Life Technologies) suplimentat cu 10% FBS (Life Technologies),
100 U/mL penicilind, 100 pg/mL streptomicind ( Life Technologies), 2 mM GlutaMAX (Life
Technologies), anti CD3 legat de placd (5 pg/mL, UCHTI1, BD Biosciences) si anti-CD28 solubil (1
pg/mL, CD28.2, BD Biosciences) timp de 3 zile. Celulele au fost apoi resuspendate in mediu RPMI (Life
Technologies) suplimentat cu 10% FBS (Life Technologies), 100 U/mL penicilind, 100 pg/mL
streptomicina (Life Technologies), 2 mM GlutaMAX (Life Technologies) si 10 ng/mL interleukina-2 (IL-
2, sisteme de cercetare si dezvoltare) pentru inci 3 zile. In ziua testului, celulele au fost spilate in tampon
de analizi (RPMI suplimentat cu 0,1% albumini serici bovinid (BSA, Sigma), 100 U/mL penicilini, 100
pg/mL streptomicina (Life Technologies) si 2 mM GlutaMAX (Life Technologies) )) si resuspendate la
1,25 x 106 celule per ml in tampon de testare. Celulele au fost insdmantate la 250.000 de celule per 100
ul per godeu intr-o placa cu fund rotund de polipropilend, adancime de 96 de godeuri (Coming) si au fost
lasate sa cultive timp de 1 ord. Mediul a fost indepdrtat si inlocuit cu 50 ulL de tampon de analizi care
confine raspunsuri la dozd de compusi de testat. Compusii au fost preparati ca solufii stoc 10 mM in
DMSO. S-au efectuat dilufii in serie pentru a genera 11 concentratii de compus de testat la de 1000 de ori
concentratia finald de testare in DMSO 100%. Acestea au fost diluate de 25 de ori si apoi de 20 de ori in
medii de testare pentru a genera stocuri la 2X peste concentratia de testare finald in 0,2% DMSO. Celulele
au fost incubate cu compusi de testare la 37°C timp de 1 ord, urmata de adiugarea a 50 pL de tampon de
testare preincdlzit care contine IL-12 (20 ng/mL, sisteme R&D) Concentratia finalad de IL-12 este de 10
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ng /mL. Dupa incubare la 37°C timp de 30 de minute, celulele au fost fixate cu 100 pL de tampon citofix
preincilzit (BD Biosciences) si incubate timp de 10 minute la 37°C. Celulele au fost apoi centrifugate
timp de 5 minute la 322xg, supernatantul a fost aruncat si celulele au fost spalate cu 500 pL de tampon de
colorare (1% BSA 1in solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS)). Celulele au fost apoi centrifugate timp de
5 minute la 322xg, supernatantul eliminat si celulele au fost incubate timp de 30 de minute pe gheati cu
500 puL de tampon Perm III pre-ricit (BD Biosciences) pentru a permeabiliza celulele. Apoi, celulele au
fost centrifugate timp de 5 minute la 322xg, supernatantul a fost aruncat, spélat cu 1 ml de tampon de
colorare, centrifugat incd o datd si granula de celule finala resuspendatd in 100 pL. de tampon de colorare
care confine anti-CD3 R-PE (dilutie 1:10) si anti-STAT4 AlexaFluor 647 (dilufie 1:50) pentru a colora
suprafata celulei si markerii intracelulari. Celulele au fost incubate timp de 45 minute la temperatura
camerei in intuneric. Dupd colorarea cu anticorpi, celulele au fost centrifugate timp de 5 minute la 322xg,
supernatantul a fost eliminat si celulele au fost spalate cu 500 pL. de tampon de colorare. Celulele au fost
spdlate incd o datd inainte ca continutul godeului sa fie transferat de pe placa de analizd cu godeu adanc
pe o placd cu 96 de godeuri cu fund in U de polipropilend in 200 pL tampon de colorare pentru analiza
citometriei in flux. Pentru analiza doza-rdspuns, valorile medii ale intensitatii fluorescenfei au fost
reprezentate grafic fati de concentratiile de compus, si valorile ICso au fost determinate dintr-un model de
potrivire robusti cu 4 parametri cu software-ul Prism. Compusul (I) a prezentat o valoare pICso de 7,2 in
acest test.

Testul 13: Inhibarea pSTAT6 stimulata cu IL-13 in cheratinocite epidermice umane normale

Potenta compusilor de testat pentru inhibarea fosforilarii STAT6 stimulatd de interleukini-13
(IL-13) a fost misuratd in cheratinocite epidermice umane normale (ATCC) utilizind AlphaLlisa. STAT6
fosforilat a fost misurat prin trusa Alphal.ISA SurcFire Ultra pSTAT6 (Tyr641) (PerkinElmer).

Keratinocitele epidermice primare au fost cultivate intr-un incubator umidificat la 37°C, 5%
CO», in mediu bazal de celule dermice (ATCC) suplimentat cu kit de crestere a keratinocitelor (ATCC) si
IX Pen/Strep (Life Technologies). Celulele au fost insdmantate la 20.000 celule/godeu in plici albe cu
384 de godeuri acoperite cu poli-D-lizini (Corning) cu 50 pl si incubate la 37°C, 5% CO, peste noapte. in
ziua a 2-a a testului, mediul a fost indepartat si inlocuit cu 15 ul. de mediu care contine raspunsul
compusilor de testat. Compusii au fost diluati in serie in DMSO si apoi diluati incd de 1000 de ori in
mediu pentru a aduce concentratia finald de DMSO la 0,1%. Celulele au fost incubate cu compusi de
testat la 37°C timp de 1 ord si urmate de addugarea de IL-13 (R&D Systems; concentratic finald 50
ng/mL) in mediu de testare preincilzit (5 uL) pentru 30 minute.

Dupi stimularea cu citokine, celulele au fost lizate cu 5 pl de tampon de lizd Alphalisa 5x
(PerkinElmer) continind 1x tablete PhosStop si Complete (Roche). Lizatul a fost agitat la 900 rpm timp
de 10 minute la temperatura camerei (RT). STAT6 fosforilat a fost misurat prin trusa pSTAT6 Alphalisa
(PerkinElmer). Amestecul de bile acceptoare proaspat preparat a fost distribuit pe lizat (10 uL) sub filtrat
verde < 100 lux lumind. Placile au fost agitate 1a 900 rpm timp de 2 minute, rotite scurt in jos si incubate
timp de 2 ore la RT in intuneric. Bilele donatoare au fost distribuite (10 uL) sub filtrat verde < 100 lux de
lumind. Plicile au fost agitate la 900 rpm timp de 2 minute, scuturate in jos si incubate peste noapte la
temperatura camerei in intuneric. Luminescenta a fost masuratd cu excitatie la 689 nm si emisie la 570
nm folosind un cititor de plici EnVision (PerkinElmer) sub lumind verde filtrat <100 lux.

Semnalele de luminescentd au fost inregistrate si utilizate pentru a calcula valorile procentuale
de inhibare pe baza DMSO si martori. Pentru analiza dozi-raspuns, datele de inhibare procentuald au fost
reprezentate grafic fati de concentratiile de compus, si valorile ICso au fost determinate dintr-un model de
potrivire robust cu 4 parametri cu software-ul Prism. pICso al compusului (I) a fost 8,3 in acest test.

Testul 14: Inhibarea pSTAT3 stimulati cu IL-22 in cheratinocite epidermice umane normale

Potenta compusilor de testat pentru inhibarea fosforilarii STAT3 stimulatd de interleukini-22
(IL-22) a fost misuratd in cheratinocite epidermice umane normale (ATCC) utilizind Alphalisa. STAT3
fosforilat a fost misurat prin trusa Alphal.ISA SurcFire Ultra pSTAT3 (Tyr705) (PerkinElmer).

Keratinocitele epidermice primare au fost cultivate intr-un incubator umidificat la 37°C, 5%
CO», in mediu bazal de celule dermale (ATCC) suplimentat cu kit de crestere a keratinocitelor (ATCC) si
IX Pen/Strep (Life Technologies). Celulele au fost insdméantate la 20.000 celule/godeu in plici albe cu
384 de godeuri acoperite cu poli-D-lizini (Corning) cu 50 pl si incubate la 37°C, 5% CO, peste noapte. In
ziua a 2-a a testului, mediul a fost indepartat si inlocuit cu 15 pL. de mediu care contine rdspunsul la dozi
a compusilor de testat. Compusii au fost diluati in serie in DMSO si apoi diluati incd de 1000 de ori in
mediu pentru a aduce concentratia finald de DMSO la 0,1%. Celulele au fost incubate cu compusi de
testat la 37°C timp de 1 ord si urmate de adidugarea de IL-22 (R&D Systems; concentratic finald 50
ng/mL) in mediu de testare preincilzit (5 uL) pentru 30 minute.

Dupd stimularea cu citokine, celulele au fost lizate cu 5 ul de tampon de lizd Alphalisa 5x
(PerkinElmer) continind 1x tablete PhosStop si Complete (Roche). Lizatul a fost agitat 1a 900 rpm timp
de 10 minute la temperatura camerei (RT). STATS3 fosforilat a fost misurat prin trusa pSTAT3 Alphalisa
(PerkinElmer). Amestecul de bile acceptoare proaspét preparat a fost distribuit pe lizat (10 uL) sub filtrat
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verde < 100 lux lumind. Placile au fost agitate 1a 900 rpm timp de 2 minute, rotite scurt in jos si incubate
timp de 2 ore la RT in intuneric. Bilele donatoare au fost distribuite (10 pL) sub filtru de lumina verde <
100 lux. Placile au fost agitate la 900 rpm timp de 2 minute, scuturate in jos si incubate peste noapte la
temperatura camerei in intuneric. Luminescenta a fost masuratd cu excitatie la 689 nm si emisie la 570
nm folosind un cititor de placi EnVision (PerkinElmer) sub filtru de lumind verde <100 lux.

Semnalele de luminescentd au fost inregistrate si utilizate pentru a calcula valorile procentuale
de inhibare pe baza DMSO si martori. Pentru analiza doza-rispuns, datele de inhibare procentuald au fost
reprezentate grafic fati de concentratiile de compus, si valorile ICso au fost determinate dintr-un model de
potrivire robust cu 4 parametri cu software-ul Prism. pICso al compusului (I) a fost 8,4 in acest test.

Testul 15: Recuperarea filagrinei suprimate IL.-22 in cheratinocite epidermice umane normale

Se stie cd IL-22 inhiba expresia genelor de diferentiere terminald, cum ar fi Filagrina. Nivelul de
recuperare al compusului de testat pentru expresia filagrinei suprimata a interleukinei-22 (IL-22) a fost
misurat in cheratinocitele epidermice umane normale (ATCC) utilizind PCR in timp real.

Keratinocitele epidermice primare au fost cultivate intr-un incubator umidificat la 37°C, 5%
CO», in mediu bazal de celule dermice (ATCC) suplimentat cu kit de crestere a keratinocitelor (ATCC) si
IX Pen/Strep (Life Technologies). Celulele au fost insdmantate la 5.000 celule/godeu in placi BioCoat cu
96 de godeuri (Corning) cu 100 pl si incubate la 37°C, 5% CO; timp de 3 pand la 4 zile pana la
confluentd de 100%. Apoi, mediul a fost indepdrtat si inlocuit cu 150 pL. de mediu care confine rdspunsul
la compusii de testat. Compusii au fost diluati in serie in DMSO si apoi diluati inci de 1000 de ori in
mediu pentru a aduce concentratia finali de DMSO 1a 0,1%. In ziua 1 a testului, celulele au fost incubate
cu compusii de testat 1a 37°C timp de 1 ord si au fost urmate de adiugarea de IL-22 (R&D Systems;
concentratia finald 50 ng/mL) in mediu preincalzit (50 pL) timp de 4 zile. Mediul cu compusii de testat si
IL-22 a fost schimbat o dati in ziva 3. In ziua 5, celulele au fost spalate cu IX PBS (Gibco) si lizate cu 50
ul de tampon de lizd continind 0,5 pl Dnasel din Kitul TagMan® Gene Expression Cells-to-Ct™ (Life
Technologies). Dupd incubarea la temperatura camerei (RT) timp de 5 minute, s-au adidugat 5 pl de
solutie Stop din kit si apoi s-au incubat la RT timp de 2 minute. S-au amestecat 11,25 pl de lizat, 12,5 pl
de tampon 2X RT si 1,25 pl amestec de enzime 20X RT din kit. Reactia de transcriptie inversa a fost
efectuatd prin incubarea amestecului la 37°C timp de 60 de minute si apoi la 95°C timp de 5 minute
pentru a genera cADN. Pentru a asambla cocktailul PCR, fiecare reactie a continut 10 pl de 2X TagMan®
Gene Expression Mater Mix, 1 pl de 2X TagMan® Filaggrin Gene Expression Assay (Life
Technologies), 1 ul de 2X TagMan® UBC Gene Expression Assay (Life Technologies), 4 ul de nucleaza
fard apa si 4 ul de cADN. Reactiile PCR au fost efectuate pe EtapaOnePlus™ (Life Technologies) cu
conditii ciclice de 50°C timp de 2 minute, 95°C timp de 10 minute urmate de 40 de cicluri de 95°C timp
de 15 secunde si 60°C timp de 1 minut. Semnalele de fluorescentd au fost captate dupd fiecare ciclu.
Metoda CT comparativa a fost utilizati pentru a cuantifica expresia genei cu celule fard IL-22 si compusi
de testare ca control de baza.

Recuperarca compusului (I) pentru expresia filagrinei suprimatd interleukina-22 (IL-22) a fost
observati la o concentratic < 1 pM.

Testul 16: Testul de permeabilitate Caco-2

Testul de permeabilitate Caco-2 a fost utilizat ca un indicator al permeabilitdtii pielii. Testul
misoard viteza cu care compusii de testat in solutie patrund intr-un monostrat celular (proiectat sd imite
jonctiunea stransa a monostraturilor umane intestinale subfiri).

Plicile transwell cu 24 de godeuri CacoReady au fost obtinute de la ADMEcell (Alameda, CA).
Compusii au fost evaluati la o concentratie de 5 pM din solutii stoc de DMSO 10 mM in duplicat (n=2).
Permeabilitatea pasivd a compusilor testati a fost evaluatd folosind monostraturi de celule Caco-2
impreund cu Verapamil (25 uM) pentru a inhiba proteinele de transport P-gp in directia apicald spre
bazolaterald (A-B). Experimentul a fost efectuat intr-un incubator la 37°C, 5% CO,. Mediul de culturad
Caco-2 a constat din filtrat standard DMEM, FCS 10%, L-Glutamind 1% si PenStrep 1%. Placa de
analiza bazali a fost preparatd prin addugarea a 750 puL de tampon de transport la godeurile A-B. O placd
CacoReady™ a fost preparatd prin indepirtarea mediului Caco-2 din godeurile apicale si inlocuirea cu
mediu de transport proaspat (200 uL repetate pentru un total de 3 spaliri). Mediul martor (200 pL) a fost
apoi inlocuit cu compus diluat pentru godeurile A-B. Pentru a incepe incubarea, placa bazald a fost
indepartata din incubator si a fost addugatd sectiunea apicald deasupra acesteia. Au fost colectate probe
(40 uL) din compartimentele apicale si bazale pentru timpul zero (t0). Probele au fost colectate din nou
dupa 120 de minute (t120) din compartimentele apicale si bazale. Toate probele au fost diluate si pregitite
pentru bioanaliza prin LC-MS/MS. Coeficientul de permeabilitate (Kp, medie A la B + Verapamil
Papparent) in cm/sec a fost calculat ca dQ (flux)/(dt x Aria x concentratie).

In acest test, un compus cu o valoare Kp mai mici de aproximativ 5 x 10-6 cm/sec este
considerat a avea permeabilitate scdzutd. Un compus avand o valoare Kp mai mare de aproximativ 20 x
10-6 cm/sec este considerat a avea o permeabilitate ridicata.
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Testul 17: Testul microzomului hepatic uman

Obiectivul acestei analize a fost de a evalua stabilitatca metabolici a compusilor de testat intr-o
sub-fractic hepatici umand in vitro. Microzomii hepatici umani obfinuti de la Bioreclamation-IVT
(Baltimore, MD) au fost dezghetati pe gheata si diluati in tampon fosfat de potasiu 0,1 M pH 7.4 pana la
concentratii aleatoare ale proteinei de incubare finale de 0,1 mg/mL. Compusii de testat (10 mM) au fost
diluati in cofactor NADPH pana la concentratii finale aleatorii de incubare de compus de testat 0,1 pM si
NADPH ImM. Incubarile au fost efectuate la o temperaturd de 37°C si au fost prelevate alicote de testare
la punctele de timp 0, 5, 8, 15, 30 si 45 de minute. Fiecare alicota a fost prabusitd in apa cu acid formic
3% si standard intern 1 uM. Probele rezultate au fost injectate intr-un sistem LC-MS/MS pentru analiza.

Pentru fiecare incubare, aria de varf a analitilor din fiecare alicotd tO a fost setatd la 100% si
zonele de varf din alicotele de timp ulterioare au fost convertite in procentul de compus de bazid ramas in
raport cu t0. Procentul de compus de bazd rdmas a fost convertit la scard logaritmicd naturald si
reprezentat grafic in functie de timp in minute. A fost efectuatd o analizd de regresie liniard pentru
declinul initial al profilului de disparitie compusului de baz3 si a fost determinatd o formuld pentru linia
cea mai potriviti. Panta liniei rezultate a fost normalizatd la concentratia de proteine in mg/ml proteina
sau numdrul de celule/ml si CLin a fost calculat dupd cum urmeaza pentru microzomii hepatici:

Cheniph mun” wy™y = { Pamiay WG oroteind, wmyiwdld

Valorile CLint de la 0-8 pl/min/mg reprezintd clearance-ul scizut (adicd < 30% din fluxul
sanguin hepatic la om). Valorile CLint de la 9-49 pl/min/mg reprezinta clearance moderat (adica 30-70%
din fluxul sanguin hepatic la om) si valorile > 50 pl/min/mg reprezintd clearance-ul hepatic ridicat (adica
>70% din fluxul sanguin hepatic la om).
Caracterizarea compusului (I) si compusii de comparatie

Tabelul 13: Caracterizarea compusilor de comparatie

ECompus # Structura Cacoverap Kp 10°° cm/sec HLM Clint (uL/min/mg
E(I) 423 136

Q
1]
0=

!
N

Compusii comparativi C-1 si C-2 au fost dezviluiti de catre solicitant in unele prezentdri facute
in Aprilie, Tunie si August 2017 la conferinte.
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Compusul (1) este caracterizat printr-o permeabilitate mult mai mare (valoarea Cacoverap) si
clearance-ul microzomului hepatic uman (valoarea HLM Clint) decét C-1 si C-2. Un clearance mai mare
este benefic pentru a promova clearance-ul sistemic rapid si pentru a preveni expunerea sistemici care
poate fi asociatd cu efecte secundare. O permeabilitate mai mare este beneficd pentru indicatiile pielii,
deoarece pare sa asigure o mai bund penetrare in picle.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
o  WO-A1-2015/094803

e  WO-A1-2016/191524
e US-AI1-2016 052930

(57) Revendiciri:

1. Un compus cu formula (I):

HN
N
HN. Ny N
F | ZN
OH
)

sau o sare a acestuia acceptabila din punct de vedere farmaceutic.
2. Forma liberd a compusului din revendicarea 1.

3. O form4 cristalind a compusului cu formula (I):

HN
N
HN._No_N-_
F | #N
OH
I

unde forma cristalind este caracterizata de un model de difractie cu raze X in pulbere care cuprinde
varfuri de difractie la valori de 26 de 11.4+0.2, 16.240.2, 16.6+0.2, 17.7+0.2, 5i 21.94£0.2.

4. Formi cristalini din revendicarea 3, unde modelul de difractic cu raze X in pulbere este
caracterizat in plus prin faptul ca are varfuri de difractie suplimentare la valori de 20 ale 8.9+0.2, 9.540.2,
si 10.2+0.2.

5. Forma cristalind conform revendicarii 4, in care modelul de difractie cu raze X in pulbere este
caracterizat in plus prin faptul ci are doud sau mai multe varfuri de difractie suplimentare la valori 20
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selectate dintre 14.4+0.2, 19.0+0.2, 19.2+0.2, 19.8+0.2, 20.1+0.2, 20.4+0.2, 20.6+0.2, 20.8+0.2, 21.3+£0.2,
25.940.2,30.1+0.2, 30.5+0.2, 30.9+0.2, 32.6+0.2, si 33.8+0.2.

6. Forma cristalind conform revendicirii 3, in care forma cristalind este caracterizatd printr-o
calorimetrie cu scanare diferentiala inregistrati la o viteza de incélzire de 10 °C pe minut care aratd un

flux de calduri endotermic maxim cu un varf la 238.1 °C £+ 2 °C.

7. Compozitie farmaceuticd cuprinzand un compus conform oricareia dintre revendicdrile 1 sau 2
si un purtitor acceptabil farmaceutic.

8. Compozitie farmaceutica cuprinzand o forma cristalind conform oricéreia dintre revendicarile
3 pani la 6 si un purtitor acceptabil farmaceutic.

9. Compozitic farmaceutica conform revendicirii 7, care mai cuprinde unul sau mai multi agenti
terapeutici suplimentari.

10. Compozitic farmaceuticd conform revendicarii 7, in care compozitia farmaceuticd este un
unguent sau ¢ crema.

11. Compozitie farmaceutica conform revendicarii 7, in care compusul (1), sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, este prezent intre 0,1 si 10 % in greutate.

12. Compozitie farmaceuticd conform revendicdrii 7, in care compusul (1), sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, este prezent intre 0,25 si 5% in greutate.

13. Compozitie farmaceutica conform revendicarii 7, in care compusul (1), sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestuia, este prezent intre 0,05 si 0,5% in greutate.

14. Compus conform revendicarii 1 sau 2, pentru utilizare in tratamentul unei boli inflamatorii
sau autoimune a pielii la un mamifer.

15. Compus conform revendicdrii 14, pentru utilizare in tratamentul unei boli inflamatorii de
piele 1a un mamifer.

16. Compus conform revendicdrii 15, pentru utilizare in tratamentul dermatitei atopice.

17. Compus conform revendicarii 16, in care dermatita atopici este dermatitd atopicd moderata
pand la severa.

18. Compus conform revendicarii 16, in care dermatita atopici este dermatitd atopicad usoard
pand la moderati.

19. Compus conform revendicdrii 14, pentru utilizare in tratamentul alopecici arcata.

20. Compus conform revendicdrii 14, pentru utilizare in tratamentul unei boli inflamatorii sau
autoimune ale pielii selectate din grupul constind din: vitiligo, prurigo nodularis, lichen plan, dermatita
de contact, manifestdri cutanate ale bolii grefd versus gazda, pemfigoid, lupus discoid, lichen sclerosus,
lichen planopilar, psoriazis si foliculita decalvanta.

21. Compus conform revendicdrii 14, pentru utilizare in tratamentul psoriazisului.

22. Un procedeu pentru prepararea unui compus cu formula (I):
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sau o sare a acestuia acceptabila farmaceutic, care cuprinde:
(a) reactia unui compus cu formula (II):

o}
i)
c>¢=fi
HN <EEEEr¢EEEE>
1]
N \
HN | No N
N
_R
o” o
(1)

unde R este o grupare C;.;; alchil cu un agent reducitor si
(b) optional formarea unei siruri acceptabile farmaceutic pentru a furniza un compus cu formula
(D), sau o sare a acesuia acceptabila farmaceutic.

23. Procedeu din revendicarea 22, unde agentul reducitor este sclectat din grupul constind din
LiA1H4, NaBH4, §1 LiBH4.

24. Procedeu din revendicarea 22, unde R este etil.

25. Procedeu din revendicarea 22, unde compusul cu formula (II) este obtinut prin cuplarea unui
compus cu formula (IIT)

N
HN N X
Y
N
0 o"Fi
(111)

unde X este un halogen, cu un compus cu formula 1-9
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26. Compus cu formula (II):

sau o sare a acestuia acceptabila farmaceutic,
unde R este o grupare C;_1» alchil.

27. Compusul din revendicarea 26, unde R este etil.

28. Compus cu formula (III):

1
N\\
HN N X
T
N
F e
_R
@) O
(111)

sau o sare a acestuia acceptabila farmaceutic,
unde R este o grupare Cy.12 alchil si X este halogen.

29. Compus din revendicarea 28, unde R este etil si X este cloro.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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