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METODO DE PREPARACION DE DERIVADOS DE AMINA HETEROCICLICA

CAMPO TECNICO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUD(ES) RELACIONADA(S)

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente coreana n.°
10-2020-0023899 presentada el 26 de febrero de 2020 y de la solicitud de patente
coreana n.° 10-2021-0025655 presentada el 25 de febrero de 2021 ante la Oficina
de Propiedad Intelectual de Corea, cuyas divulgaciones se incorporan al presente
documento por referencia en su totalidad.

La presente divulgacion se refiere a un método para preparar un derivado

de amina heterociclica.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La ITK (tirosina quinasa de interleucina-2) y la BTK (tirosina quinasa de
Bruton) son un tipo de tirosina quinasa, junto con Tec (tirosina quinasa expresada
en carcinoma hepatocelular), RLK (quinasa de linfocitos en reposo) y BMX (gen de
tirosina quinasa de médula ésea en el cromosoma X), que no tiene un receptor de

la familia TEC y actua sobre diversas respuestas inmunitarias.

La ITK se expresa no sblo en células T sino también en células NK y
mastocitos, y desempefa un papel importante en la proliferacion de células T y en
la produccion de citoquinas importantes tales como IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-

17 (Schaeffer et al. Nat. Immune 2001, 2, 1183; Fowell et al. Immunity, 1999, 11,
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399). Las células T se activan por la senalizacion de TCR, y las células T activadas
producen citoquinas inflamatorias y activan las células B y los macréfagos,
provocando enfermedades autoinmunitarias tales como la AR (Sahu N. et al. Curr
Top Med Chem. 2009, 9, 690). Previamente, se sabia que las células Th1 se activan
por células T para inducir enfermedades de AR, pero recientemente, se ha
notificado que no sélo las células Th17/Treg, sino también las Th1, actuan como
patogenia de la AR (J Leipe J. et al. Arthritis Rheum. 2010, 62, 2876). Ademas, la
ITK se ha desarrollado previamente como diana farmacoldgica inmunoterapica, tal
como asma, pero ninguna ITK se ha desarrollado como farmaco terapéutico para la
AR (Lo H. Y Expert Opin Ther Pat. 2010, 20, 459). Recientemente, sin embargo, se
ha notificado que regula el desarrollo de células Th17 y Treg a través de ratones
ITK-/-, y tiene un amplio potencial como diana terapéutica para la AR (Gomez-

Rodriguez J. et al. J. Exp. Med. 2014, 211, 529).

En un estudio que usa el inhibidor de ITK PRN694, se ha notificado un
estudio sobre la reduccion de TNF-a que es una citoquina inflamatoria tipica de
enfermedades de AR, lo que confirma la posibilidad de desarrollo como agente
terapéutico para la AR mediante la regulacion de la expresion de Th17 a través de
la inhibicién de ITK (Zhong Y. et al. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

2015, 290, 5960).

La BTK actua como regulador del desarrollo de células B tempranas asi

como de la activacidn, sefalizacion y supervivencia de células B maduras. La célula
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B esta sefializada por un receptor de células B (BCR) que reconoce un antigeno
unido a la superficie de una célula presentadora de antigeno y se activa en una
célula productora de anticuerpo madura. Sin embargo, la sefializacién aberrante a
través del BCR conduce a la proliferacién anémala de células B y a la formacion de
autoanticuerpos patolégicos y, por tanto, puede inducir cancer, enfermedades
autoinmunitarias y/o inflamatorias. Por tanto, en la proliferacion anémala de células
B, la senalizacién a través del BCR puede bloquearse cuando la BTK es deficiente.
Por consiguiente, la inhibicion de BTK puede bloquear procesos patoldgicos
mediados por células B y, por tanto, el uso de inhibidores de BTK puede ser un

enfoque util para el tratamiento de enfermedades mediadas por células B.

Ademas, la BTK puede expresarse por otras células que pueden estar
asociadas con enfermedad ademas de las células B. En un ejemplo, la BTK es un
componente importante para la sefalizacion de Fc-gamma en células de médula
Osea y se expresa por los mastocitos. Especificamente, los mastocitos inducidos
por la médula ésea deficientes en BTK presentan una desgranulacién inducida por
antigenos alterada, y se sabe que la inhibicidn de la actividad BTK es util para tratar
respuestas patologicas de los mastocitos, tales como alergia y asma (lwaki et al. J.
Biol Chem. 2005 280: 40261). Ademas, se sabe que la produccion de TNF alfa en
los monocitos de pacientes con XLA, en los que la actividad BTK esta ausente,
disminuyen tras la estimulacién y, por tanto, puede inhibirse la inflamacion mediada
por TNF alfa mediante inhibidores de BTK (véase, Horwood et al., J. Exp. Med. 197:

1603, 2003).
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En la actualidad, no ha habido ningun caso en el que se haya desarrollado
como sustancia que inhiba dualmente BTK e ITK. Sin embargo, como inhibidor de
BTK, el documento WO 2008/039218 da a conocer derivados de 4-
aminopirazolo[3,4-d]pirimidinilpiperidina, y el documento WO02015/061247 da a
conocer heterocompuestos tales como piridina, pirimidina, pirazina y piridazina, y el
documento W0O2014/055934 da a conocer derivados de pirimidinilfenilacrilamida.
Como inhibidor de ITK, el documento WO2005/066335 da a conocer
aminobencimidazoles, el documento W0O2005/056785 da a conocer piridonas, el
documento WO02002/050071 da a conocer derivados de aminotiazol v,
recientemente, el documento WO02014/036016 da a conocer derivados de

bencimidazol.

Dadas estas circunstancias, los presentes inventores han hallado que un
derivado de amina heterociclica, que tiene una estructura quimica diferente de los
inhibidores de BTK e ITK notificados hasta la fecha, presenta un excelente doble
efecto inhibidor de la actividad de BTK e ITK. Por tanto, los inventores han llevado
a cabo una intensa investigacién sobre un método de preparacién que pueda
preparar un novedoso derivado de amina heterociclica y, como resultado, hallaron
que cuando se usa el método de preparacion descrito a continuacién en el presente
documento, es posible la produccion en masa comercial, se mejora el rendimiento
como conjunto y se reducen las impurezas, completando de ese modo la presente

divulgacion.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
PROBLEMA TECNICO
Un objeto de la presente divulgacién es proporcionar un método para

preparar un derivado de amina heterociclica.

SOLUCION TECNICA

Con el fin de lograr los objetos anteriores, la presente divulgacion
proporciona un método de preparacion tal como se muestra en el siguiente esquema
de reaccion 1, y mas especificamente, proporciona un método de preparacion que
comprende las etapas de:

1) preparar un compuesto representado por la siguiente férmula quimica 1-
3 mediante reaccién de un compuesto representado por la siguiente formula quimica
1-1 con un compuesto representado por la siguiente formula quimica 1-2 en
presencia de un catalizador de paladio y una base;

2) preparar un compuesto representado por la siguiente formula quimica 1-
4 mediante reaccion de un compuesto representado por la siguiente formula quimica
1-3 en presencia de un acido; y

3) preparar un compuesto representado por la siguiente férmula quimica 1
mediante reaccion de un compuesto representado por la siguiente férmula quimica
1-4 con un compuesto representado por la siguiente formula quimica 1-5 en
presencia de una base:

[Esquema de reaccion 1]
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En este caso, el compuesto representado por la férmula quimica 1 puede
entenderse como un concepto de abarcar todos de los siguientes tres tipos de
5 compuestos segun la quiralidad.
(1) (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)amino)-4-(morfolinometil )piridin-2-il)

amino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona
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(3) 1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)amino)-4-(morfolinometil )piridin-2-il)amino)

piperidin-1-il

~N—’

prop-2-en-1-ona

Na S

N 0
e H
N N N
N N)H
| P |

S

@)

T

zZ

A continuacion en el presente documento, la presente divulgacion se

describira en detalle para cada etapa.

(Etapa 1)

La etapa 1 es una etapa de preparar el compuesto representado por la
férmula quimica 1-3 mediante reaccion del compuesto representado por la formula
quimica 1-1 con el compuesto representado por la férmula quimica 1-2, y la reaccion
es una reacciéon de sustitucion de amina, que se lleva a cabo en presencia de un

catalizador de paladio y una base.

En este caso, el compuesto representado por la formula quimica 1-1 y el
compuesto representado por la férmula quimica 1-2 pueden usarse en una razon
molar de 1:0,1 a 1:2. Especificamente, el compuesto representado por la férmula
quimica 1-1y el compuesto representado por la formula quimica 1-2 pueden usarse

en una razén molar de 1:0,5a 1:1,7,de 1:0,7a 1:1,5, ode 1:0,9a 1:1,5.

Ademas, el catalizador de paladio puede ser un catalizador de paladio(0)
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que es paladio con valencia cero (Pd) en el compuesto, o un catalizador de paladio(ll)
con una valencia de +2. Por ejemplo, como catalizador de paladio, puede usarse al
menos uno seleccionado del grupo que consiste en tris(dibencilidenacetona)
dipaladio(0), tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0), bis[tris(2-metilfenil)fosfina]paladio y

acetato de paladio(ll).

Ademas, la base usada en la reaccion de la etapa 1 puede ser al menos una
seleccionada del grupo que consiste en carbonato de cesio, carbonato de potasio,
carbonato de sodio, terc-butdéxido de sodio y terc-butoxido de potasio. Entre ellos,
se usa preferiblemente carbonato de cesio en cuanto a velocidad de reaccion y

rendimiento.

Ademas, la reaccion puede llevarse a cabo en presencia de un compuesto
a base de fosfina junto con el catalizador de paladio y la base. Como compuesto a
base de fosfina, puede usarse al menos uno seleccionado del grupo que consiste
en 2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftilo, 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno, 2-
(diciclohexilfosfino)-3,6-dimetoxi-2,4',6'-triisopropil-1,1'-bifenilo y diciclohexilfosfino-

2',6'-diisopropoxibifenilo.

Ademas, como disolvente para la reaccion, puede usarse un disolvente
inactivo para la reaccion de sustitucion de amina. Por ejemplo, puede usarse un
disolvente tal como tolueno, dioxano, dimetilformamida (DMF), alcohol butilico o

dimetilacetamida (DMAc), pero se usan preferiblemente tolueno y dimetilacetamida
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(DMAC) en cuanto a velocidad de reaccién y rendimiento.

En este caso, el disolvente puede usarse en una cantidad (mL/g) de 10 a
30 veces (volumen), mas especificamente en una cantidad (mL/g) de 15 a 25 veces
(volumen), con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica

1-1.

Ademas, la reaccion puede llevarse a cabo a una temperatura de 80 a 150°C
durante de 3 horas a 15 horas. Cuando la reaccion se lleva a cabo bajo una
condicion de temperatura inferior y/o durante un tiempo de reaccion mas corto que
el intervalo anteriormente mencionado, la reaccion no avanza suficientemente, y
puede reducirse el rendimiento de produccion. Ademas, incluso si la reaccion se
lleva a cabo bajo una condicién de temperatura superior y/o un tiempo de reaccién
mas largo que el intervalo anteriormente mencionado, no se aumenta
sustancialmente el rendimiento de produccion, lo que es indeseable en cuanto a
costes del procedimiento. Mas especificamente, la reaccion puede llevarse a cabo
a una temperatura de 90 a 130°C durante de 4 horas a 12 horas, preferiblemente

de 4 horas a 10 horas, mas preferiblemente de 6 horas a 10 horas.

Ademas, cuando se usa una combinacion del catalizador de paladio, la base
y el compuesto a base de fosfina anteriormente mencionados, la reaccion puede
llevarse a cabo en un reactor convencionalmente conocido sin el uso de un reactor

de microondas. Por tanto, la etapa 1) puede aplicarse como un procedimiento para
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la produccién en masa del compuesto representado por la férmula quimica 1.

Por otro lado, después de completarse la reaccion, sin la etapa de purificar
o aislar el compuesto representado por la formula quimica 1-3 preparado, el
procedimiento hasta la etapa 1 y la etapa 2 descrita a continuacion en el presente
documento puede llevarse a cabo in situ en el mismo recipiente de reaccion. Tal
como se describié anteriormente, puesto que no se requiere la etapa de purificar o
aislar el compuesto en la etapa 1, el método de preparacién del compuesto
representado por la férmula quimica 1, incluyendo la etapa 1, puede ser ventajoso

en cuanto a la produccion en masa industrial del compuesto.

(Etapa 2)

La etapa 2 es una etapa de preparar un compuesto representado por la
férmula quimica 1-4 mediante reaccién de un compuesto representado por la
férmula quimica 1-3 en presencia de un acido, que es una etapa de retirar el grupo
terc-butiloxicarbonilo, que es un grupo protector sustituido en el anillo de piperidina

del compuesto representado por la formula quimica 1-3, en presencia de un acido.

Como acido usado en la reaccidon de la etapa 2), puede usarse acido

clorhidrico, acido acético, acido tricloroacético, acido trifluoroacético, o similar. Entre

ellos, se prefiere acido clorhidrico en consideracion del rendimiento y los costes.

Como disolvente para la reacciéon, puede usarse un disolvente tal como

10
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acetato de etilo, alcohol metilico, dioxano o tolueno.

Ademas, la reaccién puede llevarse a cabo a temperatura ambiente durante
de 30 minutos a 20 horas, preferiblemente de 30 minutos a 4 horas. La reaccion de
retirar el grupo terc-butiloxicarbonilo, que es un grupo protector, corresponde a una
reaccion que se produce facilmente sin tratamiento térmico adicional y, por tanto,
puede llevarse a cabo a temperatura ambiente. Sin embargo, si el tiempo de
reaccion es menor de 30 minutos, la reaccion puede no avanzar suficientemente, y
si el tiempo de reaccion supera las 20 horas, no se aumenta sustancialmente el
rendimiento de produccion. Por tanto, se prefiere el tiempo de reaccién

anteriormente mencionado.

Por otro lado, después de completarse la reaccion, con el fin de purificar el
compuesto representado por la férmula quimica 1-4, si es necesario, puede incluirse
ademas una etapa de cristalizacion del producto de reaccién. En la etapa de
cristalizacion, se prepara el compuesto representado por la formula quimica 1-4
cristalizado usando un disolvente de cristalizacion en el producto de reaccion. Dicho
de otro modo, la etapa 2) puede llevarse a cabo a través de las etapas de hacer
reaccionar el compuesto representado por la férmula quimica 1-3 en presencia de
un acido, y luego cristalizar el producto de reaccidon para preparar el compuesto

representado por la férmula quimica 1-4.

Especificamente, la etapa de cristalizacion puede llevarse a cabo mediante

11
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una cristalizacion primaria con agua y una cristalizacion secundaria con metanol.
Tal como se describié anteriormente, cuando el producto de reaccion generado
después de completarse la reaccion de la etapa 2) se cristaliza secuencialmente
con agua y metanol, es posible retirar eficazmente el catalizador de paladio, el
ligando, el residuo de aminotiazol, etc., que son subproductos que permanecen
después de la reaccion. Por tanto, puede obtenerse un compuesto de alta pureza
con un alto rendimiento en comparacion con la etapa de purificar en forma de una

suspension usando un disolvente tal como acetato de etilo.

La etapa de cristalizacion primaria con agua puede llevarse a cabo mediante
la adicion de agua al producto de reaccion y la agitacidon del mismo a una
temperatura de aproximadamente 0 a 5°C durante de 10 minutos a 2 horas. Ademas,
la cristalizacion se lleva a cabo preferiblemente en presencia de una base tal como
hidroxido de sodio mientras se mantiene el pH del producto de reaccién a 11 o mas,
0 12 o mas. Cuando se forman cristales en las condiciones anteriores, después de
completarse la reaccion puede filtrarse la disolucidn de reaccion a presiéon reducida

para obtener cristales.

En este caso, puede usarse agua en una cantidad (mL/g) de 5 a 30 veces

(volumen), mas especificamente en una cantidad (mL/g) de 5 a 25 veces (volumen),

con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-1.

A continuacion, después de secar el cristal resultante, puede llevarse a cabo

12
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una etapa de cristalizaciéon secundaria con metanol. La etapa de cristalizacion
secundaria con metanol puede llevarse a cabo mediante la adicion de metanol a los
cristales resultantes y la agitacion de los mismos a una temperatura de

aproximadamente 50 a 80°C durante de 10 minutos a 2 horas.

En este caso, puede usarse metanol en una cantidad (mL/g) de 5 a 40 veces
(volumen), mas especificamente en una cantidad (mL/g) de 10 a 35 veces (volumen),

con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-1.

(Etapa 3)

La etapa 3 es una etapa de preparar un compuesto representado por la
féormula quimica 1 mediante reaccion de un compuesto representado por la formula
quimica 1-4 con un compuesto representado por la férmula quimica 1-5. La reaccién
es una reaccion de amidacion, que se lleva a cabo preferiblemente en presencia de

una base.

En este caso, el compuesto representado por la formula quimica 1-4 y el
compuesto representado por la férmula quimica 1-5 pueden usarse en una razon
molar de 1:0,5 a 1:2,0. Especificamente, el compuesto representado por la formula
quimica 1-4 y el compuesto representado por la formula quimica 1-5 pueden usarse

en una razén molar de 1:0,5a 1:1,5,de 1:0,7a 1:1,3,0de 1:09a 1:1,1.

Como base usada en la reaccion de la etapa 3), puede usarse al menos una

13
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seleccionada del grupo que consiste en carbonato de potasio, hidroxido de sodio,
hidroxido de litio, hidréxido de potasio, trietilamina, diisopropilamina,
diisopropiletilamina, hidrogenocarbonato de sodio, hidrogenocarbonato de potasio,
carbonato de cesio, carbonato de sodio, metilato de sodio y butirato de potasio.
Entre ellos, se usa preferiblemente carbonato de potasio, carbonato de sodio,
hidrogenocarbonato de sodio o hidrogenocarbonato de potasio en cuanto a

completitud de la reaccidon y generacion de subproductos.

Como disolvente para esta reaccion, puede usarse un disolvente mixto de
tetrahidrofurano (THF) y agua. En este caso, el tetrahidrofurano puede usarse en
una cantidad (mL/g) de 10 a 40 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la formula quimica 1-4, y el agua puede usarse en una cantidad
(mL/g) de 2 a 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado

por la formula quimica 1-4.

Por otro lado, el compuesto representado por la férmula quimica 1-5 puede
afadirse en un estado de mezcla con N,N-diisopropiletiliamina o trietilamina. El
cloruro de acriloilo, que es el compuesto representado por la férmula quimica 1-5,
tiene una pequefia cantidad de acido clorhidrico remanente en el compuesto. Por
tanto, el acido clorhidrico participa en la reaccién y genera, como subproducto,
impurezas (denominadas a continuaciéon en el presente documento impureza C
(ImpC)), tal como un compuesto en el que se afiade HCI al doble enlace del

compuesto representado por la féormula quimica 1 y un compuesto en el que se

14
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afiade HCI al doble enlace de acrilamida, que provoca el problema de que se reduce
la pureza del compuesto final. Sin embargo, cuando el compuesto representado por
la férmula quimica 1-5 se usa en un estado de disolucion en el que se disuelve en
un disolvente tal como tetrahidrofurano junto con N,N-diisopropiletilamina (DIPEA),
puede retirarse de antemano una pequefa cantidad de acido clorhidrico remanente
en el compuesto representado por la féormula quimica 1-5 mediante N,N-

diisopropiletilamina o trietilamina y, por tanto, puede no generarse la impureza C.

En este caso, en una disolucion en la que se mezclan el compuesto
representado por la féormula quimica 1-5 y N,N-diisopropiletilamina, la N,N-
diisopropiletilamina puede estar contenida en una cantidad de 0,01 a 0,2 moles con
respecto a 1 mol del compuesto representado por la féormula quimica 1-5. Dentro
del intervalo anterior, puede retirarse eficazmente el acido clorhidrico en el

compuesto representado por la formula quimica 1-5.

Ademas, la reaccion puede llevarse a cabo a una temperatura de -10°C a
10°C, preferiblemente a una temperatura de 0°C o menos, y mas preferiblemente a
una temperatura de -10°C o mas y menos de 0°C. Puede prepararse un dimero del
compuesto representado por la formula quimica 1 (denominado a continuacion en
el presente documento como impureza B (ImpB)) mediante la reaccién anterior.
Cuando la reaccién ocurre a una temperatura baja, es posible minimizar la
generacion de tal impureza B. Especificamente, se prefiere una temperatura de

reaccion de -10 a 0°C, mas especificamente, una temperatura de reaccion de -8 a -

15
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3°C, en cuanto a reduccion de impurezas y rendimiento de produccion. Por tanto,
se prefiere que todos los reactivos de reaccion tales como reactantes y disolventes
organicos, que se usan para suprimir el aumento en la temperatura de reaccion
durante la reaccion, se usen después de enfriarse hasta una temperatura de 0°C o

menos.

Por otro lado, después de completarse la reaccion, si es necesario, puede
incluirse al menos una de las etapas de extraccion del producto de reaccion,
purificacion mediante concentracion a presion reducida y cristalizacion, aislando y
purificando de ese modo el compuesto representado por la férmula quimica 1. Con
el fin de preparar un compuesto de alta pureza, se prefiere realizar secuencialmente

todas las etapas de extraer, purificar y cristalizar el producto de reaccion.

Especificamente, después de completarse la reaccion de la etapa 3, puede
incluirse ademas una etapa de extraer el producto de reaccidon usando acetato de
etilo. Especificamente, el producto de reaccion puede extraerse usando acetato de
etilo y agua. Es decir, el compuesto representado por la formula quimica 1 puede
extraerse usando acetato de etilo y agua después de completarse la reaccion.
Cuando se extrae de esta manera, pueden retirarse eficazmente con la fase acuosa
las impurezas que tienen un tiempo de retencion relativo de menos de 1,0, que se
aislan mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), en
comparacioén con cuando se extrae usando un disolvente mixto de cloruro de

metileno/agua.

16
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La etapa de extraccion con acetato de etilo puede llevarse a cabo entonces
aun pH de 6,5 a 7,5. Si el pH es inferior a 6,5, existe la preocupacion de que se
reduce el rendimiento, y si el pH es superior a 7,5, puede dificultarse la retirada de
impurezas. Mas especificamente, la etapa de extraccion con acetato de etilo puede

llevarse a cabo en el intervalo de pHde 7,0 a 7,5.

Adicionalmente, la etapa 3 puede incluir ademas una etapa de disolver el
producto de reaccién en tetrahidrofurano; una etapa de mezclar una disolucién que
contiene acido fosforico con la disolucion preparada; y una etapa de purificacién de
filtrar la mezcla preparada y luego concentrar el filtrado a presion reducida. Tal etapa
de concentracion a presion reducida se lleva a cabo preferiblemente después de la

etapa de extraccion con acetato de etilo.

Dicho de otro modo, la etapa de purificacion puede incluir una etapa de
disolver el producto extraido con acetato de etilo en tetrahidrofurano para preparar
una disolucién; una etapa de mezclar una disoluciéon que contiene acido fosforico
con la disolucion para preparar una mezcla en la que se produce una sal de fosfato;
y una etapa de filtrar la mezcla en la que se produce la sal de fosfato, y luego

concentrar el filtrado a presion reducida.

La disolucién que contiene acido fosférico es una disolucion en la que se
disuelve acido fosforico en un disolvente de tetrahidrofurano, en la que el acido

fosforico puede disolverse en una cantidad de 0,05 a 0,5 moles con respecto a 1 mol
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del compuesto representado por la férmula quimica 1-4. Cuando se anade al
producto una disolucion que contiene acido fosférico en el intervalo anteriormente
mencionado, un compuesto en el que estan unidos un compuesto representado por
la férmula quimica 1 y un compuesto representado por la féormula quimica 1-4
producido durante la reaccidon (denominado a continuacion en el presente
documento como impureza A (ImpA)) reacciona con un anién fosfato (PO43) para
producir una sal de fosfato. Sin embargo, la sal de fosfato producida puede retirarse
facilmente mediante filtracion y, por tanto, puede reducirse el contenido de impureza

A en el compuesto representado por la férmula quimica 1 final producido.

Adicionalmente, la etapa 3 puede incluir ademas una etapa de cristalizacién
del producto de reaccion con acetato de etilo. Esta etapa de cristalizaciéon se lleva

a cabo preferiblemente después de la etapa de purificacién.

Dicho de otro modo, la etapa de cristalizacion puede llevarse a cabo,
después de la etapa de purificacion, afiadiendo acetato de etilo al producto
concentrado a presién reducida y luego agitando a una temperatura de
aproximadamente 20 a 40°C durante de 30 minutos a 4 horas. Cuando se producen
cristales en las condiciones anteriores, la disolucién de reaccién puede secarse a
presion reducida después de completarse la reaccion, obteniéndose de ese modo

un compuesto representado por la formula quimica 1-1 que es un producto final.

Es decir, cuando se llevan a cabo secuencialmente todas las etapas de
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extraer, purificar y cristalizar el producto de reaccion de la etapa 3 para preparar el
compuesto representado por la formula quimica 1, la etapa 3 puede llevarse a cabo
a través de las etapas de:

una etapa de hacer reaccionar el compuesto representado por la formula
quimica 1-4 con el compuesto representado por la férmula quimica 1-5 en presencia
de una base;

una etapa de extraer el producto de reaccién usando acetato de etilo;

una etapa de disolver el producto extraido con acetato de etilo en
tetrahidrofurano para preparar una disolucion, una etapa de mezclar una disolucién
que contiene acido fosfoérico con la disolucién para preparar una mezcla en la que
se produce una sal de fosfato y una etapa de filtrar la mezcla en la que se produce
la sal de fosfato, y luego concentrar el filtrado a presion reducida; y

una etapa de cristalizar el producto concentrado a presién reducida con
acetato de etilo.

Cuando se llevan a cabo etapas de extraccion, purificacion y cristalizacién
adicionales después de la reaccion de esta manera, es posible preparar un
compuesto representado por la formula quimica 1 de alta pureza en el que el
contenido de impureza que tiene un TRR de menos de 1,0 (TRR <1,0), impureza A
(ImpA), impureza B (ImpB) e impureza C (ImpC), es significativamente bajo, que
puede confirmarse comparando los ejemplos y los ejemplos de referencia descritos
a continuacién en el presente documento.

EFECTOS VENTAJOSOS

Tal como se describié anteriormente, el método de preparacion segun la
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presente divulgacion tiene la ventaja de que puede prepararse un derivado
de amina heterociclica que tiene un contenido de impurezas reducido con un alto

rendimiento.

5 DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES
A continuacion, la presente divulgacion se describira en mas detalle con
referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son s6lo con
propositos ilustrativos, y el alcance de la presente divulgacion no esta limitado por
los mismos. Ademas, en lo siguiente, puede entenderse que equivalente (eq)
10  significa el numero de moles con respecto al material de partida en la reacciéon que

tiene lugar en cada etapa.

Ejemplo de preparacion: preparacion del compuesto representado por
la formula quimica 11 ((S)-3-((6-cloro-4-(morfolinometil)piridin-2-il)

15 amino)piperidin-1-carboxilato de terc-butilo)

Cl N Cl H Cl N Cl

~N N ~N
S (Y ) —
o (etapa a) (etapa b)

HO™ o (\No

| _ O
=
+  HN, JI\ /I< \%j/
N Q (etapa c)
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(Etapa a)

Se disolvié acido 2,6-dicloroisonicotinico (10,0 g, 1,0 eq) en dimetilformamida
(100,0 mL), y luego se le afiadi6 al mismo 1,1-carbonildiimidazol (1,0 g, 1,2 eq). Se
agitoé la mezcla a temperatura ambiente (25-30°C) bajo gas de nitrégeno durante
1 hora, luego se afiadié morfolina (5,4 mL, 1,2 eq) y se agitd a la misma temperatura
durante 2 horas para completar la reaccion. Se afadieron acetato de etilo (200,0
mL) y agua (200,0 mL) y se extrajo, y volvié a extraerse la fase acuosa tres veces
usando acetato de etilo (200,0 mL). Se secé la fase de acetato de etilo sobre sulfato
de sodio anhidro, y luego se concentrd a presion reducida. Se purificd el residuo
resultante mediante cromatografia en columna (acetato de etilo:hexano = 1:5) para
obtener el compuesto representado por la formula quimica 1-a, (2,6-dicloropiridin-
4-il)(morfolino)metanona (13,0 g, 93,0%).

"H-RMN (500 MHz, CDCls): 7,27(s, 2H), 3,77(m, 4H) 3,65(m, 2H), 3,37(m,
2H)

(Etapa b)

Se disolvio el compuesto representado por la férmula quimica 1-a (10,0 g,
1,0 eq) obtenido en la etapa a en diclorometano (100,0 mL), y luego se enfri6é hasta
de 0 a 10°C bajo gas de nitrogeno. Se le anadié lentamente gota a gota al mismo
borano-tetrahidrofurano 1 M (115,0 mL, 3,0 eq), y luego se agité a temperatura
ambiente durante 12 horas para completar la reaccion. Se enfri6 la disolucion de
reaccion hasta 0-10°C, y luego se afadio lentamente gota a gota disoluciéon acuosa
de acido clorhidrico 6 N (256,0 mL, 20,0 eq) y luego se agit6 a la misma temperatura

durante 1 hora. Se ajust6 el pH a de 9 a 12 usando una disolucion acuosa de
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hidroxido de sodio 10 N, y luego se extrajo dos veces con diclorometano. Se aislo
la fase de diclorometano, se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y luego se
concentr6 a presion reducida. Se purificé el residuo resultante mediante
cromatografia en columna (acetato de etilo:hexano = 1:1) para obtener el
compuesto representado por la formula quimica 1-b, 4-((2,6-dicloropiridin-4-
il)metil)morfolina (8,1 g, rendimiento: 90,0%).

H-RMN (500 MHz, CDCls): 7,27(s, 2H), 3,72(m, 4H) 3,46(s, 2H), 2,45(m, 4H)

(Etapa c)

Se disolvié el compuesto representado por la formula quimica 1-b (1,0 g,
1,0 eq) obtenido en la etapa b en 1,4-dioxano (10,0 mL), y luego se le afiadieron al
mismo tris(dibencilidenacetona)dipaladio(0) (465,8 mg , 0,2 eq) y Xantphos (1,5 g,
0,4 eq). Se anadio (S)-3-aminopiperidin-1-carboxilato de terc-butilo (780,0 uL 1,0
eq), que es un compuesto representado por la férmula quimica 1-c, y luego se
afiadioé carbonato de sodio (1,3 g, 3,0 eq), y luego se sometio a reflujo la mezcla
durante 12 horas para completar la reaccion. Después de enfriar hasta 30°C o
menos, se le afadieron a la misma agua (20,0 mL) y acetato de etilo (20,0 mL), y
luego se aislaron las fases. Se secé la fase de acetato de etilo sobre sulfato de sodio
anhidro, y luego se concentro a presién reducida. Se purifico el residuo resultante
mediante cromatografia en columna (acetato de etilo:hexano = 1:1) para obtener el
compuesto representado por la formula quimica 1-1, (S)-3-((6-cloro-4-
(morfolinometil)piridin-2-il)amino)piperidin-1-carboxilato de terc-butilo (900,0 mg,

rendimiento: 54,1%).
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H-RMN (500 MHz, CDCls): 6,63(s, 1H), 6,31(s, 1H), 4,66-4,65(m, 1H), 3,84-
3,82(m, 1H) 3,75-3,70(m, 5H), 3,59-3,54(m, 1H), 3,37(s, 2H), 3,27-3,23(m, 2H),
2,46(t, 4H), 1,98-1,94(m, 1H), 1,73(s, 1H), 1,63-1,56(m, 2H), 1,50(s, 9H)

5 Ejemplo: preparacion de (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)Jamino)-4-

(morfolinometil)piridin-2-il)Jamino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona

Pdy(dba)s

BINAP /:(
Cs,CO4

Tolueno

Q J]\ )< N : alslamlento in situ HN O
NHZ (etapa 1) \%j
11 1-2 1-3

reaccion : DIPEA, K,COg3,
THF/H,0, -8~-3°C
TRR < 1,0 pureza: EA/H,0 pH7,0~7,5,

I
=z
it

purificar ImpA: H3PO4 / THF

ta Na S N b
N3
aislamiento: solidificar en H,0, HN aislamiento: solidificar en EA Y H f
solldlﬁcar en MeOH OH HN N\ Nm,,, NJ\‘
+ - 7
(etapa 2) (etapa 3) =
N
o )
o
1-4 1-5 1
(Etapa 1)

Se anadieron a un matraz el compuesto representado por la férmula quimica

10 1-1 (50,0 g, 1,0 eq) obtenido en el ejemplo de preparacién, el compuesto
representado por la férmula quimica 1-2 (16,7 g, 1,2 eq), tris(dibencilidenacetona)
dipaladio(0) (11,1 g, 0,1 eq), 2,2"-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftilo (BINAP) (30,3 g, 0,4

eq), carbonato de cesio (118,9 g, 3,0 eq) y 1000 mL de tolueno con un volumen de

20 veces con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica

15 1-1, y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de
elevar la temperatura en el interior del matraz hasta 110°C, se agité la mezcla de

reaccion a un intervalo de temperatura de 105-111°C durante 8 horas. Se filtré el
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residuo resultante a través de Celite para retirar el catalizador y la sal inorganica
producida. Luego, se concentro la fase organica a presion reducida, y se le
afiadieron a la misma 250 mL de agua purificada con un volumen de 5 veces con
respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-1 y 1000 mL
de acido etilacético con un volumen de 20 veces con respecto al peso del compuesto
representado por la férmula quimica 1-1 y se extrajo la fase organica. Se descart6
la fase acuosa aqui generada. Luego, se concentrd la fase organica a presion
reducida a 40-45°C para preparar el compuesto representado por la formula quimica
1-3, que se usO posteriormente en la etapa 2 a continuacién sin purificacion

adicional.

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,51(s, 1H), 6,93(s, 1H) 6,40(s, 1H), 6,06(s,
1H), 5,98(s, 1H), 4,01(s, 2H), 3,55(s, 5H), 3,21(s, 4H), 2,32(s, 4H), 2,24(s, 3H),
1,97(s, 1H), 1,72(s, 1H), 1,32(sa, 2H),1,15(s, 9H)

(Etapa 2)

Se afiadieron acetato de etilo (EA) (500 mL) y HCI 6 N (250 mL, 5,0 eq) al
compuesto representado por la férmula quimica 1-3 preparado en la etapa 1, y luego
se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 2 horas para completar la
reaccion.

Etapa de cristalizacién con agua y metanol

Luego, se extrajo la fase acuosa, y se anadieron 1000 mL de agua purificada
(una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la férmula quimica 1-1) a la fase organica, y se sometidé a

extraccion secundaria. Se combinaron las fases acuosas obtenidas en la 12y en la
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22 se mantuvo la temperatura interna a 0-5°C usando un bafo de hielo, y se
afiadieron 700 mL de NaOH 4 N (una cantidad (mL/g) de 14 veces (volumen) con
respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-1) durante
aproximadamente 30 minutos, y se agitd la mezcla durante 30 minutos mientras se
mantenia el pH de 12 o superior. Se filtraron los cristales resultantes a presién
reducida, y se lavo el filtrado con 500 mL de agua purificada (una cantidad (mL/g)
de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-1) y 500 mL de hexano (una cantidad (mL/g) de 10 veces
(volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica
1-1). En este caso, se coloco el filtrado lavado en un secador, y luego se seco a
vacio a una temperatura de 40-45°C durante 12 horas o mas, y luego se le
afiadieron al mismo 1,65 L de metanol (una cantidad (mL/g) de 33 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-1), y se
agitdo la mezcla a una temperatura interna de 65°C durante aproximadamente
30 minutos y luego se enfrié hasta temperatura ambiente. Se filtraron los cristales
resultantes a presion reducida, se coloco el filtrado resultante en un secador, y luego
se seco a vacio a una temperatura de 40-45°C durante 12 horas o mas para obtener
28,5 g del compuesto representado por la formula quimica 1-4 (rendimiento: 60,3%

(incluyendo las etapas 1y 2)).

"H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,47(s, 1H), 6,93(s, 1H) 6,28(d, 1H), 6,02(s,
1H), 5,94(s, 1H), 3,91(s, 1H), 3,56 (s, 4H), 3,20 (s, 2H), 3,06 (d, 1H), 2,79 (d, 1H),
2,44-2,42 (m, 1H), 2,37-2,34 (m, 1H), 2,32(s, 3H), 2,28(s, 4H), 2,03-2,01(m, 2H),
1,63-1,60(m, 1H), 1,44-1,42 (m, 1H), 1,30-1,28 (m, 1H)
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(Etapa 3)

Al compuesto representado por la féormula quimica 1-4 (5,0 g, 1,0 eq)
preparado en la etapa 2, se le afiadieron 90,0 mL de THF (una cantidad (mL/g) de
18 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la formula
quimica 1-4) y 20,0 mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 4 veces (volumen) con
respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-4) para
preparar una disolucion a temperatura ambiente. Luego, se disminuyo la
temperatura interna hasta -8 - -3°C usando un bafo de temperatura externa de -8 -
-5°C (mezcla de hielo, H20 y MeOH), y luego se anadié K2COs (2,6 g, 1,5 eq) y se
disolvié. En este caso, a 5 mL de THF enfriado hasta -8 - -3°C se le afiadi6 gota a
gota una disolucion mixta de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (111,5 uL, 0,05 eq) y
el compuesto representado por la formula quimica 1-5 (1,1 mL, 1,05 eq) a una
temperatura interna de -8 - -3°C. Se agit6 la mezcla resultante a -8 - -3°C durante

0,5 horas para completar la reaccion.

Etapa de extracciéon con acetato de etilo

Al recipiente de reaccién en el que se completaron las reacciones, se le
afiadieron 100,0 mL de acetato de etilo a una temperatura de -8 - -3°C (una cantidad
(mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado
por la formula quimica 1-4) y 50,0 mL de disolucién acuosa de NH4Cl saturado (una
cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la formula quimica 1-4), y se aislaron las fases y se aisl6 solo la

fase organica. Luego, se anadieron 50,0 mL de acetato de etilo a una temperatura
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de -8 - -3°C (una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del
compuesto representado por la formula quimica 1-4) a la fase acuosa, y volvio a
extraerse. Luego, se recogio solo la fase organica y se concentré a presion reducida
a una temperatura externa de 35°C. Se le anadieron a la misma 100,0 mL de acetato
de etilo a una temperatura de -8 - -3°C (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4) y 50,0
mL de H20 a una temperatura de 0 - 5°C (una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4), se
ajusto el pH a 7,0-7,5 con una disolucién de HCI 1 N, y se aislaron las fases dos
veces. Se recogio la fase organica aislada, se secé sobre Na:S0Os4, y luego se

concentro a presion reducida a una temperatura externa de 35°C.

Etapa de purificacion con acido fosférico (Hz3POa)

Se le anadieron a la misma 90,0 mL de THF a una temperatura de -8 - -3°C
(una cantidad (mL/g) de 18 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la formula quimica 1-4) y se disolvi6. Luego, se afiadio gota a gota
a una temperatura de -8 - -3°C una disoluciéon de H3POa4 (9,3 g, 0,095 eq) disuelta
en 5,0 mL de THF a una temperatura de -8 - -3°C, y luego se agité la mezcla durante
30 minutos. Se filtré la mezcla a través de Celite para retirar las sales, y se le afiadié
gota a gota al filtrado una disolucién de H3PO4 (8,3 g, 0,085 eq) disuelta en THF 5,0
mL a una temperatura de -8 - -3°C, y se agito la disolucion durante 30 minutos a -8
- -3°C. Se filtr6 el residuo resultante a través de Celite para retirar las sales, y se

concentrd el filtrado a presion reducida a una temperatura externa de 35°C. Se le
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afiadieron al mismo 25,0 mL de cloruro de metileno (MC) a una temperatura de -8 -
-3°C (una cantidad (mL/g) de volumen 5 veces (volumen) con respecto al peso del
compuesto representado por la férmula quimica 1-4) y 10,0 mL de H20 a una
temperatura de 0 a 5°C (una cantidad (mL/g) de 2 veces (volumen) con respecto al
peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-4) para ajustar el pH a
9,0 - 9,5, y luego se aisl6 la fase organica. Se seco la fase organica aislada con

Na2S04 y luego se concentro a presion reducida a una temperatura externa de 35°C.

Etapa de cristalizacion con acetato de etilo

Se le anadieron a la misma 75,0 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g)
de 15 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-4), y luego, cuando se formaron cristales, se agitaron a 20-30°C
durante 2 horas y se filtraron. Se seco el filtrado a presion reducida a temperatura
ambiente durante 12 horas para obtener 3,4 g del compuesto representado por la
férmula quimica 1, (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)Jamino)-4-(morfolinometil )piridin-2-

ilyamino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona (rendimiento: 60,0%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,
0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),
4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),
3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),
1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)

Ejemplo de referencia 1
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Se disolvié el compuesto representado por la férmula quimica 1-1 (730,0 mg,

1,0 eq) obtenido en el ejemplo de preparacion en 1,4-dioxano (14,0 mL). Se

5 afiadieron secuencialmente acetato de paladio (40,0 mg, 0,1 eq), Xantphos
(204,7 mg, 0,2 eq), el compuesto representado por la férmula quimica 1-2 (203,6
mg, 1,0 eq) y carbonato de cesio (1,7 g, 3,0 eq). Se llevd a cabo la reaccion en un
reactor de microondas a 150°C durante 30 minutos. Se enfrio la mezcla de reaccion
hasta 30°C o menos, y luego se le afiadieron a la misma agua (15,0 mL) y acetato

10  de etilo (15,0 mL), y luego se aislaron las fases. Se secé la fase de acetato de etilo
sobre sulfato de sodio anhidro, y luego se concentré a presion reducida. Se purifico

el residuo resultante mediante cromatografia en columna (el 100% de EA) para
obtener 564,0 mg del compuesto representado por la férmula quimica 1-3

(rendimiento: 65,0%).

15 H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,51(s, 1H), 6,93(s, 1H) 6,40(s, 1H), 6,06(s,
1H), 5,98(s, 1H), 4,01(s, 2H), 3,55(s, 5H), 3,21(s, 4H), 2,32(s, 4H), 2,24(s, 3H),
1,97(s, 1H), 1,72(s, 1H), 1,32(sa, 2H),1,15(s, 9H)
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(Etapa 2)

Se disolvié el compuesto representado por la formula quimica 1-3 (500,0 mg,
1,0 eq) obtenido en la etapa 1 en diclorometano (10,0 mL), y luego se enfrié hasta
0-10°C. Se anadié lentamente gota a gota al mismo acido tricloroacético (1,6 mL,
20,0 eq), y luego se agitd la mezcla durante 1 hora. Luego, se ajusté el pH a 9-12
usando una disolucion acuosa de hidroxido de sodio 12 N, y luego se secé la fase
de diclorometano aislada sobre sulfato de sodio anhidro, y luego se concentré a
presion reducida. Se afiadio acetato de etilo (10,0 mL) al residuo resultante para
formar cristales durante 30 minutos. Se filtraron los cristales resultantes y luego se
secaron para obtener 357,5 mg del compuesto representado por la férmula quimica

1-4 (rendimiento: 90,0%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,47 (s, 1H), 6,93(s, 1H) 6,28(d, 1H), 6,02(s,
1H), 5,94(s, 1H), 3,91(s, 1H), 3,56 (s, 4H), 3,20 (s, 2H), 3,06 (d, 1H), 2,79 (d, 1H),
2,44-2.42 (m, 1H), 2,37-2,34 (m, 1H), 2,32(s, 3H), 2,28(s, 4H), 2,03-2,01(m, 2H),
1,63-1,60(m, 1H), 1,44-1,42 (m, 1H), 1,30-1,28 (m, 1H)

(Etapa 3)

Se disolvié el compuesto representado por la formula quimica 1-4 (350,0 mg,
1,0 eq) obtenido en la etapa 2 en tetrahidrofurano (7,0 mL), al que se le aiadié agua
(7,0 mL), se afiadi6 bicarbonato de sodio (226,8 mg, 3,0 eq), y luego se enfrié hasta
0-10°C. Se anadi6 lentamente gota a gota al mismo el compuesto representado por
la féormula quimica 1-5 (73,1 uL, 1,0 eq), y luego se agité la mezcla durante
30 minutos para completar la reaccidon. Se sometié la misma al aislamiento de fases

usando diclorometano, se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y se concentro a
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presidn reducida. Se purificd el residuo resultante mediante cromatografia en
columna (diclorometano:metanol = 15:1) para obtener 318,0 mg del compuesto

representado por la férmula quimica 1 (rendimiento: 60,0%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,

5 0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),

4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),

3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),
1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)

10 Ejemplo de referencia 2

~ S /\_ (
reaccién : NaHCOjz, THF/H,0, 0~5°C \( H

H 0
Nap Mo Nn 0 acclc - o HN._N.__N,
\ )J\/ aislamiento: solidificar en EA, solidificar en DME | N y N |
=
-+ cl = - -
(etapa 3)

S S

O
1-4 1-5 1

pd

P
w

HN

=
=

(Etapas 1y 2)
Se prepard el compuesto representado por la féormula 1-4 usando los mismos
meétodos que en las etapas 1y 2 preparadas en el ejemplo.
15
(Etapa 3)
Se disolvié el compuesto representado por la formula quimica 1-4 (350,0 mg,
1,0 eq) obtenido en la etapa 2 en tetrahidrofurano (7,0 mL), al que se le afiadié agua
(7,0 mL), se afiadi6 bicarbonato de sodio (226,8 mg, 3,0 eq), y luego se enfrié hasta
20  0-10°C. Se afiadio lentamente gota a gota al mismo el compuesto representado por

la férmula quimica 1-5 (73,1 uL, 1,0 eq), y se agité la mezcla durante 30 minutos
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para completar la reaccién. Se sometié la misma al aislamiento de fases usando
diclorometano, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, y se concentré a presion
reducida. Se afiadio acetato de etilo al residuo resultante en una cantidad (mL/g) de
20 veces (volumen) con respecto al peso del residuo, y luego se agité a temperatura
ambiente durante 3 horas para formar cristales. Se filtraron los cristales resultantes,
se secaron a presion reducida a temperatura ambiente, y se afadié a los mismos
dimetoxietano en una cantidad (mL/g) de 15 veces (volumen) con respecto al peso
de los cristales, luego se disolvié a reflujo, y se enfrié lentamente hasta temperatura
ambiente, y luego se agité durante 2 horas para formar cristales. Se filtré esto y se
seco a presion reducida a temperatura ambiente para obtener 0,12 g del compuesto

representado por la férmula quimica 1 como 6° material (rendimiento: 30,0%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,
0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),
4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),
3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),
1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)

Ejemplo de referencia 3

N/ - (S reaccion : NaHCO,, THF/H,0, 0~5°C —

ﬁ/ TRR < 1,0 pureza:EA/H,0 pH7,0~7,5 NYS

HN HN

O\IH )J\/ aislamiento: solidificar en EA SOIIdIflcaI’ eh DME
(etapa 3)
N N
O o
1-4 1-5 1

(Etapas 1y 2)

Se prepardé el compuesto representado por la formula quimica 1-4 usando los
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mismos meétodos que en las etapas 1y 2 preparadas en el ejemplo.

(Etapa 3)

Al compuesto representado por la férmula quimica 1-4 (2,34 g, 1,0 eq)
obtenido en la etapa 2, se le afiadieron 46,8 mL de THF (una cantidad (mL/g) de
20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la formula
quimica 1-4) y 9,4 mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 4 veces (volumen) con
respecto al peso del compuesto representado por la féormula quimica 1-4) para
preparar una disolucion a temperatura ambiente. Luego, se disminuyé la
temperatura interna hasta 0-5°C usando un bano con temperatura externa de 0-5°C
(mezcla de hielo y H20), y luego se afadio NaHCOs3 (1,51 g, 3,0 eq) y se disolvié.
Se le afadi6 gota a gota a la misma una disolucion en la que se mezclé el
compuesto representado por la féormula quimica 1-5 (0,51 mL, 1,05 eq) a una
temperatura interna de 0-5°C. Se agitdé esto a 0-5°C durante 0,5 horas para
completar la reaccion.

Etapa de extracciéon con acetato de etilo

Al recipiente de reaccién en el que se completaron las reacciones, se le
afiadieron 46,8 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4) y 23,4
mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del
compuesto representado por la férmula quimica 1-4), y luego se sometieron al
aislamiento de fases para aislar solo la fase organica. Luego, se le afadieron a la

fase acuosa 23,4 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen)
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con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4) y
volvio a extraerse, y luego se recogio solo la fase organica y se concentrd a presion
reducida a una temperatura externa de 40°C. Se anadieron 46,8 mL de acetato de
etilo (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al peso del
compuesto representado por la férmula quimica 1-4) y 23,4 mL de H20 (una
cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la férmula quimica 1-4), se ajusté el pH a 7,0-7,5 con disolucién
de HCI 1 N, y luego se aislaron las fases dos veces. Se recogio la fase organica
aislada, se secO sobre Na2S0s4, y luego se concentré a presion reducida a una
temperatura externa de 40°C.

Etapa de cristalizacion con acetato de etilo

Se le afnadieron a la misma 46,8 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g)
de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-4), y luego, cuando se formaron cristales, se agitaron a 20-30°C
durante 2 horas y se filtraron. Se seco el filtrado a presion reducida a temperatura
ambiente durante 12 horas para obtener 1,75 g del compuesto representado por la
férmula quimica 1, (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)amino)-4-(morfolinometil )piridin-2-
ilyamino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona (rendimiento: 68,9%).

Etapa de cristalizacion con dimetoxietano

Se anadieron 7,5 mL de dimetoxietano (una cantidad (mL/g) de 15 veces
(volumen) con respecto al peso de los cristales con acetato de etilo) a 0,5 g de los
cristales con acetato de etilo, y luego se disolvié a 50-60°C, y luego se enfrié de

manera natural hasta 20-30°C para formar cristales. Después de formarse los
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cristales, se agitaron a 20-30°C durante 2 horas y se filtraron. Se sec?é el filtrado a
presion reducida a temperatura ambiente durante 12 horas para obtener 0,25 g del
compuesto representado por la formula quimica 1, (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-
il)amino)-4-(morfolinometil)piridin-2-il)amino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona

5 (rendimiento: 35%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,
0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),
4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),
3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),

10 1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)

Ejemplo de referencia 4

reaccion : NaHCOj3, THF/H,0, 0~5°C
N/—‘/\S TRR < 1,0 pureza: EA/H,0 pH7,0~7,5 /:(
purificar ImpA: H3PO4 / THF NN S
T 2
H
O‘H aislamiento: solidificar en EA HN N\ N, N)H
(etapa 3)
N
N
S g
1-4 1-5 1
(Etapas 1y 2)
15 Se prepardé el compuesto representado por la férmula 1-4 usando los mismos

métodos que en las etapas 1y 2 preparadas en el ejemplo.

(Etapa 3)
Al compuesto representado por la formula quimica 1-4 (288,0 g, 1,0 eq)
20 preparado en la etapa 2, se le afiadieron 5760,0 mL de THF (una cantidad (mL/g)

de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
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férmula quimica 1-4) y 1152,0 mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 4 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-4) para
preparar una disolucion a temperatura ambiente. Luego, se disminuyd la
temperatura interna hasta 0-5°C usando un bano con temperatura externa de 0-5°C
(mezcla de hielo y H20), y luego se afadio NaHCOs3 (186,0 g, 3,0 eq) y se disolvio.
Se le afadid gota a gota a la misma una disolucion en la que se mezclé el
compuesto representado por la féormula quimica 1-5 (63,0 mL, 1,05 eq) a una
temperatura interna de 0-5°C. Se agitdé esto a 0-5°C durante 0,5 horas para
completar la reaccion.

Etapa de extraccion con acetato de etilo

Al recipiente de reaccién en el que se completaron las reacciones, se le
afiadieron 5760,0 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen)
con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4) y
2880,0 mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso
del compuesto representado por la férmula quimica 1-4), y luego se sometieron al
aislamiento de fases para aislar s6lo la fase organica. Luego, se le afadieron a la
fase acuosa 1440,0 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g) de 5 veces
(volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la formula quimica
1-4), volvio a extraerse, y se recogi6 solo la fase organica y se concentré a presion
reducida a una temperatura externa de 40°C. Se afadieron 5760,0 mL de acetato
de etilo (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al peso del
compuesto representado por la formula quimica 1-4) y 2880,0 mL de H20 (una

cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
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representado por la formula quimica 1-4), se ajusté el pH a 7,0-7,5 con disolucién
de HCI 1 N, y luego se aislaron las fases dos veces. Se recogio la fase organica
aislada, se secO sobre Na2S0s4, y luego se concentré a presion reducida a una
temperatura externa de 40°C.

Etapa de purificacion con acido fosférico (HzPOa)

Se le anadieron a la misma 5184,0 mL de THF (una cantidad (mL/g) de 18
veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la formula
quimica 1-4) y se disolvid. Luego, se le afadio gota a gota a la misma una disolucion
de HsPOs4 (6,8 g, 0,095 eq) disuelta en 288,0 mL de THF, y luego se agité durante
30 minutos. Se filtré la mezcla a través de Celite para retirar las sales, y luego se le
afadié gota a gota al filtrado una disolucion de H3POas (6,1 g, 0,085 eq) disuelta en
288,0 mL de THF, y luego se agité durante 30 minutos. Se filtr6 el residuo resultante
a través de Celite para retirar las sales, y luego se concentrd a presion reducida a
una temperatura externa de 40°C.

Etapa de cristalizaciéon con acetato de etilo

Se le afadieron al mismo 5760,0 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g)
de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-4), y luego, cuando se formaron cristales, se agitaron a 20-30°C
durante 2 horas y se filtraron. Se seco el filtrado a presion reducida a temperatura
ambiente durante 12 horas para obtener 195,5 g del compuesto representado por
la férmula quimica 1, (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)amino)-4-(morfolinometil )piridin-

2-il)amino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona (rendimiento: 60,0%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,
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0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),
4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),
3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),
1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)

Ejemplo de referencia 5

reaccion : DIPEA, K,COsg,
THF/H,0, 0~5°C

/*( TRR < 1,0 pureza:EA/H,0 pH7,0~7,5 /:(
NYS purificar ImpA:H3PQO4 / THF Na .S
HN._ N H Y H i
‘ ~ NH (0] aislamiento: solidificar en EA HN N\ N, NJ'H
— + |)J\% > | = |
c (etapa 3)
(\N (\N
O\) O\)
1-4 1-5 1

(Etapas 1y 2)
Se preparé el compuesto representado por la formula 1-4 usando los mismos

10  métodos que en las etapas 1y 2 preparadas en el ejemplo.

(Etapa 3)
Al compuesto representado por la férmula quimica 1-4 (15,0 g, 1,0 eq)
preparado en la etapa 2, se le afiadieron 270,0 mL de THF (una cantidad (mL/g) de
15 18 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la férmula
quimica 1-4) y 60,0 mL de H20 (una cantidad (mL/g) de 4 veces (volumen) con
respecto al peso del compuesto representado por la féormula quimica 1-4) para
preparar una disolucion a temperatura ambiente. Luego, se disminuyé la
temperatura interna hasta 0-5°C usando un bano con temperatura externa de 0-5°C

20  (mezcla de hielo y H20), y luego se anadié K2COs (8,0 g, 1,5 eq) y se disolvid. En
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este caso, al THF enfriado hasta 0-5°C, se le afadié gota a gota una disolucion
mixta de N,N-diisopropiletiiamina (DIPEA) (334,4 uL, 0,05 eq) y el compuesto
representado por la formula quimica 1-5 (3,3 mL, 1,05 eq) a una temperatura interna
de 0-5°C. Se agit6 esto a 0-5°C durante 0,5 horas para completar la reaccién.

Etapa de extraccion con acetato de etilo

Al recipiente de reaccién en el que se completaron las reacciones, se le
afiadieron 300,0 mL de acetato de etilo a una temperatura de 0-5°C (una cantidad
(mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado
por la formula quimica 1-4) y 150,0 mL de H20 a una temperatura de 0-5°C (una
cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la formula quimica 1-4), y luego se sometieron al aislamiento de
fases para aislar solo la fase organica. Luego, se le anadieron a la fase acuosa 75,0
mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g) de 5 veces (volumen) con respecto al
peso del compuesto representado por la férmula quimica 1-4), volvié a extraerse, y
se recogio sélo la fase organica y se concentré a presion reducida a una temperatura
externa de 40°C. Se le afiadieron a la misma 300,0 mL de acetato de etilo a una
temperatura de 0-5°C (una cantidad (mL/g) de 20 veces (volumen) con respecto al
peso del compuesto representado por la formula quimica 1-4) y 150,0 mL de H20
(una cantidad (mL/g) de 10 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto
representado por la férmula quimica 1-4), se ajusto el pH a 7,0-7,5 con disolucion
de HCI 1 N, y luego se aislaron las fases dos veces. Se recogio la fase organica
aislada, se seco sobre NaxS0Os4, y luego se concentré a presidon reducida a una

temperatura externa de 35°C.
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Etapa de purificacion con acido fosférico (HzPOa)

Se le anadieron a la misma 270,0 mL de THF a 0-5°C (una cantidad (mL/g)
de 18 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-4) y se disolvié. Luego, se afadié gota a gota una disolucion de
HsPO4 (0,36 g, 0,095 eq) disuelta en 15,0 mL de THF, y luego se agité la mezcla
durante 30 minutos. Se filtré la mezcla a través de Celite para retirar las sales, y se
le afiadioé gota a gota al filtrado una disolucion de H3PO4 (0,32 g, 0,085 eq) disuelta
en 15,0 mL de THF, y se agito la disolucion durante 30 minutos. Se filtré el residuo
resultante a través de Celite para retirar las sales, y luego se concentré a presiéon
reducida a una temperatura externa de 35°C.

Etapa de cristalizacion con acetato de etilo

Se le afiadieron al mismo 225,0 mL de acetato de etilo (una cantidad (mL/g)
de 15 veces (volumen) con respecto al peso del compuesto representado por la
férmula quimica 1-4), y luego, cuando se formaron cristales, se agitaron a 20-30°C
durante 2 horas y se filtraron. Se seco el filtrado a presion reducida a temperatura
ambiente durante 12 horas para obtener 10,2 g del compuesto representado por la
férmula quimica 1, (S)-1-(3-((6-((5-metiltiazol-2-il)amino)-4-(morfolinometil )piridin-2-

ilyamino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-ona (rendimiento: 60,0%).

H-RMN (500 MHz, DMSO): 10,57(m, 1H), 6,91-6,90(m, 1H), 6,80-6,85(m,
0,5H), 6,70-6,40(m, 1,5H), 6,10-5,96(m, 3H), 5,65-5,63(d, 0,5H), 5,42-5,40(d, 0,5H),
4,42-4,40(m, 0,5H), 4,10-4,0(m, 1H), 3,90-3,87(m, 1,5H), 3,56(m, 4H), 3,20(s, 2H),
3,14-3,10(m, 1H), 2,68-2,63(m, 0,5H), 2,32(m, 4H), 2,19(s, 3H), 1,90-2,0(m, 1H),
1,80(m, 1H), 1,50-1,40(m, 2,5H)
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Actividad inhibidora contra BTK e ITK
Se midieron las actividades inhibidoras contra BTK e ITK para el compuesto
representado por la formula quimica 1 preparado en los ejemplos anteriores de la

siguiente manera.

Se evaluaron las actividades inhibidoras contra BTK usando el kit ‘ADP-Glo™
+ sistema enzimatico de quinasa BTK’ (Promega Corporation). En una placa blanca
de 96 pocillos, se mezclaron 10 uL de enzima BTK preparada para tener una
concentracion final de 10 ng/mL con 5 uL de compuestos que tenian una
concentracion final de 1 uM en el caso de la evaluacién de una unica concentracion
de compuesto y una concentracion de 1000, 200, 40, 8, 1,6 y 0,32 nM en el caso de
la evaluacion de la Clso, y luego se hicieron reaccionar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Se afadieron 5 uL de sustrato y 5 uL de ATP preparados para
tener una concentracion final de 10 uM a la placa en la que se completaron las
reacciones, y luego se permitié que reaccionaran a 30°C durante 1 hora. Se trataron
todos los pocillos de la placa en la que se completaron las reacciones con 25 uL de
reactivo ADP-Glo™ y se permiti6 que reaccionaran a 30°C durante 40 minutos.
Después de eso, se trataron todos los pocillos con 50 puL de tampdn de deteccidn
de quinasa, y luego se hicieron reaccionar durante 30 minutos en condiciones de
proteccion frente a la luz. Para la placa en la que se completaron todas las
reacciones, se midi6 la luminiscencia y se calcularon los resultados. Se llevé a cabo
la evaluacién por duplicado, y se calcularon el control negativo y el control positivo

dependiendo de si se afiadid o no la enzima sin tratamiento del compuesto. Se
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calculd la Clso basandose en los valores calculados.

Ademas, se evaluo la actividad inhibidora contra ITK usando el kit ‘ADP-Glo™
+ sistema enzimatico de quinasa ITK’ (Promega Corporation). En una placa blanca
de 96 pocillos, se mezclaron 10 uL de enzima ITK preparada para tener una
concentracion final de 4 ng/mL con 5 uL de compuestos que tenian una
concentracion final de 1 uM en el caso de la evaluacion de una Unica concentracion
de compuesto y una concentracion de 1000, 200, 40, 8, 1,6 y 0,32 nM en el caso de
la evaluacion de la Clso, y luego se hicieron reaccionar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A la placa en la que se completaron las reacciones, se le
afiadieron 5 uL de sustrato y 5 uL de ATP preparados para tener una concentracion
final de 25 uM y luego se permiti6 que reaccionaran a 30°C durante 1 hora. Se
trataron todos los pocillos de la placa en la que se completaron las reacciones con
25 uL de reactivo ADP-Glo™ y luego se permitié que reaccionaran a 30°C durante
40 minutos. Después de eso, se trataron todos los pocillos con 50 pul de tampon de
deteccion de quinasa, y luego se permitid que reaccionaran a 30°C durante
30 minutos en condiciones de proteccion frente a la luz. Para la placa en la que se
completaron todas las reacciones, se midioé la luminiscencia y se calcularon los
resultados. Se llevd a cabo la evaluacion por duplicado, y se calcularon el control
negativo y el control positivo dependiendo de si se afadié o no la enzima sin

tratamiento del compuesto. Se calculé la Clso basandose en los valores calculados.

Como resultado del calculo, la actividad inhibidora contra BTK (Clso de BTK)
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del compuesto representado por la formula quimica 1 preparado en el ejemplo fue
de 0,4 nM - 1,4 nM, y la actividad inhibidora contra ITK (Clso de ITK) fue de 1,0 nM
- 1,7 nM. A partir de esto, puede confirmarse que el compuesto representado por la
férmula quimica 1 presenta un excelente doble efecto inhibidor de la actividad de

BTK e ITK.

Comparacion de los ejemplos y de los ejemplos de referencia2 a 5

Con el fin de confirmar las impurezas producidas conjuntamente durante la
preparacion del compuesto representado por la féormula quimica 1, que es el
compuesto final preparado en los métodos de preparacion del ejemplo y de los
ejemplos de referencia 2 a 5, se aislaron las impurezas usando cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) segun el tiempo de retencién relativo (TRR) en
las condiciones mostradas en la tabla 1 a continuacién, y los resultados se muestran

en la tabla 2 a continuacion junto con el rendimiento de la etapa 3.

Tabla 1
Columna Capcell Pak C18, 250 x 4,6 mm, 5 um
Fase movil A Acetato de amonio 20 mM
Fase movil B El 100% de acetonitrilo
uv 280 nm
Temp. de columna | 30°C
Velocidad de flujo | 1 mL/min
Preparacion de Compuesto representado por la formula quimica 1 10 mg /
muestra MeOH 25 mL
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Tiempo (min) Curva
Fase movil A (%) | Fase movil B (%)
0 80 20
1 80 20
Gradiente
30 40 60
35 40 60 6
40 80 20
45 80 20

1) Impureza que tiene un TRR de menos de 1,0 (TRR<1,0)

2) Impureza A que tiene un TRR de 1,17 (ImpA): un compuesto en el que
estan unidos el compuesto representado por la férmula quimica 1 y el compuesto
representado por la férmula quimica 1-4

3) Impureza B que tiene un TRR de 1,37 (ImpB): dimero del compuesto
representado por la férmula quimica 1

4) Impureza C (ImpC) con un TRR de 1,18: compuesto en el que se anadio
HCI a un doble enlace del compuesto representado por la férmula quimica 1 y

compuesto en el que se anadié HCI a un doble enlace de acrilamida

Tabla 2
Rendimiento
Pureza | TRR<1,0 | ImpA ImpB ImpC
de la etapa 3
Ejemplo 60% 99,74% | <0,1% | <0,1% | <0,1% 0%
Ejemplo de 30% 98,00% 0,5% 0,5% - 0,4%
referencia 2
Ejemplo de 35% 98,00% | <0,1% 0,6% 0,13% | 0,08%
referencia 3
Ejemplo de 60% 99,00% | <0,1% | <0,1% | 0,30% | 0,50%
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referencia 4

Ejemplo de 60% 99,39% | <0,1% | <0,1% | 0,30% 0%

referencia 5

Tal como se muestra en la tabla 2 anterior, se confirmé que, cuando se
prepara el compuesto mediante el procedimiento del ejemplo, puede prepararse un
compuesto de alta pureza en el que se reducen todas las clases de impurezas con
un alto rendimiento, en comparacion con el procedimiento del ejemplo de referencia
2 en el que el compuesto se aisla y purifica mediante cristalizacion primaria y
secundaria ademas del procedimiento del ejemplo de referencia 1 descrito

anteriormente.

Ademas, se confirmdé que, cuando se prepara el compuesto mediante el
procedimiento del ejemplo, pueden prepararse compuestos de alta calidad con
impurezas reducidas, en comparacion con los procedimientos de los ejemplos de
referencia 3 a 5 en los que se prepara el compuesto representado por la férmula
quimica 1 cambiando algunos procedimientos en la etapa 3 en el procedimiento del

ejemplo.

Especificamente, puede confirmarse que el compuesto preparado segun el
procedimiento del ejemplo, en el que (1) se usa N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) en
la reaccion de la etapa 3, (2) se ajusta la temperatura de reaccion de la etapa 3 a

de -8 a -3°C, (3) se aisla el compuesto final mediante cristalizacion con acetato de
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etilo (EA), tiene las siguientes caracteristicas:

en comparacion con el compuesto preparado segun el procedimiento del
ejemplo de referencia 3, en el que (1) no se usa N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)
en la reaccion de la etapa 3, (2) se ajusta la temperatura de reaccion de la etapa 3
ade 0a5°Cy (3) se aisla el compuesto final mediante cristalizacion con acetato de
etilo (EA) y dimetoxietano (DME), el contenido de impureza A (ImpA), impureza B
(ImpB) e impureza C (ImpC) es bajo;

en comparacion con el compuesto preparado segun el procedimiento del
ejemplo de referencia 4, en el que (1) no se usa N,N-diisopropiletilamina (DIPEA)
en la reaccion de la etapa 3, (2) se ajusta la temperatura de reaccion de la etapa 3
ade 0a5°Cy (3) se aisla el compuesto final mediante cristalizacion con acetato de
etilo (EA), el contenido de impureza B (ImpB) e impureza C (ImpC) es bajo; y

en comparacién con el compuesto preparado segun el procedimiento del
ejemplo de referencia 5, en el que (1) se usa N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) en la
reaccion de la etapa 3, pero (2) se ajusta la temperatura de reaccion de la etapa 3
ade 0a5°Cy (3) se aisla el compuesto final mediante cristalizacion con acetato de

etilo (EA), el contenido de impureza B (ImpB) es bajo.

Comparacion del ejemplo, del ejemplo de referencia 1 y del ejemplo de
referencia 2

Los rendimientos de cada etapa de los métodos de preparacién del ejemplo,
del ejemplo de referencia 1 y del ejemplo de referencia 2 se muestran en la tabla 3

a continuacion.
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Tabla 3

Etapas 1y 2 Etapa 3 Rendimiento | Pureza
Rendimiento | Pureza | Rendimiento | Pureza total final
Ejemplo 60,3% 99,8% 60,0% 99,74% 36,0% 99,74%
Ejemplo de 35,1% 98,00%
_ 58,5% - 60,0% 98,00%
referencia 1
Ejemplo de 17,6% 98,00%
_ 58,5% - 30,0% 98,00%
referencia 2

Tal como se muestra en la tabla 3 anterior, se confirmé que, cuando se
prepara el compuesto representado por la férmula quimica 1 mediante el
procedimiento del ejemplo, la etapa 1y la etapa 2 se realizan in situ, y el aislamiento
y la purificacion del compuesto se logran mediante cristalizacion, lo que es ventajoso
para la producciéon industrial, a diferencia del procedimiento del ejemplo de
referencia 1 en el que se requiere un dispositivo de microondas y el aislamiento y la
purificacion del compuesto preparado se realizan mediante una columna, y también
que no hay ninguna disminucion en el rendimiento en comparacion con el

procedimiento del ejemplo de referencia 1.

Ademas, puede confirmarse que el procedimiento del ejemplo puede
preparar el compuesto final con un rendimiento notablemente alto, en comparacion
con el procedimiento del ejemplo de referencia 2 en el que el aislamiento y la
purificacion del compuesto se realizan ademas mediante cristalizacion primaria y
secundaria después del procedimiento del ejemplo de referencia 1 para aumentar

la pureza final del compuesto
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Por tanto, se confirmd que el compuesto representado por la férmula quimica

1 que tiene alta calidad puede producirse en masa a nivel industrial mediante el

procedimiento del ejemplo segun la presente divulgacion.
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