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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE:
X Patente de Invencion. [] Patente de Modelo de Utilidad.

[] Capltulo |. [X Capltulo IL.

Nombre: AKZO NOBEL N.V. IDENTIFICACION
sociedad constituida y existente bajo las c.C ] NIT
SOLICITANTE |leyes de Holenda. -

Direcclén: Velperweg 76, C.E. Otro
() 8824 BM Amhem, 1

Holanda Cual
Domiclllo: Amhem,
Holanda Ndmero

Oa

@ Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
REPRESENTANTE Direcclén: Carrera 4°. No. 72-35 C.C. X NIT g

O APODERADO Teléfono: 347 36 11 C.E. O Otro

Fax: 21792 11 Cual

E-mail: cllentes@camyp.com. —
Domicilio: Bogota, Colombia. Nomero 438.019 T.P31.829

N.V. Organon, P.O. Box 20, 5340 BH Oss,
5340 BH Oss, Holanda
(72) Holanda

1. Robert, Gerardus, Jules, Marie, 2. Cornells, Marius, TIMMERS
HANSSEN N.V. Organon, P.O. Box 20,
INVENTOR (ES)

3. Jan, KELDER
N.V. Organon, P.O. Box 20,
5340 BH Oss,
Holanda

PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/EP02/09648 Fecha: 29 de Agosto de 2002
Publicacion Internacional No. WO 03/020727 A1 Fecha : 13 de Marzo de 2003

AGONISTA LH Y FSH COMBINADAS

Clasificaclon Internaclonal (51) CO7D 495/004, AG1K 31/505, A61P 15/08

Thulo (54)
TIENO [2.3-D] PIRIMIDINAS GLICINA-SUSTITUIDAS CON ACTIVIDAD

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud

SIJ No[] EP 4 de Septiembre de 2001 01203328.8

@ Comprobante de pago No.: 04 —- 16,319 Fecha: 1 de Marzo de 2004
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Anex s:

Comprobante de pago de la tasa de presentacitn de la solicitud por $ 422.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
Juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcidn, relvindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripclén, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser al caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biol6gico.

Arte final 12x12 ]

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

Otros

0 OO0 OORR RRORR ROX

FIGURA CARACTERISTICA
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@ Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE:

EMILIQ< FERRERO
FIRMA : Z_:,Q— L D S 3

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

PRP
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. tradexnarks, commercial names, trade emblems,

. o | =3

Koy, I ) Para patentes, modelos de utilidad, disefios
' ' industriales, marcas de fibrica, nombres
o comerciales, enseiias, lemas comerciales.

REPRESENTACION Y PODER ‘ REPRESENTATION AND 74 ?-; v

I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
AKZ0 NOBEL N.V.

of/domicillado (s)en __Ye1perweg 76, 6824
EM Arnhem, THE NETHERLANDS

r ol presente nombmmos a EMILIO FERREROQ, t& ;1929; in due compliance with the terms of pmrl h 1st. of article 543
AEZ, nt

ONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA of the Commurcial Cods, do hereby appo ILIO FERRERO,
tm. 23535 {q‘ ERMAN CAVELIER, tpa. 832, domicilisdos en la 81929; GONZALO PERDOM . 831; LUZ CLEMENCIA
42°'N® 72-35, , ‘Colombis;’ an obedecimiento a lo PAEZ, :Emz:sss and CAVELIER, tpa 832,
dispuesto en el par “1? del Articiilo 543 del Cédigo de domiclied at 42 N@ 72.35, Bo, Colombia, the first as
Comerclo, al 0 como principal y los deindy como principal and the others as al , in the order of thelr
:::lonhu, an su erden, como mis (nuestros) representantes en appointmasnt, as our representatives for all industrial property
0o los asuntos de propledad, industrial con facultad } matters with faculty to receive notifications and to appoint

recibir notificaclones y nombrar apoderados ]udidnl::_: #]-- attoneys in and out of Court. The first alternate shall replace
extrojudiciaies. El primer representante glenh resmplazard al the principal in case of his absence or of temporal or definitive

_principal en cas0 de ausencs o lmpedimento temporal o impediment. The same rule will l{plxi'whnn the second

finitivo de aquél La misma regla se aplicark cusndo el alternate representative is to replace the first one, or when the

0 representante suplente l:r de reemplazar al primero, third fs to replace the firet or second alternates in thelr turn, or

o el tercoro al segundo. En s cmsos, el representante both of them, second. In such cases, the principal

principal, o el primero, 0 segundo suplente, an su caso, 0 ambos, representative, or the first or second alternates In their turn, or

declararin su intencién de no ejercer la representacién both of them, shall state thelr intention not to act as

mediante declaracién autenticada por Notarlo Piiblico en nli,menhtlm through & declaration given before a Notary

Colombia, o por Notario u otro o Pdblico, o Cénaul Public in Colombia, or a Notary or another Public Official

de C?Iombuﬂ#u;n al cxtrul]erg; y ol se tratare de impedimento, or & Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
con e o i i

’
. de los nombrados faltare lpprnr:hh certificate shall suffice, If any of the appointees
definittvamente, el ente tomard su lugar. Cuando cesare la were 10 be definitely absent, the following alternate shall take
ausencia o Impedimento del representante prlnc'lm.l. o de su his place. When the absence or impediment of the Kerlnclpll
frim=n o segundo suplentes, en su casn, podrin ejercer la representative, or of the first or second alternate in their tum

fepresentaciin, en su orden uno u otros segin el caso, ceases, the repraseniation can be taken again in their sequence,
asumiéndola por el solo he de ejerceria, cusando en ese by the principal, the first or second alternate depending on case,
momento el ejerciclo de la representacién por el primero, and the mere fact or its exercise will suffice. The exerclse of the
segundo o tercer suplente en su caso. representation by the first, second or third alternates in their
. turn shall end at such time.

Ademiis, conflero (conferimos) poder a los abogados arriba '
nombrados, obtener la protecclSn de mi {nuestra) In addition, we grant a Power of Attornay in favor of the
propiedad industrial y ¢ontra la competencia desleal, a cuyo above-named attorneys-at-law so that they may obtain the
efecto sutorizo (amos) a loa dichos apoderados para que me protection of my (our) industrial against the
(nos) representen ante cumlesquiera entidades o onas, unfair competition, forwldchg:.goul 'we) authorize the said
gjerzan o no jurisdiceidn, especialmente ante las del orden attorneys to represent me (us) re any authorities or ns,
administeativo, mntencloao—qd;hdlmtlvo ¥ judicial, as{ como with or without juriediction, spgriall§ .those administrative,
los tribunales de arbitramento, sn todo lo concerniente a los administrative contentious and

.igulcntu asunios: a) Obtenclén de patentes de invencldn, Arbitration CpotifFF IV IR Sflign:
modeios de utllidad, y disefios industriales; el tro de Obtainment o It T
marcas cde fibrica, colectives, defensivas, de servicio, lemas the registratio otchpel
comerciales, nombres comerciales, ensafias, variedades slogan

marks, A
vegetales y denominaciones de origen; su renovacidn, traspeso, varletiea and 4

camblo de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el clunﬁof N ADrifcihe proumtary fcanae :
regiatro de licenclas de wso de esos derechos; b) Las acclones de m l‘lono!- pd of uBd™Ot five'aboug: tightn; b) Actions of
competencia duw del consumidor, o ones u r compefition; Prutechic ongumpk, o itions or
observaciones, administrativa y judi nulidad, observatibng, if adm sty nullity,
medidas cautelares, concesidén de licencies, la tutels,’ la . intringement’y gravtifih con for writ
proteccién de secretoa industriales, y en general los julcios mandamus, the protecti d in general the
dviles, penales, administrativos o contencioso-administrativos - clvil, pinal, anti*EIintitratiseiayity olating to those rights;
relacionados con estos derechos; acciones y procesos :ﬁ: actions and suita tued by me (ue) or net me (us). And
Promovamos © 8¢ nos promuevan Y para que en todos that in all the above matters they may substitute this Power of
asunioa arriba detarminados, puedan sustituir este mandato, Attorney, compromise, .conclliate, admit the facts of the case,
t Ir, concillar, acdmitir los hechos del proceso, desistir, desist, cancel, receive, resign, and rmatify acts done by
mﬂdow; recibir, renunciar, y matificar los actos de agentes representatives without a power of attorney.
o X
- Glven and wigunis 'I'Dllj. Y fusmdvy iwy 0 Slils—" LI585
FcG.M. Hefmahs _ .H/ Reerink
in/en_/ Directo Détents-Tharma DEPuty Djirector
W e ' oo Rsatrs
l./l/ _‘_ 3 . l . ! L
s’ L ! -~ - _J J’Pl
CAVELIER ABOGADOS TRADUCCION Nos/%. [/ 194
WPPODERE-179 NINUI'AN‘II.I.I.Z.S) MARIA ELVIRA MAT " 2.0 ?
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LEGALIZACION LEGALIZATION i, e -‘. ?
. . . .

El Sefior Cénsul de Colombla debe Ir un certificado The Colombia Corsul must Issue & cone son il
eomhrlobn(l)hcxhtlndlhplde?d the legal existerce of the om nis, the
el poder, (2) ésta ejerce su objeto Yy al.quc Power-of-Attorney, (2) that It is u. . Age of 1t
personas que 3“' n el poder estén autorizadas para darlo. A company R:rpoun, and (3) that the persors who execute the
este efecto low soliciamos que muesttwn al Seflor Cénsul las Power of Attornay is mrtorized to do so. To this effect, * wse
pruebas yue acreditan esos hechos (1), Q) y 3). - show the Consul the evidence to pruove the above facts ..;, ()

and (3).

Seen for legalization of the signatures

of Mr. F.G.M. Hermans and Mr. E.H. Reerink
by me, Mr. Martinus Petrus Maria Philips,
notary public at Oss, the Netherlands,
on-this 26th day of August 1998.

TRADUCCION No.: ll?t
MARIA ELVIFA MALOTELD
= Troduchora e nterprete Oficiol
inglda - Espoiol - Ioglds
1 5499 I-.’No.mwn. Justicio

’

(

CHAMBER OF COMMERCE AND mnusrn;’
FOR QOST-DRABANT {nEDERLAND)
EXCirgwy vog
Mg, aress

B QP LEGALIZATION OF
KT1WHCO SICNATURE(S)

Gexziun voor ia

jsalig. van ds handtekern
van chi/mw ......... %@Hmug

‘#Grvanhoge, U 9 SEP 1998
» = ,
De Ministarm
Bul

updsaZaken

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE cowmm;iueFﬁn los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe. certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante.

— -
1]
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El suscrito.Consul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA:

Que el Sefior Martinus Petrus Maria PHILIPS, quien como Notario Piblico de
Oss , Paises Bajos, autenticd las firmas de los signatarios del poder precedente, ejerciza en la
fecha las funciones indicadas, y su firma corresponde a Ia registrada en este Consulado.

Que la Compafiia AKZO NOBEL N.V. es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bajos, cumple su-objeto conforme a las mismas y se halla registrada en la Cimara
de Comercio y Fibricas de Centraat Gelderland, Amhem, bajo el mimero 09007809;

Que los Sefiores Franciscus Guilielmus Maria HERMANS y Engbert Harmen
REERINK. signatarios del presente documento, quienes en su caricter de Apdderados

de la Empresa AKZOQ NOBEL N.V., conjuntamente tienen facultad para ello, y cuyas
firmas fueron autenticadas ante el Notario Publico de Oss, Sefior Martinus Petrus Maria
PHILIPS, son los representantes legales de la citada Empresa en este Pais. :

L.
-
PR, ey

s i T
El Cénsul de Colombia en La Haya, Paises Bajos, no asume responsabilidad E:E' St
alguna por el contenido del documento. : T

e - R A A T
B COMO WOTARIO $HWTU DFL CIRGULD

Esta certificacion se expide en La Haya, Paises Bajos, a los seis- (06) J.., %@
dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y ocho (1998§::%#

ME TRIMBG A LA -

Impuesto de Timbre US$  6.00.
Derechos Consulares US$. 100.00
Costo Total Pagado  USS. 106.00

e s _ ) /
Certificacion No. 206 TRADUCCION Noifh. } |9-5

4 g - o c--
. 7Y ELV""" MAQTEL -
Mtfudu:mm .E h':g:"l'::—?w <
iés - e ..'_'9!". c.
':&“m ﬁ Mlq.: juitic |
JOSE IGNACTO VILLEGAS FORT ol
UL DE COLO -

LAHAYA

CONSULADO DE COLOMBIA : }/

. BOGOTA, MAGO CONSTARDUE LA D - -
rzmrn Ebmeion cow mL olvumvar]t
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TRADUCCION PFICIAL No. 18.11/98 preparada por Maria Elvira
Martelo, Traductora Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucidn 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espaficl, por el cual AKZO NOBEL
N.V. 'otorga poder a ILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER). Dado y firmado el 6 de
agosto de 1998. {(Firma ilegible) F.G.M. Hermans, Director de
Patentes Farmacéuticas. (Firma ilegible) E.H. Reerink,
Subdirector de Asuntos Juridicos. (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
N.V,

(Al dorso) Visto por mi, Sr. Martinus Petrus Maria Philips,

2 Reerink.

(Firma ilegible).

(Legalizacién) CAMARA DE INDUSTRIA ',"f":‘{'"“‘*"
(PAISES BAJOS). Visto exclusivamgnt-i R 1a iééalizacién de
la(s) firma(s) que antecede(n). Agosto 27 de 1998, (Firma
ilegible) J. Schellenkens.

{(Sello en holandés).

(En espafiol) Certificacién de las firmas que anteceden y de la
existencia legal de AKZO NOBEL N.V. expedida por el Consulado de

Colombia en La Haya el dia 6 de noviembre de 1998, bajo el No.

7



206. Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, CSnsul de Colombia,

Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) Legalizacifén de la firma que antecede expedida por el
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1998, firmado por el Jefe de Legalizaciones

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

COI0 11214-801-001-3 M N\ E
Id. 6 'rn.nnuccmn No. l S/
MARIA ELVIRA MAHTELO
Nov. 20/98 ! inglés Emlbl loﬂf.“
) Res. No. 2879 Min. Ju::?ue
m num\mn |:|
k of S00GTA, KAGO COMETAN DUN LA
oY ﬂ'l COINGIBE COK W OTNA
TERDOD A LA VIZTA
o
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CAVELIER 374

ABOGADOS 2001.868 CO

EDIRGK SI8KI

CARRERA 4p N* 7235

BOGOTA, o-COLOMA

CESION ASSIGNMENT
Yn._(n;-wu)i_qb!imldu(l) , I {we), the undersigned
HANSSEN TIMMERS KELDER -
Robert, Gerardus, Jules, Marle Comells, Marlus Jan _
domiettindo(s) en — of

N.V. Organon N.V. Organon N.V. Organon. -
PO.Box 20 PO.Box 20 PO.Box 20 -
§340 BH Oss 5340 BH Oss 5340 BH Oss -
The Netherliands The Netheriands The Netherlands

— L] l -
declaro{stnos) baja jursmanie sor uDice(s) y veniadero(s) inventnr(ey) de Ly Kutza) ondar cath 1 be sole snd true inventoms) of the isvention:

mvencidn:

"Glycine-substituted thieno[2,3-dlpyrimidines with combined LH and FSH agonistic activity”

declaro(umen) asi tuismo qus codo(emos) y taneForo(erimos), in stato s well, fhxt mmign, without reservations or limitaticnn in Sevour of
limitncidn, 5 favor de 1a sociedad

- Akzo Nobel N.V. —_
coustitnids y exisiextn da confotmided con las loyes de » cxwpoention eonstiteled nd sxisting in contbrmity with the lews of

dacicllindnenn  ___ deppiiglind in _
Velpsrweg T8
#5324 B Ambam .
The Netherlands .

Todos los dercches inhertwics o dithe ixvencidn ¥ que la citada compaia guods .mlﬂnm»ﬂMMMﬁ:MnﬁHmm
faenlnds pate goliciter an su nombre ta patents de invession comespondiente o in cxmbladd 1 spply, In its nope, for the cormesponding pairat invention, to the
In Repdblica do Colombia. Republic of Colombia

Dado y firmado hoyl Givea and xigned thin _

1g 204

wha___(Ag

Fiom Sitnahus
HANSSEN TIMMERS KELDER
Robert, Gerardus, .Julea, Marie Comells, Marius Jan

—F

& CAVELIER ABDGADOS



disg da] o de da
200___ setn mui, Nesarbo Pibiicg de
comparecii{cran) pasooairoeste

NOTAKIAL AUTRENTICATION (INDIVIDUAL)

Ou this dayof 00
‘befhre oas, & Notary Pobilis of
perscamily wrpeared

A qulsn(es) oy f du eutmour y wa canein que en{ace) 1) pucsevals)
froanin(s) del domanento que preceds, y quica(es) epe(n) capacidad
Legnl pra siagacio.

© ma knows, and knows te mt to ba the permon(s) who executed that
Sxeguing donemay, and who bhas (have) Jagal expacity by enecuts k.

Notario Piblies /Notry Poblle
APOSTILLE
(Coxventien da La Haye én S octobre 1961)
1. Couvny: rbessaonnes garert sursammsesepmte e
Thia public document
2. hasbeeaignedby.........c.... S -
3 acting in the capacity of . sesesssnaasnase
4. besrs the seal/stamp of .....ccceerenccnomemnmnncmm e ameenaananane -
Certified
- U - - [ R —— -
y SR - VU teeatsnmtnenenne anesariansenanas vam
L  No..orecseeraa P P —— S — —
9. Seal/starp 10. Signature
C CAVELIER AROGADOS
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Seen by me, mr. Robbert Alexander Gallas, civil-law notary practising in The Hague,

for the authentication of the signatures on the attached document of:

- Mr Robert Gerard Jules Marle Hanssen, born on the thirtieth of April
nineteenhundred sixty In Maastricht, The Netherlands, residing at Bemheze, The
Netherlands, holder of a Dutch passport, number NB9304370;

- Mr Cornelis Marius Timmers, born on the nineteenth of May nineteenhundred
seventy in Katwijk, The Netherlands, residing at Oss, The Netherlands, holder of
a Dutch drivers licence, number 3168595091; and

-~ MrJan Kelder, born on the seventeenth of March nineteenhundred fourty-four in
Hilversum, The Netherlands, residing at Oss, The Netherlands, holder of a Dutch
passport, number N68809634,

The Hague, the twenty-ninth day of January twothousandfour.

All instructions are carried out on the
of the Dutch Civil Code by Pels Rijcken
privata companies with limited liability.
with the District Court at The Hagus. A
business. The terms of business will be
www.prdf.nl,

g of an agresment as meant in Section 400 of Book 7

. Droogleever Fortuijn, a partnership consisting of

i agreement is subject to terms of business registared
jtation of liability is included in these terms of

ided on request. These can also be accessed at

Pels Rijcken & Droogleever Fortuin  advocaten & notarissen
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TRADUCCION OFICIAL No. 03.02/04 preparada por Marfa Elvira
Martelo, traductora oficial aprobada por el Ministerio de
Justicia mediante Resolucién No. 2879 de 1995 y reconocida por

el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento de Cesién por el cual HANSSEN Robert, Gerardus, Jules,
Marie, TIMMERS Cornelis, Marius y KELDER Jan, domiciliados en
N.V. Organon, P.O. Box 20, 5340 BH Oss, Paises Bajos, inventores
del invento *“tieno[2,3-d] Pirimidinas sustituidas con glicina
con actividad agonistica combinada LH y FSH, transfieren dicho
inverito a favor de AKZO NOBEL N.V., 8sociedad domiciliada en

Velperweg 76, 6824 BM Arnhem, Paises Bajos.

HANSSEN TIMMERS KELDER
Robert, Gerardus, Jules, Marie Cornelis, Marius Jan
(Firmado) (Firmado) (Firmado)

Vipto por mi, Sr. Robbert Alexander Gallas, notaric civil de La
Haya, para la autenticaci6n de las firmas que aparecen en el
documento adjunto de:

e Sr. Robert, Gerardus, Jules, Marie Hanssen, nacido el 30 de
abril de 1960 en Maastricht, Palises Bajos, residente en
Bernheze, Paises Bajos, identificado con pasaporte holandés
nGmero NB9304370.

e Sr. Cornelis, Mariue Timmers, nacido el 19 de mayo de 1970 en
Katwijk, Paises Bajos, residente en Oss, Paises Bajos,
identificado con licencia de conduccién holandesa nfimero

3168595091, y

i “’1467

b
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e Jan Kelder, nacido el 17 de marzo de 1944 en Hilversum, Paises
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Glycine-substituted thieno[2,3-d]pyrimidines with combined
LH and ¥SH agonistic activity

The invention relates to compounds having glycoprotein hormone agonistic
activity, in particular to compounds having both Luteinizing Hormone (LH) and Follicle
Stimulating Hormone (FSH) agonistic activity. The invention furthermore relates to
pharmaceutical corapositions containing the same as well as to the use of these
compounds in medical therapy, particularly for use as a control of fertility.

éonado&opins serve important finclions in a variety of bodily functions including
meiabolism, temperature regulation and the reproduclive process. The hypophyses;
gonadotropins FSH and LH for example play a pivotal role in the stimulation of follicte
development and maturation whercas LH is iuvolved in induction of the ovulaiory
process (Sharp, RM. Clin. Endocrinol 33:787-807, 1990; Dormington and Armstrong,
Recent Prog. Horm. Res 35: 301-342, 1979; Levy et al, Human Reproduction 15:2258-
2265, 2000). .

Curently, LH is applied clinically, in combination with FSH, for ovarian
stimulation i.e. ovarian hyperstimulation for in vitro fertilisation (IVF) and induction of
ovulation in infertile anovulatory women (Insler, V., Int. J. Fertility 33:85-97, 1988,
Navot and Rosenwaks, J. Vitro Fert. Embryo Transfer 5:3-13, 1988), as well as for male
hypogonadi_sm and male infertility.

Gonadotropins act on specific gonad'al cell types to initiate ovarian and testicular
differentiation and steroidogenesis. The actions of these pitvitary end placental
hormones are mediated by specific plasma membrane receptors that are members of the
large family of G-protein coupled receptors. They consist of a single polypeptide with
scven transmembrane domains and are able to interact with the Gs protein, leading to
the activation of adenyl cyclase.

Gopadotropins destined for therapeutic purposes can be isolated from human urine
sources and are of low purity (Morse et al, Amer. J. Reproduct. Immunol. and
Microbiology 17:143, 198R). Altemnatively, they can be prepared as recombinant
gonadotropins. In addition to these proteins, gonadotropin receptors can be activated or



-2.

deactivated by synthetic low moleculer weight compounds. Bicyclic heteroaromatic
compounds have been described in WO 00/61586. By in vitro and in vivo experiments
they are shown to be useful as LH agonists.

In normal females the release of pituitary LH and FSH is characterized by a mid-

5 cycle surge which precedes the ovulation. Ovulation is characterized by three distinct

physiological phenomene ie. cocyte maturation, follicular rupture and luteinization.

While the role of the LH-surge in the in vivo induction of these phenomena is

undisputed, the role of the FSH-surge is less clear. However, it has been shown recently

that FSH induces oocyte maturation in vitro by inducing cumulus cells to produce a

10 factor .that positively .overcomes. hypoxanthine induced meiotic arrest (Lu et al, Mol.

Cell. Endocrinol. 164:191-196, 2000). This factor is thought to be a meiosis activating
sterol (MAS). -

.The present invention provides low molecular weight compounds that show LH

activity. In addition to LH activity unexpectedly they also have FSH activity. In general

15 these compounds are thieno[2,3:d]pyrimidines which at the 4-position of the pyrimidine

ring are substituted by a pheny! group which in tumn is substituted at the meta position.

This substituent comprises a three-atom spacer (NH-C(O)-CH,), which is further

functionalized with a substituted amino group. Generally the compounds have FSH

. agonistic activity in varying: degrees but typically less than the LH agonistic activity.

The present invention resides in glycine substituted thieno[2,3-d]pyrimidine
" derivatives according to general formula I,

‘n"'fxrr°;“s

|, N\
R1 '\AA‘N I 8 NH
(Formula I)

25  or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein
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A is S, NH, N(R®), O or a bond;

R' is (1-4C)alky], (2-4C)alkeny!, phenyl or (2-5C)heteroaryl, the phenyl or heteroary
ring optionally being substituted with one or more of the group of substituents: hydroxy,
balogen, nitro, trifluoromethyl, cyano, amino or (1-4C)(di)alkylamino and

R%is H, (1-4C)alkyl, (1-4C)alkoxy(2-4C)alkcyl or hydroxy(2-4C)alkyl;

R*and R* can be independently selected from H, (1-4C)alky! and hydroxy(1-4C)alkyl;
R® is H or (1-4C)alkyl.

R’ can be selected from the same groups as described for R'.

The term (1-4C)alkyl as used in the definition of formula I means a branched or
unbranched alkyl group having 1-4 carbon atoms, being methyl, ethyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, sec-butyl or tert-butyl.

The term (2-4C)alkenyl as used in the definition of formula I means & branched or
unbranched alkenyl group having 2-4 carbon atoms, being vinyl, l-propenyl, 2-
propenyl, 1l-methyl-vinyl, 1-butenyl, 2-butenyl, 3-butenyl, 2-methyl-1-propenyl, 2-
methyl-2-propenyl, 1-methyl-1-propenyl, 1-ethyl-vinyl.

The term (1-4C)alkoxy(1-4C)alky] means an alkyl group having 1-4 carbon atoms,
attached via an oxygen atom to another alkyl group having 1-4 carbon atoms, the alkyl
moicties having the same meaning as previously defined.

The term (1-4C)alkoxy(2-4C)alkyl means an alkyl group having 1-4 carbon atoms,
attached via an oxygen atom to another alkyl group having 2-4 carbon atoms, the alkyl °
moicties having the same meaning as previously defined.

The term hydroxy(1-4C)alkyl means an hydroxyl group attached to an alky! group
having 1-4 carbon atoms, the alkyl moiety having the seme meaning as previously
defined.

The term hydroxy(2-4C)alkyl means an hydroxyl group attached to an alkyl group
baving 2-4 carbon atoms, the alkyl moiety having the samec meaning as previously
defined.

The term (1-4C)(di)alkylamino means one or two alkyl groups having 1-4 carbon
atoms as previously defined, attached to a nitrogen atom.
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The term (2-5C)heteroaryl means an, optionally substituted, aromatic group having
2-5 carbon atoms, at Jeast including one heteroatom selected from N, O and/or S, like
imidazolyl, thienyl, furyl or pyridyl.

The term halogen means fluorine, chlorine, bromine or iodine.

It has been shown that compounds of the above mentioned formula I show agonistic
LH and FSH activity. In an in vitro bioassay using CHO cells stably transfected with the
human LH or FSH receptor, respectively, the EC,, with regard to the LH receptor was
found to be less than 5.10° M whereas with regard to the FSH receptor the BC,, was less
than 10°M. Typically the FSH activity ranges from an activity of about 1% of the LH
agonist stimulation to 2bout 10% of the LH agonist stimulation. ~

The invention further resides in a pharmaceutical composition comprising 2
thienof2,3-d]pyrimidine derivative compound or salts thereof having the general
formula 1.

Thus. the compounds according to the invention can be used in therapy. A further
aspect of the invention resides in the use of & thieno[2,3- d]pynmldme compound having

the general formula I for the manufacture of a medicament for the contro] of fertility,

more preferably induction of ovulation. The present compounds are used to activate
both the LH and FSH receptors. The compound of the present invention can be used
therefore in a method to freat females with fertility problems.

The thieno[2,3-d]pyrimidine compounds of this invention may possess one- or more
chiral carbon atoms. The compounds may therefore be obtained as chirally pure
compounds or as a mixture of diastercomers and/or enantiomers. Methods for obtaining
the chirally pure compounds are well known in the art, e.g. crystallization or
chromatography.

For therapeutic use, salts of the compounds’ of formula I are those wherein the
counterion is pharmaceutically acceptable. However, acid addition salts of bases
according to formula 1, hay also find use, for example, in the preparation or purification
of a pharmaceutically acceptable compound. All salts, whether pharmaceutically
acceptable or not, are included within the ambit of the present invention.
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Examples of acid addition salts include those derived from mineral acids such as
hydrochloric acid, phosphoric acid, sulphuric acid, preferably hydrochloric acid, and
organic acids like citric acid, tartaric acid, acetic acid, lactic acid, maleic acid, malonic
acid, fumaric acid, glycolic acid, succinic acid, and the like.

Suitable administration routes for the compounds of formuila I or pharmaceutically
acceplable salts thereof, also referred to herein as the active ingredient are intramuscular
injections, subcutaneous injections, intravenous injections or intraperitoneal injections,
oral and intranasal administration. Preferably, the compounds may be administered
orally. The exact dose and regimen of administration of the active ingredient, or a
pharmaceutical composition thereof, will necessarily be dependent upon the therapeutic
effect to be achieved (treatment of infertility; contraception), and may vary with the
particular compound, the route of administration, and the age and condition of the
individual subject to whom the medicament is to be administered.

" In general, parenteral administration requires lower dosages than other methods of
administration which are more dependent upon adsorption. However, a dosage for
humans preferably contains 0.0001-25 mg per kg body weight. The desired dose may be
presented -as one dose or as multiple subdoses administered at appropriate intervals
throughout the day. In case of female recipients, doses may be administered at
appropriate daily intervals throughout the menstrual cycle for follicular support or as a
single dose for ovulation induction. The dosage as well as the regimen of administration
may differ between a female and a male recipient.

In case of in vitro or ex vivo applications, like in IVF applications, the compounds

of the inventions are to be used in the incubation media in a concentration of °

approximately 0.01-5 pg/ ml.

The present invention thus also relates to pharmaceutical compositions comprising
a thieno[2,3-d}pyrimidine compound according to formula I in admixture with
pharmaceutically acceptable auxiliaries, and optionally other therapeutic agents. The
auxiliaries must be “acc.eptai:le" in the smse. of being compatible with the other
ingre.dients of the composition and not deleterious to the recipients thereof

Pharmaceutical compositions include those suitable for oral, rectal nasal, topical
(including transdermal, buccal and sublingual), vaginal or parenteral (including
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subcutaneous, intramusculer, intravenous and intradermal) administration. The
compogitions may be prepared by any method well known in the art of pharmacy, for
example, using methods such as those described in Gennaro et al, Remington's.
Pharmaceutical Sciences (18th ed,, Mack Publishing company, 1990, see especially Part
8: Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture).

Such methods include the step of bringing in association the active ingredient with
eny auxiliery agent. The auxiliary agent(s), also named accessory ingredients, include
those conventional in the art (Gennaro, supra), such as, fillers, binders, diluents,
disintegrants, lubricants, colorants, ﬂa_voring agents and wetting agents,

_ fhmpnp_e.uﬁcal cémposiﬁqns'mﬁuble for oral administration may be presented as

‘discrete dosage units such as pills, tablets or capsules, or-as a powder or granules, or as &
_solution or suspension. The active ingredient may also be presented as a bolus or paste.

The compositions can further be processed into a suppository or enema for rectal
drministrati )

For parenteral administration, suitsble compositions include aqueous and non-
aqueous sterile injection. The compositions may be presented in unit-dose or multi-dose
containers, for example sealed vials and ampoules, and may be stored in a freeze-dried
(lyophilised) condition requiring only the addition of sterile liquid carrier, for example,
waler prior to use.

Compositions, or formulations, suitable for administration by nasal inhalation
include fine dusts or mists which may be generated by means of metered dose
pressurized aerosols, nebulisers or insufflators.

The thieno[2,3-d]pyrimidine compounds of the invention can also be administered
in the form of implantable pharmaceutical devices, consisting of a core of active
material, enceased by a releagse rate-regulating membrane. Such implants are to he
applied subcutaneously or locally, and will release the active ingredient at an
approximately constant rate over relatively large periods of time, for instance from
weeks to years. Methods for the preparation of implantable pharmaceutical devices as
such are known in the art, for example as described in European Patent 0,303,306
(AKZON.V.). '

Thus, the compounds according to the present invention can be used for the same
clinical purposes as the native LH, with the advantage that they possess FSH activity,
display altered stability properties and can be administered differently.
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The comp.ounds of the present invention, represented by formula (I) can generally
be prepared by nucleophilic substitution of compounds of general formula (II) wherein
Q =Cl or Br with amines of general formsla (1II) in an appropriate solvent such as
N,N-dimethylformamide or THF at room temperature in the presence of 2 tertiary base
such as N,N-diisopropylethylamine. Many amines of pgeneral formula (III) are

commercially available.

Derivatives of formula (If) wherein Q = Cl or Br can be prepared by regioselective
acylation of meta aniline derivatives of formula (V-2) with acyl chlorides of type (IV),
wherein Q = Cl or Br in. the- presence of 2 tertiary base such as N,N-
diisopropylethylamine in a suitable solvent such as dichloromethane or THF.

.Compclaunds of formula (V) are accessible by art-kmown reduction of the nitro
function in derivatives of fonmula (VI), using an appropriate reducing agent such as
bydrogen in the presence of a metal (Pd/Pt) catalyst. Related reductions have been
described in: P.M. Carabateas, P.R. Brundage, K.O. Gelotte, M.D. Gruett, R.R. Lorenz,
I. Heterocycl. Chem. 21, 1849 (19584). Altemstively, the reduction can be effected with
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tin(II) chloride in a protic solvent such as ethano!l in the presence of hydrochloric acid at
elevated temperature (J. Heilbron, J. Chem. Soc, 1279 (1940)).

Thienopyrimidines of general formula (VI) sre accessible by condensation of
carbaxylic acids (VII) with tert-buty] amine under the influence of a coupling agent such
as 0—(benzoﬁiml—i-yl)-MMN " N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU) or
bromotripyrrolidinophosphonium hexafluorophasphate (PyBrOP) and a tertiary base,
e.g. N, N-diisopropylethylamine.

Saponification of the corresponding ethyl esters (VIII) to cérboxy]ic acids (VII)
takes place in the presence of a base such as lithium hydroxide, potassium hydroxide or
sodium hydroxide in aqueous dioxane at elevated temperature (80 °C to reflux).

(T



Bicyclic systems of general formula (VIII) are formed by substitution of chlorides
of formula (X) with ethyl mercaptoacetate under the agency of NN
diisopropylethylamine, followed by base-catalyzed ring-closure of the intermediate

5  thioethers (IX). This type of thieno[2,3-d]pyrimidine ring formations has been described
in: S.A. Abdel-Hady, M.A. Badawy, Y.A. Tbrehim, Sulfur Leti. 9, 101 (1989) and S.
Tumkevicius, Liebigs Ann., 1703 (1995).

NO,

AN o - 0
R‘I\AJ‘\\N | 3/_<6Et
@

10 Suitable conditions for the cyclization reaction are sodium ethoxide in ethanol or
N,N-diisopropylethylamine in toluene/ethanol (1/1, v/v) at reflux temperature.

NO,
(o]
NZ N + /_< - 17.9)
/]\ | HS OEt
m"A N cl

X)

Compounds of formula (X) can be synthesized following literaiure procedures as
15 described for example by A A. Santilli, D.H. Kim and S.V. Wanser, J. Heterocycl.
Chem. 8, 445, 1971. In a typical experiment, an amide of general structure (XI) is
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treated with POCl, at elevated temperature (80 °C to reflux). The addition of an
appropriate solvemt, e.g. dioxeane, and/or the addition of either PCL or N,N-
dimethylaniline to the reaction mixture may result in shorter reaction times and higher
yields of chlorides (X).

A general route .towards lactams of: farmula (XI) comprises condensation of ethyl
.cyanoacetate with -3-nitro-benzaldehyde. arid compounds - (XII), which may be
" jsothiourea (X1I-a); isourea (XIE-b), monosubstitited guanidines (XII-c), disubstituted

fo guanidines (XT-d) or amidines (XTI-€).

Ve . . . " NO, ' " . '
. . . “OFt "NH —
_NG/T I T . +* R4 \AJL ., (XI)
o] H

In a typical experiment, ethyl cyanoacetate, 3-nitrobenzaidehyde and derivative

(XII) are suspended in an appropriatc solvent, e.g. ethanol, methanol, NN-

15  dimethylformamide, N-methylpyrrolidinone, ie_trahydroﬁnan or pyridine and a base such

as potassium carbonate, sodium acetate, sodium methoxide or sodium ethoxide is added.

Reaction takes place at elevated temperature (70 °C to reflux). After filtration, residues

are teken up in water and acidified (pH 2) after which products (XI) precipitate (S.

Kambe, K. Saito and H. Kishi, Synthesis, 287 (1979); A.M. Abd-Elfattah, $.M. Hussain

20 and AM. El-Reedy, Tetrahedron 39, 3197 (1983); SM. Hussain, A.A. El-Barbary and
S.A. Mansour, J. Heterocycl. Chem. 22, 169 (1985)).
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NH NH NH NH NH

m-\sJLNH: reo JL ri. AL N mJL

07 “NH, NT NH LY

NH,
(XT-2) Xb) () Xud) (e

Alternatively, the compounds of the present invention wherein A =N, represented

by formula (J-8), can be prepared from sulfoxide derivatives of general formula (XIII)

via nucleophilic substitution with amine pucleophiles of general structure (XIV). The

5 reaction is typically conducted at elevated temperature in the presence of a tertiary base
such as N,N-diisopropylethylamine in an appropriate solvent such as 1,4-dioxane.

g -

LY

oam eav) @

Similarly, compounds of the present invention wherein A = O, represented by

10 formula (I-b), can be prepared from sulfoxide derivatives of general formula (XIII) via
nucleophilic substitution with alkoxide nucleophiles of general structure (XV). The -

reaction is carried out in the presence of potassinum tert-butoxide with an excess of

alcohol R'-OH.
o‘b
yry™
o R X
. NH,
xXxm * k-0 . Z [+
\m a1 /IL ] N
~0” SN 8 NH-
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The sulfoxide derivatives of general formula (XIII) are accessible by oxidation of
compounds of general formula (I), wherein R' = Me and A = S, represented by formula
(I). The oxidation is effected by 3-chloroperbenzoic acid in trifluoroacetic acid. The
acidic nature of the solvent prevemts oxidation of the 5-amino group to the
corresponding 5-nitroso derivative.

Methods to determine receptor binding as well as in vitro and in vivo assays to
determine biological activity of gonadotropins are well known. In general, expressed
réceptor is contacted with the compound to be tested and binding or stimulation or
inhibition of a functional response is measured.

To measure a fimctional response isolated DNA encoding the LH or ‘the FSH
receptor gene, preferably the humsan receptor, is expressed in suitable host cells. Such a

- cell might be the Chinese Hamster Ovary cell, but other cells are also suitable.

Preferably the cells are of mammalian origin (Jia et al, Mol.Endocrin., 5:759-776, 1991.

Methods to construct recombinant LH or FSH expressing cell lines are well known
in the art (Sambrook et al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Leboratory Press, Cold Spring Harbor, latest edition). Expression of receptor is
attained by expression of the DNA encoding the desired protein. Techniques for site
directed mutagenesis, ligation of additional sequences, PCR, and consiruction of
suitable expression systems are all, by now, well known in the art. Portions or all of the
DNA encoding the desired protein can be constructed synthetically using standard solid
phase techniques, preferably to include restriction sites for ease of ligation. Suitable
control elements for transcription and translation of the included coding sequence can be
provided to the DNA coding sequences. As is well known, expression systems are now
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available which are compatible with a wide variety of hosts, including prokaryotic hosts
such as bacteria and eukaryotic hosts such as yeast, plant cells, insect cells, mammalian
cells, avian cells and the like.

Cells expressing the receptor are then contacted with the test compound to observe
binding, or stimulation or inhibition of a functional response.

Alternatively isolated cell membranes containing the expressed receptor may be
used to measure binding of compound.

For measurement of binding radioactively or fluorescently labeled compounds may
be used. As reference compound human recombinant LH or FSH can be used. In the
alternative also competition binding assays can be performed. '

Another assay involves screening for LH or FSH receptor agomst compounds by

' determmmg stimulation of receptor mediated cAMP accmnulaﬁon Thus. such a method

involves expression of the receptor on the cell surface of a hiost cel_] and exposing the
cell to the {est compound. The amount of cAMP is than measured, The level of cAMP
will be reduced-or increased, depending on the inhibitory or stu'nu]aung effect of the test
compound upon binding 1o the receptor,

In addition to direct measurement of e.g. cAMP levels in the exposed cell, cells can
be used which in addition to transfection with receptor encoding DNA are also
transfected with &8 second DNA encoding a reporter gene the expression of which

" responds to the level of cAMP. Such reporter genes might be cAMP inducible or might

be constructed in such a way that they are connected to novel cAMP responsive
clements. In general, reporter gene expression might be controlled by any response
element reacting to changing levels of cAMP. Suitable reporier genes are e.g. LacZ,
alkaline phosphatase, firefly luciferase and green fluorescence protein. The principles of
such transactivation assays are well known in the art and are described e.g. in Stratowa,
Ch, Himmler, A and Czemilofsky, A.P. (1995) Curr.Opin.Biotechnol.6:574.

For selecting active compounds on the LH or FSH receptor, testing at 10° M must
result in an activity of more than 20% of the maximel activity when LH or FSH is used
as a reference. Another criterion might be the EC,, value, which must be < 10° M,
preferably < 107 M.

The skilled artisan will recognize that desirable EC,, values are dependent on the
compound tested. For example, 2 compound with an EC,,, which is less than 10-5 M is
generally, considered a candidate for drug selection. Preferably this value is lower than
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10" M. However, a compound which has a higher EC,,, but is selective for the particular
receptor, may be even a better candidate.

Screening for LH receptor agonistic compounds can also be performed by using a
mouse Leydig cell bioassay (Van Damme, M., Robersen, D. and Diczfalusy, E. (1974).
Acta Endocrinol. 77: 655-671 Mannaerts, B., Kloosterboer, H. and Schuurs, A. (1987).
Neuroendocrinology of reproduction. R. Rolland et al. Eds., Elsevier Science Publishers
B.V., 49-58). In this assay, stimulation of LH receptar mediated testosterone production
can be measured in Leydig cells isolated from male mice.

FSH agonistic activity of compounds can also be determined in an ex vivo model
using cultured mouse follicles according to Nayudu, P. and Osbomn, S. (1992, J1.
Reproduction and Fertility 95 95-349-362‘ Therefore, mouse vvariap follicles are isolated
and cultured in the presence of FSH agonistic compounds to induce follicular growth.
Measurements of folhcular dlametcr and esl:radlol in the cultum medium are indicative
for follicular gmwth Tt

To measure LH in vivo activity of compounds, ovulnuon induction in immature
mice can be studied. In this assay immature female mice are primed with urinary FSH
and approximately 48 hours later treated with a LH agonistic compound. The animals
are killed after LH agonist treatment and the number of ova in the oviduct is
microscopically assessed. .

_ To measure FSH in vivo activity of compounds immature female rats are treated at
0, &, 24 and 32 hours with a FSH agonistic compound to induce follicular growth. At 52
hours after the start of the experiment the animals are injected with hCG to induce
ovulation. The animals are killed 72 hours after the start of the experiment and the
number of ova in the oviduct is microscopically assessed. In addition ovarian weight is
determined.

The compounds of the present invention can be applied clinically in those regimens
where now LH or hCG is used. These include LH substitution among subjects with
hypogonadal hypogonadism either male or female, midcycle administration to induce
ovulation (ovulation induction (OI) or controlled hyperstimulation (COH) or stimulation
of the corpus luteum.

The following examples are illustrative for the invention and should in no way be
interpreted as limiting the scope of the invention.
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EXAMPLES

Example 1

tert-Butyl 5-amino-2-methylthio-4-(3-

phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

{a). 5-C nno-4- 3-nitrophenyl)-2-methylthio-6-hydroxy-pyrimidine

A mixture of S-methylisothiourea sulfate (69.0 g), 3-nitrobenzaldehyde (75.0 g), ethyl
cyanoscetate (56.0 ml) and potassium carbonate (72.5 g) in abs. EtOH {1500 ml) was
stirred at 60°C for 16 h. The reaction mixture was cooled to 0°C in an ice bath. The
resultmg preclpltaie was ﬁltered off washed with abs. PtOH and dlssolved in hot water
(100°C) The soluuon was cooled to room temperamrc. acld.lﬁed W1th 2N HCl to pH 2

: and cooled to 0°C in an ice. bath. The resu.ltmg precipitate was ﬁltered off and washed
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w1th ice water. Residual water in the precipitate was- removed by coevaporation with
1,4-dioxane.

Yield: 540
MS-ESL: | [M+H]'=289.0

TLC: R,=0.3, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

b). 6-Chloro-5-cyano-4-(3-ni
POCl, (100 ml) wss added to a stired solution of 5-cyano-4-(3-nitrophemyl)-2-
methylthio-6-hydroxy-pyrimidine (example 1(a), 25.0 g) in dry 1,4-dioxane (300 ml).
After 3 b at 90°C, the mixture was cooled to room temperature and concentrated under
reduced pressure. The.residue was dissolved in 1,4-dioxane (100 ml) and the resulting

solution was cooled to 0°C. Ice water was cautiously added. The resulting precipitate
was filtered off and washed with water. Residual water in the precipitate was removed
by coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 26.0 g.

MS-ESI: M+H]* = 307.0

TLC: R;= 0.5, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/v).
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c). Fthyl  5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-methylthio-6-{ethoxycarbonylmethylthio)-
DIPEA (15.7 ml) was added to a stirred solution of ethy] 2-mercaptoacetate (9.3 mi) and
6-chloro-5-cyano-4-(3-pitrophenyl)-2-methylthio-pyrimidine (example 1(b), 26.0 g)in a
mixture of EtOH (250 ml) and DCM (250 ml). After 1 h at room temperature, 0.1N aq.
HCI (500 ml) was added to the mixture which was then extracted with DCM (3 x 500
ml), dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.

Yield: - 280g
MS-BSL - [M+H]*=391.4 - - ---

" TLC: - - Ry=0.5,silica gel, heptane/BtOAC = 3/2 (VAV).

id). Eti;yl S-an'l_ino-ll:-(?;-niggghx' 1)-2-methylthio-thieno[2.3-d]pyrimidine-6-

C carboxylate

15
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A rixture of ethyl 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-methylthio-6-
(ethoxycarbonylmethylthio)-pyrimidine (example 1(c), 28.0 g) and DIPEA (30 ml) in a
mixture of toluene (150 ml) and EtOH (150 ml) was stirred at reflux temperature
(100°C) for 16 h. The mixture was then cooled to room temperature and concentrated
under reduced pressure. Residual DIPEA was removed by coevaporation with toluene.
Yield: 28.0g

MS-ESI:  [M+H]'=391.4

TLC: R,= 0.6, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/¥).

(e). Ethyl _ 5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-methylthio-thieno[2 3-dlpyrimidine-6-
carboxylate '

BtOH (400 ml) was edded to a mixture of ethyl 5-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-
methyithio-thieno[2,3-d]pyrimidine-§-carboxylate (example 1(d), 28.0 g), concentrated
aq, HCI (15 ml) and tin (II) chloride (41.0 g) in 1,4-dioxane (400 ml). The mixture was
stired at 90°C for 16 h. The mixture was then cooled to room temperature and
concentrated under reduced pressure. The residue was suspended in EtOAc (1000 mi).
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4N ag. NaOH was added to obtain 2 pH of 10-11. The mixture was vigourously stirred

and the organic laye:r- was separated, dried -(MgSO4) and concentrated under reduced
pressure.

Yield: 210g
MS-BSI: [M+H])" = 361.0
TLC: R,= 0.6, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/v).

(). 5-Amino-4-(3-sminophenyl)-2-methylthio-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxylic
acid -

Potassium hydroxide (32.4 g) was added to a solution of ethyl $-amirio-4-(3-
aminophenyl)-2-methylthio-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxylate (exampie 1(e), 21.0
g) in a mixture of 1,4-dioxane (300 ml) and water (100 ml). After 16 11 at 90°C, the
mixture was cooled to 10°C and 2N aq, citric acid (300 ml) was added under vigourous
stirring. The resulting precipitate was filtered off, washed with water (180 ml) and dried

in vacuo.

Yield: 140 g

MS-ESI: [M+H])*=333.0

TLC: R= 0.5, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

carboxamide ) ]
TBTU (16.1 g) was added to a solution of S-npnino-4-(3-amino;ihmyl)-2-methylthio-'
thieno[2,3-d}pyrimidine-6-carboxylic acid (example 1(f), 14.0 g), DIPEA (17.4 ml) and

tert-butylamine (7.3 g) in DCM/DMF (1/1, v/v, 250 m]). After 3 h at room temperature,
the mixture was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NaHCO, (3 x 100 ml),
0.1 N aq. HCI (100 ml) and water (100 ml), The organic layer was concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by crystallisation from warm abs.
EtOH (300 ml).

Yield: 105g

MS-ESI: [M+H]* = 388.2
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HPLC:R, = 30.72 min, Luna C-18(2), 5 pm, 250 x 2.0 mm, detection UV = 210 om,
oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min,, eluent water/ACN/MeOH = 90/9.5/0.5 to
0/95/5, run time = 50 min.

(h). tert-Butyl 5-amino-2-methylthio-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl
dlpyrimidine-6-carboxamide

Bromoacetyl chloride (615 mg) weas added to a solution of tert-butyl 5-amino-2-
methylthio-4-(3-aminophenyl)-thieno{2 3-d])-pyrimidine-6-carboxamide (example 1(g),
1.08:g) and DIPEA (2.43 ml) mdryDCM (20 ml). After 3 hatroom temperature, the

mixfuré was diluted with DCM, washed with sat. aqg. NaHCO,, dried (MgSO,) and

“convéntrated under reduced pressure. The crude product was purified by

chromatography on silica gel using heptane/EtOAc = 3/2 (v/v) as eluent.

Yield: 910 mg
MS-ESI: [M+HT" =510.2
TLC: R,= 0.3, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (V).

(). tert-Butyl S-amino-2-methylthio4-(3-((N-methy]-N-{2-hydroxyethyl)-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thieno[2 3-dipyrimidine-6-carboxamide

N-methyl-2-amino-ethanol (250 mg) was added to a solution of zert-buty] 5-amino-4-(3-
(2—bmmoacetam.ido)—phmyl)-z-meﬂlylthio-ﬁ:ieno[2,3-d]pyrimidim;-6-carboxamide
(example 1(h), 250 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture
was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by HPLC using a
Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN =
90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then lyophilized from a mixture
of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 112 mg (TFA-salt)
MS-ESI: [M+H]" = 503.2
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HPLC:R, = 11.45 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 2

tert-Buty]  5-amino-2-methylthio-4-(3 1-hydroxy-2-methyl- -2-y1}-plycinyl)-

amino)-phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamids
2-amino-2-methyl-propanol (250 mg) was added to a solution of tert-butyl 5-amino-4-

. (3-(2-bromoacetamido)-pheayl)-2-methylthio-thieno[2,3-d]pyrimidine~6-carboxamide

(example 1(h), 250 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture
was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by HPLC using a
Lunia C-18 column with the following giadient: 0.1% aq. TFA + 10% aq. ACN/ACN =

. 9(_).110 to 10/90 (v/v) in 30 min, The title compound was then lyophlhzed from a mixture

of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 67 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]* = 517.2

HPLC: R, = 12.67 min, colurun Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, fiow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 3

lert-Butyl _5-amino-2-methyithio-4-(3-{(N-(methoxycarbonylmethyl}-glycinyl)-aming}-
phenyl)-thieno(2,3-dlpyrimidine-§-carboxamide '
Glycine methyl ester hydrochloride (200 mg) was added to a solution of tert-butyl 5-

amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-methylthio-thieno[2,3-dJpyrimidine-6-
carboxamide (example 1(h), 250 mg) and N,N-diisopropylethylamine (0.20 ml) in DCM
(5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture was diluted with DCM (50 ml),

2L
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washed with sat. ag. NatICO,, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following
gradient: 0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 50/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and

* water.

Yield: 133 mg (TFA-salt)

MS-BSL:  [M+H]'=517.2

HPLC:R, = 11.87 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
om, oven temperature = 40°C; flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2:1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80°(v/v/v), nun time = 20 min.

Examp.le 4

tert-Butyl _5-amino-2-methylthio-4-(3-{(N-ethyl-N~(2-mefhoxyethyl} glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2,3-dpyrimidine-6-carboxamide ' '
i\l—(2—methoxyethyl)-ethylamine (266 mg) was added to a solution of t;rt-butyl 5-amino-
4~(3-(2-bromoacstamido)-phenyl)-2-methylthio-thieno[2,3-d]pyrimidine-§-carboxamide
(example 1(h), 200 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture
was diluted with DCM (50 ml), washed- with sat. aq. NaHCO,, dried (MgSO,) and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by HPLC using a
Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN =
90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min The title compound was then lyophilized from & mixture
of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 84 mg (TFA-salt)

MS-ESIL [M+H]" =531.2

HPLC: R, = 12.62 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
om, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.
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Example 5

tert-Butyl 5-amino-2-methylthio-4-{3-((N-(R-1-methoxycarbornyl-2-methyl-prop-1-yI}-
g'l'x- cinyl)-amino)-phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide

D-Valine methyl ester hydrochloride (250 mg) was added to a solution of tert-butyl 5-
amino—4~(3-(Z-bromoace;amido)—phenyl)-z-methylthit;-thimo[z,S-d]pyrimidine—ﬁ-
carboxamide (example 1(h), 250 mg) and N,N-diisopropylethylamine (0.20 ml) in DCM
(5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture was diluted with DCM (50 ml),
washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.
The crude product was purified by HPLC using & Luna C-18B column with the following
gradient: 0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The

- title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and

water.

Yield: - 77 mg(TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]'=559.2 _

HPLC: R, = 13.22 min, column Luna C-18(2), 3 jum, 100 x 2.0 mm, detection UV =210

- nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH

2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min. -

Example 6

tert-Butyl _ 5-amino-2-methyithio-4-(3-((N N-bis-{2-methoxyethyl)-glycinyl}-amino}-
phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

N,N-bis-(2-methoxyethyl)-amine (400 mg) was added to a solution of ters-butyl 5-
amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-methylthio-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-
carboxamide (example 1(h), 250 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature,
the mixture was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NeHCO,, dried
(MgSQO,) and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by
HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% ag. TFA + 10% ag.
ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then lyophilized
from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and water.

2>
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Yield: 166 mg (TEA-salt)

MS-ESL [M+H]* = 561.3

HPLC: R, = 13.62 min, column Luna C-18(2), 3 o, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 7

ter-Butyl 5-gmino-2-methylthio-4-(3-((2,3-dihydroxy-prop-1-yl}-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide
3-Amino-2-hydroxy-propanol (250 mg) was added to a solution of tert-butyl 5-amino-4-

(3-(2-bromoacetamido)-pheényl)-2-methylthio-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

(example 1(h), 250 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture
was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and
concentrated unda'reduc.edpreasure 'I'heuudeproductwaspunﬁedbyHPLCusmg a

.Lunn C-18 column with the followmg gradxent 0.1% ag. TFA + 10% aq. ACN/ACN =
~ 90710 to. 10!90 (v/¥) in 30 min. The title compound was then lyophilized from 2 mixture

of 1,4-dioxene, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 164 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]* = 519.2

HPLC: R, = 12.62 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 8
fert-Butyl 5-amino-2-methylthio-4-{3-((1.3-dihvdroxyprop-2-yl}-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

2-amino-3-bydroxy propanol (250 mg) was added to a solution of ters-butyl 5-amino-4-
(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-methylihio-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide
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(example 1(h), 250 mg) in DCM (5 ml). After 16 h at room temperature, the mixture
was diluted with DCM (50 ml), washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by HPLC using a
Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% ag. TFA + 10% ag. ACN/ACN =
90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then lyophilized from a mixture
of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and water.

Yield: 117 mg (TFA-salt)

MS-ESL: M+H]* = 519.2

HPLC: R, = 12.62 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C', flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), nin time = 20 min.

Example 9

tert-Butyl 5-amino-2-phenyl-4-(3-((N-ethyl-N-(2-hydroxyethyl}-glycinyl}-amino)-
phenyl)-thienof2, 3-dlpyrimidine-6-carboxamide

{@). 5-Cyzno-~4-(3-nitropheny))-2-phenyl-6-hydroxy-pyrimidine

A mixture of benzamidine hydrochloride (16.4 g), 3-nitrobenzaldehyde (15.1 g), ethyl
cyanoacetate (11.2 ml) and potassium carbonate (16.6 g) in ebs. EtOH (250 ml) was
stirred at 60°C for 8 h. The reaction mixture was cocled to 0°C in an ice bath. The
resulting precipitate was filtered off, washed with sbs. EtOH and heated in water
(100°C) until a clear solution was obtained. The solution was cooled to 50°C, acidified
to pH 2 by adding 2N aq. HCI and cooled to 0°C in an ice bath. The resulting precipitate
was filtered off and washed with ice water. Residual water was removed by

coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 15.0 g.
MS-ESI: [M+H]*=319.2 °
TLC: R,= 0.3, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

(b). 6-Chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-phenyl-pyrimidine
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POCI, {50 ml) was added to a stirred solution of 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-phenyl-6-
bydroxy-pyrimidine (example 9(a), 15.0 g) and dimethylaniline (0.5 ml) in dry 1,4
dioxane p.a. (200 ml). After 3 h at 90°C, the warm mixture was filtered off and the
filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in 1,4-
dioxane and ice water was added. The resulting precipitate was filtered off and washed
with water. Residual water was removed by coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 158g
MS-ESL:  [M+H]' =3374

TLC: R, = 0.8, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/v).

and. 6-chloro-5-cyapo-4-(3-nitrophenyl)-2-phenyl-pyrimidine (example 9(b), 15.8 g} in a
mixture of EtOH (125 ml) and DCM (125 ml) under a nitrogen atmosphere, After 2 h at

-ro0m’ teinpmture, the mixture was diluted with DCM until complete dissolution,

washed with 0.5N aq, HCI, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.

Yield: 19.7g ..

MS-EST: [M+H]" = 421.2.
TLC: Rf=0.7, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (viv).

(d). Ethyl S-amino-4-(3-nitrophenyl}-2-phenyl-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxylate
DIPEA (20.0 ml) was added to a stirred solution of ethyl 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-
phenyl-6-(ethoxycarbonylmethylthio)-pyrimidine (example 9(c), 19.7 g) in a mixture of
abs. EtOH (100 ml) and toluene p.a. (100 ml). After 48 h at 100°C, the mixture was
cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, washed with cold EtOH and
dried in vacuo at 40°C.

Yicld: 17.0g
MS-ESI: [M+H]* = 4212
TLC: R;= 0.5, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (viv).
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{e). Bthyl 5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-phenyl-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate
A solution of tin (II) chloride (23.0 g) in abs. EtOH (250 ml) was added to a solution of
ethyl S-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-phenyl-thieno[2,3-dJpyrimidine-6-carboxylate
(example 9(d), 16.6 g) in 1,4-dioxene p.a. (250 mli). 37% aq. HCI (6.9 ml) was added
and the mixture was heated under reflux (90°C) for 16 h. The mixture was allowed to
cool to room temperature and concentrated under reduced pressure. The residue was
suspended in EtOAc (500 ml). 4N aq. NaOH was added to obizin a pH of 10-11. The
mixture was diluted by adding sat. aq. NaCl. The organic layer was separated, dried
(MgSO0,) and concentrated under raduoed pressure.

-Yield: . -17.0g
MS-ESI: [M+H])'=421.2
TLC: - Ry=0.5, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (V).
(f). 5-Amino-4-(3-aminopbenyl)-2-phenyl-thieno[2.3-d|pyrimidine-6-carboxylic acid

Potassium hydroxide (20.0 g) was added to a solution of ethyl 5-amino-4-(3-
aminophenyl)-2-phenyl-thieno{2,3-djpyrimidine-6-carboxylate (example 9(e), 17.0 g) in
a mixture of 1,4-dioxane (210 ml) and water (80 mil). After 16 b at 90°C, the mixture
was cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, suspended in water (300
ml) and cooled to 0°C. The mixture was acidified to pH 3 by.adding 2N aq. citric acid
end stirred at 0°C up 1o room temperature for 2 h. The resulting precipitate was filtered
off, washed with water and dried in vacuo at 40°C.

Yieid: 133g
MS-EST: [M+H]* =363.0
TLC: R,= 0.2, silica gel, DCM/MeOH = 95/5 (v/v).

(=) tert-Butyl __5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-phenyl-thieno{2,3-dlpyrimidine-6-

carboxamide

DIPEA (15.3 ml), tert-butylamine (9.3 ml) and TBTU (14.1 g) were added to 8 mixture
of S-amino-4-(3-aminophenyl)-2-phenyl-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylic  acid
{(example 9(f), 13.3 g) in a mixture of DCM (250 ml) and DMF (50 ml) under a nitrogen

27"
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atmosphere. After 3 h at room temperature, the mixture was diluted with DCM and
washed with sat. aq. NaHCO,, 0.1N aq. HCI and sat. ag. NaCL The orgenic layer was
dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified
by chromatography on silica gel, using heptane/EtOAc = 3/7 to 1/1 (v/v) &s eluent.
Yield: 14.7g '

MS-ESI: [M+H]'=4184

TLC: R,= 0.4, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (V).

-(2-bromoacetamido)-phen

(h). tert-Butyl S-amino-4-

1

“ d\pyrimidine-6-carboxamide

Bromoacetyl chloride (2.80 ml) was added dropwise to a solution of terz-butyl 5-amino-

- 4-(3-aminophenyl)-2-pheny]-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 9(g), 5.8

g) and DIPEA (12.2 ml) in DCM (50 ml). After 3 h at room temperature, the mixture
wes diluted with DCM, washed with sat. ag. NaHCO,, dried (MgSO,) and concentrated
under reduced pressure. The crude product was purified by chromatography on silica gel
using heptane/EtOAc = 3/2 (v/v) as éluent. A 1:1 (mol/mol) mixture of fert-butyl 5-
amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-phenyl-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-
carboxamide and tert-butyl 5S-amino-4-(3-(2-chloroacetamido)-phenyl)-2-phenyl-
thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide was obtained.

Yield: 26g

MS-ESI:  [M-+H]"=540.2, [M+H]" = 494.2

TLC: Rf=0.3, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/V).

(i). tert-Butyl 5-aming-2-phenyl-4-(3-(N-ethyl-N-{2-hydroxyethyl)-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide

To a stirred solution of terz-butyl 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-phenyl-
thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 9(h), 500 mg) in DCM (5 ml) was
added N-ethyl-2-amino-ethanol (500 mg). After stimring for 17 h &t room temperature,
the reaction mixture was diluted with DCM (100 ml), washed with ag. NaHCO, (1 M, 2
x 50 ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was purified by HPLC
using a2 Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA + 10% aq.
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ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then lyophilized
from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 271 mig (TFA-salt)

MS-ESL [M<+H]* = 547.2

HPLC:R, = 11.88 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

- Example 10 T

tert-Butyl 5-amino-2-phenyl-4-(3-(N-(metho )@-_bonxlme_t_h_y_l);g_yc inyl)-amino)-
phenyl}-thienof2,3-dpyrimidine-6-carboxamide

To a stirred solution of tert-butyl S-amino—4-(3-(?.-bronioacetamido)-;;henyl)-z-phenyl-
thieno[2,3-dJpyrimidine-6-carboxamide .(example 9(h), 500 mg) and NN-
diisopropylethy! amine (DiPEA, 1 ml) in DCM (5 ml) was added glycine methyl ester
bydrochloride (700 mg). After stiming for 17 h at room teﬁmmnuc, the reaction
mixture was diluted with DCM (100 ml), washed with ag. NaHCO, (1 M, 2 x 50 ml),
dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was purified by HPLC using a
Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% ag. TFA + 10% ag. ACN/ACN =
90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then lyophilized from a mixture
of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 321 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]" = 547.2

HPLC:R, = 12.54 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), m time = 20 min.

&
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Example 11

tert-Butyl]

henyl)-thieno[2,3- imidine-6-carboxamide

(a) 2-amidinofuran

Cooled (0 °C) and saturated ethanolic HC] (40 ml) was added to a cooled (ice-bath, 0 °C)
reaction vessel, containing 2-furonitril (13 ml). The resulting solution was allowed to
reach ambient temperature and stirred under a nitrogen atmosphere for 48 h. After
concentration of the reacuon mixture in wacuo, the residue, com‘ammg the con'eSpondmg
2-ﬂ.|ryl ethyl umdate, wns redlssolved in ethanol (20 ml]) and snn'ed at 0 °C under a
mtrogem atmosphere. Subsequenﬂy, saturated ethanolic ammonia (40 ml) was added and
the react:on mixture was stirred in a sealed reaction vessel for 48 h. After filtration of
the reaction mixture, the ﬁlinte was concentrated ‘under reduoed pressure. The crude
compound was used w11hout ﬂ;rﬂm- punﬁcauon in the next step.

Yield: 15.0 g

(b). 5-Cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-firryl)-6-hydroxy-pyrimidine

A mixture of 2-amidinofuran (example 11(a), 15 g), 3-nitrobenzaldehyde (24 g), ethyl
cyanoacetate (17 ml) and potassium carbonate (25 g) in abs. EtOH (300 ml) was stirred
at 60°C for 16 h. The reaction mixture was cooled to 0°C in an ice bath. The resulting
precipitate was filtered off, washed with abs. EtOH and heated in water (100 °C) under
stirring until a milky suspension was obtsined. The suspension 'was cooled to 50°C,
acidified to pH 2 by adding 2N ag. HCI and cooled to 0°C in an ice bath. The resulting
precipitate was filtered off and washed with ice water. Residual water was removed by
coevaporation with 1,4-dioxane,

Yield: 16.0g

MS-BESI: [M+H]" = 309.2

TLC: R;= 0.3, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).
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(c). 6-Chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-furyl)-pyrimidine

POCI, (50 ml) was added to a stirred solution of 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-furyl)-
6-hydroxy-pyrimidine (example 11(b), 16.0 g) and dimethylaniline (0.5 ml) in dry 1,4-
dioxane p.a. (250 ml). After 2 h at 90°C, the warm mixture was filtered off and the
filirate was concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in 1,4-
dioxane and ice water was added. The resulting precipitate was filtered off and washed
with water. Residual water was removed by coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 1608

 MS.ESL  [M+H]*=3272

TLC: Ry = 0.75, silica gel, heptane/EiOAc = 3/2 (v/v).

(d).  Ethyl __5-Cvano-4-(3nitrophenyl)-2-(2-furyl)-6-(sthoxycarbonylmethylthio)-
pyrimidine S N
DIPEA (9.1 ml) was added to a stir;ec_l solution of ethyl 2-mercaptoacetate (5.4 ml) and

.6~chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-furyl)-pyrimidine (example 11(c), 16.0 g) in a

mixture of EtOH (125 ml) and DCM (125 ml) under a nitrogen atmosphere. After 2  at
room temperature, the mixture was diluted with DCM until complete dissolution,
washed with 0.5N aq. HCI, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.
Yield: 200g

MS-ESL:  [M+HT =4112.

TLC:  Rf=0.7, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/V).
(e). Ethy] 5-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-furyl)-thieno[2 3-dlpyrimidine-6-carboxylate

DIPEA (20.0 ml) was added to a stirred solution of ethyl 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-
(2-furyl)-6-(ethoxycarbonylmethylthio)-pyrimidine (example 11(d}, 20 g) in a mixture
of abs. EtOH (100 ml) and toluene p.a. (100 ml). After 48 h at 100°C, the mixture was
cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, washed with cold EtOH and
dried in vacuo at 40°C.

Yield: 20g
MS-ESL: M+H]* = 411.2
TLC: R;= 0.6, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (viv).

= 7
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(f). Ethyl 5-amino-4-(3-aminophenyl}-2-(2-furyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxylate
A solution of tin (II) chloride (28.0 g) in abs. EtOH (250 ml) was added to& solution of
ethyl 5-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-furyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate
(example 11(e), 20 g) in 1,4-dioxane p.a. (250 ml). 37% aq. HCI (8.5 ml) was added and
the mixture was heated under reflux (90°C) for 16 h. The mixture was allowed to cool to
room temperature and concentrated under reduced pressure. The residue was suspended
in EtOAc (500 ml). 4N aq. NaOH was added to obtain a pH of 10-11. The mixture was
diluted by adding sat. ag. NaCl. The organic layer was separated, dried (MgSO,) and
concentrated under reduced pressure.

" Yield: 17.5g."

MS-ESI: [M+H]" = 381.2
TLC: R, = 0.4, silice gel, heptane/EtOAc = 3/2 (viv).

(£). 5-Amino-4-(3-aminophenyl)-2-(2-furyl)-thieno[2.3-d]pvrimidine-6-carboxylic acid
Potassium hydroxide (23.0 g) was added to a solution of ethyl 5-amino-4-(3-

. aminophenyl)-2-{2-furyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate (example 11(f), 17.5 g)

in a mixture of 1,4-dioxane (210 ml) and water (80 ml). After 8 h at 90°C, the mixture
was cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, suspended in water (300

_ ml) and cooled to 0°C. The mixture was acidified to pH 3 by adding 2N ag. citric acid

and stirred at 0°C up to room temperature for 2 h. The resulting precipitate was filtered
off, washed with water and dried in vacuo at 40°C.

Yield: 169 g
MS-ESI:  [M+H]' =353.2
TLC: R, = 0.2, silica gel, DCM/MeOH = 95/5 (v/¥).

(h). terz-Butyl 5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-(2-furyl)-thieno[2.3 imidine-6-
carboxamide

DIPEA (19.2 ml), tert-butylemine (11.6 ml) and TBTU (17.7 g) were added t0 a
solution of 5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-(2-furyl)-thienof2,3-d]pyrimidine-6-
carboxylic acid (example 11(g), 16.9 g) in a mixture of DCM (250 ml) and DMF (50
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ml) under a nitrogen atmosphere. After 3 h at room temperature, a substantial amount of
yellow precipitate had been formed, which was filtered off. The residue was washed
with diethy] ether and dried in vacuo at 40°C.

Yield: 180¢g
MS-ESI: [M+H]* = 408.2
TLC: R;= 0.4, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/v).

().  ter¢-Butyl S-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-furyl)-thienof2 3-
_dlpxnnudme-ﬁ-carboxmud -
Bromoac.ctyl c.hlunde (100 1) was added dropwise to a solution oftm—butyl 5-amino-4-
(3-a.mmOphenyI)-:Z-(Z-ﬁxryl)-thwno_[Z,B-d]pynmdme—ﬁ-carbpxanude _(example 1I(h),
250 mg) and DIPEA (0.5 ml) in DCM (5 1nl). After 3 b at room temperature, the mixture
was diluled with DCM, washed with sat. aq. NaHCQ,, dried (MgSO,) and concentrated
under reduced pressure. The q.r!lde product was purified by chmn;aﬂography on silica gel
using heptane/EtOAc = 3/2 (v/v) as cluent. A 1:1 (mol/mol) mixture of tert-butyl 5-
amino-4-(3-(2-bromoacetamidv)-phenyl)-2-(2-thienyl)-thieno[2,3-dipyrimidine-6-

carboxamide and tert-butyl 5-amino-4-(3-(2-chloroacetamido)-pheny)-2-(2-thienyl)-

thieno [';,3 -d]pyrimidine-6-carboxamide was obtained.

Yield: 124 mg
MS-ESI: [M+H]" = 540.2, [M'+H]" = 494.2
TLC: Rf= 0.3, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (vA).

28

().  tert-Butyl 5-amino-2-(2-furyl}-4-(3-((N-methyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinyl)-

amino)-phenyl)-thienof2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

To a stired solution of ters-butyl 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-
furyl)-thieno[2, 3—d]pyrimidjne-6-carboxamide (example 11(i), 130 mg) in DCM (5 ml)
was added N-methyl-2-amino-ethanol (200 mg). After stiring for 17 h at room
temperature, the reaction mixture was diluted with DCM (50 mli), washed with ag.
NaHCO, (1 M, 2 x 10 ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was
purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA
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+ 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then
lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 81 mg (TFA-galt)

MS-ESI: [M+H]" = 523.2

HPLC:R, = 11.01 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven ti:mhnc = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH

_ 2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Exampie 12 L
tert-Butyl s-@o-za-m' 1)-4-(3-(N-(1-hydroxy-2-methyl-prop-2-yl)-glycioyl)-
amino);phenx' ])—t'hieno['z,?nitgm' idine-6-<_:mboxamide

To a stirred solution of terz-butyl 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamiio)-phenyl)-2-(2-
furyl)-thieno[2,3-d)pyrimidine-6-carboxamide (example 11(i), 130 mg) in DCM (5 ml)
was added. 2-amino-2-methyl-propanol -(260 mg). After stiring for 17 h at room
temperature, the reaction mixture was -diluted with DCM (50 ml), washed with zq.
NaHCO, (1 M, 2 x 10 ml), dried (MgSO,) end concentrated in vacuo. The residue was
purified by HPL.C using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% ag. TFA
+ 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then
lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 54 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]* = 537.2

HPLC:R,= 11.15 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

“ aa
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Yield: 10.0g
MS-ESL: [M+H]' = 325.0
TLC: R,=0.3, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

(b). 6-Chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-thienyl)-pyrimidine

POC], (30 ml) was added to a stirred solution of 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-
thimyl)-G-hydroxy—pyrimidjne (example 14(a), 10.0 g) and dimethylaniline (a few
drops) in dry 1,4-dioxane- (150 ml). After 3 h at 90°C, the mixture was cooled -to room
temperature and conc;nta‘r.ed under reduced pressure. The reslidue was dissolved in 1,4-

dioxane and ice Water was caitiously added. The resulting precipitate was filtered off
and washed with water. Residual water was removed by coevaporation with 1,4-dioxane
and drying in vacuo at 40°C.

Yield: 98g
MS-ESI: [M+H]'=343.4
TLC: . Ry=0.8, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (v/v).

(c). _Ethyl  5-cvano-4-(3-nitrophenyl})-2-(2-thienyl)-6-{ethoxycarbonyimethylthio)-
pyrimidine

DIPEA (5.57 ml) was added to a stirred solution of ethyl 2-mercaptoacetate (3.28 ml)
and 6-chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(2-thienyl)-pyrimidine (example 14(b), 9.8 g)
in a mixture of EtOH (80 ml) and DCM (80 ml) under a nitrogen atmosphere. After 2 h
at room temperature, the mixture was diluted with DCM unti] complete dissolution,
washed with 0.5N aq. HCI, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.
Yield: 129g

MS-ESI: [M+H]* = 427.2

TLC: R;= 0.7, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (V/V).
(d). - Ethyl 5-amino-4-(3-nitrophenvyl)-2-(2-thienyl)-thieno[2,3 imidine-6-
carboxylate

DIPEA (13.0 ml) was added to a stirred solution of ethyl 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-
(2-thienyl)-6-(ethoxycarbonylmethyithio)-pyrimidine (example 14(c), 129 g) in a
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Example 13

tert-Butyl S-amino-2-(2-furyl)-4-(3-(N-(methoxycarbonyimethyl}-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thienof2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

To a stirred solution of fert-butyl S-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-
furyl)-thieno[2,3-dpyrimidine-6-carboxamide (example 11(i), 130 mg) and DiPEA (0.5
ml) in DCM (5 ml) was added glycine methyl ester hydrochloride (324 mg). After
stirring for 17 b at room temperature, the reaction mixture was diluted with DCM (50
ml), washed with ag. NaHCO, (1 M, 2 x 10 ml), dried (MgSO,) and concentrated in
vacuo. The residue was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following
gradient: 0.1% ag. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/50 (v/v) in 30 min, The
title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and

. water.

Yield: 74 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M-+HT* = 537.2 .

HPLC: R, = 12.09 min, colunn Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH

2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

" Example 14

tert-Buty] 5-amino-2-(2-thienyl)-4-(3-((N-methy]-N-(2-hydroxyethyl)-glyciny])-amino)-

phenyl)-thieno[2.3-d]pyrimidine-6-carboxamide

A mixture of 2-amidinothiophene hydrochloride (10.0 g), 3-nitrobenzaldehyde (9.7 g),
ethyl cyanoacetate (6.81 ml) and potassium carbonate (10.1 g) in abs. EtOH (200 rmI)
was stirred at 60°C for 8 h. The reaction mixture was cooled to 0°C in an ice bath,
filtered, washed with abs. EtOH and the residue was dissolved in water (100°C). The
solution was cooled to 50°C, acidified with 2N aq. HCI to pH 2 and cooled to 0°C in an
ice bath. The resulting precipitate was filtered off and washed with ice water. Residunal

water was removed by coevaporation with 1,4-dioxane,
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mixture of abs. EtOH (75 ml) and toluene p.a. (75 ml). After 48 h at 100°C, the mixture
was cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, washed with cold BtOH
and dried in vacuo at 40°C.

Yield: 11.0g
MS-ESI: [M+H]' =427.2
TLC: R,= 0.6, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (v/v).

(e). Ethyl 5-amino-4-(3-aminophenyl

carboxylate

A solution of tin (IT) chloride (15 g) in abs. EtOH (150 ml) was added to & solution of
ethyl 5-—am.ino--4—-(3-n.itmphenyl)-z-(Z-ﬂ:imyl)-thieno[2,3-d1pyﬁmidine—6-carboxylam
(example 14(d), 10.86 g) in 1,4-dioxane (150 ml). 37% aq. HC1'(4.5 m!) was added and
the mixture was heated under reflux for 16 h. The mixture was allowed to cool to room
lemperature and conceutrated under reduced pressure. The residue was suspended in
EtOAc (400 ml) and THF was added until complete dissolution. 4N ag. NaOH was
added to obtain a pH of 10:11. The mixture was diluted by adding sat. aq. NaCl. The
organic layer was separated, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.

Yield: 120g

MS-ESE  [M+H]'=397.2

TLC: R,= 0.4, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (v/v).

(5. 5-Amino-4-(3-aminophenyl)-2-{2-thienyl)-thieno[2.3 imidine-6-carboxylic
acid '

Potassiuin hydroxide (13 g) was added to a solution of ethyl 5-zmino-4-(3-
aminopheny])-2-(2-thienyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate (example 14(e), 10.1
g) in a mixture of 1,4-dioxane (150 ml) and water (50 ml). Afier 16 h at 90°C, the
mixture was cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, suspended in water
(180 ml) and cooled to 0°C. The mixture was acidified to pH 3 by adding 2N aq. citric
acid and stirred at 0°C for 2 h. The resulting precipitate was filtered off, washed with

water and dried in vacuo at 40°C.
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Yield: 63g
MS-ESI:  [M+H]'=369.2
TLC: R,= 0.2, silica gel, DCM/MeOH = 95/5 (v/v).

carboxamide
DIPEA (7.1 ml), tert-butylamine (4.3 ml) and TBTU (6.6 g) were added to a mixture of
5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-(2-thienyl)-thienof2,3-d]pyrimidine-6-carboxylic.  acid

(cxemple 14(f), 63 g) in a mixture of DCM (125 ml) and DME (NM-
dimethylformamide) (25 ml) under a nitrogen atmosphere. After 3 h st room
‘temperature, the mixture was diluted with DCM and washed with sat. ag. NeHCO,, 0.1
N aq. HCI and sat. aq. N&Cl. The organic layer was dried (MgSQ,) and concentrated
under reduced pressure. The crude product was purified by 6hromatography on silica
gel, using heptane/EtOAc = 3/7 to 1/1 (v/v) s eluent.

" Yield: 645g -

MS-ESL:  [MHH]' =4242
TLC: R,= 0.3, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (VAv).

5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl
dlpyrimidine-6-carboxamide

Bromoacetyl chloride (2.40 ml) was added to a solution of zerz-butyl 5-amino-4-(3-
aminophenyl)-2-(2-thienyl)-thieno{2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 14(g), 5.0
g) and DIPEA (10.5 ml) in DCM (50 ml). After 3 h at foom temperature, the mixture
was diluted with DCM, washed with sat. ag, NaHCO,, dried (MgSO,) and concentrated
under reduced pressure. The ciude product was purified by chromatography on silica gel
using heptane/EtOAc = 3/2 (v/v) as eluent. A mixture of terz-butyl 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-thienyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide and

tert-Dutyl 5-amino-4-(3-(2-chloroacetamido)-phenyl)-2-(2-thienyl)-thienof2,3-
d]pyrimidine-6-carboxamide was obtained.
Yield: 30g

MS-ESL:  [M+H] =546.2, [M"+H]" = 500.2
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TLC: R,= 0.2, silica gel, toluene/EtOAc = 7/1 (v/v).

{i). tert-Butyl S5-amino-2-(2-thienyl)-4-{3-((N-moihyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

To a stired solution of tert-butyl 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-
thienyl)-thieno[2,3-d)pyrimidine-6-carboxamide (example 14(h), 100 mg) in DCM (5
ml) was added N-methyl-2-aminoethano]l (140 mg). After stiring for 17 b at room
temperature, the reaction mixture was diluted with DCM (50 ml), washed with aq.
NaHCO; (1 M, 2 x 10 ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was
purified by HFL.C using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TKA
+ 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) i 30 min. The title compound was then
tyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and.water. .

Yield: 59 mg (TFA-salt)

MS-ESI: . [M+H]'=539.2 -

HPLC: R, = 11.01 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Examplels

tert-Butyl S5-amino-2-(2-thienyl)-43-(N-(methoxycarbonylmethyl)-gl
phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide

To a stimed solution of tert-butyl 5-amino-4~(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-
thienyl)-thieno[2,3-d)pyrimidine-6-carboxamide (example 14(h), 100 mg) and DiPEA
(0.5 mil) in DCM (5 ml) was added glycine methyl ester hydrochloride (250 mg). After
stiring for 17 h at room temperature, the reaction mixture was diluted with DCM (50
mi), washed with aq. NaHCO, (1 M, 2 x 10 mJ), dried (MgSO,) and concentrated in
vacuo. The residue was purified by HPLC using & Luna C-18 column with the following
gradient: 0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and

waler.
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Yield: 74 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]" = 553.0

HPLC: R, 12.57 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 16
tert-Butyl

phenvyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide

* To. a stirred solution of terr-butyl 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(2-
- thienyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 14(k),-100 mg) in DCM (5

ml) was added NN-di-(2-methoxyethyl)-amine (200 mg). After stirring for 17 h at room
temperature, the reaction mixture wag diluted with DCM (50 ml), washed with aq.

. NsHCO, (1 M, 2 x 10 ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was

purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA
+ 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then
lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 59 mg (TFA-salt)

MS-ESL:  [M+HJ' =597.4

HPLC:R, = 13.84 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), un time = 20 min. |

Example 17
tert-Butyl 5-amino-2-ethylamino-4-(3-(N-ethyl-N-{2-methoxyethyl)-glyciny]}-aminoc)-

pheovl)-thieno{2,3-dpyrimidine-6-catboxamide
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To a stired scolution of tert-buty] 5-amino-2-methylthio-4-(3-((IN-ethyl-N-(2-
methoxyethyl)-glycinyl)-amino)-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide
(example 4, 1.0 g) in trifluoroacetic acid (TFA, 25 ml) was-added 3-chloroperbenzoic
acid (m-CPBA, 1.0 g). After 17 b, the reaction mixture was concentrated under reduced
pressure at ambient temperature (20 °C), redissolved in DCM (100 ml), carefully washed
with sat. ag. NaHCO, (2 x 50 ml) and water (50 ml), dried (MgSO,) and concentrated in
vacuo. The crude residue was used without further purification in the next step.

Yield: 820 mg

MS-ESI: [M+H]* = 547.3 _

TLC:  Ry=0.2, silica gel, DCM/MeOH = /1 (vh).

b). tert-Butyl 5-amino-2-ethylamino-4-{3-((N-ethyl-N-(2-methoxyethyl)-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thieno[2.3-d]pyrimidine-6-carboxamide -
Ethyl amine hydrochloridé (150 mg) was added to a stirred solution of zert-butyl 5-
amino-Z—methanesu]ﬁnyl—4—(3-((I~I—cthyl—N-(Z-methoxyethyl)-glypi_nfl)—amino)—phmyl)-
thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (xample 17(a), 100 mg) and DIPEA (0.5 ml) in
1',4-dioxane (5 ml) and the reaction mixture was heated to 60 °C for 3 h. After
concentration of the reaction mixture under reduced pressu'fe, the residue was taken up
in DCM (50 ml) and washed with brine (1 M, 25 ml) and water (25 ml). Subsequently,
the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus obtained
residue was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient:
0.1% aq. TFA + 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The ftitle
compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and
water.
Yield: 36 mg (TFA-salt)
MS-ESI: [M+H]* = 528.4
HPLC:R, = 10.21 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

B
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Example 18
teri-Butyl 5-amino-2-(NN-dimethylarino}-4-(3-((N-methyl-N-(2-hydroxyethyl)-
glycinyl)-amino)-phenyl)-thienof2 3-dlpyrimidine-6-carboxamide

(a). tert-Butyl _ 5-amino-2-methanesulfinyl-4-(3-((N-methyl-N-(2-hydroxvethyl)-
cinyl)-amino)-phenyl}-thieno{2,3 imidine-§-carboxamide

To a stirred solution of fert-butyl S5-amino-2-methylthio-4-(3-((N-methyl-N-(2-
hydroxyethyl)-glycinyl)-amino)-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide
(example 1(i), 1.0 g) in trifluoroacetic acid (TFA, 25 ml) was added 3-chloroperbenzoic
acid (m-CPBA, 1.0 g). After 17 b, the reaction mixture was concentrated under reduced
pressure at ambmnt ‘tmnpmmre (20 *C), redissolved in DCM (100 ml), carefully washed
mth sat. aq NaHCO, (2x50 ml) and water (50 m]). dried (MgSO.) and concentrated in
vacua The cn'ude remdue was used mthout ﬂ.lrther purification in the next step.

Yield: 910 mg
MS-ESI:  [M+H]'=519.6
TLC: - Ry=0.15, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

(b). . tert-Butyl S;axﬁinod-@,N-&imeﬂiy]a:gino)—4—13;((N-meth11-N:(Z—hxdro_:gxethxl1-
glycinyl}-amino)-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

Dimethyl amine hydrochloride (150 mg) was added to a stirred solution of terz-butyl 5-
emino-2-methanesulfinyl-4-(3-((N-methyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno{2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 18(a), 100 mg) and DiPEA
(0.5 ml) in 1,4-dioxane (5 ml) and the reaction mixture was heated to 60 °C for 3 b
After concentration of the reaction mixture under reduced pressure, the residue was
taken up in DCM (50 ml) and washed with brine (1 M, 25 ml) and water (25 ml).
Subsequently, the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus
obtained residue was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following
gradient: 0.1% ag. TFA + 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound was then lyophilized from & mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and
water.

Yield: 36 mg (TFA-galt)
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MS-ESI: [M+H]* = 500.2

HPLC: R, = 10.03 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = (.25 ml/min, eluent phosphafe buffer 50 mM pH
2.1Awater/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 19
teri-Butyl 5-amino-2-ethylamino-4-(3-((N-(methoxycarbonylmethyl)-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide

{(2).-tert-Buty] 5-amino-2-methanesulfinyl-4-(3-

- amino)-pheny})-thieno[2.3-dlpyrimidine-6-carboxamide

To .-a . stirred . - solution. - of fert-butyl  5-amino-2-methyithio-4-(3-((N-
(methoxycarbonylmethyl)-glycinyl)-amino)-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-

carboxamide (example 3,-1.0 g) in trifluoroacetic acid (TFA, 25 ml) was added 3-
chloroperbenzoic acid (m-CPBA, 1.0 g). After 17 h, the reaction mixture was
concentrated under reduced pressure at ambient temperature (20 °C), redissolved in
DCM (100 ml), carefully washed with sat ag. NaHCO, (2 x 50 ml) and water (50 ml),
dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The crude residue was used without further

purification in the next step.
Yield: 680 mg
MS-ESI: [M+H]* = 533.6

TLC: R,=0.17, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v).

(b). rert-Butyl 5-amino-2-ethylamino-4-(3-((N-(methoxycarbonylmethyl)-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thieno[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide '

Ethyl amine hydrochloride (150 mg) was added to a stirred solution of terr-buty] 5-
amino-2-methanesulfinyl-4-(3-{(N-(methoxycarbomylmethyl)-glycinyl)-amino)-phenyl)-
thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 19(a), 100 mg) and DIiPEA (0.5 ml) in
1,4-dioxane (5 ml) and the reaction mixture was heated to 60 °C for 3 h. After
concentration of the reaction mixture under reduced pressure, the residue was taken up

=23
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in DCM (50 mI) and washed with brine (1 M, 25 mi) and water (25 mI). Subsequently,
the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in wacuo. The thus obtained
residue was purified byHPLC using a Luna C-18 column with the following gradient:
0.1% aq. TFA + 10% 8g. ACN/ACN = 50/10 to 10/90 (v/v) in 30 min, The title
compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxaue, 0.1% aq. TFA end
water.

Yield: 57 mg (TFA-salt)

MS-BSI: [M+H]'=514.2

'HPLC:R,= 12.56 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 zam, detection UV =210

um, oven tmpmture = 40"L. flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH

2, llwaterIACN 10/80/ 10 to 10/1 0!80 (vlvlv), run time = 20 mm.

. fert-Butyl*  5-amino-2-is

mnmohphmzl)—hcno]l&_—étpm’ idine-6-carboxamide
Isopropyl amine (150 mg) was added to a stired solution of Zerz-butyl 5-amino-2-

: methanesx_ﬂ.ﬁnyl—d—(B—((N—ethyl—N—(.‘Z-methoxyethyl)—glymnyl)—ammo)—phmyl)—

thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 17(a), 100 mg) and DiPEA (0.5 ml) in
1,4-dioxane (5 -ml) and the reaction mixture was heated to 60 °C for 3 h. After
concentration of the reaction mixture under reduced pressure, the residue was taken up
in DCM (50 ml) and washed with brine (1 M, 25 ml) and water (25 ml). Subsequently,
the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus obtained
residue was purified by HPLC using a-Luna C-18 column with the following gradient:
0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title
compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and
water.

Yield: 57 mg (TFA-salt)

MS-ESI:  [M+H]*=542.4
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HPLC: R, = 11.01 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/30 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 21

fert-Butyl 5-amino-2-aliylamino-4-(3{((N-(methoxycarbonylmethyi}-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2 3-dlpyrimidine-6-carboxamide

Allyl amine (200 mg) was added to a stirred solution of ters-butyl 5-amino-2-
mefthanesulﬁnyl—ti (3-((N-(methoxycarbonyhneﬂlyl)-glycmyl)-mno)—phyl)
thmno[2,3-d]pynm1dme—6—oarboxamlde (example 19(&), 100 mg) and DiPEA (0.5 ml) in
1,4-dioxane (5 .ml)-and -the reaction mixture was heated_to 60 °C for 3 h. After
concentration of the reaction mixture under reduced pressure; the residue was taken up
in DCM (50 ml) and washed with brine (1 M, 25 ml) and weter (25 ml). Subsequently,
the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus obtained
residue was purified by HPLC using a Luna.C-18 column with the following gradient:
0.1% aq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title
compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and
water. |

Yield: 65 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]* = 526.4

HPLC:R, = 13.18 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2,0 mm, detection UV = 210

nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer S0 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 22

tert-Butyl  5-amino-2-methoxy-4-{3-
pbenyl)-thienof2 3-dlpyrimidine-6-carboxamide

Potassium terz-butoxide (100 mg) was added to a stirred solution of ter¢-butyl 5-amino-
2-methanesulfinyl-4-(3-((N-ethyl-N-(2-methoxyethyl}-glycinyl)-amino)-phenyl)-
thienof2,3-d)pyrimidine-6-carboxamide (exemple 17(a), 200 mg) in methanol (5 mi)

3
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end the reaction mixture was heated to 50 °C for 3 h. After concentration of the reaction
mixture under reduced pressure, the regidue was taken up in DCM (50 ml) and washed
with aq. ammonium chloride (}*M, 25 ml), brine (1 M, 25 ml) and water (25 ml),
Subsequently, the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus
obtained residue was purified by HPLC using a Luma C-18 column with the following
gradient: 0.1% aq. TFA + 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and
water,

Yield: - ‘92 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]" = 515.4

HPLC:R,=12.21 mm. column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
qm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 m/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH

.2.1hvater/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), run time = 20 min.

Example 23 _ _ .

tert-Butyl S-amino-2-allyloxy-4-(3-((N-ethyl-N-(2-methoxyethyl)-glycinyl)-amino)-
phenyl)-thieno[2_3-d]pyrimidine-6-carboxamide

Potassium zerz-butoxide (100 mg) was added to a stirred solution of tert-butyl 5-amino-
2-methanesulfinyl-4-(3-((N-ethyl-N-(2-methoxyethyl)-glycinyl)-amino)-pheny])-
thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 17(a), 200 mg.) in allyl alcohol (5 ml)

and tt!e reaction mixp:re was heated to 50 “C for 3 h. After concentration of the reaction .

mixture under reduced pressure, the residue was taken up in DCM (50 ml) and washed
with aq. ammonium chloride (1 M, 25 ml), brine (1 M, 25 ml) and water (25 ml).
Subsequently, the organic layer was dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The thus
obtained residue was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following
pradient: 0.1% ag. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound was then lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and
water.

Yield: 63 mg (TFA-salt)

MS-ESI: [M+H]' = 541.4
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HPLC:R, = 12.71 min, column Lunza C-18(2), 3 um, 100 x 2:0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), nm time = 20 min.

Example 24

tert-Butyl 5-amino-2-isopropoxy-4-(3-((N-ethyl-N-(2-methox 1)-glycinyl)-amino)-

phenyl)-thieno[2.3-d]pyrimidine-6-carboxemide

Potassium zert-buioxide (100 mg) was added to a stirred solution of terz-buty] S-amino-
-methanesulﬁnyl-4—(3 (('N-ethyl-N—(Z-meﬂaoxyethyl)—glycmyl) s.mmo)-phenyl)

th1ano[2 3-d]pynm1d1ne—6-carboxanude (example 17(a), 200 mg) in isopropanol (5 ml)

and the rmuon mixture was heated to 50 °C for 3 b. After c.onc.entmnon of the reaction
mixture under reduced pressure, the residue was taken up in DCM (50 ml) and washed
with aq. aanmonium chloride (1 M, 25 ml), brine {1 M, 25 o) and water (25 ml).
Subsequently, the organic layer was dried (MgSQO,) and concentrated in wacuo. - The thus
obtained residue was purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following
gradient: 0.1% agq. TFA + 10% ag. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The
title compound ‘was then lyophilized from & mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and
water. ‘ )

Yield: 32 mg (TFA-salt)

MS-ESL:  [M+H]' =543.4

HPLC:R, = 12.93 min, column Luna C-18(2), 3 um, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phospbate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), mun time = 20 min.

Example 25
ter-Butyl _S-amino-2-(4-pyridyl)-4-(3-((N-(1-hydroxy-2-methyl-prop-2-yi)-glycinyl)-

amino)-phenyl)-thienc[2,3-dlpyrimidine-6-carboxamide

277
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A mixture of 4-amidino-pyridine hydrochloride (16.5 g), 3-nitrobenzaldehyde (15.1 g),
ethyl cyanoacetate (11.2 ml) and potassium carbonate (16.6 g) in abs. EtOH (250 ml)
was stirred at 60°C for 16 h. The reactivh mixture was cooled to 0°C in an ice bath. The
resulting precipitate was filtered off, washed with abs. EtOH and heated in water
(100°C) until a clear solution was obtained The solution was cooled to 50°C, acidified
to pH 2 by adding 2N ag. HCI and cooled to 0°C in an ice bath. The resulting precipitate
was filtered off and washed with ice water. Residual water was removed by
coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 183 g

MS-ESI: [M+H]*=320.2

" TLC: ° R;=0.2, silica gel, DCM/MeOH = 9/1 (v/v)

POCI, (50 mil) was added to @ stimed solution of 5-cyano-4~(3-nitrophenyl)-2-(4-
pyridyl)-6-hydroxy-pyrimidine (example 25(a), 18.3 g) and dimethylaniline (0.5 ml) in
dry 1,4-dioxane p.a. (200 mi). After 3 h at 90°C, the warm mixture was filtered off and
the filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in 1,4-
dioxane and ice water was added. The resulting precipitate was filtered off and washed
with water. Residual water was removed by coevaporation with 1,4-dioxane.

Yield: 172 §
MS-ESL  [M+H]'=3384
TLC: R,= 0.7, silica gel, heptane/BtOAS = 3/2 (v/v)

DIPEA (9.8 ml) was added to a stirred solution of ethyl 2-mercaptoacetate (5.7 ml) and
- 6-chloro-5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-(4-pyridyl)-pyrimidine (example 25(b), 17.2 g) in
a mixture of EtOH (125 ml) and DCM (125 ml) under s nitrogen atmosphere. After 2 h
at room temperature, the mixture was diluted with DCM until complete dissolution,
washed with 0.5N aq. HCI, dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure.
Yield: 205 g

T
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. MS-ESI: M+H]* = 422.0
. TLC: Rf= 0.6, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (viv)

(d). Ethyl S~-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-(4-pyridyl)-thieno[2,3

carboxylate

DIPEA (20.0 ml) was added to a stirred solution of ethyl 5-cyano-4-(3-nitrophenyl)-2-
(4-pyridyl)-6-(ethoxycarbonylmethylthio)-pyrimidine (example 25(c), 20.5 g) in a
mixture of abs. EtOH (100 ml) and toluene p.a. (100 ml). After 48 h at 100°C, the
mixture was cooled to 0°C . The resulting precipitate was filtered off, washed with cold
EtOH and dried in vacuo at 40°C. . -

Yield: 157¢

' MS-ESL  [M+H[' =4222

TLC: R;= 0.5, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (v/v).

(e). Ethyl 3-amino—4-(3-aminophenyl)-2-(4-pyridyl}-thieno[2.3-dlpyrimidine-6-
carboxylate .

A solution of tin (II) chloride (21.0 g) in abs. EtOH (250 ml) was added to a solution of
ethyl  5-amino-4-(3-nitrophenyl)-2-(4-pyridyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate
(example 25(d), 15.7 g) in 1,4-dioxane p.a. (250 ml). 37% aq. HCl (6.9 ml) was added
and the mixture was heated under reflux (90°C) for 16 h. The mixture was allowed to

cool to room temperature and concentrated under reduced pressure. The residue was
suspended in EtOAc (500 ml). 4N ag. NaOH was added to obtain a pH of 10-11. The
mixture was diluted by adding sat. aq. NaCl. The organic layer was separated,. dried
(MgSO,) and concentrated under reduced pressure.

Yield: 120g
MS-ESL:. M+H]'=392.2
TLC: R,= 0.3, silica gel, heptane/EtOAc = 3/2 (viv).

34
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Potassiuvm hydroxide (15.7 g) was added to a solution of ethyl 5-amino-4-(3-
aminophenyl)-2-(4-pyridyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxylate {example 25(e), 12.0
g) in a mixture of 1,4-dioxene (210 ml) and water (80 ml). After 16 h at 90°C, the
mixture was cooled to 0°C. The resulting precipitate was filtered off, suspended in water
(300 ml) and cooled to 0°C. The mixture was acidified to pH 3 by adding 2N aqg. citric
acid and stirred at 0°C up to room temperature for 2 h. The resulting precipitate was
filtered off, washed with water and dried in vacuo at 40°C.

Yield: 1208

. MS-BSL: [M+HJ*=364.2
- TLC: R,= 0.1, silica gel, DCM/MeOH = 95/5 (v/v).

tert-Butyl _5-amino-4-(3-asminophenyl)-2-{(4-pyridyl)-thieno[2.3-d]pyrimidine-6-
carboxamide S .
DIPEA (12.9 ml), tert-butylamine (7.8 ml) and TBTU (11.9 g) were added to a mixture
of 5-amino-4-(3-nminophenyl)-Z-{4—pyridyI)-th.imo[2,3—d]pyzim-idiﬁe—6-carboxylic acid
(example 25(f), 12.0 g) in a mixture of DCM (250 ml) and DMF (50 ml) under a“
ﬁitrogm atmosphere. After 2 h at room temperature, the mixture was diluted with DCM
and washed with sat. ag. NaHCO,, 0.1N aq. HCI and sat. aq. NaCl. The organic layer
was dried (MgSO,) and concentrated under reduced pressure. The crude product was
purified by chromatography on silica gel, using dichloromethane/methanol = 1/0 to 95/5

(v/v) as eluent.

Yield: 122¢g

MS-ESI: M+H]" = 419.4

TLC: R;= 0.3, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (vv).

tert-Butyl

dlpyrimidine-6-carboxamide

A solution of bromoacety]l bromide (0.59 ml) in THF (25 ml) was added dropwise to 2
solution of tert-butyl 5-amino-4-(3-aminophenyl)-2-(4-pyridyl)-thieno[2,3-
d]pyrimidine-6-carboxamide (example 25(g), 2.0 g) and N,N-dimethy] aniline (3.0 mi)
in THF (50 mi). After 30 min at room temperature, the mixture was concentrated under
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reduced pressure, subsequently dissoclved in DCM (100 ml), washed with sat. aqg.
NsHCO,, dried (MgSO,) and concentrated in wacuo. The residue was used without
further purification in the next step.

Yield: 23g
MS-ESI:  [M+H]*=539.2
TLC: Rf= 0.3, silica gel, heptane/BtOAc = 3/2 (v/v).

(i). tert-Butyl 5-amino-2-(4-pyridyl)-4-(3-((N-(1-hydroxy-2-methyl-prop-2-yl)-
g!y_'_xl)—amino)-phmxl)-thimolz,}gIgm'midine-ﬁ-carboxanﬁd

To a stired solution of rert-butyl 5-a.mmo-4-(3-12-bmmom=ta:mdo)-phyl)-2-(4—
pmdyl)-th.leno[Z 3-d]pyrimidine-6-carboxamide (example 25(h), 200 mg) in DCM (5
ml) was added 2-amino-2-methyl-propanol (300 mg). After st!mng'for 17 h at room
temperarure, the reaction mixture was diluted with DCM (100 ml), washed with aq.
NaHCO, (1 M, 2 x 50 ml), dried (MgSQ,) and concentrated in vacuo. The residue was
purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% ag. TFA

+ 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then

lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% ag. TFA and water.

Yield: 73 mg (TFA-salt)

MS-ESI:  [M+H]' =548.2

HPLC: R, = 9.65 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV = 210
nm, oven temperature = 40°C, flow = 0.25 ml/min, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.1/water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/V), run time = 20 min. -

Example 26

tert-Butyl _ S-amino-2-(4- _
phenyl)-thieno[2.3-d]pyrimidiné-6-carboxamide

To a stimed solution of fert-butyl 5-amino-4-(3-{2-bromoacetamido)-phenyl)-2-(4-
pyridyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-6-carboxemide (example 25(h), 200 mg) in DCM (5
m!) was added bis-(2-methoxyethyl)-amine (300 mg). After stu'nng for 17 h at room
temperature, the reaction mixture was diluted with DCM (100 ml), washed with aq.

37
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NaHCO, (1 M, 2 x 50 ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was
purified by HPLC using a Luna C-18 column with the following gradient: 0.1% aq. TFA

+ 10% aq. ACN/ACN = 90/10 to 10/90 (v/v) in 30 min. The title compound was then
lyophilized from a mixture of 1,4-dioxane, 0.1% aq. TFA and water.

Yield: 170 mg (TFA-galt)

MS-ESI: [M+H]* = 592.2

HPLC: R, = 12.02 min, column Luna C-18(2), 3 pm, 100 x 2.0 mm, detection UV =210
nm, oven teu;peratm'e_= 40°C, flow = 0.25 mVmin, eluent phosphate buffer 50 mM pH
2.}/ water/ACN = 10/80/10 to 10/10/80 (v/v/v), mun time = 20 min.

e ———— e —— e —

Example 27

CHO-LH ‘and CHO-FSH i vitro bioactivity -
LH agonistic activity of compounds were tested in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells
stably transfected with the human LH receptor and cotransfected with a cAMP

. responsive element (CRE) / promotor directing the expression of a firefly Juciferase

reporter gene. Binding of ligand to the Gs-coupled LH receptor will result in an increase’
of cAMP, which in turn will induce an increased transactivation of the luciferase

reporter construct. . The luciferase signal was quantified using a luminescence counter.

For test compounds, EC,, values (concentration of test compound causing half-maximal

(50 %) stimulation) were calculated. For that purpose the software program GraphPad

PRISM, vemsion 3.0 (GraphPad software Inc., San Diego) was used.

. In a similar way FSH agonistic activity of compounds were tested in CHO cells

transfected with the Juciferase reporter gene and the human FSH 'receptor. Results are
shown in Table 1.

In vivo bioactivity

To measure in vivo activity of LH/FSH receptor agonistic compounds ovulation induction
in immature mice were studied. In this assay immature female mice were primed with
urinary FSH (Humegon 12.5 IU/animal). Approximately 48 hours later the animals were
treated with a LH /FSH agonistic compound, the preparation of which is described in
examples 1, 4, 9 and 17, at 2 dose-level of 50 mg/kg. The animals were killed 24 hours
after LH/FSH agonist treatment and the number of ova in the oviduct was
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microscopically assessed. On average 10-15 animals were tested. The mean number of
ova amounted 8 with the exception of the compound of example 17 (which was 0.4).

Table 1

[name axampla |LH EC50 (M) |FSH EC5D (M
art-Butyl 5~amino-2-
{methytthio4-{3-({N-methyk-N-(2-
hydraxyethyi)-glycinyl)-amina)-phenyl)-
thieno]2,3-djpyrimidins-8-carboxamide

1 2.73E-0B §.68E-08

{ar-Butyl S-amino-2-methyithio-4-(3-{(N-
(1-hydroxy-2-methyi-prop-2-yi)-lycinyl)-
amino)-phenyl)-thieno[2,3-d}pyrimidine -
S~carboamide .

: 2 | 542E-08 8.08E-07

tert-Butyl 5~amino-2-methylthio-4-(3-((N-
(methaxycarbonyimstiyl)-giyclryl)-
amina)-phenyl)-thisno[2,3-d]pyrimidine-
8-carboxamide

3 5.97E-09 . | . 1.44E-06
terl-Butyl 5-amino-2-mathyithio-4-{3-((N- - R
athy-N-{2-methoxyathyl)-glycinyl)-
amina}-phenyi}-thieno|2.3-d]pytimidine-
8-carboxamide ;

' 4 7.00E-0D 1.01E-07

tant-Butyl 5-aminc-2-methyithio-4-{3-{(N-
(R-1-methoxycarbonyl-2-methyl-prop-1-
yi)-glycinyl}amino}-phenyl)-thieno[2,3-

dlpyrimidine-6-carboxamide )
5 §.53E-09 3.48E-07

terl-Butyl 5-amino-2-mathyithio-4-(3-
((N,N-bis-(2-methoxystinyl)-glycinyl)-
amino)-phenyi)-thisnc[2,3-d]pyrimidine-
8-carboxamide

8 1.00E-08 1.18E-06

tert-Butyl 5-amino-2-methyithio-4-(3-
(2,3-divydroxy-prop-1-yi)-giycinyl)-
amino)}-phenyl)-thisno[2,3-dlpyrimidine-
S-carbaxamide

7 1.22E-08 1.13E-068

tart-Butyl 5-_anim-2-malhy1|hb-4—(3—
((1,3-dihydroxyprop-2-yi}-glyclnyl)-
amino)-phenyl)-thlenc(2,3-d)pyrimidine-
8-carboxamide

8 2.84E-08 1.00E-DB
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Table 1 (continued)

name example {LH EC50 (M) |F3H EC50 (M)
tert-Butyl 5-amino-2-phenyl-4-(3-{(N-
LGMN-(Z-hydrmﬂ'lvl)-ﬂlydnvl)-
amino)-phanyl)-thieno{2,3-djpyrimidine-
8-carboxamide

] " 4,82E-08 6.06E-07

teri-Butyl 5-amino-2-phenyk4-{3-{N-
{methoxycarbonyimetiyl}-glycingl)-
emino}-phenyl)-thieno[2,3-d]pyrimidine-
B-carboxamide .
10 1.01E-08 2.4BE-DB

{ert-Butyt S-aming-2-{2-Turyl}-4-{3-{(N-
fmeathy-N-{2-hydroxysthyl)-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thisno[2,3-dlpyrimidine-
6-carboxamide

1 4 00E-0D 8.18E-07

tert-Butyl S-amino-2-{2-furyl)}-4-(3-{N-{1-
hydroxy-2-methyl-prop-2-yi)-glycinyl)-
amino}-phenyi)-thieno[2,3-d]pyrimidine-
B-carboxamide

12 1.18E-08 2.97E-06

|tart-ButyI S-amino-2-({2-furyl)}4-(3-(N-
(methoxycarbonylimethyl)-glyciryl)-
amino)-phenyl)-thiano[2,3-d]pyrimidine-
B-carbaxamide

13 1.21E08 2.55E-08

tert-Butyl 5-amino-2-(2-thlenyl)}-4-(3-{(N-
methyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinyl)-
aming}-phenyl)-thiano{2,3-d]pyrimidine-

‘B—clmonmldn ( )
14 5.28E-08 1.44E-08

tert-Butyl S-amino-2-{2-thienyl)-4-{3-((N-
(methoxycarbonyimethyl»glycinyl)-
Jamlm)-phanyl)—ﬂienolz,s-d]pydmldha-
8-carboxamide

15 1.82E-08 3.21E-08

\srt-Butyt 5-armino-2-{2-thisnyl)}-4-(3-
{(N,N-dH(2-methoxyethyl)-glycirmyt)-

amino}-phenyl)-thienof2,3-d]pyrimidine-
G6-carboxamide

16 2 13E-08 6.81E-06
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oame

LH EC50 (M)

FSH EC50 (M)

Itart-ButyI 5-amino-2-gthylamino-4-{3-
{{N-sthyi-N-(2-methoxysthyl}-glycinyl}-
[amino)-phenyt)-thienci2,3-dipyrimidine-
S-carboxamide

17

1.04E-08

lerl-Butyl S-amino-2-{N,N-
dimethylamino }-4-{3-{{N-methyl-N-{2-
hydroxyathyf)-plycinyi)-amino)-phenyl)-
thlang[2,3-d]pyrimidine-6-carbaxamide

18

1.45E-08

|tert-Butyt 5-2mino-2-ethylamino-4~3-
({N-{mathoxycarbonyimethyl}-glycinyl)-
amino)-phenyi}-thienof2,3-dlpyrimidine-
8-carboxamide.

18

2.29E-08

2.30E-06

lteri-Butyl 5-amino-2-isopropylamino-4- -

(3{(N-athyl-N-{2-methoxyethyl)-

glycinyl}-amina)-phenyi)-thienof2,3-
|d)pyrimidine-6-carboxamide

4,24E-08

2.85E-08

tart-Butyt 5;amina-2-alylamlno-4-(3-((N-
(methoxycarboryimalhyl)-glycinyl)-

8-carboxamide

amino)-phenyl)-thienof2 3-dlpyrimidine- | .

21

5.70E-08

S5.80E-07

tert-Butyl 5-amino-2-methaxy-4-(3-{(N-
(j‘lY‘-N-(z-mthﬂ}-ﬂlydM}'

emino)-phenyf}-thienof2, 3-d]pyrimidine-
B-carbaoxamide

1.16E-08

B.53E-07

tert-Butyl S-amino-2-allyloxy-4-(3-{{N-
ethyl-N-{2-methaxyethyl}-glycinyl)-

amino)-phenyl)-thleno]2 3-d]pyrimidine-
6-carboxamide

3.68E-08

1.74E-08

tert-Butyl S-amino-2-lsopropoxy-4-{3-
({N-ethyl-N-(2-methoxysthyl)-piycinyl)-
amino)-phanyt}-thianc]2,3-djpyrimidine-
8-carboxamide

7.82E-08

251608

tert-Butyl 5-amino-2-(4-pyridyl}-4-(3-{{N-

amino)-phenyl}-thleno|2,3-dlpyrimidine-
E-carboxamids

{1-hydroxy-2-methyk-prop-2-yi)-glycinyl)- .

3.47E-08

4.00E07

teri-Butyl S-amino-2-(4-pyridyl)-4-{3-
((N.N-bis-(2-mathoxyathyl-glycinyl)-
amino)-phenyl)-thisno[2,3-d]pyrimidine-8-
carboxamide

3.82E-08

1.23E-06

37
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Claims

1.

NoowoawN

A thieno[2,3-d]pyrimidine derivative according to general formula I,

HT\;;){;(Q\M

X
NH,
0

N¥ A
'“\A/l*" | S W

"o - (Fd]mml) - . aw = e

;o ora phannaceuucally acoeptable salt t.heraof ‘wherein - .

XisQor BH
A is 8, NH, N(R%, O or a bond;
R! is (1-4C)alkyl, (2-4C)alkenyl, phenyl or (2-5C)heteroaryl, the phenyl or
heteroaryl ring optionally being substituted with one or more of the group of
substituents: hydroxy, halogen, nitro, mﬂuoromethyl cyano, amino or (1-
4C)(di)alkylamino.
R?is H, (1-4C)alkyl, (1-4C)alkoxy(2-4C)alkyl or hydroxy(2-4C)alkyl;
R*and R* can be independently selected from H, (1-4C)alkyl and hydroxy(1-
4C)alkyl;
R’ is H or (1-4C)alkyl, and
R* can be selected from the same groups as described for R'.
The compound according to claim 1 wherein X is H,H.
The compound according to claims 1 or 2 wherein R? is (1-4C)alkyl.
The compound according to claims 1-3 wherein R*=R*,
The compound according to claims 1-4 wherein R*=R'=H
The compound according to claims 1-5 wherein R? is (1-4C)alkyl.

The compound according to claims 1-6 for use in therapy.
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A pharmaceutical composition comprising a thieno[2,3-d]pyrimidine compound
according to claims 1-6 or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, in
admixture with a-pharmaceutically acceptable auxiliary.

Use of thieno{2,3-d]pyrimidine compounds according to claims 1-6 ora
pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof for the manufacture of a
medicament for the control of fertility.

A method to treat fertility disorders in patients in need thereof by administration
of an effective amount of a compound according to claims 1-6.
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finn which, or for which, the Filing Date Application No. {only for regional or
i __(avmonthAvgr]
item (1)
EP (designated NL } 04-09-200! 012033288 EPQ
ilcin (2)
item (3)

Mark the following chack-box if the ceriifisd copy of the sarlier application is to be issved by the Qffice whick for the purposer of the present
igfernational application Ix the receiving Qffice (a foe may be required):
The reeciving Office is hereby requested 10 prepare and tranamit o the Iniemational

]

Box No. VIl INTERNATIONAL SEARCIIING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) (If iwo or more Inmrnational Searching Authorities are N
competent 1o carry out the international search, indicate the Authorlty chasen; the wo-detter cods may ba used): 1SA /EP

Kurlicr search Fill in where o search (iniernational, international-type or other) by the Intsrnational Searching Authority has alreadly been carried )
vut or requested and the Authorily is now requesied 1o ba the inrernational ssarch to the extent possible, on the results of that earller search, identify
such seorch or request either by refarcnce io the relevant application (or the transiation thereqf) or by reforence ia the ssarch request

" . “iwumiry (or regional Office): Datc (dewmanthivear) Number:
EP 04-09-2001 01203328.8
Box No. VIII CHECK LIST
his im:n!au'nnul application containg ‘Chis intcationa! application is acsompanicd by the item(s) marked bulow:
the following nunber of shicets: . m separate signed 5. E fee caltulation sheet
1. request 4 shoets power of mlomey
2, description: 33 shoels 2 E copy of geneml 6. D separsic indications conccming
3, clai 2 shets power of atiomey deposited micreorganisms
., claims: .
e 3. [] smtcment explaining 7. [] sucteotide snavor wmino acid
4. nbstroct: 1 shecly Inck of signature soquence listing (diskeis)
4. D pricrity documentis) 8 E‘] other (specifi):Letier Raquest Refund
5. drirwings 0 sheets identified in Box No VI copy Eurapaan Ssarch Raport
as fem(x)
& Sequence listing 0 sheety
Tolul ; 60 sheets.
Figure Na, of thic drawings (if any) should accompeny the sbstract when It is published.

| Bex Neo. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

ty in which the person signs (if such capacity iz not obvima from reoding

Nexrt i each signarare, indicals the nome
request)

. van Wezenbeek

For receiving Office uae only

. . 2. Dmawings:
1. Date ol aetunt receipt of the porported .
international applicetion: D noceived
3. Corrccicd dnle of aciunl receipt due (o later but
timely received popers or drawings completing
. . o

not
{4 Doicor timely receipt of the required D received:
|covrcelions under PCT Apticlc 1021

3. ntcemational Scurching Auwhority o/ 6. Ij Tramemittal of seasch copy delayed
‘ specificd by the applicant: until seprch fec is paid

For Internmlonal Burcau use only

Date of reecipl of the record copy
by the intemational Bureay:

Form '"CT/RQ/101 (layt sheet) {Janunry 1994; reprint January 1998) See Notes io the request form
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Thiz sheet iz not part of and does noi count ax a sheet of the international applicaiion. t/J
PC T For raceiving Office use only
FEE CALCULATION SHEET
Aptex to the R

Applicant’s or agent's

filc reference  2001.668 WO
Applicant

Akzo Nobel NV,

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES

I. TRANSMITTAL FEE |EUR. 100,=

(1]
2. SEARCH PEE |EUR 945.~ [s !

Intcrnationsl scarch Lo be carricd autby  EPOD
{{f two ar more Inisrnational Searching Authorities are compelent in relation 1o the international
upplication, indicars the name of the Authority whick is chosen to carry ouf the inisrmational search .}

3. INTERNATIONAL FEE

Rasic Fee . 60
The intemationnl application contains .
5130 BHEE o oroe (R 444~ [5]
30 EUR 10= | 300= [bs |
remaining shecu additionsl smount
b Add amounis entered at by and by and enter total at B lEUR 744, = [ B ]
Desipnation Fees
The international spplication contains 58 designations
o smount of designalion fee IEUR 480,= | D l
payable fmeximun 3 )

Add nmounts cntered at B and D and cnier total a [ 224 = I 1 l
{Applicunis from cerigin Siates ore entitled 1o a reduction of 73% of the IEUR 1224,

international fee. Where the applicant is (or all applicanis are) o ealitied, the

total to b entered et ] is 25% of the sum of the amaunis entered ot B and D)

4. FEEFOR PRIORITY DOCUMENT |EUR. 30,= J P l
5. TOTAL FEES PAYABLE
Add mnounts entered 2t T, S, [ and P, EUR 2299=
and enter total in the TOTAL box

TOTAL

The designation fee is not paid ut this tinve.

PﬁOF PAYMENT

X suthorization 1o charpe
tlepasit uecount (see below) bank draft coupons
| chogue cash . other {gpacifi);
pastal money order revenue sismps

DEPOSIT ACCOUNT AUTHORIZATION ( this mode of payment may not be avallabls at all recetving Qfficas )
meres EPO

X is herchy sutharized to charge the toial fees indicated sbove to my deposil account

X is horeby authorized to charpe any deficiency or eredit any averpaymont in tho total foes indicated sbeva 1o my
deposit account. -~

is hereby suthorized W charge the fee for preparation snd
Burcan of WIPO to my deposit account,
2809 0012 27 August 2002

Depaosit Account Number Dute (dawinonih/year) R P.M: _ ‘
Form PCT/ROV101 {Annex) (January 1996; reprint Janusry 1998) Sec Notux to the fee calculation sheet




" Thhe chunrcumd maext b filuel dircetly with the copyeient Internations! Prelininary Kxamining Authorlly ar. f two or more Authoritios are compietent, with the
chageit by the applicant. The full name or hro-letter code of that Authority mey be indicared by the applicant on the line Selow:

vé

- I_I'EM

CHAPTER II

PCT

DEMAND

under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned roquests that the international application specificd below be the subject of
inlernational preliminary examination according to the Pateal Cooperation Treaty.

For Intemationgl Preliminary Examining Authorily use only

tificntion of IPCA_ | Date o recaipt g DEM
Applicant's oz ngent's filc reference
Box No.I IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION 2001.668 WO
International application No. International filing datc (day/month/pear (Earlicst) Priarity detc (daymonth/year)
PCT/EPO2/U9648 29-08-2002 04-09-2001

Title of invention

I “Glycine-substituted thieno[2,3-d[pyrimidines with combined LH and FSH agonistic activity”

Box No. 11 APPLICANT(S)

’;ne and eddross:  (Fewily nome followsd by given name; for a legal entity, fill official designotion. The | Telephone No.:
axddraas sinst includs poasial cody and name of couniry.) 0412-666380
Akzo Nobel N.V. ' Fagsimile No.:
Vi’;lz"’! "“u : [g 7! R6E HEM 0412-65052
The Neiherlands
Teloprinies No.:
Stuie (i.e. comniry) of nationality: N7, State {i.e. couniry) of residence: NL

Neme wid oddross: (Femily nume fullmeed by v name: for o feged swtily, full afficiol devignation, The ackirass sl buhals perial crds and seme of cmstry)

IANSSEN,
Robert, Gerard, Jules, Murie
N.V. Organon

osthuy 20

The Netherlands

Stale (i.e. country} of nationality: NI, State (i.e. country) of residence: NI

Numse nnd nddrors; fFumily mune fllewcd by given name: for @ legal eity, full ffickal desiynation. The ariress must inchaile pasial cade ond aame of cousiry)

TIMMERS,
Cornelis, Mariuy
N.V. Organon
Pastbus 20
$340 BH (OSS
The Neiherlands

Stote (i.e. country} of nutionality: NL State (i.e. country) of-residence: NL

D Further opplicunts are indicated on s continuation shoet.

Enrre IFTADEA AN Ifiret choet) £ 1004+ rruring § 10081 Fom Maas woor ¥ '
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International applicstien No.
ShectNo. 2....... PCT/EP02/0V648

Contlouation of Baz No. I APPLICANT(S)

If none of the following vub-boxes is uved, this shewi Is not o be incinded [n the domand

Name mul ackireas: firmily imug follrnwed by piven mame; for o st anilty, full officiel desipaation. The addrazs st incled pasial code and natic of comiry )
KELDER,

Jan

N.V. Organon

Postbus 20

3340 BH (ISS

The Netherlunds

Siato {i.0. comtry) of nativnolity: NL Siato fi.e. country) of residance: NL

¢

Nume ond podreax: (Frmily e folluwed by ven name; for o legel enidly, Jull official dexigrotion. The addraxs mud incluls pastal cods vl rame of cumilry,)

Siale (Le. comury) of nationality: State (.e. couniry) of residence:

Noane sl naklreus: (Family nause filluwed hy given name; for ¢ bagal entily, fil official dasignation. The addraes st inchude posial eode and noame of camiry)

Stute (7. coswnry) of notionality: State (1.e. country) of residencs:

1 Nawe ond skdress: {Family nom: folineed hy siven nome; for @ leyd enpity, full afffcial desipeaiion. The oriress st inclwin pastal code ond name of cowntry,)

@

Stute (1.2, conntry) of netianality: ) Sinto (7.0, cosmry) of residence:

D Purther applicants oro indicsted on another continuation gheot,

Form PCTAPEAMO! (coniinustion sheot) (Janunry 1994; reprint January |996) Swa Notes to the desnand form
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International applicetion No.
Sheet No. 3.. PCT/EP02/09648

Bax No. Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

Tiw following person is E ngent D LOMmINoN represcntative
and hus beon appoinied earlior ond repsents the applicant(s) also for intemational preliminary examimtion,

D is heruby appoinicd and any exrlicr appointment of (an) agmt{s)}comman represcniative is hereby revoked.

D in horeby appointed, specifieally for the proccdure before the International Preliminary Examining Autharily, in addition to the sgani(s)commen
representotive appoinied carlicr.

Namc and atdreas:  (Fawnlly nawe followad by given nome; for o legal antity, full official dexignation.” | Telsphone No.:
The oddrecy stunt Includs pastal code and nowre of country)
412-66621%

P.MG.F. van Wezenbeek Facaimilo No.:
P.O. Box 20
$140 REE'Q (1412-650592
The Netherlandy

-- Teloprinter No.:

Mark this check-bux whers no agent or conumon reprmenativo is/has bean appolnted 2nd the space sbove is used instesd ' indieatc & speciol adircas

# 1o which correspondunce should bo sent.
Heox No. IV STATEMENT CONCERNING AMENDMENTS

“The applicant wishes the interantional Preliminary Examining Authority®
(i) [E 1o slart the imernational preliminary examination on the basis of th International epplication as ariginally fllod,
(ii) D In take into nccount the omendments under Article 34 af

D the doscription (amendments attached),

D the claims {(nmendments attached).

D the drawings (smendments attachod).

(iii) D w 1ake in account any amendments of the claims under Article 19 fHed with the International Buresu (a copy 1s atinched).
) D io disregard ory amendmonts of thy claims made under Article 19 and to consider them sa roversed,

{v) te panponc the surt of the laternetions! preliminary axamination il the expimtien of 20 months from the priority datc unless that Authority
neceives o copy of omy amendments made under Articlo 19 or o nolice ftom the applicant that he doce not wish 10 make such emendments (Rule
‘ 69.1{d)). (Thix check-bax may be marked only where the rism limis wader Articis 19 haz not yet expired.}

Where no check-box ia marked, international preliminary exsmination will start on the tasis of Lhe intemutionsl wlnmn - uriginll_ly filed or,
where u cupy of amendments to the claims under Article |9 and/or amendments of the intemational application under Article 34 are m?uved by the
Intemasional Proliminary Examining Authority bafors it has begun 16 drew up & written opinicn of the international preliminary sxaminntien reporn, o8
a0 amended,

Box No. V ELECTION QF STATES

g "M applicant hereby clcets ail eligible States (that ix, all Sictar which hove bean designared and which ars bound by Chapeer If of the PCT) cxcept

fif the upplicant doas rot wizk 1o elact eartain aliglbls Siates, the pamafy) or couniry code{s} of thase Srares muxt be indicated above,)

Faim PCT/IMEA/4D] (second sheot) (Januory 1994; reprini Januory 1995) Sar Notar to the demand form
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doscription
cluims
drawinga

2. leiter secompanying amendmonis
undor Anticle 34

J.copy of umcndments yndey Adticle 19
4.copy of satemnent under Article 19

5. other {apecifi:

Interoational spplication No.
Sheet No. 4. PCT/EPO2/09648
Box Ne. VI CHECK LIST
The demand is sccompanicd by the Tollowing dosuments for the For Intarnational Preliminacy
purpeses of mitemalionsl preliminazy examination: Examiaing Autharity us= only
I. amendimenis under Articlo 34 recaived nol received

FEER FEE

Tha demand is also accompanied by the item{s) lllrl:d below:
L D separate wighed power of sitomey
.2 D cupy of goncrol power of altorney

. 3 D statnent expinining Inck of signoture

4, E fos calculation shaet
5. [] otver tapectt

Rox No. VI SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

depwnd).

P.M.G.F. van Wezenbeek

Next to wach signature. indicate the nowe of the persos signing and the capaclty in yhich the parson sigar {if uch capuclly i not olrviows [rom reading the

I. Dmie ol aciiml receipt of DEMAND:

For Intermational Preliminary Examining Authority use anly

Adjusied dute of reccipt of demond duc
la CORRECTIONS under Rule 60.1{b):

3, D "The dote of reccipt of the demand is AFTER the expirstion of 19 momha The sppiicant has been
from the prierity date and item 4 or 5, below, does not opply.

infarmed accordingly.

4, D Tho daic of recxipt of the demand is WITHIN the period off 19 montha fram the priority daie as extended by virtus of Rule 80.5.

Rulc 82

5. D Although the dulc of receipt of the demand is altay the cxpiration of 19 montha from the priority date, the delay n arrival is BXCUSED purmunt o

Demand reecived from \PEA en:

For Intemational Bureou use only

Form PCT/IMEA/A0 (lnst sheot) (January 1994; reprint Jonuary 1996)

Sae Notss io the demarnd form



CHAPTER II

PCT

FEE CALCULATION SHEET

Annex to the Demand for intersationa] preliminary exsmination

¥or Imzmationa} Proliminary Examining Avthority usc only =
Intarmnationel
sppliantion No.  PCT/EPO2/09648

Applicant's or agenl's

— 2001.668 WO Deto amp of the [FEA

v

Applicant Akzo Nobel N.V.

Calcalation of prescribeil fecs

1. Preliminary exomination fee EUR 1330, P

2 Hondling fee (Applicantz from cartaln Stetes are
entitled 1o a reduction of 75% gf the handling fes.
Where tie applicant is {or ofl applicants ore} xo an-

title, the amownt 1o be envered ot H 1 25% of the I EUR 159,= H
haudling fee)
3. Total of prescribed fees EUR 1689, =
Add the umounts entered at I* and H
and enter win) in the TOTAL box
TOTAL
Mode of Payment
anthorization o chorge deposit D
accourit with the LPEA (sce below) cash
D chegque D fevenue sampe
D nostal money order D coupons
[T oank dmn [ oter gty

Depasit Account Authoriznilon (his mods of payment may nol be availabie ol all IPEAY)

TheIPEA? EPO EI hhﬂﬂﬂﬂmﬁuﬂlﬂ:hﬂfg:ﬂnbﬂlhindkﬂdﬂhﬂuu;mydwitmum

(thiz check-bax may be marked only {f the conditions for depaxii
suthorized to cherge my deficicocy or credit any overpayment in
my daposit account. |

2800 0012 30-01-2003

M.G. Wezenbeek
] . Sisnsue

{_Dopopit Account Number ___Diyle fdowinapilyiwor
TForm PCIZAPEA/O| (Annax) (January 1996) Sev Notes io the fes calcwlation shea



IWRNAM NAL SEARCH REPORT

Application No
PCT/EP 02/09648

CLABSIFICATION

tre 7

C07D495/08  Re1K31/505 AG1P15/08

Acconding 1o Infornationsl Patant ClasaTication (\PC) o¢ to both national casstiication and IPC

B, FMELDS SEARCHED

Minkvum documentaiion saarcherd (mn sysism followsd by ciaseification symbols)

irC 7

C07D A6XK

Documeniailon searched other than minkmum documeniation 16 the sdenl thal sech documents am included In the fletds searchad

Elsctronlc cein bass consulad during the inismatiorsal search (nams of data bage e, whom pracibal, saarch tarms used)
EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS

'C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Ciintlon of document, with indication, whem sppropriaie, of the minvan! paassges

Ratyvant io cialm No.

A

WO 00 61586 A (AKZO NOBEL NV ;ADANG ANTON
EEBERT PETER {(NL); GERRITSMA GERRILDINA)
19 October 2000 (2000-10-19)

1-10

cited 1n the application
116; table 1

page 3, 1ine 9-21; claims 1,8,15; example

D Further docutmonta are fisted In the coninuntion of b .

E Paisni tamily members sre lislad In snnec

'E w:dwumlu published on or aharihe Inlermallooal

" ﬂmmu:;m'?m:.lhwmuhlunmm ullnmw

elllbnurolll-rlnd-lm(llm
o WMMhmuddhm . uma, sxhibiion or
lPI

mﬁ Hpﬂwhhhﬁmlﬂlmﬂlm

* Special calagories of ciad doarnenis : docrment pubishad snar mm
*A' cotumant defining !ugmmmo:h art which in ot T -:r' mmmhm “mmu"
conaidered 10 be of paytizular ievance o

" dooumeni of panicular rigvance; tho cisimad ivertion
cannal be conitersd novel or canntd b oomakipred to
involve en invantive step whan the dosurnart is telen alone

*¥* documant of mwuu—umuhn e

conaidered to bywalve an invantive whan
ﬁu"ﬂ’:' mﬁdwhucmdhlr‘:updlﬂu-
m-mmmmmwa parson exlied

‘ar dﬂmﬂmnﬁdhmpﬂﬂhﬂﬁ

Data of the ariual compistion of the Intemational saarch

Deade of maling of the iniamational saarch repori

2 December 2002 10/12/2002
Nams and maling adkiross of the 18A Aushosized cifioey
European Pulani Otfice, P.B. 5818 Puanilan 2
NL - 2280 HV

Fonm PCTASAR10 (wacona shaml) {luly 19652)



WO U3U20/727

PATENT COOPERATION TREATY | PeTiEPo2osses
t Q6 MAA 20"
From the INTERNATIONAL BUREAU 72,
PCT
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE Behandalddoor Dy |/
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL P.M.G.F. VAN WEZENBEEK | pp 7 »
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES P.0.BOX 20 - ramn_ |Av
NL-5340 BH Oss Bericht d.d.
(PCT Rule 47.1(c), first senience) PAYS-BAS aan
Berwry. d d,
Dale of mailing{day/month/yeur) , i
13 March 2003 (13.03.03) 2.” Z | Atoggen N8

Applicant's or agent's file reference

2001.668 WO . IMPORTANT NOTICE
Iniemational application Na. Inlemational filing dele{daymonih/year) Priority dale{day/mondi/vear)
PCT/EPQ2/009648 29 August 2002 (29.08.02) 04 September 2001 (04.09.01)
Applicant
AKZO NOBEL N.V.

®

13

!.ll

Nuotice is herchy given thal the Intemnational Burcau has communiculed. ax provided in Article 20, the inlemational application 1o the
following designaled Offices on the daie indicated above as the dule of mailing of this notice:

KP, KR, US

In aceordance with Rule 47.1(c), thind u:nlcnc.a. thosc Offices will uccept the present notice as conclusive evidence that the communication
of the intlemnational application has duly wken pluce un the dale of mailing indicated above and no copy of the inlemntiona] application is
required 10 be furnished by the applicant 1o the designated OHice(s).

The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time:

AE, AG. AL, AP, AU, BA, BB, BR, BZ, CA, CN, CO, CR, CU, DM, DZ, EA, EC, EP, GD, GE, HR, HU, ID, IL, IN, IS,.JP,
KE, LC, LK, LR, LT, LV, MA, MG, MK, MN, MX, MZ, NO, NZ, OA, PH, PL, RO, RU, SG, SI, TT, UA, UZ, VN, YU, ZA

The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermiore, those Offices do nal require the applicam
furnish a copy of the iniemational application (Rule 49. 1{a-bis)).

Enclused with this notice is s copy of the internstional application as published by the International Burcau on
13 March 2003 (13.03.03) under No. WO 03/020727.

TIME LIMITS for filing u demand for International preBminary examination and for eatry Into the nationu] phase

The applicuble Lime limit for entering the notional phase will, subjuct 1o whal % sald In the following parugruph, be 30 MONTHS from
the privrity date, nol only in respect of any elecied Office if 2 demand for intermational preliminary cxamination is filed before the
expiralion of 19 months (rom the priority date, bul also in respect of any designaied Office, in the absence of filing of such demand, where
Anticle 22(1) as modified with effect from 1 April 2002 applics in respect of that designaied Office. For further deils, see PCT Gadene
No. 4472001 of 1 November 2001, pages 19936, 19932 and 19934, as well as the PCT Newslerter, Ociober and November 2001 and
February 2002 issues.

In practice, time llmits other than the 30-month (ime Emit will continue (o spply, for various periods of lime, in respeet of certain
designaled or elected Offices. For regulur updates on the npplcuble time Mimits (20, 21, 30 or 31 months, or other ime limit), Office by
Office, refer 10 the PCT Gazeite, the PCT Newsletter and the PCT Applicani’s Guide, Volume 11, National Chapiers, all availuble from
WIPO's Inwemel site, ot hitp=//www.wipo.int/pcei/enfindex.himl. ’

For filing a demand for International preliminary examinution, see the PCT Applicant’s Guide, Volume UA, Chapier 1X. Only an
upplicanl who if & national or resident of a PCT Contracting Stute which is bound by Chapler 11 has the right 1o file a demand for
intemutional preliminary examination (at present, all PCT Contracting States are bound by Chapter 11).

1v is the applicunt’s sule responsiblilty o monitor all these time Limits.

The Inlemational Bursan of WIPQ Authorized officer

34, chemin des Colombe .
1211 Geneva 20, Switzerland Judith Zahra

Facsimile No.(4[-22] 740.14.35 Telephone No.(41-22} 338.91.11

Form PCT/1B/308 (April 2002)
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PATENT COOPERATION TREATY
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To: l 1
VAN WEZENBEEK, P.M.GgFr s THE INTERRATIONAL SEARGH REPORT
NL-5340 BH Oss P OR THE DECLARATION
NETHERLANDS — A
Bericid a.0. l (PCT Rule 44.1)
BAn: .
E-W.E
Allapoa- | {pate of masng
T ||(dewmomniaen  10/12/2002
Applicant's or agent's flle reference
2001.668 WO FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
imtemational appication No. Intemational flling date
PCT/EP 02/ 09648 . (doyimonthiyear) 2010812002
Applicant

AKZO NOBEL N.V.

1. [X] The appicant is hereby notified that the Intamatonal Search Rapart has been established and Is transmitied herewh.

Fliing of amendments and siatement under Article 18:
The appiicant le antitted, if he 80 wishes, to amend the clakns of the intemational Application (see Rule 46):

Whan? The time limit for fling such amendmaenta la normally 2 monthe from the date of tranamital of the
Intemational Search Raport; however, for more datalla, ses the notes on the accompanying shaet.

Where? Directy to the International Bursau of WIPQ
34, chamin des Colombeties
1211 Geneva 20,
Fascimile No.: (41-22) 740.14.35

For more detalied Instructionas, 888 the notes on the accompanying sheat.

2. D The applicant is heraby notified that no Intarnational Saarch Raport will be astablished and that the deciaration under
Article 17(2)(a) it that etiect is tranemitted harewith,

3. D With mgard to the protest against payment of (an) addiional jee{s) under Rule 40.2, the applicant Is notified that

I:] the proteet together with the decialon theraon has besn tanamitied 1o the Intemational Bureau together with the
applicant's requast to forward the taxts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

[] no decision has been made yet on the protest; the applicant wif be notified &8 soon as a decision is made,

4. Further action{s): The applicant is reminded of the following:

Shortly after 18 months from the priority date, the Intemational appitcation wil be published by the International Bureau.
If the applicant wishas to avold or postpona publication, & notice of withdraws! of the Intemational application, or of the
priority cialm, must reach tha International Bureau as provided In Rules 80bis.1 and B0bis.3, respectively, bafore the
compietion of the technical praparations for intemational publication.

Within 19 menths from the priority dats, a demand for intemational preliminary examination muat be fled if the applicant
wishes mrpostpona the entry Int: the national phase untll 30 months from the priority date (In some OMces even later).

Within 20 montha from the priority date, the applicant must perform the prescribad acts for antry Into the national phase
before all designated Offices which have not baen elected In the demand or In a later election within 19 menths from the
priorty date or could not ba elecied becauss they are not bound by Chaptar Il

Name and maling addiress of the Interational Searching Authostty | Authorized officar

T = Europsan Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2 . .

NL-2280 HV Rijswijk Sandrine Polenzani

O} Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo i,
Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCTASA220 (July 1998)
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These Notes

&

When?

Howr?

NOTES TO FORM PCT/ISA/220

are intended io give the basle insiructions concaming the filing of amendments under arlicle 18. The

Noies are basad on the requirements of tha Patent Cooperation Trealy, the Regulatiors and the Adminisirative instructions
under thal Tresty. In casa of dacrepancy betwesn thass Noles and thoss requiremants, the latier srs appliosble. For more
datsilad information, see also the PCT Applicant's Guids, & publication of WIPO.

in theas Notes, "Article”, "Rula®, and "Seation” refer io the provisiona of the PCT, the PCT Regulatlions and the PCT
Mnmll-lrudmr-pmtvdy

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant has, after having recsived the inbemational search report, mmﬂybmhdmdh
intlemationsd application. & should howevet be emphasized thal, sinos all parts of the inlemational applicstion (olaims,
desaription and drawings) may be amencded during the inlemational preliminsry sxamination prooadure, thers is usually
no nead to fils amendmenia of the claims under Asticle 15 excapl whemn, 5.g. the applicant wanis ihe islier io be publiahed
for tha purposes of provisional protsation or has another reason for smanding the clsime belore intemational pbuliostion.
Furthermore, il should be emphasized that provisional protection is avallable in some States only.

What parts of the intemational application may be amended?

Uncler Article 19, only the olaims may be amended,
During the inlamational phass, hdmmqﬁnbmﬁd(ormmmmﬂhm

the Indiemalional Preliminary Examining Authorily. The desoriplion and drawings may only ba amended under
Examining Authorily.

Articls 34 bafore the Intemnational

Upon entry into the rational phese, all parts of the intemetions! spplioation may bs amended under Artiole 28
or, where applioabla, Asticie 41,

Within 2 months from the dale of ranamittal of the inlsmational ssarch report or 16 monthe from the

date, whicheviar time Emit expires latar, & shauld be matad, howaver, that the amendments wil be considerad
& having bean received on time if they are received by the Inismational Bureau «fier the expiration of the
lﬂiﬂﬁhﬁlﬁmﬁﬂlhﬂﬂnhﬂnﬂlﬂﬂdhmwhmwﬁulm

Wiwre not to file the amandments ?

The amandments may only be fied with the Intemational Bureau and nat with the recelving Offios or the
Indemational Ssarshing Authority (Rule 46.2).

win-m.umnmmmqmn-bu_uhlumm.

Eithar by cancelfing one or more entire daims, by adding one of mom new alaims or by amending the bext of
one or more of the claims as filad.

A replacemnent shest must be submitiad for sach shaet of the olaims whish, on account of an amendment or
amandments, diflara from the shest originally fled.

All the olsims sppearing on a repiscemaent shest must be numbered in Arsbic numerals. Whare a olaim s
oanoelled, no renumbering of the cther claims is required. In all cases where olaine are renumbered, they must
be renumbered consscutively (Adminisirsiive imstructions, Section 205(b)).

The anendmeonts must be made in the language in which the intemstional appliication s to be published.

Whet docursents must/may sccompany the amendments?

Latter (Section 205(b)):
The smandmenis must bs submittad with s letier.

The ietier will not be published with the intemational applicalion and the smended dsims, R should nat be
corusad with the “Statement under Artiols 19{1)" (ses below, under "Bistement under Artiole 18(1)7).

The letter must be in English or Franch, st the choloe of the appiicant, However, K the lsnguage of the
international application s English, the letter must be In Engiish; if the isnguags of the internationgl] application
{a French, the istter must be in French.

Notes to Form PCTASA220 (first sheet) (January 1994)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letier must incioats the difiarences between the olaims as fled and tha ciaime as amended. it must, in
p-'lnult.rmiuh in connection with each clsim appearing in the intemnationsd spplication (it being understood
idantioal indications canoaming ssveral alaims may be grouped),whather

() the claim ia unchanped;

() the claim is cancelied;

() the olaim i now;

{w) the claim repizoss one or more oleims s filed;

(v} the claim i the resutt of the division of a olaim as fled.

Tha following exampies Bustrate the manner in which amendmants must be axplained in the
acoompanying letter;

1. [Whers originally there ware 48 alsima and alter smenciment of some olaima there are 51J:
*Claums 1 to 29,31, 32, 34, 35, 37 1o 48 replaced by emended olaime baaring the sams numbers;
claima 30, X3 and 36 unchanged; new claims 40 1o 51 added *

2. [Where orignally thers ware 15 alaims and after smendment of all clsima there wre 11):
*Clairma 1 in 15 replacad by armended alalve 1 to 11.°

3. [Whame oripnally thers ware 14 claims and the amendments consist in canceliing some olalms avd in adding
new clams]

“Claims 1 to & and 14 unchanged; cisims 7 to 13 cancelied; new olaims 15, 16 and 17 sddad.” or
“Claims 7 to 13 cancelad: new claims 15, 1Gﬂ17.ihd.lldf_mm'¢d.

4. [Where various kinds of amendments are made];
"Claims 1-10 unchanged; claims 11 1o 13, 18 and 18 cancalled; d-m14.15ﬂ16nﬂ—dbym
claim 14; dm!?wWﬂonm 15, 1lmd17 new claims 20 and 21 adkied,*

“Btutoment under articks 16(1)" (Rule 48.4)

mmlmhmwwlm.ﬂuﬁﬂhmmmwmmhpd
H;ﬂul?;-mmhmmhm tha drawings (which cannot be amended under

The ststemert wil ba published with the intemationsl application and the smencied claima.
&R muat be n the languaga In which the internstional appplication is to be publishad.
it munt be bried, nol sxceeding 500 words H in English or H ranslaied into English.

it shauld not be conhmed with and doss not /eplace the lsller indicaling the differences batween the claims
aa fled and &3 amended. § must be fiad on & ssparete shest and must be identilied sa such by s headiing,
prefersbly by using the words “Siaternent under Artinle 19(1)."

it may not contsin ey disparaging commenis on the inlemational saarch report or the relevance of alations
nrldrndhlhdwutﬂnh-mlom relavant io a givan claim, uinmdhllnmnﬂmdu-dl
report may be made only in connection with an amendment of that olaim.

Conssquence if & demand for Itemationsl preliminary sxamination has siready been flled

It, at the time of fing any amendments under Article 19, a demand for internationa) preliminary sxamination
h.ududyhunlm hqﬂlemtm-tmm af the same ime of filing the amendmants with the
Indemnational Bureaw, nholhnupyd-udl-n-nmlhﬂhhmm-lhﬁwy&.m
Authority (unnuhl?.zm.lhuulnu)

Consonuence with regard to tanslstion of the international application for entry inte the netional phase

Tha applicant’s sitention is drawn to the fact that, whare upon entry inio tha national phese, a ranslstion of the
clsims aa smended under Asticle 18 may have 1o be fumished to the designsiad/elecind Officss, imisad of, or
in addiion to, the translation of the daims as filed.

For further details on the requirements of sach desipnaisdicisatad Offios, sse Volume It of the PCT Applicant's

Noles ta Form PCTASA220 (second shest) (Januery 1994) -

ERISTWYSITY «VETD Al sifn. |
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PATENT COOPERATION TREATY |4

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Articie 18 and Rules 43 and 44)
Appicants of agents fie referance FOR FURTHER 6@ Notiication of Tranamital of Intsmatonal Search Repor
Form PCTABAJ220) as well whar applicable, tam 5 bolow.
2001.668 WO ACTION pewee
International appHcaton No, intemational filng date (day/moniivyear] | (Earies) Priaity Dewe (dayimontvyear
PCT/EP 02/ 09648 29/08/2002 04/09/2001
Appiicant

AKZO NOBEL N.V.

Thie Intemational Search Report consists of a total of 03 sheata.
Itls also accompaniad by a copy of each prior art document dited In this report.

This Imemational Seerch Feport has been prepared by this imemational Smrmlng Autharity and Is transmitiad to the applicant
according to Articie 18. A copy s baing ransmitted o the Intamational Bureau

1. Baale of the report

Authority (Rule 23.1(b)).

furnighed

OO0 0O 00000

4. With regard © the title,

5. With regard to the abatract,

Cartain claims were found unssarchable {See Box I).
Unity of invantion ls lacking (sase Box I1).

[X] thetaxt is approved as submitted by the appilcant.
[0] thetext has bean estebished by this Authority ¥ read as tolows:

X] thetextis approved as submined by the appiicant.
the text has baen establiehed,

a. Wih regard to the language, the intemnational search was carried out on the basis of the intemational application In the
language In which It was filed, uniess otherwise Indicated under this ham.

the iInternational search was camried out on the basls of a transiation of the Intemationai appication fumished to this

b. With regard to any nucieatide and/or amino acid ssquenca disciosed In the imemailonal appication, the Intemational eearch
was carriad out on the basls of the sequence listing :

coniainad In the intsrnational application In writtan form,
filed tngether with the intemational application In compuier readable form.
fumished subsaquently to this Authority In wrien form.

fumished subsequently to this Autharity In compuier readble form.

the statament that the subseguently furnished written sequencs listing doas not Qo beyond the disciosure in the
intamational application as fled has baen fumished.

the statament that the Information recorded In computer readable form s idantical to the writtan saguence listing has baan

to Rula 38.2(b), by thig Authorily as it appaass In Box lIl. The applicant may,
within one month from the datwe of malling of this imamnational saarch report, submit comments to this Autharity.

8. The figure of the drawings t ba published with the absiract Is Figure No.
] =ssupgested by the appicant
D becauss the appicant salied to suggest a figure.
[C] becauss this figure better characterizes the invention.

D None of the figures.

Form PCTASA210 (first sheet) (July 1508)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International Applicstion No

PCT/EP 02/09648 = -

(o

ATION OF SUBJECT MATTER
C07D495 04 A61K31/505 A61P15/08

According to Inlemational Pelerd Classification (IPC) or 1o both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation ssarched {(classification sysiem followed by ciassiication symbois)

IPC 7 CO7D A6IK

Decumaniation saarched other than minimum documentation to the axtent that such documants ans inciuded In the fiaids ssarched

Electronic dala base consulied during the. inlarrational saarch (name of daia base and, where practical sesrch terms used)
EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Caation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant 1o claim No.

A

WO 00 61586 A (AKZO NOBEL NV ;ADANG ANTON
EGBERT PETER (NL); GERRITSMA GERRILDINA)
19 October 2000 (2000—10—19)

cited in the application

page 3, 1ine 9-21; claims 1,8,15; example
116; table 1

1-10

D Further documents are listed in the continuation of box G.

E Patant tamily members are listed In annex.

* Special caloegorios of clied documents :

"A" docurnan which
s S e e

*E* earier documani but publishad on or aher Ihe Intamational

fiing date

b domn‘mmunlxlﬂlmmmonm claimis) or
whichiscladioa
cliadion or ather spacial regson (a8

*0" documeni refeming o an ol disclosure, usa, sxchibition or
other means

T Iator documant publishod after tha intamational fi dlli

1 publahed prior to the intermational fing date bul nthoart

P* docurnen
later than the priority date

or priorlty data snd not I confiict with tha

e o o sy i
X' doctanan of pariicuiar reloval the claimed mvention

mmhdm“nl?ﬁlmhw
woiva an inveniive stap whan the document is lllklnlhno
bilsh the publication deie of another ‘v documant of paicular relevance; the cleimed verion

spectiec) cannal be considarad (0 invoiva an Inveniive stsp whan tha

documan! Is combined with oha or more other such docu—
manta, such combination being obvicua 1o a parson akilied

'S documani member of the shme palent family

Data of the actual complation of the Intemational search Date of maling ol the international saacch raport
2 December 2002 10/12/2002
Name and maling acdmes of the I1SA Authorized officer
Eumplummeh.P&ﬂllemunz
NL. - 2280 HV Rijswik .
T ) a0 - 31 BS1 spo Guspanova, J

Fomn PCTASA210 {mascna sheol) puly 1962)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT ,
intermation on patant famlly mambers A "
PCT/EP 02/00648 -1 B
Patent document Publication Paant family Publication
cited In search report dats member{s) daw
WO 0061586 A 19-10-2000 AU 3816600 A 14-11-2000
BR 0009558 A 19-02-2002
CN 1349535 T 15-05-2002
Cz 20013605 A3 13-03-2002
Wo 0061586 Al 19-10-2000
EP 1171443 Al 16-01-2002
HU 0200653 A2 29-06-2002
NO 20014824 A 04-10-2001
TR 200102839 T2 22-04-2002

Form PCTABA/210 {pwient family arnex} (Wuly 1962)




- PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT

To:

VAN WEZENBEEK, P.M.G.T. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

P.0. Box 20 INTERNATIONAL PRELIMINARY
NL-5340 BH Oss EXAMINATION REPORT
PAYS-BAS
-t (PCT Rutle 71.1)
r
’ Date of muiling
(day/manthiyetr) 21/02/2003
Applicant's or agent’s file reference IMPORTANT NOTIFICATION
2001.668 WO
International application No. International filing date (day/monthjysar) Pricrity date (day/monthysar)
PCT/EP 02/ 09648 29/08/2002 04/09 /2001
Applicant

AKZO NOBEL N.V.

1.  The applicant is hereby natified that this Internazional Preliminary Examining Authority tranmits herewith the international
preliminary examination report and its annexes, if my, cstabli on the international application.

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being trangmitted to the International Bureau for communication to all the
elected Offices.

kN Where required by any of the alected Offices, the International Buresu will are an English trandation of the report (but
nudlnylmubzyu)-ﬂwiﬂtrmnnilunhlrnﬂlﬁmmlhmolﬁel. prep pore{

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before esch elected Office by performing certain acts (fillng trunslations and
paying national fees) within 30 months from the priority date (or Inter in some Offices)(Article 39(1))(sew alva the reminder
sent by the [nternational Buresu with Form PCT/18/301)

Where a transistion of the intemnaticnal applicazion must be furnished to sn clected Office, that trandation pust contsin a
transiation of wry anncxes to the internaticnal preliminery examinaion report. It is the spplicsnt’s responaibility 10 prepere
and furnish such transation directly to each elected Office concerned.

(I;ﬁuﬁuﬁﬂumduumlhbhﬂnnhﬁu-ﬂuqﬁrmuﬁﬂn*ud%mvmnd'l.ln PCT Applicant’s

The applicant’s attention ir drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step and industrial
applicability described in Article 13(2) to (4) merely serve the purposes of international preliminary examination and that “mny
Contracting $tale mey spply additional or di tuiuﬁ;fudumuldﬁdh‘wheﬂu.mthnsm.ﬂndﬁnﬂ
inventions is paicntable ar not” (see also Article 27(5)). Such additl criterin may relate, for example, to exemptions fram

s patentability, requirements for enshling disciosure, clarity and support for the claima.

Name and malling skiresy of the IPEA/ Autherized officer

S { I}
. Tel (+459-89) 2399-0, Tx: 513656 epmu d OBERHAUSER A § %
—S=F Pax: (+49-89) 2309-4465 Tl (+49-89) 2399 2828 f
2o -

"Form PCT/IPEA/A16 (August 2003) P20473




PATENT COOPERATION TREATY é =

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)
(Rationalised Report according to the Notice of the President of the EPO poblished in the OJ11/2001)

Appiicant’s or agent's file reference See Notfication of Transmittal of International
Inicrnational application No, [mernational filing date (day/monthjysar) Priority date (day/monthjysar)
PCT/EP 02/ 09648 2970872002 0470972001
International Patent Classification (LPC) or national castfication and 1PC
CO7D495/04
Applicant

AKZO NOBEL N.V.

1. Thiz international preliminary cxaminstion report has been prepared by this International Preliminary Exmmining
Authority and is ranenitted to the applicant according to Article 36.

2. This REPORT congistsof ntotal of ___ 2 sheets, including this covor sheet.

[ This repart is alwo sccompanicd by ANNEXES, i.2., sheets of the description, claima sndjor drawings which have
been amended and are the bagis for this report and/or sheets contsining rectifications made before this Autherity
(sce Rule 70.16 md Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT).

These snnexes eansists of & total of sheets.

3.  This report cantaing indications relating to the following items
1 [X] Busis of the repart
i [] eriority
11 [] Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, inventive sep and industrial apphicahility

v [] tLack of unity of invention
v Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive or industrial spplicability;
m citaticns and explanations nlppwtiuﬂlenh l.llr::mt “p
VI [[] Certain domanents cited ,
Vii [] Certain defects in the international application
Vill [ ] Certsin observations an the internations! spplication

[ Dmie of submission of the demand Duis of compiction of this repart
03/02/2003 18/02/2003
Name and mailing address of the IPEA/ Authorized offloer
——=3C European Patent Office TZSCHOPPE D A
D-80298 Munich
Tol. {+49-89) 2399-0, Tx: 513656 eprmmu d
_S#” Fax: (+49-39) 2399-4465 Tel. (+49-89) 2399 2828

Form PCT/IPEA/A09 (cover sheet) P20476 (October 2002)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemnational application NoPCT/ EP 02/ 09648
EXAMINATION REPORT

l Basls of the report

The basis of this international preliminary examination is the application as originally filed.

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(If) with regard to novslty, inventive step or
industrial applicabllity

in light of the documents cited in the intemational search report, it is considered
that the invention as defined in the claims meets the criteria mentioned in Article
33 (1) PCT, i.e. it appears to be novel, to involve an inventive step and to be
industrially applicable.

Form PCT/409PE1 (EPO-03-2002) P20755



TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(Articulo 36 y Regla 70 del PCT)

PCT

62

mddwdumdd agunin 0 PARA ACTUACIONES Ver nolficacin de Transmmisin del Raparta de Examen
2001.088 WO ADICIONALES Praliminar (Formato PCTAPEA416)

Solidtud intamadional No. Fecha de presantacin inemacionsl (dla/mes/ara) Fecha de priorded (d/a/nes/sfic)
PCT/EPQ2/00648 20/08/2002 04/06/2001

CO7D 4956/04

Claslficacidn Internacional de Patentss (IPC) o dasificacion nacional e IPC

Sollcitants

AKZO NOBEL N.V.

Administrativas segun el PCT)

Estoa anexos constan de un total de

hojas.

1. Este informe de examen preliminar Intemacional ha sido preparado por esta Administracién encargada del
Examen Preliminar Internacional y se envia al solicitante en concordancia con el articulo 386.

2. Este INFORME consta de una total de 2 hojas, incluyendo la portada
O Este Informe tamblén se acompafia de ANEXOS, esto es documentos de la descripcidn, reivindicaclones

yfo dibujos que han sido comegidos y que son |a base de este informe y/o documentos qua contienen
rectificaciones reallzadas ante esta Administracién (Ver Regla 70.16 y Secclén 807 de Ias Instrucciones

I X

Fundamentos del Informe

3. Este Informe contiene indicaciones relativas a los sigulentes aspectos:

il [0 Prioridad
in [0 No se establece concepto relativo a la novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial
v [0 Carencia de unided de la Invencién )
v X Declaracién razonada segtn el articulo 35(2), en relacién con la novedad, nivel Inventivo o
aplicacion industrial; clitaciones y explicaciones que soportan dicha declaracion
v O Ciertos documentos citados
Vil O Ciertos defectos de la solicttud Internacional
Vil [0 Ciertas observaciones respecto a la solicitud internacional
Fecha de pmsentacitn de la demanda Fecha de terminacidn de ests reporis
03/02/2003 18/02/2003
Nombre y dieccitn de de la autoridad
.,"";mz_ i n:"""’. oedat Fundionasio Autorizado
=% Oficina Europea de Petentes
D-80298 Munich _ TZSCHOPPE D A
Tol. +49 B9 2399 - 0 Txc 523858 spmu d
Fax +49 89 2309 - 4485 Teléfono No. +40 89 2390-2702

Formatn PCTAPEA/AQU (portada) (ullo 1098)
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INFORME DE EXAMEN .
PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No. PCT/EP02/09848

l. Base del Informe

La base de este examen preliminar intemacional es la solicitud como originiimante
fue presentada.

V. Declaracién motivada segin el Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel
Inventivo y la aplicacién Industrial; citas y explicaclones que apoyan esta
declaraclién. '

A la luz de los documentos citados en el informe de blasqueda intenacional, se
considera que la invencién tal y como esta definida en las reivindicaciones cumple
con los criterios mencionados en el Articulo 33(1) PCT, es decir parece ser
novedosa, tener nivel inventivo y tener aplicacién industrial.



Tieno([2, 3-d]pirimidinas glicina-sustituidas con actividad

agonista LH Y FSH combinadas

La invencién se relaciona con compuestos gque tienen
actividad agonista de 1la hormona glicoproteina, en
particular con compuestos que tienen tanto actividad
agonista de Hormona Luteinizante (LH) como de la Hormona
Estimulante del Folicuvlo. La invencidén se relaciona
ademds con composiciones farmacéuticas que contienen la
misma asi como también el uso de estos compuestos en
terapia médica, particularmente para usos comc un control

de fertilidad.

Las gonadotropinas sirven para importantes funciones en
una variedad de funciones del cuerpo que incluyen
metabolismo, regulacién de temperatura y el proceso
reproductivo. Las gonodatropinas hipofiseas FSH y LH por
ejemplo juegan un papel de pivote en la estimulacién del
desarrollo del foliculo y la maduracién mientras que el
ILH eatd involucrado en la induccién del proceso
ovulatorio (Sharp, R.M. Clin. Endocrinol 33, 787-8Q07,
1990; bDorrington y Armstrong, Recent Prog. Horm. Res

35,301-342, 1979; Levy et al, Human Reproduction 15,

e/



2258-2265, 2000).

Habitualmente, el LH se aplica clinicamente, en
combinacién con el FSH, para estimulacién del ovario es
decir hiperestimulacién del ovario para fertilizacién in
vitro (IVF) e 1inducecién de ovulacién en mujeres
anovulatorias infértiles (Insler, V., Int. J. Fertility
33, 85-97, 1988, Navot y Rosenwaks, J. Vitro Fert. Embryo
Transfer 5, 3-13, 1988), asi como también ©para

hipogonadismo de machos e infertilidad de hembras.

Las gonadotropinas actidan sobre tipos de célula de génada
especificos para iniclar 1la diferenciacién y 1la
esteroidogénesis del ovario y testiculos. Las acciones de
estas hormonas pituitaria y de placenta son mediadas por
receptores de membrana de plasma especificos que son
miembros de la gran familia de los receptores acoplados
G-proteina. Ellos consisten de un polipéptido simple con
siete dominios de transmembrana y son capaces de
interactuar con la proteina Gs, conduciendo a 1la

activacién de la adenil ciclasa.

Las gonadotropinas destinadas a propdésitos terapéuticos

se pueden aislar de las fuentes de orina humana y son de

o gt

&



baja pureza (Morse et al, Amer. J. Reproduct. Immunol.
and Microbiology 17: 143, 1988). Alternativamente, ellas
se pueden preparar como gonadotropinas recombinantes.
Ademas de estas proteinas, los receptores de
gonadotropinas se pueden activar o desactivar mediante
compuestos sintéticos de bajo peso molecular. Los
compuestos heteroaromdticos Biciclitos se han descrito en
la Wo 00/61586. Mediante experimentos in vitro e in vivo

ellos han mostrado ser Gtiles comoc agonistas LH.

En hembras normales la liberacién del LH y FSH de
pituitaria se caracteriza por una ondulacién de ciclo
medio que precede la ovulacién. La ovulacién se
caracteriza por tres distintos fenémenos fisioldgicos es
decir la maduracién del oocito, ruptura folicular vy
luteinizacién. Aunque el papel de la ondulacién de LH en
la induccidn in vivo de estos fendémenos no estd en
disputa, el papel de la ondulacién de FSH es menos claro.
Sin embargo, se ha mostrado recientemente que el FSH
induce la maduracién del oocito in vitro al inducir
células cimulos al producir un factor que soluciona
positivamente 1la detencién meiébtica inducida por
hipoxantina (Lu et al. Mol. Cell. Endocrinol. 164: 191-

196, 2000). Se cree que este factor es un esterol
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activado por la meiosis (MAS).

La presente invencién suministra compuestos de bajo peso
molecular que muestran actividad LH. Ademés de 1la
actividad LH inesperadamente ellos también tienen
actividad HSH. En general estos compuestocs son tieno(2,3-
dlpirimidinas las cuales en la posicién 4 del anillo de
pirimidina esté&n sustituidos por un grupo fenilo que a su
vez estd sustituido en la posicién meta. Este
sustituyente comprende un espaciador de 3 Atomos (NH-
C(0)-CH2), el cual estd ademads funcionalizado con un

grupo amino sustituidc. Generalmente

Los compuestos tienen actividad agonista FSH en grados
variantes pero tipicamente menos que la actividad

agonista LH.

La presente invencién reside en derivados de tienc[2,3-
dlpirimidina sustituida por glicina de acuerdo con la

férmula general I,
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(Férmula I)
o una sal farmacéuticamente aceptable de esta, en donde

X es O o H,H

A es S, NH, N(R®), O o un enlace;

R' es alquilo (C;-C4), alquenilo (Ca—C¢), fenilo o
hetercarilo ({(C-Cs), el anillo de fenilo o heteroarilo
opcionalmente estadn sustituidos con uno o mas del grupo
de sustituyentes: hidréxi, halégeno, nitro,

triflorometilo, ciano, amino o (C;-C4) {(di)alquilamino y

R* es H, alquilo (C1-C4), (C1-C4)alcoxi (Ca-Cq)alguilo -o
" hidroxi (Cy-C4)alquilo;

R’ y R' pueden ser independientemente seleccionados de H,
alquilo (C;-C4) e hidréfilo (C;-C4)alquilo:;

RS es H o alquilo (Ci1-Cs}-

R® puede ser seleccionado de los mismos grupos gque se

describieron para R.



El término alquile (C;-C4) como se utiliza en 1la
definicién de a férmula I significa un grupo alquilo
ramificado o no ramificado que tiene 1-4 4&tomos de
carbono, siendo el metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,

n-butilo, sec-butilo o tert-butilo.

El término alquenilo{C;-Cy) como se utiliza en la
definicién de la férmula I significa un grupo alquenilo
ramificado o no ramificado que tiene 2-4 A4tomos de
carbono, siendo vinilo, 1l-propenile, 2-propenilo, 1-
metil-vinilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-
metil-l-propenil, 2-metil—-2-propenilo, l-metil-1-

propenilo, l-etil-vinilo.

El término (C;-C4)alcoxi (C;-C¢)alquilo significa un grupo
alquilo que tiene 1-4 Atomos de carbono, unido por via de
un Atomo de oxigeno a otro grupo alquilo que tiene 1-4
Atomos de carbono, Las porciones alquilo tiene el mismo

significado que se definié previamente.

El término (C;-C4)alcoxi(C;-C4)alquilo significan un grupo
alquilo que tienen 1-4 Atomos de carbono, unido por via
de de un Atomo de oxigeno a otro grupo alquilo que tiene

2-4 &atomos de carbono, las porciones alquilo tienen el



mismo significado como se definid previamente.

El término hidroxi(C;-Cs)alquilo significa un gqrupo
hidroxilo unido a un grupo alquilo que tiene 1-4 &tomos
de carbono, la porcién alquilo tiene el mismo significado

que se definié previamente.

El término hidroxi(C;-Cs)alquilo significa un grupo
hidréfilo unido a un grupo alquilo que tiene 2-4 &tomos
de carbono, la porcién alquilo tiene el mismo significado

que se definidé previamente.

El término ({C;-C4) (di)alquilamino significa uno o dos
grupos alquilo que tienen 1-4 Atomos de carbono como se

definié previamente, unidos a un dtomo de nitrégeno.

El término heteroarilo (C;-Cs) significa un grupo
aromdtico, opclonalmente sustituido, que tiene 2-5 atomos
de carbono, al menos incluyendo un heteroatomo
seleccionado de N, 0 y/o S, como imidazolileo, tienilo,

furilo o piridilo.

El término halégeno significa fluoruro, bromuro o yoduro.

V7



Se ha mostrado Qque los compuestos anteriormente
mencionados de la fé4rmula I muestran actividad LH y FSH
agonista. En un bioensayo in Vitro utilizando célula CHO
establemente transfectadas con 1 receptor LH o FSH
humano, respectivamente, el ECsp con relacién al receptor
LH se encontrd que era menor a la 5.10"° M mientras con
relacién al receptor FSH el ECso era menos de 1075 M,
Tipicamente la actividad FSH varia desde una actividad de
aproximadamente 1% de estimulacién agonista LH a

aproximadamente 10% de estimulacién agonista LH.

La invencién ademéds reside en una composicién
farmacéutica que comprende que comprende un compuesto
derivado de tieno{2,3-d]pirimidina ¢ sales de estos que

tienen la férmula general I.

Asi, los compuestos de acuerdo con la invenciédn se pueden
utilizar en terapia. Un aspecto adicional de la invencién
resilde en el uso de un compuesto de tieno[2,3-
dlpirimidina que tiene la férmula general I para 1la
elaboracién de un medicamento para el control de
fertilidad, mas preferiblemente la induccidn de
ovulacién. Los presentes compuestos son utilizados para

activar tanto los receptores LH como FSH. El compuesto de
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la presente invencién se puede utilizar por lo tanto en
un método para tratar hembras con problemas de

fertilidad.

Los compuestos de tieno[2,3-d]pirimidina de esta
invencién pueden poseer uno o© mas atomos de carbono
quiral. Los compuestos pueden por lc tanto ser obtenidos
como compuestos quiralmente puros o como una mezcla de
diastereomeros y/o enantiémeros. Los métodos para obtener
los compuestes quiralmente puros son blen conocidos en la

técnica, por ejemplo, cristalizacién o cromatografia.

Para uso terapéutico, las sales de los compuestos de
férmula I son aquellas en donde el contraidén es
farmacéuticamente aceptable. Sin embargo, las sales de
adicién de acido de bases de acuerdo con la férmula I,
también pueden encontrar uso, por ejemplo, en la
preparacién (o] purificacién de un compuesto
farmacéuticamente aceptable. Todas las sales, sean
farmacéuticamente aceptables o no, estdn incluidas dentro

del ambito de la presente invencién.

Ejemplos de sales de adicién de &acido incluyen aquellas

derivadas de dcldos minerales tales como dcido

2.2
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clorhidrico, acldo fosférico, dcido sulfirico,
preferiblemente &cido clorhidrico, y sale de A4cidos
orgidnicos como acido citrico, A&acido tartéarico, A&cido
acético, A&cido lAactico, Aacido maleico, acido malénico,
dcido fumArico, 4&cido glicélico, 4&cido succinico, vy

similares.

Las rutas de administracién adecuadas para los compuestos
de férmula I o las sales farmacéuticamente aceptables de
estas, también denominadas aqui como ingrediente activo
son inyecciones intramusculares, inyecciones subcuténeas,
inyecciones intravenosas o inyecciones intraperitoneales,
administracién oral o intranasal. Preferiblemente, 1los
compuestos se pueden administrar oralmente. La dosis
exacta y el régimen de administracién del ingrediente
activo, o una composiciétn farmacéutica de esta,
necesariamente dependera del efecto terapéutico a ser
logrado (tratamiento de infertilidad; contracepcién), y
pueden variar con el compuesto particular, la ruta de
administracién, y la edad y condicién del suljeto

individual a quien el medicamento le va ser administrado.

En general, la administracién parenteral requiere dosis

mas bajas que otros métcdos de administracién que son mis

y3
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dependientes de la absorcién. Sin embargo, una dosis para
humanos contiene preferiblemente 0,0001-25 mg por kg de
peso de cuerpo. La dosis deseada puede ser presentada
como una dosis o como subdosis maltiples administradas a
intervalos apropiados a lo largo del dia. En el caso de
receptores hembras, las dosis se pueden administrar a
intervalos apropiadeos diariamente a lo largo del ciclo
menstrval para soporte folicular o como una dosis simple
para induccién de ovulacién. Las dosis asi como el
régimen de administracién pueden diferir entre el

receptor hembra y un macho.

En caso de aplicaciones in vitro o ex vivo, como en
aplicaciones IVF, los compuestos de la invencién se deben
utilizar en el medio de incubacién en una concentracién

de aproximadamente 0,01-5pg/ml.

La presente invencién también se relaciona asi con unas
composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
de tieno[2,3-d]pirimidina de acuerdo con la férmula I en
mezcla con auxiliares farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente otros agentes terapéuticos. Los auxiliares
deben ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles

con los otros ingredientes de la composicién y no
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deletéreos a los receptores de esta.

Las composiciones farmacéuticas incluyen a aquellas
adecuadas para administracién oral, rectal, nasal, tépica
(incluyendo transdérmica, bucal y sublingual), vaginal o
parenteral (incluyendo subcuténea, intramuscular,
intravenosa, e intradérmica)las composiciones se pueden
preparar mediante cualquier método bien conocido en 1la
técnica de farmacia, por ejemplo, utilizando métodos
tales como aquellos descritos en Gennaro et al.,
Remington Pharmaceutical Sciences {1Bed.,Mack Publishing
Company, 1990, ver especialmente Parte B:Pharmaceutical

Preparations and Their Manufacture).

Tales métodos incluyen la etapa de traer en asociacién el
ingrediente activo con cualquier agente auxiliar. El1l o
los agentes auxiliares, también denominados ingredientes
accesorios, incluyen aquellos convencionales en la
técnica (Gennaro, supra), tales como, llenadores,
ligadores, diluyentes, desintegrantes, lubricantes,

colorantes, agentes saborizantes y agentes humectantes.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para

administracién oral pueden estar presentes como unidades

g/
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de dosis discretas tales como pildoras, tabletas o
cépsulas, o un polve o gradnulos, o como una solucién O
suspensién. El ingrediente active también puede estar
presente como un bolc o pasta. Las composiciones pueden
ademds ser procesadas en un supositorio o enema para

administracién rectal.

Para administracién parenteral, las composiciones
adecuadas incluyen inyeccldén estéril acuosa y no acuosa.
Las composiciones pueden estar presentes en recipientes
de dosis unitaria o de multidosis, por ejemplo frascos
sellados y ampollas, y sSe pueden almacenar en una
condicién de secado por congelamiento (liofilizada) que
requiere solo la adicién de un portador liquido estéril,

por ejemplo, agua antes de uso.

Las composiciones, o formulaciones, adecuadas para 1la
administracién mediante inhalacién nasal incluyen polvos
finos o nieblas que se pueden generar por medio de
aerosoles, nebulizadores o insufladores presurizados con

dosis medidas.

Los compuestos de tieno[2,3-d]pirimidina de la invencién

se pueden administrar en la forma de dispositivos
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farmacéuticos implantables, gque consisten de un nidcleo de
material activo, recubierto por una membrana con
proporcidén regulatoria. Tales implantes se deben aplicar
subcutineamente o localmente, y liberaridn el ingrediente
activo a una proporcién aproximadamente constante durante
relativamente largos periodos de tiempo, por ejemplo de
semanas a afos. Los métodos para la preparaciédn de los
dispositivos farmacéuticos implantables como tales son
conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en

la Patente europea 0,303,306 (AKZO N.V.)

De esta manera, los compuestos de acuerdo con la presente
invencién se pueden utilizar con los mismos propésitos
clinicos que el LH native, con la ventaja de que ellos
poseen actividad FSH, muestran propledades de estabilidad

alterada y se pueden administrar de manera diferente.

Los compuestos de la presente invencién, representados
por la férmula (I) pueden ser preparados generalmente
mediante sustitucidén nucleofilica de compuestos de la
férmula general (II) en donde Q = CL o Br con aminas de
la férmula general (III) en un solvente apropiado tal
como N,N-dimetilformamida o THF a temperatura ambiente en

la presencia de una base terciaria tal como N,N-
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diisopropiletilamina. Muchas aminas de 1la férmula

general (III) estdn comercialmente disponibles.

R3
e “‘n"fi;’“"
N:, R} R4 Nl'?. X
z o * y o, — o
N N “R5 N \
Rl ALN I L) NH Az X R1 ~A A\" s NH
(D (m M

Los derivados de férmula (II) en donde Q = CL o Br se
pueden preparar mediante acilacién regioselectiva de un
derivado de meta anilina de la férmula (V-a) con acil
cloruros del tipo (IV), en donde Q = CL o Br en la
presencia de una base tericaria tal como N,N-
diisopropiletilamina en un solvente adecuado tal como

diclorometano o THF.

H, . + G\H’n\n — o
AT M 3._-<f .
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Los compuesto de férmula (V) son accesibles mediante
reduccién conocida en la técnica de la funcibédn nitro en
derivado de férmula (VI) utilizando un agente reductor
apropiado tal como en la presencia e un catalizador de
metal (Pd/Pt). Las reducciones relacionadas se han
descrito en P. M. Garabateas, P.R. Brundage, K.O.
Gelotte, M.D. Gruet, R.R. Lorenz, J. Heterocicl. Chem. 21
1849 (1984). Alternativamente, la reducciédn se puede
afectar con cloruro de estaflo (II) en un solvente prético
tal como etanol en la presencia de &cido clorhidrico a
temperatura elevada (J. Heibron, J. Chem. Soc, 1279

(1940) ).

La tienopirimidina (VI) son accesibles por condensacién
de Acidos carboxilicos (VII) con tert-butilamina bajo 1la

influencia del agente acoplante tal como

77



17

tetrafluoroborato de O-{(-benzotriazol-1-il)-N,N,N" ,N"-

tretametiluronio (TBTU) o hexaflucrofosfato de

bromotripirrolidinofosfonio (PyBroOP) Yy una base .

terciaria, por ejemplo N,N-diisopropiletilamina.

La saponificacién del é&ster de etilo CORRESPONDIENTE
(VIII) a acido carboxilicos o (VII) tiene lugar en la
presencia de una base tal como hidréxido de 1litio,
hidréxide de potasio o hidréxido de sodio en dioxano

acuoso a temperatura elevada (80°C a reflujo).

£
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Los sistemas biciclos de la férmula general (VIII) se
forman mediante sustitucién de cloruros de la fékmula (X)
con etil mercaptoacetato bajo 1la agencia de N,N-
diisopropiletilamina, seguida por el clerre de anillo
catalizado por base del tioeter intermedio (IX). Este
tipo de formaciones de anillo de tieno(2,3~dlpirimidina
se ha descrito en: S.A. Abdel-Hady, M.A. Badaway, Y. A.
Ibrahim, Sulfur, Lett. 9, 101 (1989) and S. Tumkevicius,

Liebigs Ann, 1703 (1995).

NZ Noo —_- X0
Ris, J\\N I s/—<

(x)

Las condiciones adecuadas para la reaccién de ciclizacién
son etdxido de sodio en etanol o N,N~diisopropiletilamina

en tolueno/etanol (1/1, v/v) a temperatura de reflujo.

.74
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Los compuestos de férmula (X)) se pueden sintetizar
siguiendo los procedimientos de la literatura como se
describen por ejemplo mediante A.A. Santilli, D.H. Kim
§.V. Wanser, J. Heterocicl. Chem. 8, 445, 1971. En un
experimento tipico, una amida de la estructura general
(XI) se trata con POCl; a temperatura elevada (80% C a
reflujo). La adicién de un solvente apropiado, por
ejemplo dioxano y/o la adicién de cualquiera de PCls o
N,N-dimetilanilina a la mezcla de reaccién puede resultar
en tlempos de reaccién mds cortos y producciones mas

altas de cloruros (X).

&
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Una ruta general hacia lactamas de 1la férmula (XI)
comprende condensacién de etil cianocacetato con 3-nitro-
benzaldehido y compuestos (XII1), que pueden ser
isotiourea (XII-a}, isourea {(XII-b), guanidinas
monosustituidas (XII-c), gquanidinas disustituidas (XII-d)

o amidinas (XII-e).
NO,
OEt H —_—
"(T ’ ] ! R1"A’lu|-|, e
0 ™H
(XI)

En un experimento tipico, el cianoacetato de etilo, el 3-
nitrobenzaldehido y el derivado (XII} se suspenden en un
solvente apropiado, por ejemplo, etanol, metanol, N,N-
dimetilformamida, N-metilpirrolidinona, tetrahidrofurano
0 piridina y se agrega una base tal como carbonato de
potasio, acetato de sodio, metédxido de sodio o etdxido de

sodio. La reaccidén tiene lugar a temperatura elevada
(70°C a reflujo). Después de la filtracién, los residuos

son tomados hasta en agua y acidificados (pH 2) después

de lo cual los productos (XI) se precipitan (5. Kambe, K.

&3
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Saito y H. Kishi, sintesis, 287 (1979); A.M. Abd-
Elefattah, S.M. Hussain y A.M. El-Reedy, Tetrahedron 39,
3197 (1983); S.M. Hussain, A.A. El-Barbary y S.A.

Mansour, J. Heterocicl. Chem. 22, 169 (1985)).

N S P NS G

L NH,  R17 “ny,

(XT-g) (XT-b) (XT) (XT-d) (XT-¢)

Alternativamente, los compuestos de la presente invencién
en donde A = N, representados por la férmula (I-a), se
puede preparar de derivados de sulfoxido de la férmula
general (XIII) via sustitucién nucleofilica con
nucleofilos de amina de la estructura general (XIV). La
reaccién se conduce tipicamente a temperatura elevada n
la presencia de una base terciaria tal c¢omo N,N-
diisopropiletilamina en un solvente apropiado tal como

1,4-dioxano.

E¥



Similarmente, los compuestos de la presente invenciédn en
donde A 0 O, representados por 1la férmula (I-b), se
pueden preparar de derivados de sulféxido de la fédrmula
general (XIII) por via de sustitucién nucleofilica con
nucledéfilos de alcédxido de la estructura general (XV). La
reaccién se lleva a cabo en la presencia de tert-butoxido

de potasio con un exceso de alcohol R!-OH.
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Los derivados de sulféxido de la férmula general (XIII)
son accesibles mediante oxidacién de los compuestos de la
férmula general (I), en donde R! = Me y A = §,
representados por la férmula (I-c). La oxidacién se
efectiia mediante Acido 3-clorperbenzoico en Acido
triflurocacético. La naturaleza &cida del solvente evita
la oxidacién de grupo S5-amino al correspondiente derivado

5-nitroso.

Ry R4
! o,
Trry™
o R2 X
N,
YNN ¢ — o
\’J‘\\NI 8 NH

Los métodos para determinar la unién del receptor asi
como también los ensayos in vivo e in Vitro para
determinar la actividad biolégica de las gonadotropinas
son bleN conocidos. En general, el receptor expresado es
puesto en contacto con el compuesto a ser ensayado y la
unién 6 estimulacién o inhibicién de una respuesta

funcional se mide.



Para medir una respuesta funcional ADN aislado que
codifica el gen de los receptores de LH o de FSH,
preferiblemente el receptor humano, se expresan en
células hospederas adecuadas. Tal célula podria ser la
célula de ovario de hamster chino, pero también otras
células son adecuadas. Preferiblemente las células son de
origen de mamifero (Jia et al, Mol. Endocrin., 5:759-776,

1991.

Los métodos para construir lineas de células que expresan
LH o FSH recombinantes son bien conocidos en la técnica
{Sambrook et al., Mclecular Cloning: a Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Pres, Cold Spring Harbor,
dltima edicién). La expresién del receptor se logra
mediante la expresién del ADN que codifica la proteina
deseada. Las técnicas para la mutagénesis dirigida a
sitio, la ligazén de las secuencias adicionales, PCR, y
la construccién de sistemas de expresidén adecuados son
todas, actualmente, bien conocidas en la técnica. Las
porciones o todo el ADN que codifica la proteina deseada
se puede construir sintéticamente utilizando técnicas de
fase sélida estéandar, preferiblemente que incluye sitios

de restriccién para facilidad de 1la 1ligazén. Los

87>
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elementos de control adecuados para la trascripcién y
traduccién de la secuencia codificante incluida se pueden
suministrar a las secuencias codificantes de ADN. Asi
como es bien conocido, los sistemas de expresién que
estan ahora disponibles son compatibles con una alta
variedad de huéspedes, incluyendo huéspedes procariéticos
tales como bacterias y huéspedes eucariéticos tales como
levadura, células de plantas, células de insectos,

células de mamiferos, células de aves y similares.

Las células que expresan el receptor son entonces puestas
en contacto con el compuesto de ensayo para observar la
unién, o estimulacién o inhibicién de una respuesta

funcional.

Alternativamente las membranas de célula aislada que
contienen el receptor expresado se pueden utilizar para

medir la unién del compuesto.

Para la medicién de 1la unién se pueden utilizar
compuestos etiquetados radio activa o fluorescentemente.
Como compuesto de referencia se puede utilizar LH o FSH
humano recombinante. En la alternativa también se pueden

desarrollar ensayos de unién de competicién.

>
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Otros ensayos involucran el tamizado de compuestos
agonistas de receptores de LH o FSH al determinar 1la
estimulacién del receptor mediado por acumulaciédn de
CAMP. De esta manera, tal método involucra la expresién
del receptor de la superficie de célula de una célula
huésped y exponer la célula al compuesto de ensayo. La
cantidad de cAMP es entonces medida. El nivel de cAMP se
reducira o incrementari, dependiendo del efecto
inhibitorio o estimulante del compuesto de ensayo luego

de la unién al receptor.

Ademds de la medicién directa de por ejemplo los niveles
de cAMP en la célula expuesta, las células se pueden
utilizar las cuales ademés de la transfeccidén con un ADN
gue codifica al receptor son también transfectadas con un
segundo ADN que codifica un gen reportero cuya expresién
responde al nivel de cAMP. Tales genes reporteros podrian
ser cAMP inducibles o podrian ser construidos de tal
manera que ellos sean conectados a elementos de respuesta
cAMP novedosos. En general, la expresién del gen
reportero se podria controlar mediante cualquier elemento
de respuesta que reaccione con los niveles de cambio de

cAMP. Los genes reporteros adecuados son por ejemplo

57
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LacZ, fosfataza alcalina, luciferaza de fuego y 1la
proteina de fluorescencia verde. Los principales de tales
ensayos de transactivacién son bien conocidos en la
técnica y son descritos por ejemplo en Estratowa, Ch,
Himmler, A y Czernilofski, A. P., (1995) Curr. Opin.

Biotechnolg. 6:574.

Para Seleccionar compuestos activos en los receptores LH
o FSH, ensayos a 10" M deben resultar en una actividad de
mis del 20% de la actividad madxima cuando LH o FSH es
usade como referencia. Otro criterio puede ser el valor
EC*, que debe ser menor a 10° M, preferiblemente menor a

1077 M.

Los expertos reconocerdn que deseablemente los valores
ECsp son dependientes del compuesto ensayado. Por ejemplo,
un compuesto con un ECsp, que es menor de 10> M es
generalmente, considerado un candidato para seleccldén de
droga. Preferiblemente este valor es inferior a 1077 M,
Sin embargo, un compuesto que tenga un ECss mayor, pero es
selectivo para el receptor particular, puede aGn ser un

mejor candidato.

Tamizando 1los compuestos agonistas receptores de LH
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también se puede desarrollar al utilizar un bioensayo de
células de ratén Leydig {(Van Damme, M., Robersen, D. y
Diczfalusy, E. (1974). Acta Endocrinol. 77: 655-671
Mannaerts, B. Kloosterboer, H. y Schuurs, A., (1987)
Neuroendocrinology of Reproduction. R. Rolland et al.
Ediciones., Elsevier Science Publishers B. V., 49-58. En
este ensayo, la estimulacién del receptor LH mediado por

produccién de testosterona puede ser medida en células

Leydig aisladas de ratones macho.

La actividad agonistica del FSH de los compuestos puede
también ser determinada en un modelo ex vivo usando
foliculos cultivados de ratén de acuerdo con Nayudu, P. Y
Osborn, S. (1992), J. Reproduction and Fertility 95:349-
362). Por lo tanto, los foliculos de ovario de ratén son
aislados y cultivados en la presencia de compuestos
agonistas FSH para inducir el crecimiento folicular. Llas
mediciones del di&metro folicular y el estradiol en el
medio de cultive son indicatives del crecimiento

folicular.

Para medir la actividad in vivo de los compuestos LH, la
induccién de ovulacién en ratones inmaduros puede ser

estudiada. En este ensayo los ratones hembras inmaduros

7/
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son inicilados con FSH urinario y aproximadamente 48 horas
después tratados con un compuesto agonista LH. Los
animales son muertos después del tratamiento agonista LH
y el nimero de ova en el oviducto se evalida

microscépicamente.

Para medir la actividad FSH in vivo de los compuestos se
tratan ratas hembras inmaduras a 0, 8, 24 y 32 horas con
un compuesto agonista FSH para inducir el crecimiento
folicular. 52 horas después del iniclio del experimento
los animales son inyectados con hCG para inducir 1la
ovulacidén. Los animales son muertos 72 horas después del
inicio del experimento y el nimero de ova en el oviducto
es evaluado microscépicamente. Se determina ademas el

peso del ovario.

Los compuestos de 1la presente invencién pueden ser
aplicados clinicamente en aquellos regimenes en donde
ahora es usado el LH o el hCG. Estos incluyen 1la
sustitucién de LH entre sujetos con hipogonadismo
hipogonadal sea en macho o hembra, la administracién en
cliclos medios para inducir la ovulacién (induccién de
ovulacién (0I) o© hiperestimulacién controlada (COH) o

estimulacién del corpus luteum.

gl
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Los siguientes ejemplos son 1lustrativos para 1la

invencién y no deben ser interpretados de ninguna manera

como limitativos del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

5-amino-2-metiltio-4-(3—-( (N-metil-N-(2-hidroxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

(a) . 5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-metiltio-6-hidroxi-

pirimidina

Una mezcla de sulfato de S-metilisotiurea (69,0 g), 3-
nitrobenzaldehido (75,0 g), etil ciancacetato (56,0 ml) y
carbonato de potasio (72,5 g) en abs. EtOH absoluto (1500
ml) fueron agitados a 60°C durante 16 horas. La mezcla de
reaccién fue enfriada a 0°C en un bafioc de hielo. El
precipitado resultante fue filtrado, lavado con abs. EtOH
abs y se disolvié en agua caliente (100°C). La solucién

fue enfriada a temperatura ambiente de cuarto,

73
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acidificada con HCL al 2N hasta un pH 2 y enfriada a 0°C
en un bafio de hielo. El1l precipitado resultante fue
filtrado y se lavd con agua de hielo. E1l agua residual en

el precipitado fue removida por coevaporacién con 1,4-

dioxano.

Produccién: 54,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 289,0

TLC: Re = 0,3, silica gel, DCM/MeQH = 9/1
(v/v).

(b). 6~cloro-5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-metiltio-

pirimidina

POCly (100 ml) fue agregado a una solucién agitada de 5-
ciano-4-(3-nitrofenil)-2-metiltio-6-hidroxi-pirimidina

(ejemplo 1 (a), 25,0 g) en l-4-dioxano seco (300 ml).
Después de 3 horas a 90°C la mezcla fue enfriada a
temperatura ambiente y concentrada bajo presién reducida.
El residuo fue disuelto en 1,4-dioxano (100 ml) y la
solucién resultante fue enfriada a 0°C. Agua con hielo
fue agregada cautelosamente. El1 precipitado resultante
fue filtrado y lavado con agua. El agua residual en el

precipitade fue removida por coevaporacién con 1,4-

gv
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dioxano.

Produccidn: 26,0 g

MS-ESI: (M+H]* = 307,0

TLC: Re = 0,5, silica gel, heptano/EtOAc =

3/2 (v/v).

(c)etilb-ciano=-4-{3-nitrofenil)-2-metiltio-6-

(etoxicarbonilmetiltio)=-pirimidina.

DIPEA (15,7 ml) fue agregado a una solucidén agitada de 2-
mercaptoacetato de etilo (9,3 ml) y 6-cloro-5-ciano-4-(3-
nitrofenil)-2-metiltio-pirimidina (ejemplo 1 (b), 26,0 q)
en una mezcla de EtOH (250 ml) y DCM )250 ml). Después de
1l h a temperatura ambiente de cuarto, se agregd HCl
acuoso al 0,1 N (500 ml) a la mezcla la cual fue entonces
extralda con DCM(3 x 500 ml), secada (MgSO,) vy

concentrada bajo presién reducida.

Produccién: 28,0 g
MS-ESI: [M+H]* = 391,4
TLC: Re = 0,5, silica gel, heptano/EtOAc =

3/2 (v/v).
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(d) .BEtil b5-amino=-4-{3=-nitrofenil)-2-metiltio-tieno [2,3-

dlpirimidina-6-carboxilato.

Una mezcla de etil S5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-metiltio-6-
(etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina (ejemplo 1(c), 28.0 g)
y DIPEA (30 ml) en una mezcla de tolueno {150 ml) y EtOH
(150 ml) fue agitado a temperatura de reflujo (100°C)
durante 16 h. La mezcla fue entonces enfriada a
temperatura ambiente de cuarto y concentrada bajo presién
reducida. El DIPEA residual fue removido por

coevaporacién con tolueno.

Produccién: 28,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 391,4

TLC: Re = 0,6, Silica gel, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).

{e). Etil S5-amino-4-(3-aminofenil)-2-metiltio-tieno [2, 3-

d]pirimidina-6-carboxilato.

EtOH (400 ml) fue agregado a una mezcla de etil S5-amino-
4-{3-nitrofenil)-2-metiltio-tieno[2,3~-d]pirimidina-6-
carboxilato (ejemplo 1(d), 28,0 g) HCl acuoso concentrado

(15 ml) y clorurc de estaflo (II) (41,0 g) en 1,4-dioxano

P
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(400 ml). La mezcla fue agitada a 90°C durante 16 h. La
mezcla fue entonces enfriada a temperatura amblente de
cuarto y concentrada bajo presién reducida. El1 residuo

fue suspendido en EtOAc (1000 ml).

NaOH acuoso al 4N fue agregado pata obtener un pH entre
10 y 11. lLa mezcla fue agitada vigorosamente y la capa
organica fue separada, secada (MgS0O4) y concentrada bajo

presiétn reducida.

Produccién: 21,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 361,0

TLC: Re = 0,6, silica gel, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).

(F). Acido 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-metiltio-tieno

[2,3-d]lpirimidina-6-carboxilico.

Hidréxido de potasio (32,4 g) fue agregado a una solucién
de etil 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-metiltio-tieno[2,3-d]
pirimidina-6-carboxilato (ejemplo 1l(e), 21,0 ¢g) en una
mezcla de 1,4-dioxano(300 ml) y agua {100 ml). Después de
16 h a 90°C, la mezcla fue enfriada a 10°C y 4cido

citrico acuoso al 2N (300 ml) fue agregado bajo agitacién

57
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vigorosa. El precipitadc resultante fue filtrado y lavado

con agua (180 ml) y secado en vacio.

Produccidén: 14,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 333,0

TLC: Re = 0,5, silica gel, DCM/MeOH= 9/1
(v/v).

(g). Tert-butil 5-amino-4-{3-aminofenil)-2-metiltio-tieno

[2,3-d]pirimidina-6-carboxamida.

TBTU (16,1 g) fue agregado a una solucién de &cido 5-
amino-4-(3-aminofenil)~2-metiltio-tieno[2,3-d]pirimidina-
6-carboxilico (ejemplo 1(f), 14,0 g), DIPEA (17,4 ml) y
tert-butilamina (7,3 g) en DCM/DMF (1/1, v/v, 250 ml).
Después de 3 h a una temperatura ambiente de cuarto, la
mezcla fue diluida con DCM (50 ml), se lavo con NaHCO,
acuoso saturado (3 x 100 ml), HCl acuoso al 0,1 N (100
ml) y agua (100 ml). La capa organica fue concentrada
bajo presién reducida. El1 producto crudo fue purificado
por cristalizacién a partir de abs. EtOH caliente (300

ml).

Produccidn: 10,5 g
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MS-ESI: [M+H]* = 388,2
HPLC: R = 30,72 min, Luna C~18(2), 5pm, 250

x 2,0 mm, deteccidédn de UV=210 nm, temperatura de horno

40°C, flujo = 0,25 ml/min eluyente agua/ACN/MeOH

90/9,5/0,5 a 0/95-5, tiempo de corrida = 50 min.

{h). Tert-butil S5-amino-2-metiltio-{4)-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-tieno [2,3-d]lpirimidina-6-
carboxamida.

Bromoacetilcloruro (615 mg) fue agregado a una soluclén
de Pert-butil 5-amino-2-metiltio-4-(3-aminofenil) -
tieno[2, 3-d]-pirimidina-6-carboxamida {(ejemplo 1l(g), 1,08
g) y DIPEA (2,43 ml) en DCM seco (20 ml). Después de 3 h
a una temperatura ambiente e cuarte, 1la mezcla fue
diluida con DCM, iavada con NaHCO; acuoso saturado,
secada (MgSO4;) y concentrada bajo presién reducida. El

producto crudo fue purificado por cromatografia sobre

silica gel wusando heptano/EtOAc = 3/2 (v/v) como
eluente.

Produccibn: 910 mg

MS-ESI: [M+H]* = 510,2

TLC: Re = 0,3 silica gel, heptano/EtOAc =

77
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3/2 (v/v).

(1). Tert-butil 5-amino-2-metiltio-(4)-{3-(N-metil-N-(2-

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno([2, 3-

dlpirimidina-6-carboxamida

N-metil-2-amino-etanol (250 mg) se agregé a una solucién
de tert-butil 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil)-2~
metiltio-tieno [2,3-d]pirimidina-6-carboxamida (ejemplo 1
(h), 250 mg) en DCM (5 ml). Después de 16 h a temperatura
ambiente de cuarto, la mezcla se diluyd con DCM (50 ml),
se lavd con NaHCO;, acuoso saturado, secada (MgSO4) y
concentrada bajo presién reducida. El producto crudo fue
purificado por HPLC usando una columna Luna C-18 con el
siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al
10%/ARCN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado de una mezcla de 1,4-

dioxano 0,1% de TFA acuoso y agua.

Produccién: 112 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 503,2
HPLC: Re: 11,45 min, columna Luna C-18 (II),

3 pm, 100 x 2,0 mm, detecciédn UV = 210 nm, temperatura de



38

horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de

amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 2

S5-amino-2-metiltio-4-(3-((N-(l-hidroxi-2-metil-prop-2-

il)-qlicinil) -amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregd 2-amino-2-metil-propanol (250 mg) a una
solucién de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil) -2~
metiltio-tieno[2, 3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1(h), 250 mg) en DCM (5 ml). Después de
16 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con DCM
(50 ml), lavada con NaHCO; acuoso saturado, secado (MgSOQ,)
y concentrado bajo presidén reducida. El preoducto crudo se
purificé mediante HPLC usando una columna Luna C-18 con
el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso
al 108/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y aqua.

Produccién: 67 mg (TFA-sal)

S
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MS-ESI: [M+H]* = 517,2

HPLC: Ret 12,67 min, columna Luna C-18(2), 3 pum,
100 x 2,0 mm, detecciédn UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 3

5-amino-2-metiltio-4-(3-( (N-{metoxicarbonilmetil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregd hidrocloruro de glicina metil éster (200 mg) a
una solucién de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)}-fenil)-2-
metiltio-tieno[2, 3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1l(h), 250 mg) y N,N-diisopropiletillamina
(0,20 ml) en DCM (5 ml). Después de 16 h a temperatura
ambiente, la mezcla se diluyé con DCM (50 ml), lavada con
NaHCO3; acuoso saturado, secado (MgSQO4) y concentrada bajo
presién reducida. E1 producto crude fue purificado
mediante HPLC usando una columna Luna C-18 con el

siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al

o
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10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuosc al 0,1% y agua.

Produccidn: 133 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 517,2
HPLC: Re: 11,87 min, columna Luna C-18(2), 3 um,

100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 4

5-amino-2-metiltio-4-(3-((N-etil-N-(2-metoxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregd N-(2-metoxietil)-etilamina (266 mg) a una
solucidén de 5-amino-4-(3- (2-bromoacetamido)-fenil)-2-
metiltio-tieno[2, 3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1(h), 200 mg) en DCM (5 ml). Después de

16 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con DCM

O3
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3

(50 ml), lavada con NaHCO; acuoso saturado, secado (MgS0,)
y concentrado bajo presidédn reducida. El1 producto crudo
fue purificado mediante HPLC usando una columna Luna C-18
con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue entonces liofilizado a partir de

una mezcla de 1,4-dioxano, TFR acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: B4 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 531,2
HPLC: Re: 12,62 min, columna Luna C-18(2), 3 pm,

100 x 2,0 mm, detecciédn UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

{v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 5

S5-amino-2-metiltio-4-(3-((N- (R-1-metoxicarbonil-2-metil-

prop-l-il)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-

6-carboxamida de terc-butilo
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Se agregé hidrocloruro de D-Valina metil éster (250 mg) a
una solucion de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil)-2-
metliltio-tiano{2, 3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1(h), 200 mg) y N,N-diisopropiletilamina
(0,20 ml) en DCM (5 ml). Después de 16 h a temperatura
ambiente, la mezcla se diluydé con DCM (50 ml), lavada con
NaHCO, acuoso saturado, secado (MgSO,) y concentrado bajo
presién reducida. El1 producto crudo fue purificado
mediante HPLC usando una columna Luna C-18 con el
siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al
10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El1 compuesto
titulado fue luego liofilizado a partir de una mezcla de

1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 77 mg (TFA-sal)
MS-ESI: {M+H]* = 559,2
HPLC: Re: 13,22 min, columna Luna C-18(2), 3 um,

100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de horno
m 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agqua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.
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Ejemplo 6

5-amino-2-metiltio—4-(3-((N,N-bis-(2-metoxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregd N,N-bis-(2-metoxietil)-amina (400 mg) a una
solucidn de 5-amino-4-(3- (2-bromoacetamido) -fenil)-2-
metiltio-tiano[2,3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butileo {(ejemplo 1(h), 250 mg) en DCM (5 ml). Después de
16 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con DCM
(50 ml), lavada con NaHCO3; acuoso saturado, secado (MgSOy)
y concentrado bajo presién reducida. El1 producto crudo
fue purificado mediante HPLC usando una columna Luna C-18
con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue luego liofilizado a partir de una

mezcla de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 166 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 561,3
HPLC: Re: 13,62 min, columna Luna C-18(2), 3 um,

100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de horno



= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de

fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 7

5-amino-2-metiltio-4-{3-{((2,3-dihidroxi-prop-1-1i1)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno{2,3-d]lpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregdé 3-amino-2-hidroxi-propanol (250 mg) a una
solucién de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido) -fenil) -2-
metiltio-tiano[2, 3~d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1(h), 250 mg) en DCM (5 ml). Después de
16 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyd con DCM
(50 ml), lavada con NaHCO; acuoso saturado, secado (MgSO,)
y concentrade bajo presién reducida. El1 producto crudo
fue purificado mediante HPLC usando una columna Luna C-18
con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min, El
compuesto titulado fue luego liofilizado a partir de una

mezcla de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y aqua.

Produccién: 164 mg (TFA-sal)

o>
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MS-ESI: [M+H]* = 519,2

HPLC: Re: 12,62 min, columna Luna C-18{(2), 3 pum,
100 x 2,0 mm, detecciédn UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortigquador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo B8

5-amino-2-metiltio-4-(3-((1,3-dihidroxiprop-2-il)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Se agregdé 2-amino-3-hidroxi-propanol (250 mg) a una
solucién de 5-amino-4-{3-(2-bromoacetamido)}-fenil)-2-
metiltio-tiano[2,3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 1(h), 250 mg) en DCM (5 ml). Después de
16 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con DCM
(50 ml), lavada con NaHCO; acuoso saturado, secado (MgSO,)
Yy concentrado bajo presién reducida. El1 producto crudo
fue purificado mediante HPLC usando una columna Luna C-18
con el siquiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN

acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 ({(v/v) en 30 min. El
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compuesto titulado fue luego liofilizado a partir de una

mezcla de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y aqgua.

Produccién: 117 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 519,2
HPLC: Re: 12,62 min, columna Luna C-18(2), 3 um,

100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 9

5-amino-2-fenil-4-(3-((N-etil-N-(2-hidroxietil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d}pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

{a). 5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-fenil-6-hidroxi-

pirimidina

Una mezcla de hidrocloruro de benzamidina (16,4 g), 3-
nitrobenzaldehido (15,1 g), cianoacetato de etilo(11,2

ml) y carbonato de potasio (16,6 g) en EtOH absocluto (250
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ml) se agitaron a 60° C durante 8 h. La mezcla de
reaccidén fue enfriada a 0° C en baflo de hielo. El
precipitado resultante fue filtrado, 1lavado con EtOH
absoluto y calentado en agua (100° C) hasta que se obtuvo
una solucién clara. La solucién fue enfriada a 50° C,
acidificada a un pH 2 mediante la adicién de HCl acuoso
al 2N y enfriada 0° C en baflo de hielo. El precipitado
resultante fue filtrado y lavado con agua helada. El agua

residual se removié mediante coevaporacién con 1,4-

dioxano.

Produccién: 15,0 g

MS-ESI: [M+H]" = 319,2

TLC: Re = 0,3, gel de silice, DCM/MeOH = 9/1
(v/v)

(b) . 6-cloro-5-ciano-4-{3-nitrofenil)-2-fenil-pirimidina

POCly (50 ml) se agregdé a una soluciédn agitada 5-ciano-4-
(3-nitrofenil)-2-fenil-6-hidroxi-pirimidina (ejemplo
9(a), 15,0 g) y dimetilanilina (0,5 ml) en 1,4-dioxano
seco p.a. (200 ml). Después de 3 h a 90° C, la mezcla
tibia se filtré y el filtrado fue concentrado bajo

presién reducida. El residuo se disolvié en 1,4-dioxano y
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se agregé agua helada. El1 precipitado resultante se
filtré y se lavdé con agua. El agua residual se removié

mediante coevaporacién con 1,4-dioxano.

Produccidn: 15,8 g

MS-ESI: [M+H]* = 337,4

TLC: Re = 0,8, gel de silice, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).

{c). 5=clanc-4-(3-nitrofenil)-2-fenil-6-

(etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina de etilo

Se agregé DIPEA (8,71 ml) a una solucidén agitada de 2-
mercaptoacetato de etilo (5,15 ml) y 6-cloro-5-ciano-4-
{3-nitrofenil)-2-fenil-pirimidina (ejemplo 9(b), 15,8 g)
en una mezcla de EtOH (125 ml) y DCM (125 ml) bajo una
atmésfera de nitrédgeno. Después de 2 h a temperatura
ambiente, la mezcla fue diluida con DCM hasta que 1la
disolucién fue completa, se lavé con HCL acuoso al 0, 5N,

se secd (MgS0O,) y se concentrd bajo presiédn reducida.

Produccién: 19,7 g

MS-ESI: [M+H]* = 421,2.

24
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TLC: Re = 0,7, gel de silice, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).
(d) . 5-amino-4-(3-nitrofenil)-2-fenil-tieno{2,3-

d]lpirimidin-6-carboxilato de etilo

DIPEA (20,0 ml) fue agregado a una solucién agitada de 5-
ciano-4- (3-nitrofenil)-2-fenil-6-(etoxicarbonilmetiltio)

pirimidina de etilo (ejemplo 9(c), 19,7 g) en una mezcla
de EtOH absoluto {100 ml) y toclueno p.a. (100 ml).
Después de 48 h a 100° C, la mezcla fue enfriada a 0° C.
El precipitado resultante fue fiitrado, lavado con EtOH

frio y secado en vacio a 40° C.

Produccién: 17,0 g

MS-ESI: [M+H]" = 421,2

TLC: Re: 0,5, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(e). 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-fenil-tienof2, 3-

dipirimidin-6-carboxilato de etilo

Una solucién de cloruro de estafio (II) (23,0 g) en EtOH

absoluto (250 ml) fue agregado a una solucién de 5-amino-

A
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4-(3-nitrofenil)-2-fenil-tieno[2,3-d]lpirimidina-6-

carboxilato de .etilo (ejemplo 9(d), 16,6 g) en 1,4-
dioxano p.a. (250 ml). HCl acuoso al 37% (6,9 ml) fue
agregado y la mezcla fue calentada bajo reflujo (90° C)
durante 16 h. La mezcla se le permitié enfriarse a
temperatura ambiente y se concentrd bajo presién
reducida. El residuo fue suspendido en EtOAC (500 ml).
NaOH acuosa al 4N fue agregado para obtener un pH de 10 y
11. La mezcla fue diluida por medio de agregar NaCl
acuoso saturado. La capa organica fue separada, secada

{Mg504) y concentrada bajo presién reducida.

Produccién: 17,0 g

MS~ESI: [M+H]* = 421,2
TLC: Re: 0,5, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(f). Acido 5-amino-4-{3-aminofenil)-2-fenil-tieno[2, 3-

dlpirimidin-6-carboxilico

Hidréxido de potasio (20,0 g) fue agregado a una solucién
de 5-amino-4-{3-aminofenil)-2-fenil-tieno[2, 3-
d]pirimidin-6-carboxilato de etilo (ejemplo 9(e), 17,0 g}

en una mezcla de 1,4-dioxano (210 ml) y agua (80 ml).
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Después de 16 h a 90° C, la mezcla fue enfriada a 0° C.
el precipitado resultante fue filtrade, suspendido en
agua (300 ml) y enfriado a 0° C. 1la mezcla fue
acidificada a un pH 3 por medio de la adicién de A&cido
citrico acuoso al 2N y agitada a 0° C hasta temperatura
ambiente durante 2 h. el precipitado resultante fue

filtrado, lavado con agua y secado en vacio a 40° C.

Produccién: 13,3 g

MS-ESI: [M+H]* = 363,0

TLC: Re: 0,2, gel de silice, DCM/MeOH = 95/5
(v/v).

(g) . 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-fenil-tieno[2, 3-

d]lpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

DIPEA (15,3 ml), terc-butilamina (9,3 ml) y TBTU (14,1 g)
fueron agregados a una mezcla de &cido 5-amino-4-(3-
aminofenil)-2-fenil-tieno([2, 3-d]pirimidin-6-carboxilico

(ejemplo 9(f), 13,3 g) en una mezcla de DCM (250 ml) y
DCF (50 ml) bajo una atmésfera de nitrégeno. Después de 3
h a temperatura ambiente, la mezcla fue diluida con DCM y
lavada con NaHCO; acuoso saturado, HCL acuoso al 0,1N y

NaCl acuoso saturado. La capa orgénica fue secada (MgSO4)

¥
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y concentrada bajo presién reducida. El1 producto crudo
fue purificado por cromatografia sobre gel de silice,

usando heptano/EtOAc = 3/7 a 1/1 (v/v) como eluyente.

Produccién: 14,7 g

MS-ESI: [M+H]* = 418, 4

TLC: Re: 0,4, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(h). 5—amino-4- (3- (2-bromoacetamido) fenil)-2-fenil-

tieno[2,3-d]lpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

Una solucién de cloruro de bromocacetilo (2,80 ml) fue
agregada gota a gota a una solucién de 5-amino-4-(3-
aminofenil)-2-fenil-tieno[2,3-d]pirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo (ejemplo 9(g), 5,8 g) y DIPEA (12,2 ml) en
DCM, (50 ml). Después de 3 h a temperatura ambiente, la
mezcla se diluyé con DCM, se lavé con NaHCO; acuoso
saturado, se secd (MgSO;) y se concentrd bajo presién
reducida. El1 producto c¢rudo se purificd mediante
cromatografia sobre gel de silice utilizando
heptano/EtOAc = 3/2 (v/v) como eluyente. Una mezcla 1:1
(mol/mol) de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil)-2-

fenil-tieno[2,3~d}pirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

yza
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y 5-amino-4- (3~ (2-bromoacetamido)-fenil)-2-fenil-
tieno[2, 3-d])pirimidin-6-carboxamida de terc-butilo se

obtuvo.

Produccién: 2,6 g

MS-ESI: (M+H]* = 540,2, [M’+H]* = 494,2

TLC: Ret 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(1) . 5-amino-2-fenil-4-(3-{(N-etil-N-(2-hidroxietil)-

glicinil) -amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

A una solucidn agitada de 5-amino=-4-(3-(2~
bromoacetamido)-fenil)-2-fenil-tieno[2, 3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo (ejemplo 9(h), 500 mg) en DCM
(5 ml) se agregd N-etil-2-amino-etanol (500 mg). Después
de agitar durante 17 h a temperatura ambiente, la mezcla
de reacciétn fue diluida con DCM (100 ml), lavada con
NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 50 ml), secada (MgSQ4) Yy
concentrada en vacio. El residuo fue purificado por HPLC
usando una columna Luna C-18 con el siguiente gradiente:
TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN = 90/10 a

10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue entonces

N6
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NP

liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano, TFA

acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 271 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 547,2
HPLC: Re: 12,54 min, columna Luna C-18 (II), 3

pum, 100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/aqua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 10

S5-amino-2-fenil-4-{3- (N- (metoxicarbonilmetil)-glicinil) -

amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-carboxamida de

terc-butilo

A una solucién agitada de S5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido) -fenil)-2-metiltio-tiano[2,3-d]pirimidin-

6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 9{(h), 500 mg) vy
N,N-diisopropiletil amina (DIPEA, 1 ml) en DCM (5 ml) se
agregd hidrocloruro de glicil metil éster (700 mg).

Después de agitar durante 16 h a temperatura ambiente, la



55

mezcla de reaccién se diluyé con DCM (100 ml), se secd
con NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 50 ml), se secd (MgSO4) y se
concentrd en vacio. El1l residuo fue purificado mediante
HPLC usando una columna Luna C-18 con el siguiente
gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN =
50/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue
luego liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano,

TFA acuoso al 0,1% y agua.

Producciébn: 321 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 547,2
HPLC: Re: 12,54 min, columna Luna C-18(2), 3 pm,

100 x 2,0 mm, deteccidédn UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 11

S-amino-2-~(2-furil)-4-(3-( (N-metil~-N-(2-hidroxietll-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

//J>
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{a) 2-amidinofuran

Se agregé HCl etandlico saturado enfriado a (0° C) (40
ml) a un recipiente de reaccidén enfriado (enfriado en
hielo, 0° C), que contiene 2-furonitril (13 ml). La
solucién resultante se le permitié alcanzar temperatura
ambiente y agltarse bajo atmésfera de nitrégeno durante
48 h. Después de concentracién de la mezcla de reaccién
en vacio, el residuo, que contiene el correspondiente
imidato 2-furil de etilo, se redisolvié en etanol (20 ml)
y 8se agité a 0° C bajo atmbésfera de nitrégeno.
Posteriormente, se agregd amonio etandlico saturade (40
ml) y la mezcla de reaccién se agitdé en un frasco de
reaccidén sellado en un frasco de reaccién sellado durante
48 h. Después de filtracién de la mezcla de reaccién, el
filtrado fue concentrado bajo presién reducida. E1l
compuesto crudo fue utilizado sin purificacién adicional

en la siguiente etapa.

Produccién: 15,0 g

{b). 5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(2-furll)-6-hidroxi-

pirimidina

S
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Una mezcla de 2-amidinofuran (ejemplo 11l(a), 15 g), 3-
nitrobenzaldehido (24 g), cianoacetato de etilo (17 ml) y
carbonato de potasio (25 g) en EtOH absoluto (300 ml)} se
agitaron a 60° C durante 17 h. La mezcla de reaccién se
enfrié a 0° C en bafio de hielo. El precipitado resultante
se filtrd, se lavd con EtOH absoluto y se calentdé en agua
(100° C) bajo agitacidén hasta que una suspensiédn lechosa
se obtuvo. La suspensién fue enfriada a 50° C,
acidificada a un pH de 2 mediante la adicién de HC]
acuoso a 2N y enfriada a 10° C en bafio de hielo. El
precipitado resultante se filtré y se lavd con agua
helada. El agua residual se removid mediante

coevaporacién con 1,4~-dioxano.

Produccién: 16,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 309,2

TLC: Re: 0,3, gel de silice, DCM/MeOH = 9/1
(v/v).

{c). 6-cloro-5-ciano-4-(3-nitrofenil) ~2-(2-furil) -

pirimidina
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POCL3 (50 ml) fue agregade a una solucidén agitada de 5-
ciano-4-(3-nitrofenil)~2-(2-furil)-6-hidroxi-pirimidina

{ejemplo 11(b), 16,0 g) y dimetilanilina (0,5 ml) en 1,4-
dioxano seco p.a. (250 ml). Después de 2 h a 90° C, 1la
mezcla caliente fue filtrada y el filtrado fue
concentradoe bajo presién reducida. El1 residuo fue
disuelto en 1,4-dioxano y agua con hielo fue agregada. El
precipitado resultante fue filtrado y lavado con agqua. El

aqua resultante fue removida por coevaporacién con 1,4-

dioxano.

Produccién: 16,0 g

MS-ESI: (M+H]* = 327,1

TIC: R¢: 0,75, gel de silice, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).

(d) . S-ciano-4-(3-nitrofenil) -2-(2-furil)-6-

etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina de etilo

DIPEA (9,1 ml) fue agregado a una solucidén de 2-
mercaptoacetato de etilo (5,4 ml) y 6-cloro-5-ciano-4-(3-
nitrofenil)-2-(2-furil)-pirimidina (ejemplo 1l1l(c), 16,0
g) en una mezcla de EtOH (125 ml) y DCM (125 ml) bajo una

atmésfera de nitrégeno. Después de 2 h a temperatura
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ambiente, la mezcla fue diluida con DCM hasta que la
disolucién fue completa, se lavé con HCL acuocso al 0,5N,

se gecd (MgSQ,) y se concentré bajo presidén reducida.

Produccién: 20,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 411,2.

TLC: Re = 0,7, gel de silice, heptano/EtOAc =
3/2 (v/v).

(e). S—amino-4-(3-nitrofenil)-2-(2-furil)-tieno[2, 3-

d]pirimidin-6-carboxilato de etilo

DIPEA (20,0 ml) fue agregado a una solucidn agitada de 5-
ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(2-furil)-6-

(etoxicarbonilmetiltio) pirimidina de etilo (ejemplo
11(d), 20 g) en una mezcla de EtOH absoluto {100 ml) y
tolueno p.a. (100 ml). Después de 48 h a 100° C, la
mezcla fue enfriada a 0° C. El precipitado resultante fue

filtrado, lavado con EtOH frio y secado en vacio a 40° C.

Produccién: 20,0 g
MS-ESI: [M+H]* = 411,2
TLC: Re: 0,6, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2

(v/v).



(f). s—amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-furil)-tieno[2, 3-

dlpirimidina-6-carboxilato de etilo

Una solucidén de clorurc de estaflo (II) (28,0 g) en EtOH
(250 ml) se agregé a una solucién de 5-amino-4-(3-
nitrofenil)-2-(2-furil)-tieno(2,3-d]-pirimidina-6-

carboxilato de etilo (ejemplo 1l(e), 20 g) en 1,4-dioxano
p.a. (250 ml). HC1l acuosc al 37% (8,5 ml) fue agregado y
la mezcla fue calentada bajo reflujo (90° C) durante 16
h. La mezcla se le permitié enfriarse a temperatura
ambiente y se concentrd bajo presién reducida. El residuo
fue suspendido en EtOAc (500 ml). NaOH acuosoc al 4N fue
agregado para obtener un pH entre 10 a 11. La mezcla fue
diluida por medio de agregar NaCl acuoso saturada. La
capa orgénica fue separada, secada (MgSQO,) y concentrada

bajo presién reducida.

Produccién: 17,5 g
MS-ESI: [M+H]* = 353,2
TLC: Rt = 0,4, gel de silice, heptano/EtOAc

= 3/2 (v/v)
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(q). acido S5~amino-4- (3-aminofenil)-2-(2-furil) -

tieno[2, 3-d]pirimidina-6-carboxilico

hidréxido de potasio (23,0 g) fue agregado a una solucién
de 5-amino-4- (3-aminofenil)-2-(2-furil)-tienoc[2, 3-
dlpirimidina-6-carboxilato de etilo (ejemplo 11 (£), 17,5
g) en una mezcla de 1,4-dioxano (210 ml) y agua {80 ml).
después de B h a 90° C, la mezcla fue enfriada a 0° C. El
precipitado resultante fue filtrado, suspendido en agua
(300 ml) y enfriado a 0° C. La mezcla fue acidificada a
un pH 3 por medio de agregar acido citrico acuoso al 2N y
agitar a 0° C hasta temperatura ambiente durante 2 h. El
precipitado resultante fue filtrade, lavado con agua y

secadeo en vacio a 40° C.

Produccién: 16,9 g

MS-ESI: [M+H]* = 353,2

TLC: Re = 0,2, gel de silice, DCM/MeOH =
95/5 (v/v)

(h). 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-furil)-tieno[2, 3-

dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

e



62

DIPEA (19,2 ml), terc-butilamina (11,6 ml) y TBTU (17,7
g) fueron agregados a una solucién de A4cido S5-amino-4-(3-
aminofenil)-2-(2-furil)-tieno(2, 3-d]pirimidina-6-

carboxilico (ejemplo 1ll(g), 16,9 g) en una mezcla de DCM
(250 ml).y DMF (50 ml) bajo una atmésfera de nitrégeno.
Después de 3 h a temperatura ambiente, una cantidad
sustancial del precipitado amarillo habia sido formada la
cual fue filtrada. El residuo fue lavado con dietiléter y

secado en vacio a 40° C.

Produccién: 18,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 408,2

TLC: Re = 0,4, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v)

(i). 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil)-2-(2-furil)-

tieno[2,3-d]pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

Cloruro de bromoacetilo (100 1) se agregé gota a gota a
una solucidén de 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-{2-furil)-
tieno[2,3-d]pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo
(ejemplo 11 (h), 250 mg) y DIPEA (0,5 ml) en DCM (5 ml).
Después de 3 h a temperatura ambiente, la mezcla fue

diluida con DCM, lavada con NaHCO; acuoso saturada,

2T
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secada (MgSO4) y concentrada bajo presidén reducida. E1
producto crudo fue purificado por cromatografia socbre gel
de silice usando heptano/EtOAc = 3/2 (v/v) como eluyente.
Una mezcla de 1:1 (mol/mol) de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-2-{2-tienil)-tieno([2, 3~
dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo y 5-amino-4-{3-
(2-cloroacetamido) -fenil)-2-(2-tienil)-tieno(2,3-

dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo fue obtenida.

Produccién: 124 mg

MS-ESI: [M+H]* = 540,2, [M’+H)* = 494,2

TLC: Re = 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v)

(j). 5-amino-2-({2-furil)-4-(3-( (N-metil-N-(2-

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3~

d]lpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

A una solucién de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-fenil)-
2-(2-furil)-tieno[2, 3-d]pirimidina-6-carboxamida de terc-
butilo (ejemplo 11(i), 130 mg) en DCM (5 ml) se agregd N-
meetil-2-amino-etanol (200 mg). Después de agitar durante
17 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién fue

diluida con DCM (50 ml), lavada con NaHCO3; acuoso (1 M, 2

2



x 10 ml), secada (MgS04) y concentrada en vacio. El
residuo fue purificado por HPLC usando una columna Luna
C-18 con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue entonces liofilizado a partir de

una mezcla de 1,4 - dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccidn: Bl mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H}* = 523,2

HPLC: Re = 11,01 min, columna Luna C-18 (2},
3 pm 100 x 2,0 nm, deteccién de UV = 210 mm,
temperatura de horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min,

eluyente amortiguador de fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN =

10/80/10 a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrida = 20 min.

Ejemplo 12

5-amino-2-(2-furil)-4-(3-(N-{(l1-hidroxi~2-metil-prop-2-

il)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxamlida de terc-butilo

A una solucién agitada de S5-amino-4-(3-(2-

bromoacetamido) -fenil)-2-~({2-furil)-tieno[2, 3-

AL
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dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 11
(i), 130 mg) en DCM (5 ml) se agregd 2-amino-2-metil-
propanol (260 mg). Después de agitacié4n durante 17 h a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién fue diluida
con DCM (50 ml), lavada con NaHCO3 acuoso (1 M, 2 2z 10
ml), secada (MgSO,) y concentrada en vacio. El1l residuo
fue purificado por HPLC usando una columna Luna C-18 con
el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso
al 10% /ACN = 90/10 a 10/90 {v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 50 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 537,2

HPLC: Re = 11,15 min, columna Luna C-18 (2),
3 pm 100 x 2,0 mm, deteccién de UV = 210 nm,
temperatura de horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min,

eluyente amortiquador de fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN =

10/80/10 a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrida = 20 min.

2B



Ejemplo 13

5-amino-2- (2-furil) -4-{3- (N-(metoxicarbonilmetil) -

glicinil)—-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

A una solucién agitada de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido) -fenil) -2-(2-furil)-tieno(2, 3-

dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 11
(i), 130 mg) y DIPEA (0,5 ml) en DCM (5 ml) se agregd
hidroclururoc de éster de glicina de metilo (324 mg).
Después de agitar durante 17 h a temperatura ambiente, 1la
mezcla de reaccién fue diluida con DCM (50 ml), lavada
con NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 10 ml), secada (MgSOy) Yy
concentrada en vacio. El residuc fue purificado por HPLC
usando una columna Luna C-18 con el siguiente gradiente:
TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN = 90/10 a
10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto tituladoe fue entonces
liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano, TFA

acuoso al 0,1% y aqua.

Produccién: 74 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 537,2

A
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HPLC: Ry = 12,09 min, columna Luna C-18 (2),
3 um 100 x 2,0 mm, deteccién de UV = 210 nm,
temperatura de horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min,

eluyente amortiguador de fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN =

10/80/10 a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrida = 20 min.

Ejexmplo 14

S5-amino-2-(2-tienil)-4-(3- (N-metil-N-(2-hidroxietil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

(a). 5=-clano-4-({3-nitrofenil)-2-{2-tienil)~-6-hidroxi-

pirimidina

Una mezcla de hidrocloruro de 2-amidinotiofeno (10,0 g),
3-nitrobenzaldehido (9,7 g), cianoacetato de etilo (6,81
ml) y carbonato de potasioc (10,1 g) en EtOH absoluto {20
ml) fue agitado a 60° C durante 8 h. la mezcla de
reaccién fue enfriada a 0° C en un bafio de hielo,
filtrada, lavada con EtOH absoluto y el residuo fue
disuelto en agua (100° C). La solucién fue enfriada a 50°

C, acidificada con HCl acuoso al 2N hasta un pH de 2 y

O



68

enfriada a 0° € en un bano de hielo. El1 precipitado
resultante fue filtrado y lavado con agua y hielo. El

agua residual fue removida por coevaporacién con 1,4-

dioxano.

Produccién: 10,0 g

MS-ESI: {M+H]" = 325,0

TLC: Re = 0,3, gel de silice, DCM/MeOH =
9/1 (v/v).

(b) . 6-cloro-5-ciano-4-{3-nitrofenil)-2-(2-tienil) -
pirimidina

POCl3 (30 ml) se agregdé a una solucidén agitada de 5-
cinoa-4-(3-nitrofenil)-2-(2-tienil)-6-hidroxi-pirimidina

(ejemplo 14 (a), 10,0 g) y dimetilanilina (unas pocas
gotas) en 1,4-dioxano seco (150 ml). Después de 3 h a 90°
C, la mezcla fue enfriada a temperatura ambiente vy
concentrada bajo presién reducida. El1 residuo fue
disuelto en 1,4-dioxano y agua con hielo fue agregada
cautelosamente. El precipitado resultante fue filtrado y
lavado con aqua. FEl1 agua residual fue removida por

coevaporacién con 1,4-dioxano y secad en vaclio a 40° C.

=
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Produccién: 9,8 g

MS-ESI: [M+H]* = 343,4

TLC: Re = 0,8, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v).

(c). 5-ciano-4-{3-nitrofenil}-2-(2-tienil)-6-

(etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina de etilo

DIPEA (5,57 ml) fue agregada a una solucidédn agitada de 2-
mercaptoacetato de etilo (3,28 ml) y 6-cloro-5-ciano-4-
(3-nitrofenil)-2-(2-tienil)pirimidina (ejemplo 14 (b),
9,8 g) en una mezcla de EtOH (80 ml) y DCM {80 ml) bajo
atmésfera de nitrégeno. Después de 2 h a temperatura
ambiente, la mezcla fue diluida con DCM hasta que la
disolucién se completd, se lavdé con HCl acuoso al 0,5 N,

se secd (MgSO4) y se concentrd bajo presién reducida.

Produccién: 12,9 g

MS-ESI: [M+H]* = 427,2

TLC: Re = 0,7, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v).

(d). 5-amino-4-(3-nitrofenil)-2-(2-tienil)-tieno[2, 3-

dlpirimidina-6-carboxilato de etilo

A3
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DIPEA (13,0 ml) se agregd a una solucidn agitada de 5-
clano-4-(3-nitrofenil)-2-{2-tienil)-6-

(etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina de etilo (ejemplo 14
(c), 12,9 g) en una mezcla de EtOH absoluto (75 ml) y
tolueno p.a. (75 ml). Después de 48 h a 100° C la mezcla
fue enfriada a 0° C. el precipitado resultante fue

filtrado, lavado con EtOH frio y secado en vacio a 40° C.

Produccidn: 11,0 g

MS-ESI: (M+H]* = 427,2

TLC: Re = 0,6, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v).

{e). 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-tienil)-tieno[2,3-

dlpirimidina-6~carboxilato de etilo

Una solucién de cloruro de estafio {(2) (15 g) en EtOH
absoluto (150 ml) se agregé a una solucién de 5-amino-4-
(3-nitrofenil)-2-({2-tienil)-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxilato de etilo (ejemplo 14 (d), 10, 86 g) en 1,4-
dioxano (150 ml). HC1l acuoso al 37% (4,5 ml) se agregd y
la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 16 h. La

mezcla se le permitié enfriar se a temperatura ambiente y

/33
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se concentré bajo presién reducida. El residuo fue
suspendido en EtOAc (400 ml) y THF se agregd hasta que la
disolucién se completé. NaOH acuoso al 4N se agregd para
obtener un pH entre 10 y 11. La mezcla fue diluida
agregando NaCl acuoso saturado. La capa orgdnica fue

separada, secada (MgSO4) y concentrada bajo presién

reducida.

Produccién: 12,0 g

MS-ESI: [M+H]* = 397,2

TLC: Re = 0,4, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v).

(f). acido S-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-tienil) -

tieno[2,3-dlpirimidina-6-carboxilico

hidréxido de potasio (13 g) se agregd a una solucién de
5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-tienil)-tieno[2, 3-

dlpirimidiina-6-carboxilate de etilo (ejemplo 14 (e),
10,1 g) en una mezcla de 1,4-dioxano (150 ml) y agua (50
ml). después de 16 h a 90° C, la mezcla fue enfriada a 0°
C. el precipitado resultante fue filtrado, suspendido en
agua (180 ml) y enfriado a 0° C. La mezcla fue

acidificada a un pH de 3 agregando &cido citrico acuoso

S



al 2N y agitando a 0° durante 2 h. el precipitado
resultante fue filtrado, lavado con agqua y secado en

vacio a 40° C.

Produccién: 6,3 g

MS-ESI: [M+H]* = 369,2

TLC: Re = 0,2, gel de silice, DCM/MeQH =
85/5 (v/v).

{qg). S-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-tienil)-tieno[2, 3-

dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

DIPEA (7,1 ml), terc-butilamina (4,3 ml) y TBTU (6,6 q)
fueron agregados a una mezcla de A&cido 5-amino-4-(3-
aminofenil)-2-(2-tienil)-tienc[2,3-d]pirimidina-6-

carboxilico (ejemplo 14 (f), 3 g) en una mezcla de DCM
(125 ml) y DMF (N,N-dimetilformamida) (25 ml) bajo una
atmésfera de nitrégeno. Después de 3 h a temperatura
ambiente, la mezcla fue diluida con DCM y lavada con
NaHC; acuoso saturado, HCl acuoso al 0,1 N y NaCl acuoso
saturado. La «capa orgédnica fue secada (MgSQq) ¥y
concentrada bajo presién reducida. El producto crudo fue
purificado por cromatografia sobre gel de silice usando

heptano/EtOAc = 3/7 a 1/1 (v/v) como eluyente.
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A3&

Produccién: 6,45 g

MS-ESI: [M+H]* = 424,2

TLC: R = 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc
= 3/2 (v/v).

(h). 5-amino-4-(3-{2-bromoacetamido)-fenil)-2-(2-tienil)-

tieno[2,3-d]pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

cloruro de bromo acetilo (2,40 ml) fue agregado a una
solucidn de 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(2-tienil) -
tieno[2,3-d]pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo
(ejemplo 14 (g), 5,0 g) y DIPEA (10,5 mo) en DCM (50 ml}.
después de 3 h a temperatura ambiente, la mezcla fue
diluida con DCM, 1lavada con NaHCO3;, acuoso saturado,
secada (MgSO,) y concentrada bajo presién reducida. El
producto crudo fue purificadc por cromatografia sobre gel
de silice usando heptano/EtOAc = 3/2 (v/v) como eluyente.
Una mezcla de 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamino)-fenil)-2-
(2-tienil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-
butilo Y 5-amino-4-(3-(2-cloroacetamido) -fenil)-2-(2-

tienil)-tieno[2,3-d]pirimidin—-6~carboxamida fue obtenido.

Produccidn: 3,0 g
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MS-ESI: . [M+H]* = 546,2, [M’+H]* = 500,2
TLC: Re= 0,2, gel de silice,

tolueno/EtOAc=7/1 (v/v)

(i) . 5-amino-2-(2-tienil) -4-({3-( (N-metil-N- (2~

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-d]

pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

A una solucidén agitada de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-2-(2-tienil)-tieno[2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butile (ejemplo 14(h),
100 mg) en DCM (5 ml) se agregd N-metil-Z2-aminoetanol
(140 mg). Después de agitar durante 17 h a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccién fue diluida con DCM (50
ml), lavada con NaHCO; acuosc (1 M, 2 x 10 ml), secada
(MgS0,) y concentrada en vacio. El residuo fue purificado
por HPLC usando una columna Luna C-18 con el siguiente
gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN =
90/10 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue entonces
liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano, TFA

acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 59 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 539,2

N3
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HPLC: Re: 11,01 min, columna Luna C-18(2),3 um,
100 x 2,0 mm, deteccion UV = 210 nm, temperatura de horno
=40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ARCN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 15

5-amino-2-(2-tienil)-4-(3-( (N-{metoxicarbonilmetil) -

glicinil)-amino}-fenil)-tieno[2, 3-d] pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

A una solucién agitada de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-2-{2-tienil)-tieno[2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 14¢(h),
100 mg) y DIPEA (0,5 ml)en DCM (5 ml) se agregb
hidrocloruro de éster de glicina de metilo {250 mg).
Después de agitar durante 17 h a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccién fue diluida con DCM (50 ml), lavada
con NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 10 ml), secada (MgSO4) ¥y
concentrada en vaclilo. El residuo fue purificado por HPLC
usando una columna Luna C-18 con el siguiente gradiente:

TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN = 90/10 a
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10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue entonces
liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano, TFA

acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 74 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 553,0
HPLC: Re: 12,57 min, columna Luna C-18{2),3 um,

100 x 2,0 mm, deteccion UV = 210 nm, temperatura de horno
=40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplc 16

5-amino-2-(2-tienil)-4-(3-((N,N-di-(2-metoxietil)-

glicinil})-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-bhutilo

A una 80lucién agitada de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-2-({2-tienil)-tieno[2, 3—-d]

pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 14(h),
100 mg) en DCM (5 ml}) se agregd N,N-di-(2-metoxietil)-

amina (200 mg). Después de agitar durante 17 h a

439
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temperatura ambiente, la mezcla de reaccién fue diluida
con DCM (50 ml), lavada con NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 10
ml), secada (MgS0O4) y concentrada en vacio. El residuo
fue purificado por HPLC usando una columna Luna C-18 con
el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso
al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 59 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 597,4
HPLC: Re: 13,84 min, columna Luna C-18(2), 3 um,

100 x 2,0 mm, detecciébn UV = 210 nm, temperatura de horno
=40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 17

5-amino-2-etilamino-4-(3-({N-etil-N-(2-metoxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin=-6-

carboxamida de terc-butilo

SEO
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{a). 5-amino-2-metanosulfinil-4-{3-((N-etil-N-{2-

metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-d]

pirimidina-6-carboxamida de terc-butilo

A una solucidén agitada de 5-amino-2-metiltio-4-(3-{(N-
etil-N-(2-metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3~

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 4, 1,0
g) en a&cido trifluorocacético (TFA, 25 ml) se agregd A&cido
3-cloroperbenzoico (m-CPBA, 1,0 g). Después de 17 h, 1la
mezcla de reaccidén fue concentrada bajo presiédn reducida
a temperatura ambiente (20° C), redisuelta en DCM (100
ml), lavada cuidadosamente con NaHCO; acuoso saturado (2
x 50 ml) y agua (50 ml), secada (MgS0O,) y concentrada en
vacio. El1 residuo c¢rudo fue usado sin purificacién

adicional en la siguiente etapa

Produccién: 820 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 547,3
TLC: Re: 0,2, gel de silice, DCM/MeOH 9/1 (v/v)

(b). S5-amino-2-etilamino-4-({3-{{N-etil-N-(2-metoxietil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Y
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Hidrocloruro de etilamina (150 mg) fue agregado a una
solucién agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4-(3-({N-
etil-N-{2-metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno{2, 3-

d]pirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 17 (a),
100 mg) y DIPERA (0,5 ml) en 1,4-dioxano (5 ml) y la
mezcla de raccidén fue calentada a 60° C durante 3 h.
Después de concentracién de la mezcla bajo presién
reducida, el residuo fue retiradeo en DCM (50 ml) y lavado
con salmuera (1 M, 25 ml) Yy agua (25 ml).
Subsecuentemente, la capa orgdnica fue secada (MgSOs)} y
concentrada en vacio. El1 residuo asi .obtenido fue
purificado por HPLC usando una columna Luna c-18 con el
sigquiente gradiente: TFA acucoso al 0,1% + ACN acuoso al
108/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El1 compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y aqgua.

Produccién: 36 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 547,3
HPLC: Ret 10,21 min, columna C-18(2), 3 upm, 100 x

2,0 mm, deteccién de UV = 210 nm, temperatura de horno =

40° C, fluio = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de

Y
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fosfato 50 mM pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

{(v/v/v), tiempo de corrida = 20 min.

Ejemplo 18

5-amino-2- (N,N-dimetilamino)-4-(3-({(N-metil-N-(2-

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)~-tieno(2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

{a). 5-amino-2-metanosulfinil-4-(3-( (N-metil-N-(2-

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno([2, 3-

d]lpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

A una solucidén de S5-amino-2-metiltio-4-(3-((N-metil-N-2-
hidroxietil)-glicinil-amino)-fenil)-tieno[2, 3~

d]pirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 1 (i),
1,0 g) en &cido trifluorocacético {(TFA, 25 ml) se agregd
Acido 3-cloroperbenzoico (m-CPBA, 1,0 g). Después de 17
h, la mezcla de reacciédn fue concentrada bajo presiédn
reducida a temperatura ambiente (20° C) redisuelta en
DCM) (100 ml), lavada cuidadosamente con HCO; acuoso
gaturado (2 x 50 ml) y agua (50 ml), secada {(MgSQO4) Yy
concentrada en vacio. El residuo crudo fue usado sin

purificacién adicional en la siguiente etapa.

N3
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Produccién: 910 mg

MS-ESI: [M+H]* = 519,6
TLC: Re: 0,15, gel de silice, DCM/MeCH 9/1 (v/v)
(b) . 5-amino-2-(N,N-dimetilamino)-4-(3-( (N-metil-N- (2~

hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

Hidrocloruro de dimetilamina (150 mg) fue agregado a una
solucién agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4-(3-({N-
metil)-N-(2-hidroxietil)-glicinil)-amino)-fenil) -

tieno[2,3-d]pirimidin-6-carboxamida de terc-butilo
ejemplo 18 (a), 100 mg) y DIPEA (0,5 ml) en 1,4-dioxano
(5 ml) y la mezcla de reaccién fue calentada a 60° C
durante 3 h. Después de concentracién de la mezcla de
reaccién bajo presién reducida, el residuo fue retirado
en DCM (50 ml) y lavado con salmuera (1 M, 25 ml) y agua
(25 ml). Subsecuentemente, la capa organica fue secada
(MgS04) y concentrada en vacio. El residuo asi obtenido
fue purificado por HPLC usando una columna Luna C-18 con
el siguiente gradiente: TFA acuoso al 10,1% + ACN acuoso

al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto

AV
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titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 36 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 500, 2

HPLC: R¢: 10,03 min, columna Luna C-18 (II), 3
pm, 100 x 2,0 mm, deteccidédn UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° €, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

EJEMPLO 19

5-amino-2-etilamino-4-(3-( {(N- {(metoxicarbonilmetil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

(a). 5-aminoc-2-metanosulfinil-4-(3-((N-

metoxicarbonilmetil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

A una solucién agitada de 5S-amino-2-metiltio-4-(3-((N-

(metoxicarbonilmetil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3-

S
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dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 3, 1,0
g) en acido trifluorcacéticoc (TFA, 25 ml) se agregd acido
3-cloroperbenzoico (m~-CPBA, 1,0 g). Después de 17 h, la
mezcla de reaccién fue concentrada bajo presiédn reducida
a temperatura ambiente (20° C), redisuelta en DCM (100
ml), lavada cuidadosamente en NaHSO; acuosc saturado (2 x
50 ml) y agqua (50 ml), secada (MgsSO.) y concentrada en
vacio. El residuo crudo fue utilizado sin purificacién

adicional en la siguiente etapa:

Produccidn: 680 mg

MS-ESI: [M+H]* = 533,6

TLC: Re: 0,17, gel de silice, DCM/MeOH 9/1
(v/v).

{b). S=amino-2-etilamino—-4-(3-{ (N-metoxicarbonilmetil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3~d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

hidrocloruro de etilamina (150 mg) fue agregado a .una
golucién agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4-(3-( (N~
metoxicarbonilmetil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno(2, 3-

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 19 (a),

100 mg) y DIPEA (0,5 ml) en 1,4-dioxano (5 ml) y 1la
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mezcla de reaccién fue agitada a 69° C durante 3 h.
después de concentracién de la mezcla de reaccién bajo
presién reducida, el residuo fue retirado en DCM (50 ml)
y lavado con salmuera (1 M, 25 ml} y agua (25 ml}.
Subsecuentemente, la capa orgidnica fue secada (MgSOQ;) vy
concentrada en vacio. El1 residuo asi obtenido fue
purificado por HPLC usando una columna C-18 con el
siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% mds ACN acuoso al
10% /ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue entonces liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccilén: 57 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 514,2
HPLC: Re: 12,56 min, columna Luna C-18 (II), 3

pum, 100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v}, tiempo de corrido = 20 min.
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Ejemplo 20

5-amino-2-isopropilamino=-4-{3-( (N-etil-N-{2-metoxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

isopropilamina (150 mg) fue agregado a una solucién
agitada de 5-amino-2-metanosulfinilo-4-(3-((N-etil-N-(2-
metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3~

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 17 (a),
100 mg) y DIPEA (0,5 ml) en 1,4-dioxanoc (5 ml) y la
mezcla de reaccién fue calentada a 60° C durante 3 h.
Después de concentracién de la mezcla de reaccién bajo
presién reducida, el residuo fue retirado en DCM (50 ml)
y lavado con salmuera (1 M, 25 ml) y agua (25 ml).
Subsecuentemente, la capa orgadnica fue secada (MgSO4) y
concentrada en vacio. El1 residuo asi obtenido fue
purificado por HPLC usando una columna Luna C-18 con el
siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al
10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto
titulado fue liofilizado a partir de una mezcla de 1, 4-

dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccidn: 57 mg (TFA-sal)

SKE
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MS-ESI: [M+H]' = 542, 4

HPLC: Re: 11,01 min, columna Luna C-18 (II), 3
pm, 100 x 2,0 mm, deteccidn UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agqua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de  corrido = 20 min.

Ejenplo 21

5-amino-2-alilamino-4- (3~ ( (N- (metoxicarbonilmetil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

alilamina (200 mg) fue agregado a una solucién agitada de
5-amino-2-metanosulfinil-4—(3-((N-(metoxicarbonilmetil)-

glicinil-amino~fenil)~tieno[2, 3-d]pirimidin-6-carboxamida
de terc-butilo (ejemplo 19 (a), 100 mg) y de DIPEA (0,5
ml) en 1,4-dioxano (5 ml}) y la mezcla de reaccién fue
calentada a 60° C durante 3 h. Después de concentracién
de la mezcla de reaccién bajo presién reducida, el
residuo fue retirado en DCM (50 ml) y lavado con salmuera
(1 M, 25 ml) y agua (25 ml). Subsecuentemente, la capa

orgdnica fue secada (MgS50,4) y concentrada en vacio. El

AK
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residuo asi obtenido fue purificado por HPLC usando una
columna Luna C-18 con el siguiente gradiente: TFA acuoso
al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en
30 min. El1 compuesto titulado fue liofilizado a partir de

una mezcla de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 65 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 526,4
HPLC: R¢: 13,18 min, columna Luna C-18 (II), 3

pm, 100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiquador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 22

S5-amino-2-metoxi-4-(3-({(N-etil-N-(2-metoxletil)-

glicinil)-amino)~fenil)~tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Terc-butoxido de potasio (100 mg) fue agregado a una
solucién agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4—(3-((N-

etil-N-(2-metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3~



dlpirimidin~6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 17 (a),
200 mg) en metanol (5 ml) y la mezcla de reaccidédn fue
calentada a 50° C durante 3 h. Después de concentraclén
de la mezcla de reaccidédn bajo presién reducida, el
residuo fue retirado en DCM (50 ml) y lavado con cloruro
de amonio acuoso (1 M, 25 ml) salmuera (1 M, 25 ml) y
agua {25 ml). Subsecuentemente, la capa orgdnica fue
secada (MgSO4) y concentrada en vacio. El1 residuo asi
obtenido fue purificado por HPLC usando una columna Luna
C-18 con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 1l0%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Producciédn: 92 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 515,4

HPLC: Rg: 12,21 min, columna Luna C-18 (II), 3
pm, 100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.
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Ejemplo 23

5-amino-2-aliloxi-4-(3-({N-etil-N- (2-metoxietil) -

glicinil)-amino)-fenil)-tienc|[2,3-d]lpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Terc-butoxido de potasio (100 mg) fue agregado a una
solucidén agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4—(3-((N-
etil-N-(2-metoxietil)-glicinil)-amino)-fenil)-tieno[2, 3~

dlpirimidin-6é-carboxamida de terc-butilo {ejemplo 17 (a),
200 mg) en alcohol de alilo (5 ml) y la mezcla de
reaccién fue calentada a 50° C durante 3 h. Después de
concentracién de la mezcla de reaccidén bajo presidn
reducida, el residuo fue retiradoc en DCM (50 ml) y lavado
con cloruro de amonio acuoso (1 M, 25 ml), salmuera (1 M,
25 ml) y agua (25 ml). Subsecuentemente, la capa orgénica
fue secada (MgSQ4) y concentrada en vacio. El residuo asi
obtenido fue purificado por HPLC usando una columna Luna
C-18 con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue liofilizado a partir de una mezcla

de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 63 mg (TFA-sal)

AT2



MS-ESI: [M+H]" = 541,4

HPLC: Re: 12,71 min, columna Luna C-18 (IIX), 3
pm, 100 x 2,0 mm, detecciédn UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejexplo 24

5-amino-2-isopropoxi-4-(3-((N-etil-N-(2-metoxietil)-

glicinil)-amino)-fenil)-tieno(2,3-d]lpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

Terc-butoxido de potasio (100 mg) fue agregado a una
solucién agitada de 5-amino-2-metanosulfinil-4—{3-((N-
etil-N-(2-metoxietil)-glicinil)-~amino)-fenil)-tieno[2, 3~

dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo {ejemplo 17 (a),
200 mg) en isopropanol (5 ml} y la mezcla de reaccidén fue
calentada a 50° C durante 3 h. Después de concentracién
de la mezcla de reaccién bajo presién reducida, el
residuo fue retirado en DCM (50 ml) y lavado con cloruro
de amonio acuoso (1 M, 25 ml) salmuera (1 M, 25 ml) y

agua (25 ml). Subsecuentemente, la capa orgédnica fue

AT 3
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secada (MgSO4) y concentrada en vacio. El residuo asi
obtenido fue purificado per HPLC usando una columna Luna
C-18 con el siguiente gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN
acuoso al 10%/ACN = 90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El
compuesto titulado fue entonces liofilizado a partir de

una mezcla de 1,4-dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccidn: 32 mg (TFA-sal)

MS-ESI: [M+H]* = 543,4

HPLC: Rg: 12,93 min, columna Luna C-18 (II), 3
pm, 100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de
amortiquador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN = 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 25

5~amino-2-{4-piridil)-4-{3-((N-{(l-hidroxi-2-metil-prop-2-

il)-glicinil)-amino) -fenil)-tieno[2, 3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

(a) . 5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-6-hidroxi-

pirimidina

_ATX



Una mezcla de hidrocloruro 4-amidino-piridina (16,5 gq),
3-nitrobenzaldehido (15,1 g), cianocacetatc de etilo (11,2
ml) y carbonato de potasio (16,6 g) en EtOH absoluto (250
ml) fue agitado a 60° C durante 16 h. La mezcla de
reaccién fue enfriada a 0° C en un bafilo con hilo. El
precipitado resultante fue filtrado, 1lavado con EtOH
absoluto y calentado en agua (100° C) hasta que se obtuvo
una scolucidn clara. La solucién fue enfriada a 50° C,
acidificada hasta un pH 2 por adicién de HCl acuoso al 2N
y enfriada a 0° C en un bafio con hielo. El1 precipitado
resultante fue filtrado y lavado con agua y hielo. El

agua residuval fue removida por coevaporacién con 1,4~

dioxano.

Produccién: 18,3 g

MS-ESI: [M+H]* = 320,2

TLC: Re: 0,2, gel de silice, DCM/MeOH = 9/1
{v/v)

{b) . 6-cloro-5-ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil) -

pirimidina
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AJ6

POCL; (50 ml) fue agregado a una solucién agitada de 5-
ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-6-hidroxi-pirimidina
(ejemplo 25{(a), 18,3 g) y dimetilanilina (0,5 ml) en 1,4-
dioxano seco p.a. (200 ml). Después de 3 h a 90° C, la
mezcla caliente fue filtrada y el filtrado fue
concentrado bajo presién reducida. El1 residuo fue
disuelto en 1,4-dioxano y agua con hielo fue agregada. El
precipitado resultante fue filtrado y lavado con agua. El

agua resultante fue removida por coevaporacién con 1,4-

dioxano.

Produccién: 17,2 g

MS-ESI: [M+H]* = 338,4

TLC: Re: 0,7, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v)

{c). S5-ciano-4-{(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-6-

(etoxicarbonilmetiltio)-pirimidina de etilo

DIPEA (9,8 ml) fue agregada a una solucién agitada de 2-
mercaptoacetato (5,7 ml) y 6-cloro-5-ciano-4-(3-
nitrofenil)-2-(4-piridil)-pirimidina (ejemplo 25(b), 17,2
g) en una mezcla de EtOH (125 ml) y DCM (125 ml) bajo una

atmésfera de nitrégeno. Después de 2 h a temperatura
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ambiente, la mezcla fue diluida con DCM hasta que la
disolucién fue completa, se lavd con HCL acuoso al 0,5N

se secOd (MgSO4) y se concentr6 bajo presién reducida.

Produccidn: 20,5 g

MS-ESI: [M+H}* = 422,0

TLC: Re: 0,6, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v)

{(d) . S5-amino-4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-tieno[2, 3~

dlpirimidin—-6-carboxilato de etilo

DIPEA (20,0 ml) fue agregado a una solucidén agitada de 5-
ciano-4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-6-

(etoxicarbonilmetiltio)pirimidina de etilo (ejemplo
25(c), 20,5 g) en una mezcla de EtOH absoluto (100 ml) y
tolueno p.a. (100 ml). Después de 48 h a 100° C, la
mezcla fue enfriada a 0° C. el precipitado resultante fue

filtrado, lavado con EtOH frio y secado en vacio a 40° C.

Produccién: 15,7 g
MS-ESI: [M+H]* = 422,2
TLC: Re: 0,5, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2

(v/v)

AT
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{e). 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(4-piridil)-tieno(2, 3-

dlpirimidin-6-carboxilato de etilo

Una solucién de cloruro de estafio (II) (21,0 g} en EtOQOH
absoluto (250 ml) fue agregado a una solucidén de 5-amino-
4-(3-nitrofenil)-2-(4-piridil)-tieno(2,3-d]lpirimidin-6-

carboxilato de etile (ejemplo 25(d), 15,7 ¢g) en 1,4-
dioxano p.a. (250 ml). HCl acuoso al 37% (6,9 ml) fue
agregado y la mezcla fue calentada bajo reflujo (90° C)
durante 16 h. La mezcla se le permitié enfriarse a
temperatura ambiente y se concentrd bajo presién
reducida. El residuo fue suspendido en EtOAC (500 ml).
NaOH acuosa al 4N fue agregado para obtener un pH entre
10 y 11. La mezcla fue diluida por medio de agregar NaCl
acuoso saturado. La capa orgdnica fue separada, secada

(MgS0O4) y concentrada bajo presién reducida.

Produccidn: 12,0 g
MS-ESI: [(M+H]" = 392,2
TLC: Re: 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2

(v/v).
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(£f). Acido S5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(4-piridil)-

tieno[2,3-d]pirimidin-6-carboxilico

Hidréxido de potasio (15,7 g) fue agregado a una solucién
de 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(4-piridil)-tieno[2, 3-
dlpirimidin-6-carboxilato de etilo (ejemplo 25(e), 12,0
g) en una mezcla de 1,4-dioxano (210 ml) y agua (80 ml).
Después de 16 h a 90° C, la mezcla fue enfriada a 0° C.
el precipitado resultante fue filtrado, suspendido en
agua (300 ml) y enfriado a 0° C. la mezcla fue
acidificada a un pH 3 por medio de la adicién de &cido
citrico acuoso al 2N y agitada a 0° C hasta temperatura
amblente durante 2 h. el precipitado resultante fue

filtrado, lavado con agua y secado en vacio a 40° C.

Produccién: 12,2 g

MS-ESI: [M+H]* = 364,2

TLC: Re: 0,1, gel de silice, DCM/MeOH = 95/5
(v/v).

(q). 5-amino-4-(3-aminofenil)-2-(4-piridil)-tieno[2, 3-

d]pirimidin-é-carboxamida de terc-butilo

A7
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DIPEA (12,9 ml), terc-butilamina (7,8 ml) y TBTU (11,9 g)
fueron agregados a una mezcla de A&cido 5-amino-4-(3-
aminofenil)-2-(4-piridil)-tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxilico {ejemplo 25(f), 12,0 g} en una mezcla de DCM
(250 ml) y DCF (50 ml) bajo una atmésfera de nitrégeno.
Después de 2 h a temperatura ambiente, la mezcla fue
diluida con DCM y lavada con NaHCO; acuoso saturado, HCL
acuoso al 0,1N NaCl acuoso saturado. La capa organica fue
secada {(MgSO4) y concentrada bajo presién reducida. E1
producto crudo fue purificado por cromatografia sobre gel
de silice, usando diclorometano/metanol = 1/0 a 95/5

(v/v) como eluyente

Produccién: 12,2 g

MS-ESI: [M+H]* = 419,4

TLC: Re: 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(h). 5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)fenil)-2-(4-piridil)-

tieno[2,3-dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo

Una solucién de bromuro de bromoacetilo (0,59 ml) en THF
(25 ml) fue agregada gota a gota a una solucién de 5-

amino-4-(3-aminofenil)-2-(4-piridil)-tieno[2, 3-
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dlpirimidin-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 25(g),
2,0 g) y N,N-dimetil anilina (3,0 ml) en THF (50 ml).
Después de 30 min. A temperatura ambiente, la mezcla fue
concentrada bajo presién reducida, subsecuentemente se
disolvié en DCM (100 ml), se lavd con NaHCO; acuoso
saturado, se secdé (MgSQ,) y se concentré en vacio. El
residuo fue wusado sin purificacién adicional en 1la

siguiente etapa.

Produccién; 2,3 g

MS-ESI: [M+H]* = 539,2

TLC: Re: 0,3, gel de silice, heptano/EtOAc = 3/2
(v/v).

(i) . 5-amino-2-(4-piridil)-4-(3-((N-(l1-hidroxi-2-metil-

prop-2-il)~qlicinil)-amino)-fenil)-tieno[2,3-d]jpirimidin~

6-carboxamida de terc-butilo

Una solucién agitada de S5-amino-4-(3-(2-bromoacetamido)-
fenil)-2-(4-piridinil)-tieno(2,3-d]lpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo (ejemplo 25(h), 200 mg) en DCM
(5 ml) se agregd 2-amino-2-metil-propanocl (300 mg).
Después de agitar durante 17 h a temperatura ambiente, la

mezcla de reaccién fue diluida con DCM (100 ml), lavada

6l



99

con NaHCO; acuoso (1 M, 2 x 50 ml), secada (MgSO4) ¥y
concentrada en vacio. El residuo fue purificado por HPLC
usando una columna Luna C-18 con el siguiente gradiente:
TFA acucso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN = 90/10 a
10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue entonces
liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-dioxano, TFA

acuoso al 0,1% y agua.

Produccién: 73 mg (TFA-sal)
MS-ESI: [M+H]* = 548,2
HPLC: Reg: 9,65 min, columna Luna C-18 (II), 3 um,

100 x 2,0 mm, deteccién UV = 210 nm, temperatura de horno
= 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de amortiguador de
fosfato 50 mm pH 2,1l/agua/ACN = 10/80/10 a 10/10/80

(v/v/v), tiempo de corrido = 20 min.

Ejemplo 26

5-amino-2-(4-piridil)-4-(3-({N,N-bis-(2-metoxietil) -

glicinil)-amino)-fenil-tieno[2,3-d]pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

/4
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A una solucién agitada de 5-amino-4-(3-(2-
bromoacetamido)-fenil)-2-(4-piridil)-tieno[2, 3~

dlpirimidina-6-carboxamida de terc-butilo (ejemplo 25(h),
200 mg) en DCM (5 ml) se agreqgd bis-(2-metoxietil)-Aamina
(300 mg). Después de agitar durante 17 h a temperatura
ambiente, la mezcla de reaficién fue diluida con DCM (100
ml), lavada con NaHCO3 acuoso (1 M, 2 x 50 ml), secada
(MgS04) y concentrada en vacio. El residuo fue purificado
por HPLC usando una columna Luna C-18 con el segiente
gradiente: TFA acuoso al 0,1% + ACN acuoso al 10%/ACN =
90/10 a 10/90 (v/v) en 30 min. El compuesto titulado fue
entonces 1liofilizado a partir de una mezcla de 1,4-

dioxano, TFA acuoso al 0,1% y agua.

Produccidn: 170 mg (TFA - sal)
MS-ESI: [M+H]* = 592,2
Hpplec: R = 12,02 min, columna Luna C-18(2), 3 pm,

100 x 2,0 mm, deteccidén de UV = 210 nm, temperatura de
horno = 40° C, flujo = 0,25 ml/min, eluyente de

amortiguador de fosfato 50 mm pH 2,1/agua/ACN 10/80/10

a 10/10/80 (v/v/v), tiempo de corrida = 20 min.

65
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Ejemplo 27

Bioactividad del CHO-LH y CHO-FSH in vitro

La actividad agonistica del LH de los compuestos fueron
ensayados en células de ovario de Hamster chino (CHO)
transfectadas establemente con el receptor de LH humano y
cotransfectadas con un elemento que responde al cAMP
(CRE) /promotor que dirige la expresién de un gen
reportero de la luciferasa de fuego. Ligar la unién del
ligando al receptor LH acoplade por Gs resultard en un
incremento de cAMP, lo que a su vez inducirid una
transactivacién de 1la construccidén del reportero de
luciferasa. La sefial de luciferasa fue cuantificada
usando un contador de luminiscencia. Para los compuestos
de ensayo, los valores ECsp (concentracidén del compuesto
de ensayo que causa la mitad maxima (50%)}) de 1la
estimulacién) fueron calculadas. Para este propésito el
programa de software GraphPad PRISM, versidén 3.0

(GraphPad Software Inc., San Diego) se usé.

De una manera similar la actividad aqonistica FSH de los

compuestos fueron ensayados en células CHO transfectadas

(e
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9773
(3

con el gen reporterc de luciferasa y el receptor FSH

humano. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Biloactividad in vivo

Para medir la actividad in vivo de 1los compuestos
agonisticos de receptor LH/FSH de induccidén de ovulaciédn
en ratones inmaduros se estudié. En este ensayo ratones
hembra inmaduros fueron cebados con FSH urinario (Humegon
12,5 1IU/animal). Aproximadamente 48 horas después los
animales fueron tratados con el compuesto agonistico
LH/FSH, la preparacién del cual se describe en los
ejemplos 1, 4, 9, y 17, a un nivel de dosis de 50 mg/kg.
Los animales fueron sacrificados 24 horas después del
tratamiento con el agonista LH/FSH y el nimerc de évulos
en el oviducto fue accesado microscépicamente. En
promedio 10 a 15 animales fueron ensayados. El1 nuUmero
promedio de 6vulos contados fue 8 con la excepcién del

compuesto de ejemplo 17 (el cual dio 0,4).
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Tabla 1

Hombre

Ejemplo

LH EC50

(M)

FSH ECS0

(24)

S-amino-2-metiltio-4-(3-
{ (N-metil-N-({2-
hidroxietil)-glicinil)-
amino)-fenil)-tieno[2, 3~
dlpirimidin-6-carboxamida
de terc-butilo

2,73E-09

5,69E-08

5-amino-2-metiltio-4-(3-
((N-{1-hidroxi-2-metil-
prop-2-il}-glicinil)-
amino)-fenil)-tieno(2, 3-
dlpirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo

5,42E-09

8,06E-07

5-amino-2-metiltio-4-(3~-
( (N- (metoxicarbonilmetil) -
glicinil)-amino)-fenil)-
tienof{2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

5,97E-09

1,44E-06

5-amino-2-metiltio-4-(3-
((N-etil-N-(2-metoxietil)-
glicinil)-amino)-fenil)-
tieno[2,3-d)pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

7,00E-09

1,01E-07

S-amino-2-metiltio—-4-(3-
{ (N-{R-1-metoxicarbonil-2-

metil-prop-1-il) -

9,63E-09

3,48E-07

166
A
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glicinil)-amino)-fenil)-
tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

5-amino-2-metiltio-4-(3-
((N,N-bis-(2-metoxietil)-
glicinil)-amino)-fenil) -~
tieno[2,3-d]pirimidin~6~-

carboxamida de terc-butilo

1,00E-08

1,1E-06

S-amino-2-metiltio-4-(3-
((2,3-dihidroxi-prop-1-
il)-glicinil)-amino) -~
fenil)-tieno([2, 3-
dlpirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo

1,22E-08

1,13E-06

5-amino-2-metiltio-4-(3-
((1,3-dihidroxiprop-2-1il1) -
glicinil)-amino)-fenil) -
tieno[2, 3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

2,64E-08

1,00E-06

5~amino-2-fenil-4-(3-( (N~
etil-N-(2-hidroxietil)~

glicinil)-amino)-fenil) -
tieno[2, 3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

4,82E-09

6, 06E-07

5-amino-2-fenil-4-(3-(N-
(metoxicarbonilmetil) -

glicinil)-amino)-fenil)-~
tieno[2,3-dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

10

1,01E-08

2,48E-06

5-amino=-2-(2=furil)-4-(3-
( (N-metil-N-(2-

11

4,00E-09

6,16E-07

1A



105

hidroxietil-glicinil)-
amino)-fenil)-tieno[2, 3-
dlpirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo

5-amino-2-(2-furil)-4-(3-
(N-(l-hidroxi-2-metil-
prop-2-11)-glicinil)-
amino)-fenil)-tieno(2, 3~
dlpirimidina-6-carboxamida

de terc-butilo

12

1,18E-08

2,97E-06

5-amino-2-(2-furil)-4-(3-
(N- (metoxicarbonilmetil) -
glicinil)-amino)-fenil)-

tieno[2, 3-d]pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

13

1,21E-08

2,55E-06

5-amino-2-(2-tienil)-4-(3-
(N-metil-N-(2-
hidroxietil)-glicinil) -
amino)-fenil)~tieno(2, 3-
dlpirimidina-6-carboxamida
de terc-butilo

14

5,28E-09

1,44E-06

5-amino-2-(2-tienil)-4-(3-
( (N- (metoxicarbonilmetil)-
glicinil)-amino)-fenil) -~

tieno[2,3-d] pirimidina-6-

carboxamida de terc-butilo

15

1,82E-08

3,21E~-06

5-amino-2-(2-tienil)-4-(3-
({(N,N-di-(2-metoxietil)-
glicinil)-amino)-fenil) -
tieno(2, 3~dlpirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

16

2,13E-08B

6,81E-06

163
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5-amino-2-etilamino-4-(3-
((N-etil-N-(2-metoxietil) -
glicinil)-amino)-fenil}-
tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

17

1,04E-08

1,25E-06

5-amino-2- (N, N-
dimetilamino) -4-(3-{{N-
metil-N-(2-hidroxietil} -
glicinil)-amino)-fenil})-
tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butile

18

1,45E-08

1,63E-06

5-amino-2-etilamino-4-({3-
({N- (metoxicarbonilmetil)-
glicinil)-amino)-fenil)-
tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

1%

2,29E-08

2,30E-06

S5-amino-2-isopropilamino-
4~ (3-((N-etil-N-(2-
metoxietil}-glicinil)-
amino)-fenil)-tieno[2, 3~
dlpirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo

20

4,24E-08

2,95E-06

5-amino-2-alilamino-4-{3-
( (N- (metoxicarbonilmetil) -
glicinil)-amino)-fenil)-
tieno[2, 3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

21

5,70E-08

5, 60E-07

5-amino-2-metoxi-4-(3-( (N~
etil-N-(2-metoxietil) -
glicinil)-amino)-~-fenil)-
tieno[2,3~-d]pirimidin-6-

22

1,16E-08

9,53E-07

\64

84
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carboxamida de terc-butilo

5-amino-2-aliloxi-4-{3-
({(N-etil-N-(2-metoxietil)-
glicinil)-amino)-fenil}-
tieno[2, 3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

23

3,68E-08

1,74E-06

5-amino-2-isopropoxi-4-(3-
((N-etil-N- (2-metoxietil) -
glicinil)-amino)-fenil)~-
tieno[2,3-d]pirimidin-6-

carboxamida de terc-butilo

24

7;82E-08

2,51E-06

5-amino-2-(4-piridil)-4-
(3- ({N-(1-hidroxi-2-metil-
prop-2-il)-glicinil) -
amino)-fenil)-tieno[2, 3-
dlpirimidin-6-carboxamida

de terc-butilo

25

3,47E-08

4,00E-07

5-amino-2-(4-piridil)-4-
(3-((N,N-bisg- (2~
metoxietil)-glicinil)~-
amino)-fenil-tieno[2, 3-
d]pirimidina-6-carboxamida
de terc-butilo

26

3,82E-08

1,23E-06

K9
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de tieno[2,3-d]pirimidina de acuerdo

con la férmula general I,

(Férmula I)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable de esta, en donde

XesOoH,H

A es S, NH, N(R®), O o un enlace;

R' es alquilo (Ci:~C4), alquenilo (C-C4}, fenilo o
heteroarilo (C2-Cs), el anillo de fenilo o heteroarilo
opcionalmente estdn sustituidos con uno o més del grupo
de sustituyentes: hidroxi, halégeno, nitro,

triflorometilo, ciano, amino o (C;-C4) (di)alquilamino
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R? es H, alquilo (Ci-C4), (Ci1-Ci)alcoxi(C2-Cq)alquilo o

hidroxi (C;-C4)alquilo;

R? y R' pueden ser independientemente seleccionados de H,

alquilo (C;-C4) e hidroxi (C;-C4)alquilo;

R® es H o alquilo (C;-Ci), y

R® puede ser seleccionado de los mismos grupos que se

describieron para R!.

2. El1 compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1

en donde X es H,H.

3. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones

1 o 2 en donde R® es alquilo (C;-C,).

4. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones

1 a 3 en donde R? es = a RY.

5. El compuesto de acuerdo con las reivindicaciones

1 a 4 en donde R? = R* = H.
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A

25

6. E1 compuesto de acuerdo con las reivindicaciones

1 a5 en donde R? es alquilo (Ci1-Cai).

7. E1 compuesto de acuerdo con las reivindicaciones

1l a 6 para uso en terapia.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de tieno[2,3-d]pirimidina de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 6 o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo,
en mezcla con un auxiliar farmacéuticamente

aceptable.

9. El uso de compuestos de tieno[2,3-d]pirimidina de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6 o una sal
o solvato farmacéuticamente aceptable de los
mismos para la fabricacién de un medicamento para

el control de la fertilidad.

10. Un método para tratar desdrdenes de fertilidad
en pacientes que lo necesitan por medio de
administrar una cantidad efectiva de un compuesto

de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6.
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