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(57)摘要

本发明涉及吡嗪并吡嗪并喹啉酮类衍生物、

其制备方法及其在医药上的应用。具体而言，本

发明涉及一种吡嗪并吡嗪并喹啉酮类衍生物、其

制备方法及其可药用的盐，以及它们作为治疗

剂，特别是作为KRAS  GTP酶抑制剂的用途。
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1.一种如下结构所示的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，其中所

述的化合物包括：

2.根据权利要求1所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，其中所

述的化合物包括：

3.一种药物组合物，所述的药物组合物含有有效剂量的根据权利要求1或2所述的化合

物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，及可药用的载体、赋形剂或它们的组合。

4.根据权利要求1或2所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，或

根据权利要求3所述的药物组合物在制备KRAS  GTP酶抑制剂中的用途，其中KRAS  GTP酶抑

制剂优选为KRAS  G12C抑制剂。

5.根据权利要求1或2所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，或

根据权利要求3所述的药物组合物在制备治疗由KRAS突变介导的疾病的药物中的用途，其

中所述的由KRAS突变介导的疾病选自癌症，其中所述的癌症选自胰腺癌、结肠直肠癌、肺

癌、多发性骨髓瘤、子宫癌、胆管癌、胃癌、膀胱癌、弥漫性大B细胞淋巴瘤、横纹肌肉瘤、皮肤

鳞状细胞癌、宫颈癌、睾丸生殖细胞癌，优选为胰腺癌、结肠直肠癌和肺癌，其中所述的KRAS

突变优选为KRAS  G12C突变。

6.根据权利要求1或2所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，或

根据权利要求3所述的药物组合物在制备治疗癌症的药物中的用途，其中所述的癌症选自
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胰腺癌、结肠直肠癌、肺癌、多发性骨髓瘤、子宫癌、胆管癌、胃癌、膀胱癌、弥漫性大B细胞淋

巴瘤、横纹肌肉瘤、皮肤鳞状细胞癌、宫颈癌、睾丸生殖细胞癌，优选为胰腺癌、结肠直肠癌

和肺癌。

7.根据权利要求5或6所述的用途，其中所述的肺癌为非小细胞肺癌。
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吡嗪并吡嗪并喹啉酮类衍生物、其制备方法和其医药上的

用途

技术领域

[0001] 本发明涉及一种吡嗪并吡嗪并喹啉酮类衍生物、其制备方法及含有该衍生物的药

物组合物以及其作为治疗剂特别是作为K‑Ras  GTP酶抑制剂的用途。

背景技术

[0002] RAS代表一组紧密相关的单体球状蛋白质(21kDa分子量)，其具有189个氨基酸且

与质膜相连并且结合GDP或GTP。在正常发育或生理条件下，RAS接收生长因子和各种其它细

胞外信号而被激活，负责调节细胞生长、存活、迁移和分化等功能。RAS起分子开关作用，RAS

蛋白的开/关状态通过核苷酸结合确定，活性信号传导构象结合GTP，非活性构象结合GDP。

当RAS包含结合的GDP时，其处于休眠或静止或关闭状态，并且是“非活化的”。当细胞暴露于

某些生长促进刺激物进行响应时，RAS被诱导将结合的GDP转换为GTP。随着GTP被结合，RAS

是“开启的”，并且能够与其它蛋白相互作用且活化其它蛋白(其“下游靶标”)。RAS蛋白本身

具有极低的将GTP水解回到GDP并由此将自身变为关闭状态的固有能力。将RAS转换为关闭

需要称作GTP酶激活蛋白(GAPs)的外源性蛋白，其与RAS相互作用并且能大大促进GTP向GDP

的转化。任何在RAS中的影响其与GAP相互作用或将GTP转化回到GDP的能力的突变，将会导

致所述蛋白的延长的活化，并且因此产生到细胞的延长的信号，该信号告知其继续生长和

分裂。因此这些信号会使得细胞生长和分裂，过度活化的RAS信号转导可能最终导致癌症。

[0003] 在结构上，RAS蛋白包含负责RAS的酶促活性‑‑‑‑‑鸟嘌呤核苷酸结合和水解(GTP

酶反应)的G结构域。其还包括含称为CAAX盒的C端延伸区，其可被转译后修饰并且使该蛋白

靶向膜。G结构域在尺寸上大约为21‑25kDa并含有磷酸结合环(P‑环)。P‑环表示蛋白中结合

核苷酸的囊袋，并且这是具有保守氨基酸残基的结构域的刚性部分，所述保守氨基酸残基

为核苷酸结合和水解所必需的(甘氨酸12、苏氨酸26和赖氨酸16)。G结构域还含有所谓的开

关I区(残基30‑40)和开关II区(残基60‑76)，其均为蛋白的动态部分，由于该动态部分在静

止和负载状态之间进行转换的能力而常常被表示为“弹簧加载”机制。主要相互作用为由苏

氨酸‑35和甘氨酸‑60与GTP的γ‑磷酸所形成的氢键，其使开关I区和开关II区分别维持它

们的活性构象。在水解GTP和释放磷酸盐之后，此两者松弛成无活性的GDP构象。

[0004] 在RAS家族成员中，致癌突变最常见于KRAS(85％)，而NRAS(12％)和HRAS(3％)则

较为少见。KRAS突变在美国三大致命癌症类型中普遍存在：胰腺癌(95％)、结肠直肠癌

(45％)和肺癌(25％)，在包括多发性骨髓瘤、子宫癌、胆管癌、胃癌、膀胱癌、弥漫性大B细胞

淋巴瘤、横纹肌肉瘤、皮肤鳞状细胞癌、宫颈癌、睾丸生殖细胞癌等在内的其他癌症类型中

也发现KRAS突变,而在乳腺癌、卵巢癌和脑癌中很少发现(<2％)。在非小细胞肺癌(NSCLC)

中，KRAS  G12C是最常见的突变，占所有KRAS突变的近一半，其次是G12V和G12D。在非小细胞

肺癌中，特定等位基因突变频率的增加多来自经典的由吸烟诱导的典型突变(G:C至T:A置

换)，从而导致了KRAS  G12C(GGT至TGT)和G12V(GGT至GTT)突变。

[0005] 大型基因组学研究表明，肺癌KRAS突变，包括G12C，与NSCLC中其它已知的驱动致
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癌突变相互排斥，包括EGFR、ALK、ROS1、RET和BRAF，表明KRAS突变在肺癌中的独特性。而同

时，KRAS突变经常与某些共突变同时发生，例如STK11、KEAP1和TP53，它们与突变的RAS合作

将细胞转化为高度恶性和侵袭性的肿瘤细胞。

[0006] 三种RAS癌基因构成了人类癌症中突变最频繁的基因家族。令人失望的是，尽管经

过三十多年的研究努力，临床上仍然没有有效的抗RAS疗法，使用小分子靶向该基因是项挑

战。因此，本领域迫切需要用于靶向RAS(例如，K‑RAS，H‑RAS和/或N‑RAS)的小分子并且利用

其治疗多种疾病，例如癌症。

[0007] 目前，国内外对于KRAS抑制剂的临床开发竞争激烈，其中Mirati  Therapeutics 

Inc公司研发的KRAS酶抑制剂MRTX‑849已经进入临床二期，用于预防和治疗晚期实体瘤、转

移性结直肠癌和转移性非小细胞肺癌等疾病。同时还有其他在研的KRAS抑制剂，包括AMG‑

510(Amgen  Inc，phase  3)。早期的临床研究表明，KRAS抑制剂显著控制和缓解非小细胞肺

癌患者疾病进展，并且显著降低了晚期肺癌和大肠癌患者的肿瘤大小。目前已经公开了一

系列的KRAS抑制剂专利申请，其中包括WO2020047192、WO2019099524和WO2018217651等，

KRAS抑制剂的研究和应用已取得一定的进展，但是提高的空间仍然巨大，仍有必要继续研

究和开发新的KRAS抑制剂。

发明内容

[0008] 本发明的目的在于提供一种如下结构所示的吡嗪并吡嗪并喹啉酮类衍生物:

[0009]
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[0010]

[0011] 或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐。

[0012] 注：如果在画出的结构和给出的该结构的名称之间有差异，则画出的结构将给予

更大的权重。

[0013] 在另一方面，本发明提供一种药物组合物，所述的药物组合物含有有效剂量的本

发明所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药用的盐，及可药用的载体、赋形剂

或它们的组合。

[0014] 在另一方面，本发明提供一种抑制KRAS  GTP酶方法，其中所述的方法包括，给予病

说　明　书 3/18 页

6

CN 115385912 A

6



人一种药物组合物，所述的药物组合物含有有效剂量的本发明所述的化合物或其立体异构

体、互变异构体或其可药用的盐，及可药用的载体、赋形剂或它们的组合，其中KRAS  GTP酶

优选为KRAS  G12C酶。

[0015] 本发明还提供了一种本发明所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药

用的盐，或其药物组合物在制备治疗由KRAS突变介导的疾病的药物中的用途，其中所述的

由KRAS突变介导的疾病选自癌症，其中所述的癌症选自胰腺癌、结肠直肠癌、肺癌、多发性

骨髓瘤、子宫癌、胆管癌、胃癌、膀胱癌、弥漫性大B细胞淋巴瘤、横纹肌肉瘤、皮肤鳞状细胞

癌、宫颈癌、睾丸生殖细胞癌，优选为胰腺癌、结肠直肠癌和肺癌；其中所述的肺癌优选为非

小细胞肺癌，其中所述的KRAS突变优选为KRAS  G12C突变。

[0016] 在另一方面，本发明提供一种本发明所述的化合物或其立体异构体、互变异构体

或其可药用的盐，或其药物组合物在制备KRAS  GTP酶抑制剂中的用途，其中KRAS  GTP酶抑

制剂优选为KRAS  G12C抑制剂。

[0017] 本发明的另一方面涉及一种预防和/或治疗KRAS突变介导的疾病的方法，其包括

向患者施用治疗有效剂量的本发明所述的化合物或其互变异构体、内消旋体、外消旋体、对

映异构体、非对映异构体或其混合物形式或其可药用盐或包含其的药物组合物，其中所述

的KRAS突变优选为KRAS  G12C突变。

[0018] 本发明还提供了一种本发明所述的化合物或其立体异构体、互变异构体或其可药

用的盐，或其药物组合物在制备治疗癌症的药物中的用途，其中所述的癌症选自胰腺癌、结

肠直肠癌、肺癌、多发性骨髓瘤、子宫癌、胆管癌、胃癌、膀胱癌、弥漫性大B细胞淋巴瘤、横纹

肌肉瘤、皮肤鳞状细胞癌、宫颈癌、睾丸生殖细胞癌，优选为胰腺癌、结肠直肠癌和肺癌；其

中所述的肺癌优选为非小细胞肺癌。

[0019] 本发明的药物制剂可以经局部、口服、经皮、经直肠、经阴道、非经肠、鼻内、肺内、

眼内、静脉内、肌肉内、动脉内、鞘内、囊内、皮内、腹膜内、皮下、角质层下或者通过吸入进行

给药。含活性成分的药物组合物可以是适用于口服的形式，例如片剂、糖锭剂、锭剂、水或油

混悬液、可分散粉末或颗粒、乳液、硬或软胶囊，或糖浆剂或酏剂。片剂含有活性成分和用于

混合的适宜制备片剂的无毒的可药用的赋形剂。

[0020] 本发明的制剂适合以单位计量的形式存在，并且所述制剂可借由在制药技术中所

众所周知的任何方法进行制备。能够通过与载体物质进行组合，从而产生单一剂型的活性

成分的量可以依据所治疗的宿主及特定给药模式而变化。能够通过与载体物质进行组合从

而产生单一剂型的活性成分的量通常指的是能够产生治疗效果的化合物的量。

[0021] 用于本发明化合物的局部或者透皮给药的剂型可包括粉末、喷雾剂、软膏剂、糊

剂、乳膏剂、洗剂、凝胶剂、溶液、贴片及吸入剂。活性化合物可在无菌条件下与药学上可接

受的载剂进行混合，并且其可与可能需要的任何防腐剂、缓冲剂或者推进剂进行混合。

[0022] 当本发明的化合物以药物的形式对人类及动物进行给药时，所述化合物可进行单

独提供或者以药物组合物的形式提供，所述药物组合物含有与药学上可接受的载剂进行组

合的活性成分，例如0.1％至99.5％(更优选地，0.5％至90％)的活性成分。

[0023] 药学上可接受的载剂的实例包括但不限于：(1)糖，例如乳糖、葡萄糖及蔗糖；(2)

淀粉，例如玉米淀粉及马铃薯淀粉；(3)纤维素及其衍生物，例如羧甲基纤维素钠、乙基纤维

素及乙酸纤维素；(4)粉末状黄蓍胶；(5)麦芽；(6)明胶；(7)滑石；(8)赋形剂，例如可可脂及
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栓剂蜡；(9)油，例如花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、橄榄油、玉米油及大豆油；(10)二醇，

例如丙二醇；(11)多元醇，例如甘油、山梨糖醇、甘露糖醇及聚乙二醇；(12)酯，例如油酸乙

酯及月桂酸乙酯；(13)琼脂；(14)缓冲剂，例如氢氧化镁及氢氧化铝；(15)海藻酸；(16)无热

原水；(17)等渗盐水；(18)林格氏溶液(Ringer's  solution)；(19)乙醇；(20)磷酸盐缓冲溶

液；(21)环糊精，例如连接于纳米粒子的靶向配体，例如AccurinsTM；及(22)用于药物制剂

中的其它无毒兼容物质，例如聚合物基组合物。

[0024] 药学上可接受的抗氧化剂的实例包括但不限于：(1)水溶性抗氧化剂，例如抗坏血

酸、半胱胺酸盐酸盐、硫酸氢钠、偏亚硫酸氢钠、亚硫酸钠及其类似物；(2)油溶性抗氧化剂，

例如抗坏血酸棕榈酸酯、丁基化羟基苯甲醚(BHA)、丁基化羟基甲苯(BHT)、卵磷脂、五倍子

酸丙酯、α‑生育酚及其类似物；及(3)金属螯合剂，例如柠檬酸、乙二胺四乙酸(EDTA)、山梨

糖醇、酒石酸、磷酸及其类似物。固体剂型(例如胶囊、锭剂丸剂、糖衣锭、粉末、颗粒剂及其

类似物)可包括一种或者多种药学上可接受的载剂，例如柠檬酸钠或者磷酸二钙，和/或以

下任意其中之一：(1)填充剂或增量剂，例如淀粉、乳糖、蔗糖、葡萄糖、甘露糖醇及/或者硅

酸；(2)黏合剂，例如羧甲基纤维素、海藻酸盐、明胶、聚乙烯吡咯啶酮、蔗糖和/或阿拉伯胶；

(3)保湿剂，例如甘油；(4)崩解剂，例如琼脂、碳酸钙、马铃薯或木薯淀粉、海藻酸、某些硅酸

盐及碳酸钠；(5)溶解阻滞剂，例如石蜡；(6)吸收加速剂，例如四级铵化合物；(7)湿润剂，例

如十六醇及甘油单硬脂酸酯；(8)吸收剂，例如高岭土及膨润土；(9)润滑剂，例如滑石、硬脂

酸钙、硬脂酸镁、固体聚乙二醇、月桂基硫酸钠及其混合物；和(10)着色剂。液体剂型可包括

药学上可接受的乳液、微乳液、溶液、悬浮液、糖浆及酏剂。除活性成分之外，液体剂型可含

有通常用于本技术领域中的惰性稀释剂，例如水或其它溶剂；增溶剂及乳化剂，例如乙醇、

异丙醇、碳酸乙酯、乙酸乙脂、苯甲醇、苯甲酸苯甲酯、丙二醇、1,3‑丁二醇、油(特别是棉籽

油、花生油、玉米油、胚芽油、橄榄油、蓖麻油、及芝麻油)、甘油、四氢呋喃甲醇、聚乙二醇以

及脱水山梨醇的脂肪酸酯、及其混合物。

[0025] 除活性化合物之外，悬浮液也可含有悬浮剂，例如乙氧基化异硬脂醇、聚氧化乙烯

山梨糖醇及脱水山梨醇酯、微晶纤维素、氢氧化铝氧化物、膨润土、琼脂及黄蓍胶及其混合

物。

[0026] 除活性化合物之外，软膏剂、糊剂、乳膏剂以及凝胶剂也可含有赋形剂，例如动物

脂肪及植物脂肪、油、蜡、石蜡、淀粉、黄蓍胶、纤维素衍生物、聚乙二醇、聚硅氧、膨润土、硅

酸、滑石及氧化锌或者其混合物。

[0027] 除活性化合物之外，粉末及喷雾剂也可以含有赋形剂，例如乳糖、滑石、硅酸、氢氧

化铝、硅酸钙及聚酰胺粉末或者上述这些物质的混合物。所述喷雾剂可以含有其它的常用

推进剂，例如氯氟烃、以及挥发性的未被取代的烃，例如丁烷及丙烷。

[0028] 发明的详细说明

[0029] 除非有相反陈述，否则本发明在说明书和权利要求书中所使用的部分术语定义如

下：

[0030] 本发明化合物可以含有不对称中心或手性中心，因此以不同的立体异构体形式存

在。所预期的是，本发明化合物的所有立体异构体形式，包括但不限于非对映异构体、对映

异构体和阻转异构体(atropisomer)和几何(构象)异构体及它们的混合物，如外消旋体混

合物，均在本发明的范围内。
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[0031] 除非另外指出，本发明描述的结构还包括此结构的所有异构体(如，非对映异构

体、对映异构体和阻转异构体和几何(构象)异构体形式；例如，各不对称中心的R和S构型，

(Z)和(E)双键异构体，以及(Z)和(E)构象异构体。因此本发明化合物的单个立体异构体以

及对映体混合物、非对映异构体混合物和几何(构象)异构体混合物均在本发明范围内。

[0032] “Boc”是指叔丁氧基羰基。

[0033] “可药用的盐”是指上述化合物能保持原有生物活性并且适合于医药用途的某些

盐类。所述化合物的可药用的盐可以为金属盐、与合适的酸形成的胺盐。

[0034] “药物组合物”表示含有一种或多种本文所述化合物或其生理学上可药用的盐或

前体药物与其他化学组分的混合物，以及其他组分例如生理学可药用的载体和赋形剂。药

物组合物的目的是促进对生物体的给药，利于活性成分的吸收进而发挥生物活性。

具体实施方式

[0035] 以下结合实施例用于进一步描述本发明，但这些实施例并非限制着本发明的范

围。

[0036] 实施例

[0037] 实施例给出了式(I)所表示的代表性化合物的制备及相关结构鉴定数据。必须说

明，下述实施例是用于说明本发明而不是对本发明的限制。1HNMR图谱是用Bruker仪器

(400MHz)测定而得，化学位移用ppm表示。使用四甲基硅烷内标准(0.00ppm)。1HNMR的表示

方法：s＝单峰，d＝双重峰，t＝三重峰，m＝多重峰，br＝变宽的，dd＝双重峰的双重峰，dt＝

三重峰的双重峰。若提供偶合常数时，其单位为Hz。

[0038] 质谱是用LC/MS仪测定得到，离子化方式可为ESI或APCI。

[0039] 薄层层析硅胶板使用烟台黄海HSGF254或青岛GF254硅胶板，薄层色谱法(TLC)使

用的硅胶板采用的规格是0.15mm～0.2mm，薄层层析分离纯化产品采用的规格是0.4mm～

0.5mm。

[0040] 柱层析一般使用烟台黄海硅胶200～300目硅胶为载体。

[0041] 在下列实例中，除非另有指明，所有温度为摄氏温度，除非另有指明，各种起始原

料和试剂来自市售或者是根据已知的方法合成，市售原料和试剂均不经进一步纯化直接使

用，除非另有指明，市售厂家包括但不限于上海皓鸿生物医药科技有限公司，上海韶远试剂

有限公司，上海毕得医药科技有限公司，萨恩化学技术(上海)有限公司和上海凌凯医药科

技有限公司等。

[0042] CD3OD：氘代甲醇。

[0043] CDCl3：氘代氯仿。

[0044] DMSO‑d6：氘代二甲基亚砜。

[0045] 实施例中无特殊说明，反应中的溶液是指水溶液。

[0046] 对化合物进行纯化，采用柱层析和薄层色谱法的洗脱剂体系，其中该体系选自：A：

石油醚和乙酸乙酯体系；B：二氯甲烷和甲醇体系；C：二氯甲烷和乙酸乙酯体系，D：二氯甲烷

和乙醇体系，E：乙酸乙酯和四氢呋喃体系，其中溶剂的体积比根据化合物的极性不同而不

同，也可以加入少量的酸性或碱性试剂进行条件，如醋酸或三乙胺等。

[0047] 室温：20℃～30℃。
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[0048] 实施例1

[0049] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5,7‑difluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5,7‑二氟苯并[d]噻

唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',

2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

[0050]

[0051] 第一步

[0052] 1‑(tert‑butyl)3‑methyl

[0053] (3R ,6R)‑4‑(7‑bromo‑6‑chloro‑8‑fluoro‑3‑nitroquinolin‑4‑yl)‑6‑

methylpiperazine‑1,3‑dicarboxylate1‑(叔丁基)3‑甲基(3R,6R)‑4‑(7‑溴‑6‑氯‑8‑氟‑

3‑硝基喹啉‑4‑基)‑6‑甲基哌嗪‑1,3‑二羧酸酯

[0054] 将1‑(叔丁基)3‑甲基(3R ,6R)‑6‑甲基哌嗪‑1 ,3‑二羧酸酯1b(911 .87mg ,

3 .53mmol，根据公开专利WO2019110751制备)、7‑溴‑4 ,6‑二氯‑8‑氟‑3‑硝基喹啉1a
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(527.47mg ,1.55mmol，根据公开专利WO2019110751制备)加入乙腈(5mL)中，升温至80℃反

应3小时。反应体系加入乙酸乙酯(20mL)和水(20mL)，滴加饱和碳酸钠溶液调节PH至中性，

分液，有机相用无水硫酸钠干燥，减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体系)

分离纯化，得到产物1‑(叔丁基)3‑甲基(3R,6R)‑4‑(7‑溴‑6‑氯‑8‑氟‑3‑硝基喹啉‑4‑基)‑

6‑甲基哌嗪‑1,3‑二羧酸酯1c(1.6g,2.85mmol)，产率：96.82％。

[0055] MS  m/z(ESI):562.1[M+1]+

[0056] 第二步

[0057] tert‑butyl

[0058] (2R ,4aR)‑10‑bromo‑11‑chloro‑9‑fluoro‑2‑methyl‑5‑oxo‑1 ,2 ,4 ,4a ,5 ,6‑

hexahydro‑3H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinoline‑3‑carboxylate

[0059] (2R ,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2‑甲基‑5‑氧代‑1 ,2,4 ,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并

[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯

[0060] 将1‑(叔丁基)3‑甲基(3R,6R)‑4‑(7‑溴‑6‑氯‑8‑氟‑3‑硝基喹啉‑4‑基)‑6‑甲基哌

嗪‑1 ,3‑二羧酸酯1c(3 .3g ,5 .87mmol)、氯化铵(1 .57g ,29 .37mmol)和铁粉(1 .64g ,

29.37mmol)溶于甲醇(20mL)和水(5mL)的混合溶剂中，加热至80℃反应3小时。反应结束后，

趁热过滤，将滤液减压浓缩，得到粗品产物(2R,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2‑甲基‑5‑氧代‑

1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯1d(2.9g ,

5.80mmol)，产率：98.79％。

[0061] MS  m/z(ESI):499.0[M+1]+

[0062] 第三步

[0063] tert‑butyl

[0064] (2R,4aR)‑10‑bromo‑11‑chloro‑9‑fluoro‑2,6‑dimethyl‑5‑oxo‑1,2,4,4a,5,6‑

hexahydro‑3H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinoline‑3‑carboxylate

[0065] (2R,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪

并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯

[0066] 将(2R,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2‑甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并

[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯1d(2.9g ,5.80mmol)加入N,N‑二甲基甲酰

胺(10mL)中，依次加入碘甲烷(1.65g,11.61mmol,722.50μL)、碳酸钾(2.41g,17.41mmol)，

室温反应过夜。将体系用乙酸乙酯(50mL)和水(50mL)萃取，有机相用无水硫酸钠干燥，过

滤，减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体系)分离纯化，得到产物(2R ,

4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,

5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯1e(1.8g,3.50mmol)，产率：60.37％。

[0067] MS  m/z(ESI):513.0[M+1]+

[0068] 第四步

[0069] tert‑butyl

[0070] (2R ,4aR)‑10‑(2‑((tert‑butoxycarbonyl)amino)‑5 ,7‑difluorobenzo[d]

thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑fluoro‑2,6‑dimethyl‑5‑oxo‑1,2,4,4a ,5,6‑hexahydro‑

3H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinoline‑3‑carboxylate

[0071] (2R,4aR)‑10‑(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑
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氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑

3‑羧酸叔丁酯

[0072] 将(2‑((叔丁氧基羰基)氨基)‑5 ,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)硼酸1f(192.75mg ,

583.90μmol,根据公开专利US20200115375  A1制备)、(2R,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二

甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔

丁酯1e(200mg ,389.27μmol)加入1,4‑二氧六环(1mL)和水(0.2mL)的混合溶剂中，加入四

(三苯基膦)钯(44.98mg ,38.93μmol)、碳酸钠(123.78mg ,1.17mmol)，氩气保护，升温至110

℃反应3小时。体系中加入乙酸乙酯(10mL)和水(10mL)，分液，乙酸乙酯萃取(10mL×3)，合

并有机相，用无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到的残留物用制备HPLC分离纯化(分离

柱：AKZONOBEL  Kromasil；250×21.2mm  I.D.；5μm；流动相A：0.05％TFA+H2O，流动相B：乙

腈；流速：20mL/min)，得到产物(2R,4aR)‑10‑(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5,7‑二氟苯并[d]噻

唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]

吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯1g(50mg,69.52μmol)，产率：17.86％。

[0073] MS  m/z(ESI):719.8[M+1]+

[0074] 第五步

[0075] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5,7‑difluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]

quinolin‑5(6H)‑one

[0076] (2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑

2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

[0077] 将(2R,4aR)‑10‑(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑

9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹

啉‑3‑羧酸叔丁酯1g(50mg,69.52μmol)溶于二氯甲烷(2mL)中，加入盐酸的1,4‑二氧六环溶

液(4M,1mL)，室温反应过夜。反应结束后，减压浓缩，得到粗品产物(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑

5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',

2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮1h(30mg,57.81μmol)，产率：83.15％。

[0078] MS  m/z(ESI):517.8[M+1]+

[0079] 第六步

[0080] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5,7‑difluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one

[0081] (2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯

酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

[0082] 将(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲

基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮1h(5mg ,9.64μ

mol)加入二氯甲烷(2mL)中，加入N,N‑二异丙基乙胺(4.98mg,38.54μmol)，冷却至0℃，加入

2‑氟丙烯酰氯(4.33mg ,39.92μmol，根据公开专利WO2020101736  A1制备)，室温搅拌0.5小

时。体系中加入乙酸乙酯(10mL)和水(10mL)，分液，乙酸乙酯萃取(10mL×3)，合并有机相，

用无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到的残留物用制备HPLC分离纯化(分离柱：
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AKZONOBEL  Kromasil；250×21.2mm  I.D.；5μm；流动相A：0.05％TFA+H2O，流动相B：乙腈；流

速：20mL/min)，得到产物(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5,7‑二氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑

氟‑3‑(2‑氟丙烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑

c]喹啉‑5(6H)‑酮1(1mg，1.69μmol)，产率：20％。MS  m/z(ESI):591.1[M+1]+

[0083] 实施例2，3和4

[0084] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one  2

[0085] (2R ,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯酰

基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮2

[0086] (2R ,4aR ,10R)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one  3

[0087] (2R,4aR,10R)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯

酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

3

[0088] (2R ,4aR ,10S)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one  4

[0089] (2R,4aR,10S)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯

酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

4
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[0090]

[0091] 第一步

[0092] 1‑(3‑fluoro‑2‑methoxyphenyl)thiourea

[0093] 1‑(3‑氟‑2‑甲氧基苯基)硫脲

[0094] 将3‑氟‑2‑甲氧基苯胺2a(20g,141.70mmol)加入四氢呋喃(500mL)中，缓慢滴加苯

甲酰基异硫氰酸酯2b(23.13g ,141.70mmol)的四氢呋喃溶液(100mL)，滴加完毕，继续室温

反应3h，LCMS监测原料都反应成中间体后，加入水(80mL)、氢氧化钠(6.80g ,170.04mmol)，
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加热至80℃反应过夜。冷却至室温，乙酸乙酯萃取(100mL×1)，有机相用饱和食盐水洗

(100mL×1)，无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体

系)分离纯化，得到产物1‑(3‑氟‑2‑甲氧基苯基)硫脲2c(22g,109.87mmol)，产率：77.55％。

MS  m/z(ESI):201.1[M+1]+

[0095] 第二步

[0096] 5‑fluoro‑4‑methoxybenzo[d]thiazol‑2‑amine

[0097] 5‑氟‑4‑甲氧基苯并[d]噻唑‑2‑胺

[0098] 将1‑(3‑氟‑2‑甲氧基苯基)硫脲2c(7.09g ,35.41mmol)加入乙酸(200mL)中，加入

溴化锂(4.61g,53.11mmol)，缓慢滴加液溴(5.77g,36.12mmol)，保持温度低于30℃。滴加完

毕后，反应液升温至40℃反应过夜。反应液冷却，倒入水(500mL)中，用饱和碳酸钠溶液调PH

至碱性，乙酸乙酯萃取(300mL×1)，有机相用饱和食盐水洗(100mL×1)，无水硫酸钠干燥，

过滤，减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体系)分离纯化，得到产物5‑氟‑

4‑甲氧基苯并[d]噻唑‑2‑胺2d(7g,35.31mmol)，产率：99.73％。

[0099] MS  m/z(ESI):199.1[M+1]+

[0100] 第三步

[0101] 2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑ol

[0102] 2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑醇

[0103] 将5‑氟‑4‑甲氧基苯并[d]噻唑‑2‑胺2d(7g ,35.31mmol)加入二氯甲烷(70mL)中，

冷却至0℃，滴加三溴化硼(22.12g,88.29mmol,8.51mL)，转至室温反应过夜。反应液倒入冰

水(300mL)中，用饱和碳酸钠溶液调PH至碱性，乙酸乙酯萃取(500mL×1)，有机相用饱和食

盐水洗(100mL×1)，无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到粗品产物2‑氨基‑5‑氟苯并[d]

噻唑‑4‑醇2e(5.2g,28.23mmol)，产率：79.94％。

[0104] MS  m/z(ESI):185.1[M+1]+

[0105] 第四步

[0106] tert‑butyl(4‑((tert‑butoxycarbonyl)oxy)‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑2‑yl)

carbamate(4‑((叔丁氧羰基)氧基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯

[0107] 将2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑醇2e(10g，54.29mmol)、二甲基氨基吡啶(1.33g ,

10 .86mmol)、三乙胺(10 .99g ,108 .58mmol ,15 .13mL)、二碳酸二叔丁酯(23 .70g ,

108.58mmol)加入二氯甲烷(80mL)中，室温反应4h。反应液减压浓缩，加入乙酸乙酯(100mL)

和水(50mL)，分液，有机相用无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到粗品产物(4‑((叔丁氧

羰基)氧基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯2f(20g，52.03mmol)，产率：95.83％。

[0108] MS  m/z(ESI):385.1[M+1]+

[0109] 第五步

[0110] tert‑butyl(5‑fluoro‑4‑hydroxybenzo[d]thiazol‑2‑yl)carbamate

[0111] (5‑氟‑4‑羟基苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯

[0112] 将(4‑((叔丁氧羰基)氧基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯2f(20g ,

52.03mmol)加入四氢呋喃(80mL)和水(20mL)的混合溶剂中，冷却至0℃，加入氢氧化锂一水

合物(10.92g,260.13mmol)，转至室温反应过夜。反应液加入乙酸乙酯(100mL)和水(50mL)，

乙酸乙酯萃取(100mL×2)，合并有机相，无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，得到粗品产物
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(5‑氟‑4‑羟基苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯2g(14.45g,50.83mmol)，产率：97.69％。

[0113] MS  m/z(ESI):228.9[M+1‑56]+

[0114] 第六步

[0115] 2‑((tert‑butoxycarbonyl)amino)‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl 

trifluoromethanesulfonate

[0116] 2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基三氟甲磺酸酯

[0117] 冰浴下，将(5‑氟‑4‑羟基苯并[d]噻唑‑2‑基)氨基甲酸叔丁酯2g(20g,70.35mmol)

溶于二氯甲烷(80mL)中，依次加入吡啶(11 .13g ,140 .69mmol ,11 .36mL)，三氟甲磺酸酐

(23.82g，84.42mmol,14.26mL)，搅拌30分钟。反应液加入水(150mL)，二氯甲烷萃取(150mL

×3)，合并有机相，依次用一水合柠檬酸水溶液(50mL)，饱和食盐水(50mL)洗涤，无水硫酸

钠干燥，过滤，减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体系)分离纯化，得到产

物2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基三氟甲磺酸酯2h(13.6g,32.66mmol)，产

率：46.43％。MS  m/z(ESI):361.0[M+1‑56]+

[0118] 第七步

[0119] (2‑((tert‑butoxycarbonyl)amino)‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)boronic 

acid

[0120] (2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)硼酸

[0121] 将2‑ ((叔丁氧羰基)氨基) ‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基三氟甲磺酸酯2h(5g ,

12.01mmol)，联硼酸频那醇酯(24.40g ,96.07mmol)混合于1,4‑二氧六环(80mL)中，加入乙

酸钾(3.54g,36.03mmol)，氩气置换，搅拌10分钟，加入[1,1'‑双(二苯基膦基)二茂铁]二氯

化钯(2.64g ,3 .60mmol)，氩气保护，100℃下搅拌8小时。补加联硼酸频那醇酯(24 .40g ,

96.07mmol)，[1,1'‑双(二苯基膦基)二茂铁]二氯化钯(2.64g,3.60mmol)，氩气保护，100℃

下继续搅拌8小时。反应液减压浓缩，得到的残留物用硅胶柱层析法(洗脱剂：A体系)分离纯

化，得到产物(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)硼酸2i(2g,6.41mmol)，产

率：53.36％。

[0122] MS  m/z(ESI):312.9[M+1]+

[0123] 第八步

[0124] tert‑butyl

[0125] (2R,4aR)‑10‑(2‑((tert‑butoxycarbonyl)amino)‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑

4‑yl)‑11‑chloro‑9‑fluoro‑2 ,6‑dimethyl‑5‑oxo‑1 ,2 ,4 ,4a ,5 ,6‑hexahydro‑3H‑

pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinoline‑3‑carboxyl

[0126] ate

[0127] (2R,4aR)‑10‑(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,

6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧

酸叔丁酯

[0128] 将(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)硼酸2i(182.25mg ,583.90μ

mol)、(2R,4aR)‑10‑溴‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并

[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯1e(200mg,389.27μmol)加入1,4‑二氧六环

(1mL)和水(0 .2mL)的混合溶剂中，加入四(三苯基膦)钯(44 .98mg ,38 .93μmol)、碳酸钠

说　明　书 13/18 页

16

CN 115385912 A

16



(123.78mg,1.17mmol)，氩气保护，升温至110℃反应过夜。体系中加入乙酸乙酯(10mL)和水

(10mL)，分液，乙酸乙酯萃取(10mL×3)，合并有机相，用无水硫酸钠干燥，过滤，减压浓缩，

得到的残留物用制备HPLC分离纯化(分离柱：AKZONOBEL  Kromasil；250×21.2mm  I.D.；5μ

m；流动相A：0.05％TFA+H2O，流动相B：乙腈；流速：20mL/min)，得到产物(2R,4aR)‑10‑(2‑

((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,

4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑羧酸叔丁酯2j(50mg ,71.31μ

mol)，产率：18.32％。

[0129] MS  m/z(ESI):700.8[M+1]+

[0130] 第九步

[0131] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]

quinolin‑5(6H)‑one

[0132] (2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑2,3,

4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并

[0133] [1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

[0134] 将(2R,4aR)‑10‑(2‑((叔丁氧羰基)氨基)‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑

2,6‑二甲基‑5‑氧代‑1,2,4,4a ,5,6‑六氢‑3H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑3‑

羧酸叔丁酯2j(50mg ,71 .31μmol)溶于二氯甲烷(5mL)中，加入盐酸的1,4‑二氧六环溶液

(4M,3mL)，室温反应过夜。反应结束后，减压浓缩，得到粗品产物(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑

氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]

吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮2k(30mg,59.89μmol)，产率：83.98％。

[0135] MS  m/z(ESI):500.8[M+1]+

[0136] 第十步

[0137] (2R ,4aR)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one  2

[0138] (2R ,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯酰

基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮2

[0139] 将(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑2,6‑二甲基‑2,

3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮2k(20mg,39.92μmol)

加入二氯甲烷(2mL)中，加入三乙胺(12.12mg,119.77μmol)，冷却至0℃，加入2‑氟丙烯酰氯

(4.33mg,39.92μmol，根据公开专利WO2020101736  A1制备)，反应0.5小时。体系中加入乙酸

乙酯(10mL)和水(10mL)，分液，乙酸乙酯萃取(10mL×3)，合并有机相，用无水硫酸钠干燥，

过滤，减压浓缩，得到的粗品(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑

3‑(2‑氟丙烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹

啉‑5(6H)‑酮2(12mg,20.94μmol)。

[0140] MS  m/z(ESI):573.1[M+1]+

[0141] 第十一步(2R ,4aR ,10R)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑

chloro‑9‑fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2
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[0142] ,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',2':4,5]pyrazino[2,3‑c]

quinolin‑5(6H)‑one  3

[0143] (2R,4aR,10R)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯

酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

3

[0144] (2R ,4aR ,10S)‑10‑(2‑amino‑5‑fluorobenzo[d]thiazol‑4‑yl)‑11‑chloro‑9‑

fluoro‑3‑(2‑fluoroacryloyl)‑2,6‑dimethyl‑2,3,4,4a‑tetrahydro‑1H‑pyrazino[1',

2':4,5]pyrazino[2,3‑c]quinolin‑5(6H)‑one  4

[0145] (2R,4aR,10S)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙烯

酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑酮

4

[0146] 将粗品(2R,4aR)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑氟丙

烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5(6H)‑

酮2用制备HPLC分离纯化(分离柱：AKZONOBEL  Kromasil；250×21.2mm  I.D.；5μm；流动相A：

0.05％TFA+H2O，流动相B：乙腈；流速：20mL/min)，得到产物3和4。

[0147] 产物3:(2R,4aR,10R)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑

氟丙烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5

(6H)‑酮3(5mg,5.85μmol)，产率：14.64％，

[0148] MS  m/z(ESI):573.1[M+1]+；

[0149] 产物4:(2R,4aR,10S)‑10‑(2‑氨基‑5‑氟苯并[d]噻唑‑4‑基)‑11‑氯‑9‑氟‑3‑(2‑

氟丙烯酰基)‑2,6‑二甲基‑2,3,4,4a‑四氢‑1H‑吡嗪并[1',2':4,5]吡嗪并[2,3‑c]喹啉‑5

(6H)‑酮(5mg,8.64μmol) ,产率：21.64％，

[0150] MS  m/z(ESI):573.1[M+1]+

[0151] 生物学评价

[0152] 测试例1、本发明化合物与KRAS  G12C蛋白共价结合能力测定

[0153] 以下方法用于测定本发明化合物在体外条件下与重组人源KRAS  G12C蛋白的共价

结合能力。

[0154] 将实验流程简述如下：使用反应缓冲液(20mM  HEPES,150mM  NaCl,1mM  MgCl2,1mM 

DTT)配置重组人源KRAS  G12C蛋白(aa1‑169)，浓度为4μM备用。受试化合物溶解于DMSO中制

备为10mM贮存液，随后使用反应缓冲液进行稀释备用。首先向孔中加入1.5μL使用反应缓冲

液稀释的受试化合物(反应体系终浓度为3μM)，随后加入23.5μL反应缓冲液混匀，随后加入

25μL  4μM的重组人源KRAS  G12C蛋白，室温条件下孵育5分钟后，加入5μL乙酸终止反应，并

将样品转移至进样瓶中。使用Agilent  1290/6530仪器检测受试化合物与KRAS  G12C蛋白发

生共价结合的比率，样品在液相色谱柱(XBridge  Protein  BEH  C4, 3.5μm,2.1mm×

50mm)中分析，检测过程中流动相A是0.1％甲酸水溶液，流动相B是乙腈，流动相洗脱程序

为：0～0.5分钟，保持流动相A：95％，2.5分钟时，流动相A变为30％，并保持0.5分钟，3.1分

钟，流动相A变为95％，并保持1 .9分钟；流速：0 .5mL/min；最后使用MassHunter 

Workstation  Software  Bioconfirm  Version  B.08.00软件分析数据，获得受试化合物浓

度在3μM，孵育5min条件与KRAS  G12C蛋白共价结合率(Binding  Rate)。
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[0155] 本发明化合物与KRAS  G12C蛋白共价结合率，见下表。

[0156] 化合物编号 Binding  Rate(％)

4 40.23

[0157] 结论:本发明化合物与KRAS  G12C蛋白在3μM,5min条件下，具有较好的共价结合

率。

[0158] 测试例2、本发明化合物对NCI‑H358细胞增殖抑制测定

[0159] 以下方法用于测定本发明化合物对NCI‑H358细胞增殖的影响。NCI‑H358细胞(含

有KRAS  G12C突变)购于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心，培养于含10％胎牛

血清、100U青霉素，100μg/mL链霉素和1mM  Sodium  Pyruvate的RPMI  1640培养基中。细胞活

力通过 Luminescent  Cell  Viability  Assay试剂盒(Promega，货号G7573)进

行测定。

[0160] 实验方法按照试剂盒说明书的步骤操作，简述如下：受试化合物首先溶解于DMSO

中制备为10mM贮存液，随后以培养基进行稀释，配制成测试样品，化合物的终浓度范围在

1000nM‑0.015nM。将处于对数生长期的细胞以800个细胞每孔的密度接种至96孔细胞培养

板中，在37℃，5％CO2培养箱中培养过夜，随后加入受试化合物后继续培养120小时。培养结

束后，向每孔加入50μL体积的CellTiter‑Glo检测液，震荡5分钟后静置10分钟，随后在酶标

仪上使用Luminescence模式读取样品各孔发光值。通过与对照组(0.3％DMSO)的数值进行

比较计算化合物在各浓度点的百分比抑制率，之后在GraphPad  Prism  5软件中以化合物浓

度对数‑抑制率进行非线性回归分析，获得化合物抑制细胞增殖的IC50值。

[0161] 本发明的化合物对NCI‑H358(人非小细胞肺癌)细胞增殖抑制IC50值，见下表

[0162] 化合物编号 IC50(nM)

4 48.42

[0163] 结论:本发明的化合物对NCI‑H358(人非小细胞肺癌)细胞具有较好的增殖抑制作

用，优选化合物的IC50<500nM，更优选化合物的IC50<200nM。

[0164] 测试例3、本发明化合物对NCI‑H358细胞中p‑ERK1/2抑制活性的测定

[0165] 以下方法用于测定本发明化合物对NCI‑H358细胞中p‑ERK1/2抑制活性。本方法使

用Cisbio公司的Advanced  phospho‑ERK1/2(Thr202/tyr204)试剂盒(货号64AERPEH)，详细

实验操作可参考试剂盒说明书。NCI‑H358细胞(含有KRAS  G12C突变)购于中国科学院上海

生命科学研究院细胞资源中心。

[0166] 将实验流程简述如下：NCI‑H358细胞培养于含10％胎牛血清、100U青霉素，100μg/

mL链霉素和1mM  Sodium  Pyruvate的RPMI  1640完全培养基中。NCI‑H358细胞按每孔30000

个铺于96孔板中，培养基为完全培养基，在37℃，5％CO2培养箱内培养过夜。将受试化合物

溶解于DMSO中制备为10mM贮存液，随后使用RPMI  1640基础培养基进行稀释，每孔加入90μL

含对应浓度受试化合物的RPMI  1640基础培养基，受试化合物在反应体系中的终浓度范围

为1000nM‑0.015nM，置于细胞培养箱培养3小时40分钟。随后加入10μL用RPMI  1640基础培

养基配制的hEGF(购自Roche，货号11376454001)，使其终浓度为5nM，置于培养箱培养20分

钟。弃去细胞上清，使用冰浴的PBS清洗细胞，之后每孔加入45μL的1×cell  phospho/total 

protein  lysis  buffer(Advanced  phospho‑ERK1/2试剂盒组分)进行裂解，96孔板置于冰

上裂解半小时，随后参照Advanced  phospho‑ERK1/2(Thr202/tyr204)试剂盒说明书检测裂
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解液。最后在酶标仪以TF‑FRET模式上测定在304nM的激发波长下，各孔发射波长为620nM和

665nM的荧光强度，并计算各孔665/620的荧光强度比值。通过与对照组(0.1％DMSO)的荧光

强度比值进行比较，计算受试化合物在各浓度下的百分比抑制率，并通过GraphPad  Prism 

5软件以受试化合物浓度对数值‑抑制率进行非线性回归分析，获得化合物的IC50值。

[0167] 结论:本发明化合物对NCI‑H358细胞中p‑ERK1/2具有较好的增殖抑制作用，优选

化合物的IC50<500nM，更优选化合物的IC50<200nM。

[0168] 测试例4、本发明化合物在人和大鼠肝微粒体中代谢稳定性研究

[0169] 1.实验目的

[0170] 本实验研究的目的是对本发明化合物4在人和大鼠肝微粒体中代谢稳定性进行研

究。

[0171] 2.试剂信息

[0172] 名称 供应商

大鼠肝微粒体 美国Corning公司

大鼠肝微粒体 美国Corning公司

马来酸咪达唑仑 中国食品药品检定研究院

NADPH 瑞士Roche公司

磷酸二氢钾 国药集团化学试剂有限公司

磷酸氢二钾 国药集团化学试剂有限公司

氯化镁(MgCl2) 国药集团化学试剂有限公司

盐酸维拉帕米 中国食品药品检定研究院

格列本脲 中国食品药品检定研究院

DMSO 美国Amresco公司

甲醇 美国Honeywell公司

乙腈 美国Honeywell公司

甲酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

[0173] 3.实验方案

[0174] 将受试化合物与人或大鼠的肝微粒体进行共孵育，加入辅酶NADPH启动反应。在0、

5、15、30和60分钟取出20μL孵育液并转移至200μL含有内标的乙腈中终止反应。蛋白沉淀

后，3,700rpm离心10分钟，取上清。上清液加水1:1稀释后由LC‑MS/MS方法分析。根据受试化

合物在孵育体系中的清除半衰期算出体外内在清除率。咪达唑仑作为内部参考化合物，均

平行孵育2份。孵育条件总结如下表：
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[0175]

[0176] 4.数据分析

[0177] 分析物/内标峰面积之比(Aanalyte/AIS)将由仪器得出，剩余百分比(％Control)由

非零时间点样品与零时刻样品中Aanalyte/AIS之比计算出。将Ln(％Control)对孵育时间作图

并进行线性拟合。受试化合物清除常数(k，min‑1)和清除半衰期(T1/2，min)由以下方程式计

算得到。

[0178] k＝‑slope

[0179] T1/2＝0.693/k

[0180] 5、实验结果

[0181] 本发明化合物4人和大鼠肝微粒体稳定性的相关参数如下表所示：

[0182] 化合物编号 半衰期/(T1/2，min，人) 半衰期/(T1/2，min，大鼠)

4 291.27 226.65

[0183] 结论：本发明的化合物4，半衰期时间长，大鼠和人肝微粒体稳定性高。
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