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Linh vire k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chét e ché chon loc JAK, solvat, vd mudi duoc dung
cua no, va dugc phém chira hoat chét 13 hop chét nay hoac mubi duge dung ctia né dé
diéu tri bénh lién quan dén dich JAK nhu bénh & hé mién dich, bénh viém khép dang
thip va khéi u.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Qué trinh truyén tin hiéu JAK-STAT 13 qu4 trinh tai nap tin hiéu duoc kich thich
béi xytokin dugc phat hién trong nhitng nam gan day, trong d6 JAK déng vai trd quan
trong trong viéc truyén tin hidu xytokin. Céc co chit phia sau ciia ho JAK kinaza bao
gdm cac chat tai nap tin hiéu va cc chét hoat héa qua trinh phién ma (STAT). Protein
JAK 1a thanh vién quan trong trong qué trinh nay, va su ting bat thudng hoat tinh cia né
thuong din dén su khoi phat bénh. Nhiéu bénh lién quan dén céc dap tng t& bao bt
thudng ciia qué trinh truyén tin hiéu JAK-STAT, bao gdm bénh tu mién, bénh viém, bénh
xuong, bénh chuyén héa, bénh than kinh va bénh thoai héa thin kinh, bénh ung thu, bénh
tim mach, bénh di ing va bénh hen, va bénh Alzheimer.

Bénh viém khép dang thip (Rheumatoid arthritis - RA) 13 bénh tr mién man tinh
duoc quan sat thdy phd bién trong 1am sang, bénh nay dugc dic trung cha yéu boi chung
sung, dau, cting, bién dang khdp va su suy chirc ning ning. Ty 18 nhidm RA trong quan
thé ndm trong khoang 0,5%-1,0%. Do sinh bénh hoc cia RA khong rd rang, nén qua trinh
bénh 1y ctia n6 kho kiém soat, va ty 18 khuyét tat cao, 1am suy giam nghiém trong thé chit
va tinh than coa dbi tuong bi bénh va 1am gidm chét luong cudc séng ctia dbi tuong bi
bénh. Cac thube hién dugc st dung dé diéu tri RA chu yéu 1a thube chéng viém khéng
steroit (non-steroidal anti-inflammatory drug - NSAID), thudc chéng thap khép 1am thay
ddi bénh (disease-modifying antirheumatic drug - DMARD), va c4c thuc khéng thé.
Trong thoi gian dai, cac thubc uu tién hang dau dé diéu tri RA 13 cac DMARD. Nim
1988, thuéc DMARD thir nhit methotrexate (MTX) d3 dugc phé chuén bsi FDA dé didu
tri RA, 1am cho MTX tré thanh médc quan trong trong lich sit didu tri RA. Thubc nay
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dugce st dung rong rai do cac vu diém cta né nhu tinh hiéu qua, kha ndng dung nap, do
an toan, v.v., nhung né c6 tac dung bét 1gi bao gfﬁm ching budn nén, nén, khé chiu da
day, va doc tinh véi gan. Nguoc lai, cac thudc khang thé méi duoc phat trién c6 hidu qua
t6t va chi bao an toan dbi v6i RA tir trung binh dén ning. Tuy nhién, do né huéng dich
cac xytokin dac hi€u, quén thé c6 loi tir né bi gidi han mét cach déng ké, va trong khi d6
chi phi diéu tri va st dung béng cach tiém cling gidi han su khuyén khich st dung thudc

nay.

Trong 20 ndm qua, viéc diéu tri RA d3 dat dugc su cai thién 16n, va tinh trang clia
dbi tuong bi bénh cé thé duge kim soat mot cach hiéu qua bﬁng ché dcf)vdiéu tri hién co.
Tuy nhién, cac dbi mgng bi bénh RA con trai qua cic van dé nhu sy tai phat bénh, tic
dung diéu tri khong dap tng duoc, sy dung nap trong thoi gian dai kém, Vé.m(}t s tac
dung bét loi. Pidu quan trong hon néu, chit lugng cudc séng cla cac dbi tuong bi bénh
RA, bao gém chirc néng ctia cac co quan nhu khép, chua thuc sy dugce cai thién bé'mg cac
bién phép diéu tri hién c6. Do d6, van cé nhu ciu 14m sang 16n chwa dugc dép Gng trong
linh virc nay vé viéc khoi phuc chirc ning binh thudng ciia cic dbi tugng bi bénh.

Céc nghién ctru d4 thé hién rang bién phap cbt 16i diéu tri RA 13 tao ra mot sd
luong 16n cac xytokin béng cach tu tiét cic té bao don nhan/dai thuc bao, té bao limpho,
v.v. bi thAm nhiém trong mo va cac té bao hoat dich RA. Cac xytokin nay tuong tac va
hoat héa qua trinh truyén tin hiéu JAK/STAT (Januskinase/Signal transducer and
activators of transcription signaling pathway - Januskinaza/chat tai nap tin hiéu va céc
chit hoat héa qua trinh truyén tin hiéu sy phién m3) théng qua cac cach khac nhau. Bing
cach trc ché ddc hiéu qua trinh truyén tin hiéu JAK/STAT, su khuéch dai theo dot cua cac
xytokin nay c6 thé duoc phong bé, nhd d6 cai thién cac triéu chimg cua cac khdp bi tdn
thuong & cac dbi tuong bi bénh RA. Do d6, qu4 trinh truyén tin hiéu JAK/STAT I dich
tiém ning dé diéu tri RA. Vao thang 11 nam 2012, chat rc ché JAK sir dung qua duong
miéng Tofacitinib duoc phé chudn ddu tién béi FDA dé diéu tri bénh viém khép dang
thép (RA), tré thanh thudc trc ché kinaza thanh céng dau tién trong linh vuc nay.

Qua4 trinh truyén tin hiéu JAK-STAT 13 qua trinh tai nap tin hiéu duoc kich thich
béi xytokin dugc phét hién trong nhitng nim gan ddy, trong d6 JAK dong vai trd quan
trong trong viéc truyén tin hiéu xytokin. JAK kinaza (duoc viét tit 13 JAK, bao gébm bén
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thanh vién d3 biét JAK1, JAK2, JAK3, TYK2) 12 ho nhd cua si€u ho tyrosin protein
kinaza té bao chat khong phai thu thé. JAK3 dugc phan bb trong tiiy xuong va hé mach
bach huyét, va JAK1, TYK2, va JAK2 duogc phan bd rng rai trong cac t€ bao mo khac
nhau. Khi JAK gén két v6i thu thé xytokin trén bé mit té bao, cac JAK di duoc ghép cap
v6i thu thé dugc hoat hoa, va dén luot minh céac thu thé dugc phosphoryl héa. Qua trinh
nay tao ra vi tri thu nhan d6i véi chét tai nap tin hidu té bao chit va chit hoat héa qua
trinh phién m4 protein STAT (duoc viét tit 13 STAT, bao gdm STAT1-4, STAT5a, STAT5b,
STAT6). JAK phosphoryl hoéa protein STAT, va chit thu duoc dugce chuyén vao trong
nhan dé didu hoa qu4 trinh biéu hién gen sau khi nhi trung héa. Qua trinh nay 13 qué trinh
truyén tin hiéu JAK / STAT (O’Shea J. J., et al., N. Engl. J. Med., 2013, 368:161-170).
Qua4 trinh truyén tin hiéu JAK/STAT 13 qu4 trinh truyén tin hiéu duoc kich thich
boi nhiéu xytokin va thu thé yéu t5 sinh trudng, bao gdm céc interleukin, cc interferon
(IFN-a, IFN-B, IFN-y), erythropoietin (EPO), yéu t6 kich thich tao bach cu hat-dai thuc
bao (granulocyte-macrophage colony stimulating factor - GM-CSF), somatotropin (GH),
prolactin (PRL), thrombopoietin (TPO), v.v., ma déng vai trd then chét trong qué trinh
tang sinh cia cac t& bao mién dich va cac té bao gbc tao méu, va qua trinh sinh hoc cta

qua trinh diéu hoa mién dich (Ghoreschi K., et al., Immunol. Rev., 2009, 228:273-287).

JAK1 c6 thé gan két véi IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-26, IL-28, IFN-a, IFN-y,
IL-6 trong ho gpl130, va cac thu thé khac chaa ve, v.v.. (Rodig S. J., et al., Cell, 1998,
93:373-383). Cac thir nghiém bit hoat gen JAK1 & m6 hinh chudt nhét chi ra ring enzym
nay déng vai trd then chdt trong viée didu chinh cac tic dung sinh hoc ciia cic thu thé

xytokin khéc nhau dugce mo ta trén day (Kisseleva T., et al., Gene, 2002, 285:1-24).

JAK1 1a dich méi trong linh vuc cac bénh nhu cac bénh lién quan dén mién dich,
bénh viém va ung thu. Cac chit trc ché JAK1 c6 thé dugc sir dung @ diéu tri/phong bénh
trr mién va viém (Hornakova T., et al., Blood, 2010, 115:3287-3295), nhu bénh bach cAu,
u limpho, u melanin, bénh viém khép, bénh vay nén, bénh Crohn, bénh luput ban 46, hoi
chimg suy giam mién dich méc phai (Hou S., et al., Hum. Genet., 2013, 132:1049-1058)
va cac bénh tuong tu.

JAK?2 déng vai trd quan trong trong viéc diéu hoa cac tin hiéu thu thé khac nhau
bao gdm IL-3, IFN-y, EPO, GH v céc tin hiéu tuong tir (Levy D. E., et al., Nat. Rev.
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Mol. Cell Biol., 2002, 3:651-662). Viéc bét hoat gen JAK2 & mé hinh chudt nhit ¢ thé
din dén su chét cua céac dong vat thiéu méu (Schindler C., et al., J. Biol. Chem., 2007,
282:20059-20063); su dot bién bazo JAK2V617F trén gen JAK2 & ngudi lién quan gin
dén sy xuit hién cta bénh ting hdng ciu vo cin (polycythemia vera - PV) va bénh ting
tiéu cAu vo cin (essential thrombocythemia - ET) trong cc bénh tang sinh tuy xwong, v.v.

(Ghoreschi K., et al., Immunol. Rev., 2009, 228:273-287).

JAK3 diéu hoa qu4 trinh truyén tin hiéu té bao bang cach gin két véi ddng chudi
gama (gamma co-chain - yc) trong cac phirc hop cia thu thé xytokin nhu IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15, IL-21. Ca cac d6t bién JAK3 13n yc c6 thé din dén ching suy giam mién
dich ning két hop (severe combined immunodeficiency - SCID) (Villa A., et al., Blood,
1996, 88:817-823). Hoat tinh JAK3 bét thudng dugc dic trung boi su giam manh sb
luong cac t& bao T va cac té bao NK, va su suy giam chirc ning cia t& bao B, ma anh
huéng nghiém trong dén cac chirc nang sinh hoc binh thudng ctia hé mién dich. Dya trén
cac ddc tinh chirc ning cia nd va sy phan bd mo dic biét, JAK3 d3 tré thanh dich duoc
chit hip din ddi vdi cac bénh lién quan dén hé mién dich. Cac chét e ché ciia né c6 gia
trj ing dung 1am sang 16n trong viéc diéu tri/phong ngira bénh viém khép dang thip (RA),
bénh Crohn, bénh luput ban dé toan than, bénh da xo cliing, bénh dai thao duong typ I,
bénh vay nén, bénh di ung, bénh hen, bénh phéi tac nghén man tinh, bénh bach ciu, u
limpho, ghép co quan va cac bénh khac (Papageorgiou A. C., et al., 2004, Trends Pharm.
Sci., 2004, 25:558-562).

TYK2 1a thanh vién tht nhat ctia ho JAK va c¢6 thé dugc hoat héa bdi nhiéu thy
thé nhu cac interferon (IFN), IL-10, IL-12, IL-23, IL-27, va c4c thu thé tuong tu. O chudt
nhét, sy suy giam chic ning ciia TYK2 c6 thé tao ra sai s6t trong qué trinh truyén tin
hidu cta cac thu thé xytokin khac nhau, din d&n su nhidm virut, gidm chtrc ning khang
khuén va mién dich, va ting kha ning nhiém trung phdi (Kisseleva T., et al., 2002, Gene,
285:1-24). Ngoai ra, cac nghién ctru ciia nhém Larner A.C d4 cho thiy ring TYK2 c6 thé
gitp uc ché su sinh truéng va su di cdn cua bénh ung thu va (Zhang Q., et al., 2011, J.
Interferon Cytokine Res., 31:671-677).

Do JAK kinaza tham gia vao cac qua trinh sinh 1y quan trong khac nhau trong co

thé, nén sy Uc ché rdng cac ticu loai khac nhau c6 thé cé tac dung bat lgi. Tofacitinib
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duoc cho cac dbi tugng bi bénh bi RA tir trung binh dén nang c6 dap tng MTX khong du
hoic khong dung nap MTX st dung. D3 quan sat thiy ring c6 cac tic dung bat loi nhét
dinh trong cac thir nghiém 1am sang, bao gém bénh nhiém trung, bénh lao, khdi u, bénh
thiéu méu, tdn thuong gan, ting cholesterol va cac bénh twong tir. Tofacitinib c6 hoat tinh
tic ché dang ké trén céc tiéu loai JAK1, JAK2, va JAK3. Do hoat tinh JAK?2 lién quan
dén su biét héa té bao hdng cau va su chuyén héa lipit, mot vai trong sb cac tic dung bét
loi nay dugc cho 1a lién quan dén dic tinh (e ché khong chon lgc cua duge chét nay. Do
d6, viéc tim kiém céc chit trc ché JAK1 va/hoic JAK3 chon loc s& trd thanh hudéng méi

trong nghién ciru thuc RA.

Hién nay, cac chit tc ché JAK d3 duoc chimg minh 13 hitu ich trong thubc sir
dung dé diéu tri cac bénh ciia hé mach méau, cic khéi u, bénh viém khép dang thép, bénh
vay nén va céc bénh tuong tu.

WO020017/041130 A2 @ cap dén 5-(het)aryl-pyrolo[2,3-d]pyrimidin c6 hoat tinh
tic ché JAK, W02012/146659 Al dé cap dén 4-(het)aryl-pyrazolo[1,6-a]pyridin cé hoat
tmh wc ché JAK, va  WO2010/010190 Al d& cap dén
5-(het)aryl-[1,2.4]triazolo[ 1,5-a]pyridin c6 hoat tinh trc ché JAK.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Muc dich thtr nhét ctia sang ché 1a d& xuit nhém hop chat tc ché chon loc JAK.

Sang ché dé xuit hop chit dugc chon tir nhém bao gom:
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hodc solvat, hodc mudi dugc dung cua ching.

Sang ché cling dé cap dén dugc pham chira hop chét néu trén, solvat hodc muoi

dugc dung ctia nd, va cac chat mang dugc dung.
MG ta chi tiet sang che

Sang ché @& xuit hop chét dugc chon tir nhém bao gbm:
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hodc solvat, hodc mudi dugc dung ctia ching.

Sang ché ciing d xuit dugc phim chira hop chit néu trén, hodc chét ddng phan,

solvat hodc muoi dugc dung cta nd, va cac chat mang dugc dung.

Sang ché mo ta st dung hop chét hodc duge phém néu trén trong diéu tri bénh lién
quan dén JAK kinaza.
Bénh nay dugc chon tir bénh tu mién, bénh viém khép dang thép, bénh da, bénh

da xo ctiing, bénh viém khép vay nén, bénh viém rudt, chiing nhugce co nang, va bénh vay
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Theo cac phuong an cia sang ché, néu hop chat theo sang ché chira nhém bazo,
thi hop chit nay c6 thé tao ra mubi véi axit, v mudi cia dan xuat pyrimidin c6 thé dugc

tao ra bang phuong phap di biét dbi v6i nguoi cb hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Céc mubi axit thong thudng bao gdm cac mubi axit hiru co, cac mubi axit vé co,
va cac mubdi trong tu. N6i chung, cac mubi axit hiru co thudng duoc st dung 13 xitrat,
fumarat, oxalat, malat, lactat, sulfonat (vi du, camphor sulfonat, p-toluensulfonat,
metansulfonat, va cac mudi tuong ty), v.v.; cac mudi axit v6 co bao gdm hydrohalogenua,

sulfat, phosphat, nitrat, va cac mubi tuong tu.

Vi du, axit alkylsulfonic nhu axit metansulfonic, axit triﬂomefansuifonic hoidc cac
axit twong tw c6 thé tao ra mudi mesylat, mubi triflat; va axit arylsulfonic nhu axit
benzensulfonic, axit p-toluensulfonic hodc céc axit trong tu co thé tao ra p-toluensulfonat,
benzensulfonat; axit carboxylic hitu co nhu axit axetic, axit fumaric, axit tartric, axit
oxalic, axit maleic, axit malic, axit sucxinic, axit xitric hodc cic axit tuong tu co thé tao
ra cac mubi tuong ng; axit amin nhu axit glutamic hodc axit aspartic c6 thé tao ra
glutamat hodc aspartat. Axit v6 co nhu cic axit hydrohalic (nhu axit flohydric, axit
bromhydric, axit hydroiodic, axit clohydric), axit nitric, axit cacbonic, axit sunfuric hoac

axit phosphoric hodc céc axit trong tu cling c6 thé tao ra cac mubi tuong tng.

Theo khia canh thit hai, séng ché d& xuét thudc chira hoat chat 13 hop chét tic ché
JAK c6 cong thire (I), chit ddng phan hodc mubi dugc dung hodc solvat clia né. Thubc
trén day c6 thé con chira mot hodc nhidu chit mang dugc dung, bao gbm cac chat pha
loang, ta dugec, chét don, cht két dinh, chit thAm uét, chit gy 13, chét tang hép thu, chét
hoat dong bé mit, chit mang hip phu, chit 1am tron chay, v.v. thong thuong trong linh
vuc duge. Néu cﬁn, chét tao huong vi, chit 1am ngot hoac cac chét tuong tu cé thé duoc
bd sung vao. Thudc duge boc 10 trong ban mo ta nay co thé duoc bao ché thanh cac dang
khac nhau nhu vién nén, bot, thubc cbm, vién nang, ché pham long st dung qua dudng
miéng va ché phim dé tiém, va cac thudc & cac dang liéu khac nhau trén day c6 thé duoc

bao ché theo phuong phap thong thudng trong linh vue duge.

Theo khia canh thir ba, sang ché dé xuat hop chét tic ché JAK c6 cong thic (I), va
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mudi duge dung cda no, dé st dung trong thubc st dung dé diéu tri bénh tu mién, bénh
viém khép dang thap, bénh da, bénh da xo cting, bénh viém khép dang thip, bénh viém
khé6p vay nén, bénh viém rudt, chitng nhugc co niang, va bénh vay nén & nguoi hoic dong
vat, ddc biét 1a dé st dung trong thubc sir dung dé diéu tri cac bénh lién quan dén JAK

kinaza.

Céc tac gia sang ché ddc xac nhan bing thir nghiém ring hop chét theo sang ché
c6 tac dung e ché tdt trén JAK kinaza, dic biét 13 JAK1 hodc JAK3, va c6 hoat tinh tc
ché thp trén JAK2, goi ¥ ring hop chit theo sang ché 13 chat ic ché JAK chon loc.
Thubc c6 st dung hop chét c6 cong thirc (I), chit ddng phan hosc mudi duoc dung cta
né ¢6 doc tinh thap hon trong viée didu tri bénh tr mién, bénh viém khép dang thép, bénh
da, bénh da xo ctmg, bénh viém khép dang thp, bénh viém khép vay nén, bénh viém
rudt, chirng nhugce co nang, va bénh vay nén.

Vi du thwe hién sdang ché

Sang ché duoc mo ta thong qua cac vi du dudi day.

Vidu 1.

N-(5-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyrid
in-2-yl]xyclopropancarboxamit

AN
o

o
o

o”g
Budce 1, 1-(6-bromo-pyridin-2-yl)-3-etoxycacbonyl-thioure

10g 2-amino-6-bromopyridin dugc hoa tan trong 100mL diclometan, va lam lanh
dén nhiét 6 5°C trong bé nudc da. 6,8mL etoxycacbonyl isothioxyanat dugc bd sung vao.
Hon hop nay duoc 1am 4m tir tir dén nhiét d6 phong (20°C), va khudy trong 10gid. Sau

khi loc, rira bang ete ddu mo va lam khd, thu dugc chét ran (12g).

Budc 2, 5-bromo-[1,2,4]triazolo[ 1,5a]pyridin-2-ylamin
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q:/)—NHZ
Br
10,0g hydroxylamin hydroclorua dugc hda tan trong 100mL etanol, 14,5mL
N,N-diisopropyletylamin dugc bd sung vio, va hdn hop phin ung nay dugc khudy &
nhiét d6 phong trong 1 gi¢. Sau do, 9g hop chat thu duoc & bude 1 dugc bd sung vio, va
hén hop duoc gia nhiét trong didu kién hdi lru. Sau 3 gid, hdn hop duge d ngudi va chit
ran két tia. Chét ran nay duogc loc, rtra, va dé kho trong khong khi dé thu duoc 6g hop

chat mong mudn.

Budéce 3. N-(5-bromo-[1,2,4]triazolo[ 1,5a]pyridin-2-yl)xyclopropancarboxamit

100mL diclometan va 9g diisopropyletylamin duoc bd sung vao 5g hop chit thu
duge & budc 2. Hén hop nay duoc lam lanh dén nhiét d6 0°C trong bé nuée d. 6,1g
xyclopropancarbonyl clorua dugc bd sung timg giot vao. H6n hop trd nén trong subt sau
1 gi¢ phan tng. Sau khi phdn ng dugc tiép tuc trong 4 gid, hé phan tmg dugc cd dén
kho dé thu dugc chét rin dang diu. Sau d6, dung dich hdn hgp chita 7mL nuéc amoniac
va 43mL metanol dugc bd sung vao chit rin dang dau két hop 1am lanh trong bé da mudbi,
va khudy trong khoang 3 gio. Hé ndy tr& thanh chit 16ng duc mau niu. Sau khi loc bing

cach hit, chét ran dugc ria béng nude va 1am kho dé thu duge 4g hop chit mong mubn.
Buéc 4,

N-(5-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1 2, 4]triazolo[1 ,5-alpyrid

in-2-yl]xyclopropancarboxamit

1g N-(5-bromo-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl)xyclopropancarboxamit, 1,25 g
3-(metylsulfonyl)-1-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)azetidin, 1,0g
kali cacbonat, va 0,14g Pd(dppf)Cl, dugc bd sung vao trong 30mL dioxan/nuée (5:1), va
gia nhiét dén nhiét do 100°C trong 2 gio. Sau khi loc, phﬁn dich loc dugc lam bay hoi
quay dén kho dé loai bé dioxan va pha lodng bing nudce. Sau khi duge chiét bang etyl
axetat, va tinh ché bang sic ky c6t, thu dugc hop chit mong muédn (0,36g).
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'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) 5 9,21 (s, 1H), 7,94 (m, 2H), 7,56-7,62 (m, 2H),
7,44 (m, 2H), 7,26 (s, 1H), 7,07 (d, 1H), 3,94 (m, 1H), 3,77 (s, 2H), 3,60-3,73 (m, 4H),
2,93 (s, 3H), 1,79 (s, 1H), 1,18 (m, 2H), 0,91 (m, 2H). MS (ESI): 426,16 (M+1).

Vidu 2.

N-(5-(3-flo-4-((3-(metylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a
Jpyridin-2-yl]xyclopropancarboxamit

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép ciia vi du 1.
MS (ESI): 443,15 (M+1)
Vidu 3.

N-(5-(3,5-diflo-4-((3-(metylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,
5-a]pyridin-2-yl]xyclopropancarboxamit

NN

Hop chét nay dugc diéu ché bang cach vién din dén phuwong phép ciia vi du 1.
MS (ESI): 462,14 (M+1)
Vidu4.

N-(5-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyrid
in-2-yl]isobutyramit
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Hop chit nay dugc diéu ché bang cach vién din dén phuong phap cia vi du 1.
MS (ESI): 428,17 (M+1)
Vidu 5.

N-(5-(4-((3-(xyclopropylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a
]pyridin-2-ylJisobutyramit

AN=N

)—NH
N~
N O/>—<
A
o”§
o]

Hop chit nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép ctia vi du 1.
MS (ESI): 454,18 (M+1)
Vidué6.

N-(5-(4-((3-(etylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin
-2-yl]isobutyramit |

Hop chit nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phap cia vi du 1.
MS (ESI): 442,18 (M+1)

Vidu7.
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N-(5-(4-((3-(etylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin

-2-yl]xyclopropancarboxamit

- %
s
R
"*Z‘:é__-»' A }},——-—-{;
i o
N
§
by,
. M
§ ok o~
T e T
A
G

N-(5-(4-((3-(etvlsulfonyl)azetidin-1-v])
metyl)phenyl)-[1.2 4]triazolo[1.5-a]pyridin-2-v1]
xvclopropancarboxamit
Hop chét nay dugc diéu ché bang cach vién din dén phuong phap ctia vi du 1.
MS (ESI): 440,17 (M+1)
Vi du 8.

5-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin-

2-ylamin
N
N N\N/>_ NH
(BN
og
lg 5-bromo-[1,2,4]triazolo[ 1,5a]pyridin-2-ylamin, 1,5g

3-(metylsulfonyl)-1-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)azetidin, 1,0g
kali cacbonat, va 0,2 g Pd(dppf)Cl, duoc bd sung vao trong 30mL dioxan/nuéc (5:1), va
gia nhiét dén nhiét d6 100°C trong 2 gid. Sau khi loc, phan dich loc dugc lam bay hoi
quay dén kho dé loai bo dioxan va pha lodng bing nude. Sau khi duoc chiét bang etyl
axetat, va tinh ché bang sic ky cot, thu duoc hop chit mong mubdn (0,86g).

MS (ESI): 358,13 (M+1)

Vidu9.
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N-(8-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyrid

in-2-yl]xyclopropancarboxamit

~ N/N\>—NH
XN M

0
(B
o”g

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép cua vi du 1.
MS (ESI): 426,16 (M+1)
Vidu 10.

N-(8-(4-((3-(xyclopropylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a
]pyridin-2-yl]xyclopropancarboxamit

A>N-N

S—NH

”&§A
od

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép cua vi du 1.
MS (ESI): 452,17 (M+1)
Vidu 11.

N-(8-(4-((3-(etylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2 ,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin

-2-yl]xyclopropancarboxamit

Z>N-N

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép cuia vi du 1.
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MS (ESI): 440,17 (M+1)
Vi du 12.

N-(8-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyrid

in-2-yl]xyclopropancarboxamit

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phap ctia vi du 1.
MS (ESI): 428,17 (M+1)
Vidu 13.

N-(8-(4-((3-(xyclopropylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5-a
pyridin-2-yl]isobutyramit
~ N/N\>‘NH

0
“D\§A
od

Hop chit nay duoc diéu ché bang cach vién din dén phuong phap ctia vi du 1.
MS (ESI): 454,18 (M+1)
Vidu 14.

N-(8-(4-((3-(etylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin
-2-yl]isobutyramit
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Hop chit nay duoc didu ché bing cach vién din dén phuong phap cta vi du 1.
MS (ESI): 442,18 (M+1)
Vidu 15.

N-(8-(3-flo-4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a
]pyridin-2-yl]xyclopropancarboxamit

Hop chét nay duogc didu ché bang cach vién dan dén phuong phép cta vi du 1.
MS (ESI): 443,15 (M+1)
Vidu 16.

N-(8-(3,5-diflo-4-((3-(metylsulfonyl)azetidin- 1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,
5-a]pyridin-2-yl]xyclopropancarboxamit

~ N’N\>—NH
XN }_Q

o
F
BN
o”g
Hop chit nay dugc diéu ché biang cach vién din dén phuong phap ctia vi du 1.
MS (ESI): 462,14 (M+1)

Vidu17.

-17-



34934

8-(4-((3-(metylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2,4]triazolo[ 1,5-a]pyridin-

2-ylamin

Z>N-N

D—NH,
N

LB\
o”('sr)

Hop chit nay duoc didu ché bang cach vién din dén phuong phép cta vi du 1.
MS (ESI): 358,13 (M+1)

Vidu 18.

8-(4-((3-(etylsulfonyl)azetidin-1-yl)metyl)phenyl)-[ 1,2, 4 ]triazolo[1,5-a]pyridin-2-

ylamin

n-N
_ D>—NH,
N

720 SV

N/
\*’ﬁ/\
O/('J

Hop chét nay duoc diéu ché bang cach vién dan d&én phwong phap cia vi du 1.
MS (ESI): 372,14 (M+1)
Vidu 19.

4-(4-(7TH-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)benzyl)thiomorpholin 1,1-dioxit

Buéc 1, 4-(4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzyl)thiomorpholin
1,1-dioxit
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5g 2-(4-(bromometyl)phenyl)-4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan duoc bd sung
vio trong binh thiy tinh ddy tron ba c¢b dung tich 100mL, va hoa tan bing 10ml
N,N-dimetylformamit. Sau d6, 5,8g kali cacbonat va 4g thiomorpholin 1,I-dioxit
hydroclorua dugc bd sung vao, va cho phan tng duéi khi nito trong 2 gi¢ ¢ nhiét do
phong. Séc ky 16p mong cho thiy ring phan ung di hoan thanh. Nudc da dugc bd sung
vao hdn hop phan Gng, va chiét bang etyl axetat (25mL x 3). Lép hitu co duge ria bing

nuée, duge 1am khé (natri sulfat), loc va ¢b dé thu dugc 6g hop chit mong muén.
Buéc 2.

4-(4-(7-((2-(trimetylsilyl )etoxy)metyl)-7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)benzyl)thi
omorpholin 1,1-dioxit

2g 4-clo-7-((2-(trimetylsilyl)ethoxy)metyl)-7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin, 2,7g hop
chét thu duge & bude 1, 1,0g kali cacbonat, va 0,3 g Pd(dppf)Cl, dugc bd sung vao trong
30mL dioxan/nuée (5:1) va gia nhiét d&én nhiét d6 100°C trong 2 gio. Sau khi loc, phin
dich loc duge 1am bay hoi quay dén khé d loai bé dioxan va pha lodng bang nuée. Sau
khi duge chiét bing etyl axetat, va tinh ché bang sic ky cot, thu duge hop chit mong
mudn (1,8g).

Budc 3. 4-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)benzyl)thiomorpholin 1,1-dioxit

3g hop chét thu dugc & bude 2 duge hoa tan trong 15mL diclometan, va 1am lanh
dén nhiét do 0°C trong bé nudc da. SmL axit trifloaxetic dugc bd sung vao hdn hop phan
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trng ndy. Sau khi bd sung, bé d4 dugc loai bd, va phan tmg dugc tiép tuc & nhiét 6 phong.
Sau 5 gio, sic ky 16p méng cho thiy ring phan Gmg da hoan thanh. Dung méi duoc loai
b6 bang cach cd dudi ap suat thdp va diclometan dugc bd sung vao. Axit trifloaxetic du
duoc loai bé bing cach 1am bay hoi quay dé thu dugc dau mau vang. Diu mau vang nay
duge hoa tan trong 15mL metanol va 1am lanh dén nhiét d9 0°C bing bé da mudi. 3mL
etylendiamin khan dugc bd sung theo timg giot vao hdn hop phan tng nay. Sau khi viéc
bd sung duge hoan thanh, bé d4 duoc loai bd va hdn hgp dugc cho phan tng & nhiét do
phong qua dém. Ngay tiép theo, phan tng di dugc hoan thanh. Chét rén dugc két tia,
duoc loc, va tinh ché bing cach sic ky cot silicagel dé thu dugc 1,6g hop chit mong
mudn.

"HNMR (400 MHz, DMSO0-D6) § 12,06 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,17 (d, 2H), 7,66
(d, 1H), 7,55 (d, 2H), 6,90 (s, 1H), 3,78 (s, 2H), 3,15 (m, 4H), 2,93 (m, 4H).

MS (ESI): 343,12 (M+1)

Vi du 20.

4-(4-(7TH-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)benzyl)morpholin

Hop chit nay duoc didu ché bang cach vién din dén phuong phép ctia vi du 19.

'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 12,21 (s, 1H), 8,84 (s, 1H), 8,15 (d, 2H), 7,66
(d, 1H), 7,53 (d, 2H), 6,90 (d, 1H), 3,62-3,58 (m, 4H), 3,56 (s, 2H), 2,41 (s, 4H).

MS (ESI): 343,12 (M+1)
Vidu?2l.

4-(4-((4-metylpiperazin-1-yl)metyl)phenyl)-7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin
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O/

N
I/

Iz

N
Hop chit nay dugc diéu ché bing cach vién din dén phuong phap cua vi du 19.

'HNMR (400 MHz, CDCL) & 12,31 (s, 1H), 9,01 (s, 1H), 8,11 (d, 2H), 7,52 (d,
2H), 7,43 (d, 1H), 7,53 (d, 2H), 6,85 (d, 1H), 3,62 (s, 4H), 2,55 (m, 8H), 2,33 (s, 3H).

Vi du 22.

1-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)benzyl)piperidin-4-on

Hop chit nay dugc diéu ché bing cach vién din dén phuong phap ctia vi du 19.

"HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 12,32 (s, 1H), 8,19 (d, 2H), 7,15 (d, 1H), 7,66
(d, 1H), 7,58 (d, 2H), 6,90 (d, 1H), 3,72 (s, 2H), 2,74 (t, 4H), 2,40 (t, 4H).

Vi du 23.
4-(4-(pyrol-1-ylmetyl)phenyl)-7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin
{2

N
l/

Iz __

N
Hop chit nay duogc didu ché bang cach vién dan dén phuong phép ciia vi du 19.

'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 12,27 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,15 (d, 1H), 7,66
(d, 1H), 7,53 (d, 2H), 6,90 (m, 1H), 3,69 (s, 2H), 2,50-2,47 (m, 4H), 1,72 (s, 4H).

Vi du 24.

4-(4-(1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-4-yl)benzyl)thiomorpholin 1,1-dioxit
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7

z
Q=0
o}

S

G

NZ N

Hop chét nay duoc diéu ché bing cach vién din dén phuong phap cua vi du 19.
MS (ESI): 342,12 (M+1)
Vidu 25.

4-(4-(1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)benzyl)thiomorpholin 1,1-dioxit

Hop chat nay dugc diéu ché bang cach vién din dén phuong phép ctia vi du 19.
MS (ESI): 342,12 (M+1)

Vi du 26.

4-(4-(1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)benzyl )morpholin

9

z
HN/

-
Hop chat nay dugc diu ché bang cach vién dan dén phuong phép cta vi du 19.

'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 11,93 (s, 1H), 8,32-8,24 (m, 1H), 7,85 (s, 1H),
7,69 (d, 2H), 7,36 (d, 2H), 7,15 (m, 1H), 3,64-3,52 (m, 4H), 2,50-2,47 (m, 4H), 3,48 (s,
2H), 2,38 (s, 4H).

Vidu 27.

3-(4-((4-metylpiperazin-1-yl)metyl)phenyl)-7H-pyrolo[2,3 -b]pyridin
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9
N

Zé
HN /
N
Hop chét nay dugc didu ché bang cach vién din dén phuong phép ciia vi du 19.
'THNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 11,93 (s, 1H), 8,28 (m, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,68
(d, 2H), 7,35 (d, 2H), 7,15 (m, 1H), 3,46 (s, 2H), 2,36 (brs, 8H), 2,15 (s, 3H).
Vidu 28.

4-(4-(1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)benzyl)piperidin-4-on
0
7

Z

A\
HN/

-
Hop chét nay dugc didu ché bing cach vién din dén phuong phép ciia vi du 19.

'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 12,05 (s, 1H), 8,41 (m, 2H), 7,99 (d, 1H), 7,82
(d, 2H), 7,53 (d, 2H), 7,26 (dd, 1H), 3,72(s, 2H), 2,81(t, 4H), 2,47(t, 4H).

Vi du 29.

3-(4-(pyrol-1-ylmetyl)phenyl)-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin

"

z

HN//
N

Hop chét nay dugc didu ché bing cach vién din dén phuong phap cia vi du 19.

'HNMR (400 MHz, DMSO-D6) & 11,92 (s, 1H), 8,27 (m, 2H), 7,84 (s, 1H), 7,65
(m, 2H), 7,35 (d, 2H), 7,15 (dd, 1H), 3,57 (s, 2H), 2,42 (dd, 4H), 1,69 (m, 4H).

-23-



34934

Vi du 30. Uc ché JAK

Nghién ciru v& tc dung ciia cac hop chét dén hoat tinh ciia JAK tai t6 hop da dugc
tinh ché dugc thyuc hién bang cach danh gia hoat tinh e ché cia cic hop chét trén JAK tir
murc dd enzym. Nguyén 1y thir nghiém 1a st dung thir nghiém kinaza phat quang dé phat
hién ham lrong ADP dugc san sinh nho phan Ung cia JAK véi co chét Poly (4:1glu, Tyr)
peptit: sau khi ADP dugc chuyén hoa thanh ATP, ATP c6 thé tac dong nhu co chat dbi voi
phan ting xtic tac Ultra-Glo luxiferaza, tao ra tin hiéu quang hoc. Tin hi€u phat quang li€n
quan thuan dén lugng ADP va hoat tinh kinaza. Do dd, tic dung {rc ché cua cac hop chét
trén JAK tai tb hop dugc xac dinh bang cach quan st tin hiéu phét quang dugc tao ra nho
phan tmg ctia JAK va co chit, va biéu thi bang ICs.

Phuong phép thir nghiém: 10 ndng do khac nhau ctia céc hop chit 14n lugt dugc
véi JAK1, JAK2 va JAK3, trong 60 phut ¢ nhiét d§ 37°C. Sau do, co chit va ATP Vduqc
b sung vao, dugc tron, va cho phan Ung & nhiét do 37°C trong 50 phut. 25pL
ADP-Glo™ dugc bd sung vao va tron trong 2 phiit. Phén Gng ndy dugc thuc hién trong
50 phit & nhiét do phong. Tiép theo, 50uL chit phat hién duoc bd sung vao va trdn trong
2 phut, va u ¢ nhiét d phong trong 50 phut, va phat hién bang may do do phat quahg hoéa
hoc. Cac két qua dugc thé hién trong bang 1.

Bang 1 Cac két qua ctia thir nghiém trc ché JAK

Uc ché JAK1 | Ucchd JAK2 | Uc ché JAK3
ICso (nM) ICso (nM) 1Cs (nM)

Hop chét theo vi du 1 b c c

Hop chét theo vi du 2
Hop chét theo vi du 3
Hop chét theo vi du 5
Hop chiét theo vi du 6
Hop chét theo vi du 7
Hop chit theo vi du 8
Hop chét theo vi du 9
Hop chét theo vi du 10
Hop chét theo vi du 11
Hop chét theo vi du 12
Hop chét theo vi du 13
Hop chét theo vi du 14
Hop chét theo vi du 15
Hop chit theo vi du 16

Hop chat

o l|lo|lo|c|lo|c|o |o|c|c|o |[c|Tc |
ololojo|loflo oo |ojc|o |0 |0

ol|lolololofo oo |0 |0 |0 |0 (00

N
£
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Hop chét theo vi du 17 b c b
Hop chét theo vi du 18 c c
Hop chét theo vi du 19 a c c
Ghi chua:

1. (a) £20nM;
2. (b) > 20nM dén 50nM;
3. (¢) > 50nM

Pé 1am vi duy, hop chét theo vi du 1 dugc so sanh véi cac Két qua cua chét e ché
JAK hién c6 trong cing didu kién thir nghiém, va cc két qua duge thé hién trong bang 2.

Bang 2 So sanh cac tac dung trc ché cia cac hop chat theo sang ché va chat trc ché

JAK hién c¢6 dén JAK

. Ucchd JAK1 | Ucché JAK2 | Ucché JAK3
Hop chat
ICso (M) ICso (M) ICso (nM)
Hop chét theo vi du 1 48,0 498 2433
Filgotinib 46 55 644

Céc két qua cho thiy rang hoat tinh tic ché JAK1 ciia hop chat theo vi du 1 gép 10
14n hoat tinh trc ché JAK?2 ctia hop chit ndy, va cac hoat tinh rc ché JAK1 va JAK2 cia
filgotinib (hop chét dugc bdc 16 trong CN104262337) 14 twong duong trong thir nghiém
nay, cho théy rﬁng cac hop chét theo sang ché ¢4 d6 chon loc tét hon dbi véi JAK1, do dé
c¢6 doc tinh thap hon.
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chit dugc chon tir nhém bao gdm:

AN N
NH i
>/“<| ~N >—<| N~ _ J—NH
O o N O>—-<] N O>_<
F F F
(8N " (8% [N
-
o”ﬁ g 5
0 Co Co
» 3 3 3
24 /N N’N\
=N AN SN NH S KN}——NH
T g\f>_NH N E\?_NH : N OM >— 2 OM
o; i O
a N o, 0
N\j\ N\j\ Ny \14§/\ \j\ ~ > ~
o o °% ol o8

“ & 4 & 4
-N
= N’N\ Z N N H N’N\ Z Nf N
N
« "N>——NH o \N>—N s S—NH, P S—NH,
e o]
F F F
N | 0, 0
\3\,§/ \l/§/ §,/ §/\\
S o3 A )

hodc solvat, hodc muoi duge dung ctia ching.

2. Dugc pham chira hop chat, solvat hodc mudi dugc dung cia né theo diém 1, va cac

chét mang dugc dung.
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