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OZET
ERK INHIBITORLERI OLARAK TIENO|[2,3-C]PIROL-4-ON TUREVLERI

Bu bulus hiicre dis1 sinyalin regiile ettigi kinazm (ERK) aktivitesini inhibe eden ve kanser

tedavisinde yararh olabilen tieno[2,3-c|pirol-4-on bilesiklerini sunmaktadir.
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ISTEMLER

1. Asagidaki formiilii haiz bir bilesik veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu

olup:
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2. istem 1’e uygun bilesik veya tuz olup, burada R* ve R’ bagimsiz olarak metildir.
3. Istem 2’ye uygun bilesik veya tuz olup, burada R* hidrojendir.

4. Istem 3¢ uygun bilesik veya tuz olup, burada R' =
o
®
wd

5. istem 4’e uygun bilesik veya tuz olup, burada R* =

6. Istem 5’e uygun bilesik olup, 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil- 1H-pirazoll-5-
ihaminopirimidin-4-il} -5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on

veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzudur.

7. Istem 6’ya uygun bilesik olup, 6,6-dimetil-2- {2-[(1-metil-1H-pirazol-5-

il)amino |pirimidin-4-il}-5-] 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno| 2,3-c|pirol-4-
on’dur.

8. Istem 1-7°nin herhangi birine uygun bilesigi veya tuzu ve farmasétik olarak kabul

edilebilir bir tasiyici, seyreltici veya eksipiyan igeren bir farmasétik bilesim.
9. Terapide kullanim igin Istem 1-7’nin herhangi birine uygun bilesik veya tuz.
10. Kanser tedavisinde kullanim igin Istem 1-7’nin herhangi birine uygun bilesik veya tuz.

11. Kanser tedavisinde ramusirumabla kombinasyon halinde es zamanli, ayr1 veya ardigik

uygulamada kullanim igin Istem 6’ya uygun bilesik veya tuz.

12. Kanser tedavisinde [5-(4-etil-piperazin- 1 -ilmetil)-piridin-2-il]-[ 5-floro-4-(7-floro-3-
izopropil-2-metil-3H-benzoimidazol-5-il)-pirimidin-2-il]-aminle veya bunun farmasétik
olarak kabul edilebilir bir tuzuyla kombinasyon halinde es zamanli, ayr1 veya ardigik

uygulamada kullanim igin Istem 6°’ya uygun bilesik veya tuz.

13. Istem 10-12’nin herhangi birine uygun kullanim icin bilesik veya tuz olup, burada
kanser melanom, kolorektal kanser, pankreas kanseri ve kiiglik hiicreli dis1 akciger

kanserinden olugan gruptan segilir.
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14. Istem 13’e uygun kullanim i¢in bilesik veya tuz olup, burada kanser kolorektal

kanserdir.

15. Istem 13’e uygun kullamm i¢in bilesik veya tuz olup, burada kanser pankreas

kanseridir.

16. Istem 13’e uygun kullanim igin bilesik veya tuz olup, burada kanser kiigiik hiicreli dig1

akciger kanseridir.
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TARIFNAME
ERK iNHIBITORLERI OLARAK TIiENO][2,3-C]PIROL-4-ON TUREVLERI

Aciklama

Bu bulus hiicre dis1 sinyalin regiile ettigi kinazin (ERK) aktivitesini inhibe eden ve kanser
tedavisi icin yararh olabilen tieno[2,3-c]pirol-4-on bilesiklerine veya bunlarin farmasdétik

olarak kabul edilebilir tuzlarina ve bilesikleri iceren farmasétik bilesimlere iliskindir.

ERK/MAPK vyolu hiicre proliferasyonu i¢in dnemlidir ve bir¢ok tiimérde aktive oldugu
siklikla gdzlemlenmektedir. ERK1/2°nin akis yukarisinda olan RAS genleri kolorektal
kanser, melanom, kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri gibi ¢esitli kanserlerin yani sira meme
ve pankreas tiimorlerinde mutasyona ugrar. Yiiksek RAS aktivitesine birgok beseri
tiimorde yiikselmis ERK aktivitesi eslik eder. Caligmalar ERK’in RAS sinyallerinin dnemli
bir bileseni oldugunu gdstermistir. Bu gbzlemler genis bir beseri tiimorler spektrumunda
kansere karsi terapilerin gelistirilmesi i¢in ERK1/2 sinyal yolunun ¢ekiciligini

desteklemektedir.

ERK inhibitorleri bu alanda bilinmektedir; 6rnegin bakimiz: WO2013130976. Ayrica,
baska aminopirimidin bilesikleri bu alanda bilinmektedir; rmegin WO 2010/022121, US
2003/0064982 ve WO 2007/053776’ya bakimiz. Alternatif ERK inhibitérlerinin, daha 6zel
olarak kanser tedavisine ydnelik olanlarin temin edilmesine hala ihtiya¢ duyulmaktadir,

Dolayisiyla bu bulus kanser tedavisi igin yararhi olabilen ERK1/2 inhibitorleri sunmaktadir.

Bu bulus asagidaki formili haiz bir bilesigi veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir

bir tuzunu sunmaktadir:
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R’ ve R’ bagimsiz bir sekilde metildir veya R* ve R? birlikte alindiginda siklopropili
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10 Bu bulus ayrica asagidaki formiilii haiz bir bilegigi veya bunun farmasotik olarak kabul

edilebilir bir tuzunu sunmaktadir:
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R’ ve R’ bagimsiz bir sekilde metildir ve R? ve R birlikte alindiginda siklopropili

olusturabilir;

R* hidrojen, metil, kloro, floro veya triflorometildir; ve
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Bu bulus ayrica R* ve R*iin metil oldugu Formiil I’in bir bilesigi igin bir diizenleme

sunmalktadir.

Bu bulus ayrica R**iin hidrojen oldugu Formiil I’in bir bilesigi i¢in baska bir diizenleme

sunmaktadir.

Bu bulus ayrica R**iin hidrojen oldugu Formiil I’in bir bilesigi icin baska bir diizenleme

sunmaktadir.

Bu bulus ayrica R"’in
ko

oldugu Formiil I'in bir bilesigi i¢in yine baska bir diizenleme sunmaktadir,
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Bu bulus ayrica R*’in

=N
%N\

oldugu Formiil I'in bir bilesigi i¢in yine bagka bir diizenleme sunmaktadir.

Tercihen bu bulus, 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil- 1 H-pirazol-5-il)amino]pirimidin-4-il } -5-[ 2-
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-¢]pirol-4-on olan bir bilesik veya bunun

farmas6tik olarak kabul edilebilir bir tuzunu sunmaktadir.

Ozel bir diizenleme olarak, bu bulus 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-
i amino |pirimidin-4-il} -5-[ 2-(morfolin-4-il)etil|-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-c]pirol-4-on

olan bilesigi sunmaktadir.

Bu bulus 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil- 1 H-pirazol-5-il)amino pirimidin-4-il} -5-[2-(morfolin-
4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on veya bunun farmasétik olarak kabul
edilebilir bir tuzunu ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyici, seyreltici veya
eksipiyan igeren bir farmasotik bilesim sunmaktadir. Bu bulug 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-
1H-pirazol-5-il)amino [pirimidin-4-il} -5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-
c]pirol-4-on’u ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tastyici, seyreltici veya eksipiyan

igeren bir farmasotik bilesim sunmaktadir.

Bu bulus tedavide kullanim i¢in 6,6-dimetil-2- {2-[(1-metil-1H-pirazol-5-
il)amino]pirimidin-4-il}-5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on
veya bunun farmasoétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu sunmaktadir. Bu bulus kanser
tedavisinde kullamim igin 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino |pirimidin-4-
il}-5-[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno| 2,3-¢]pirol-4-on veya bunun farmasétik
olarak kabul edilebilir bir tuzunu sunmaktadir. Bu bulus kanser tedavisinde kullanim i¢in
farmasotik bir bilesim sunmaktadir, farmasotik bilesim 6,6-dimetil-2-{2-[( 1-metil- 1H-
pirazol-5-ilYamino]pirimidin-4-il}-5-[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-

¢]pirol-4-on veya bunun farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu igerir.

Bu bulus ayrica tedavide kullanim igin 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-

il)amino [pirimidin-4-il} -5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-c|pirol-4-on’u
sunmaktadir. Bu bulug kanser tedavisinde kullamim i¢in 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-
pirazol-5-il)amino [pirimidin-4-il}-5-[ 2-(morfolin-4-1l)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-

c]pirol-4-on’u sunmaktadir. Bu bulus kanser tedavisinde kullanim i¢in bir farmasotik
4
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bilesim sunmakta olup, farmasétik bilesim 6,6-dimetil-2- {2-[(1-metil-1H-pirazol-5-
il)amino |pirimidin-4-i1]-5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-c [pirol-4-on
icerir,

Bu bulus provides 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino |pirimidin-4-il }-5-] 2-
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on veya bunun farmasétik olarak
kabul edilebilir bir tuzunun kanser tedavisine yonelik bir ilacin imalatinda kullanimini
sunmaktadir. Bu bulus ayrica 6,6-dimetil-2- {2-[(1-metil-1 H-pirazol-5-il)amino]pirimidin-
4-il}-5-[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on’un kanser tedavisine

yonelik bir ilacin imalatinda kullanimini sunmaktadir.

Bu bulug 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-i)amino |pirimidin-4-il }-5-[ 2-(morfolin-
4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on’u bir kristal formunda sunmaktadir. Bu
bulug ayrica 6,6-dimetil-2- {2-[(1-metil- | H-pirazol-5-il)amino]pirimidin-4-il } -5-[ 2-
(morfolin-4-1l)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-¢]pirol-4-on’u, 15.5°, 17.1°, 18.0°, 20.2°,
21.5° ve 22.1°’den olusan gruptan segilen piklerin biri veya daha fazlasiyla kombinasyon
halinde 19.3°’te olusan, 26 = 0.2°°deki karakteristik piklere sahip bir X-1g1n1 toz kirmim

deseniyle karakterize edilen bir kristal formunda sunmaktadir.

Ayrica bu bulug, kanserin melanom, kolorektal kanser, pankreas kanseri ve kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanserinden olusan gruptan se¢ildigi, burada agiklandig: gibi kullanimlarin
tercih edilen diizenlemelerini sunmaktadir. Tercih edilen kanserler kolorektal kanser,

pankreas kanseri ve kiiglik hiicreli disi1 akciger kanseridir.

Bu bulus ayrica kanser tedavisinde bir veya daha fazla kemoterapi maddesiyle
kombinasyon halinde es zamanli, ayr1 veya ardisik uygulamada kullanim igin 6,6-dimetil-
2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino |pirimidin-4-il} -5-| 2-(morfolin-4-il}etil]-5,6-dihidro-
4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunu
sunmaktadir. Bdyle bir kombinasyon igin tercih edilen kemoterapi maddeleri pan-RAF
inhibitdrii bir bilesik, daha 6zel olarak 1-(3,3-dimetilbitil)-3-(2-floro-4-metil-5-(7-metil-2-
(metilamino)pirido[2,3-d]pirimidin-6-il)fenil)iire), CDK4/6 inhibitérii bir bilesik, daha &zel
olarak palbosiklib, ribosiklib veya [5-(4-etil-piperazin-1-ilmetil)-piridin-2-il]-[5-floro-4-(7-
floro-3-izopropil-2-metil-3H-benzoimidazol-5-il)-pirimidin-2-il]-amin veya bunun
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu, veya bir anti-VEGFR2 antikoru, daha 6zel
olarak ramusirimabdir. Boyle bir kombinasyon igin tercih edilen diger kemoterapi
maddeleri TGF-beta reseptér kinaz inhibitorii bir bilesik, daha 6zel olarak galunisertib

5
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(WO 2004/048382 ye bakiniz), bir ALK-5 Kinaz inhibitorii, daha 6zel olarak EW-7197,
MEK inhibitérii bir bilegik, daha 6zel olarak kobimetinib veya trametinib veya Notch
inhibitorii bir bilesik, daha ozel olarak 4,4,4-trifloro-N-[(15)-2-[[(7S)-5-(2-hidroksietil}-6-
okso-7H-pirido|[2,3-d][3 |benzazepin-7-il]Jamino]-1-metil-2-okso-ctil|biitanamiddir (WO

5 2013/016081°e bakiniz). Boyle bir kombinasyon igin tercih edilen dier kemoterapi
maddeleri bir PD-L1 (Programli 6liim ligandi 1) inhibitdrii veya bir PD-1 (Programli 6liim

1) inhibitdridiir.

Bu bulus tercihen asagidaki siibstitiientleri igeren Formiil I’in bilesiklerini kapsar:

[:J_

a) R1 =

10 -
b) R2 metildir;
¢) R3 metildir;
d) R4 hidrojendir; veya
e) R5=
=N
15 .
Daha tercihen, bu bulus asagidaki siibstitent kombinasyonlarimi haiz Formiil I’in
bilesiklerini igerir:
a) R? ve R metildir;
b) R* metildir, R* metildir ve R* hidrojendir;
20 o R'=
0
[:Lj

ve R® =
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d) R” metildir, R® metildir, R* hidrojendir ve R' =
o]
(J
e
e) R* metildir, R® metildir, R* hidrojendir ve R’ =

—N
K,\ :N\

f) R* metildir, R® metildir, R* hidrojendir ve R' =

z;

veya

5
ve R™ =

Yukarida ve bulusun agiklamasi boyunca kullanilan agagidaki terimler, aksi

belirtilmedikee, asagidaki anlamlara sahip olarak anlasilacaktir:

“Farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyici, seyreltici veya eksipiyan” bu alanda
biyolojik olarak etken maddeleri memelilere, megin insanlara tatbik etmek i¢in genel
oarak kabul edilen bir ortamdar.

)

“Farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlar” veya “farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuz’
bu bulusun bilesiginin gorece toksik olmayan, inorganik ve organik tuzunu veya tuzlarini

belirtmektedir.

“Etkili miktar”, bu bulusun bilegiginin veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir
tuzunun veya bu bulusun bir bilesigini veya bunun farmasdotik olarak kabul edilebilir bir
tuzunu igeren farmasétik bilesimin, arastirmaci, veteriner, tip doktoru veya baska klinisyen
tarafindan arastirilmakta olan bir doku, sistem, hayvan, memeli veya insanda biyolojik

veya tibbi bir yanita veya istenen terapotik etkiye yol agacak miktarim belirtmektedir.
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“Tedavi”, “tedavi etmek™, “tedavi etme™ ve bunun gibi terimler bir hastaligin ilerlemesinin
yavaslatilmasini veya tersine ¢evrilmesini igerecek sekilde kullamlmaktadir. Bu terimler,
bir hastalik veya rahatsizlik fiilen elimine edilmese bile ve hastaligin veya rahats1zlifin
ilerlemesi bizzat yavaslatilmasa veya tersine ¢evrilmese bile, hastahigin veya rahatsizlifin
bir veya daha fazla semptomunun hafifletilmesini, iyilestirilmesini, zayiflatilmasini,

elimine edilmesini veya azaltilmasini da kapsamaktadir.

Bu alanda uzman olanlar bu bulusun bilegiklerinin tuzlar olusturabildigini takdir
edeceklerdir. Bu bulusun bilesikleri bazik heterosikller igerir ve dolayisiyla ¢esitli
inorganik ve organik asitlerin herhangi biriyle reaksiyona girerek farmasotik olarak kabul
edilebilir asit ilave tuzlar1 olusturur. Bu farmasotik olarak kabul edilebilir asit ilave tuzlar
ve bunlar1 hazirlamak igin genel metodoloji bu alanda iyi bilinmektedir. Ornegin bakiniz:
P. Stahl ve digerleri, HANDBOOK OF PHARMACEUTICAL SALTS: PROPERTIES,
SELECTION AND USE, (VCHA/Wiley-VCH, 2008); S.M. Berge ve digerleri

“Pharmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical Sciences, Cilt 66, No. 1, Ocak 1977.

Bu bulusun bilesikleri tercihen ¢esitli yollarla uygulanan farmasétik bilesimler olarak
formiile edilir. Tercihen bu bilesimler agizdan uygulama igindir. Bu farmasétik bilesimler
ve bunlar1 hazirlamak igin islemler bu alanda iyi bilinmekiedir. Omegin bakiniz:
REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY (A. Gennaro ve
digerleri, 21. basim, Mack Publishing Co., 2005).

Bu bulusun bilesikleri genis bir dozaj araliginda genel olarak etkilidir. Ornegin, giinliik
dozajlar normal olarak yaklasik 1 ila 2000 mg giinliik aralig1 i¢indedir. Tercihen bu dozlar
50 ila 1000 mg giinlilk aralhig: igindedir. Daha tercihen bu dozlar 125 ila 400 mg giinlilk
aralig1 i¢indedir. Baz1 durumlarda, yukarida s6zii edilen arahklarin alt sinirmin altindaki
dozaj seviyeleri yeterinden fazla olabilir, baska durumlarda ise daha biiyiik dozlar
kullanilabilir ve dolayisiyla yukaridaki dozaj araliklar1 herhangi bir sekilde bulusun
gercevesini sinirlandirmaya yonelik degildir. Bilesigin fiilen uygulanan miktarmin bir
doktor tarafindan, tedavi edilecek hastalik, se¢ilen uygulama yolu, uygulanan bilesik ve
bilesikler, hastanin yasi, agirhgi ve yanit1 ve hastanin semptomlarinin giddeti de déahil

olmak iizere iliskili kosullarin 1s181inda belirlenecegi takdir edilecektir.

Bu alanda uzman olanlar bu bulusun bazi bilesiklerinin en azindan bir kiral merkez
icerdigini takdir edeceklerdir. Bu bulus tek tek biitliin enantiyomerlerin veya
diastereomerlerin yan sira, rasematlar da dahil olmak {izere szl edilen bilesiklerin
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enantivomerlerinin ve diastereomerlerinin karisimlarini kapsamaktadir. Bu bulusun en az
bir kiral merkez i¢eren bilesiklerinin miinferit enantiyomerler veya diasterecomerler olarak
var olmasi tercih edilir. Miinferit enantiyomerler veya diastereomerler kiral tepkime
maddeleriyle baslanarak veya stereoselektif veya stereospesifik sentetik tekniklerle
hazirlanabilir. Alternatif olarak miinferit enantivomerler veya diastereomerler

karisimlardan standart kiral kroatomatografi veya kristalizasyon teknikleriyle izole

edilebilir.

Bir bilesik adindaki “izomer 1" ibaresi, karsilik gelen aramaddenin veya bu bulusun
bilesiginin, bir enantiyomerler ¢iftinin bir karigimi kiral kromatogratiyle ayrildiginda elute
olan iki enantiyomerin ilki eldugunu belirtir. Bir bilesik adindaki “izomer 2" ibaresi,
karsilik gelen aramaddenin veya bu bulusun bilesiginin, bir enantiyomerler ¢iftinin bir
karisimi kiral kromatogratiyle ayrildiginda elute olan iki enantivomerin ikincisi oldugunu

belirtir.

Bu bulusun bilesikleri bu alanda iyi bilinen ve takdir edilen sentetik usullere gére
hazirlanabilir. Bu reaksiyonlarin asamalari i¢in uygun reaksiyon kosullar bu alanda iyi
bilinmektedir ve ¢dziiciilerin ve yardime1 tekpime maddelerinin uygun siibstitiisyonlar1 bu
alanda uzman olanlarm becerileri dahilindedir. Benzer bir sekilde, bu alanda uzman olanlar
sentetik aramaddelerin gerekli oldugu veya istendigi zaman iyi1 bilinen ¢esitli tekniklerle
1zole edilebildigini ve/veya saflastirilabildigini ve siklikla gesitli aramaddelerin ¢ok az
saflastirmayla veya hig saflagtirma yapilmadan sonraki sentetik asamalarda dogrudan
kullanilmasinin miimkiin olacagini takdir edeceklerdir. Ayrica bu alanda uzman olanlar,
bazi durumlarda kisimlarin dahil edilme sirasinin kritik olmadigini takdir edeceklerdir. Bu
bulusun bilesiklerini Gretmek i¢in gereken asamalarm spesifik sirasi, vasith kimyagerin
takdir edecegi gibi sentezlenen spesifik bilesige, baslangi¢ bilesigine ve siibstitiie edilmis
kistmlarin nispi kararliligina baghdir. Aksi belirtilmedikge biitiin siibstitiientler daha 6nce
tanimlandig1 gibidir ve biitiin tepkime maddeleri bu alanda iy1 bilinmekte ve

anlasilmaktadir.

Burada kullanilan asagidaki terimler belirtilen anlamlara sahiptir: “ACN” asetonitrili
belirtir; “DCM” diklorometan: belirtir; “DMF” N,N-dimetilformamidi belirtir; “DMSQO”
dimetil siilfoksiti belirtir; “DTT” ditiotreitolii belirtir; “EDTA” etilendiamintetraasetik
asidi belirtir; “EGTA” etilen glikol tetraasetik asidi belirtir; “ELISA” enzime bagl

immiinosorbent tahlilini belirtir; “EtOAc™ etil asetat1 belirtir; “EtOH” etanolii belirtir;
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“FBS” fetal biiylikbas hayvan serumunu belirtir; “HBSS” Hank Dengeli Tuz Cozeltisini
belitir; “ICs,” yar1 maksimal inhibitdr konsantrasyonu belirtir; “IVTI” in vivo hedef
inhibisyonunu belirtir; “MS” kitle spektroskopisini belirtir; “MeOH” metanoli belirtir;
“NMR™ niikleer manyetik rezonansi belirtir; “PBS” Tween-20 iceren fosfat tamponlu salini
belirtir; “THF” tetrahidrofuran: belirtir; “UVW?™ ultraviyole dalga uzunlugunu belirtir ve
“XRD” X-151mm1 kirinimini belirtir.

Aksi belirtilmedikce burada agiklanan bilesikler ACDLABS veya Accelrys Draw 4.1

kullanilarak adlandirilmakta ve numaralandirilmaktadir.

Bu bulusun bilesikleri R', R*, R?, R* ve R’"in daha &nce tanimlandig1 gibi oldugu asagidaki

semalarda gosterildigi gibi sentezlenebilir.

I’L - r
Y . e ST T
' 1 R -
" . P
RO - g :
J | \‘{;‘,_—-,L—L: . [ i
A AT R + R—NF. — = N M
! [
Mo W b
i ) =
i . .
Formil I

Sema 1: Formiil I’in bilesiklerinin sentezi

Sema 1°de Formiil I’in bilesikerinin genel sentezi gosterilmektedir. Bilesik 1 iyi bilinen
aromatik siibstitlisyon veya baglama reaksiyonu kosullar1 altinda uygun bir sekilde
siibstitlie edilmis Bilesik 2’yle reaksiyona sokularak Formiil I’in bir bilesigi elde edilir.
Daha spesifik olarak Bilesik 1 sodyum hidriir, izopropilmagnezyum kloriir, sezyum
karbonat, potasyum karbonat veya fer-blitoksit gibi uygun bir bazin varliinda yiiksek
sicaklikta Bilesik 2’yle reaksiyona sokulur. Istege bagl olarak 1,4-dioksan veya ter-biitil
alkol gibi uygun bir ¢oziicii i¢inde 4,5-bis(difenilfostine)-9,9-dimetilksanten veya 2-(di-
ter-biitilfosfino)-2"4",6'-triizopropil-3,6-dimetoksi- 1, 1'-bifenil gibi uygun bir ligand
maddesinin ve paladyum(Il)asetat, tris(dibenzilidenaseton)dipaladyum(0) veya kloro[2-(di-
ter-biitilfosfino)-2',4",6"- triizopropil-1,1'-bifenil][ 2-(2-aminoetil ) fenil) Jpaladyum(II) gibi

uygun bir katalizoriin ilave edilmesi de Formiil [’in bir bilegiZini verebilir.
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Sema 2: R® 3-metoksi-1H-pirazol-4-il veya 3-siklopropil-1H-pirazol-4-il
oldugunda Formiil I’in bilesiklerinin sentezi

Sema 2, R’ 3-metoksi-1H-pirazol-4-il veya 3-siklopropil-1H-pirazol-4-il oldugunda
Formiil I"in bilesiklerinin sentezini géstermektedir. Bilesik |, daha énce aciklandig gibi
1vi bilinen baglama reaksiyonu kosullar1 altinda, ter-biitiloksikarbonil gibi uygun azot

5 koruyucu gruplarla uygun bir sekilde siibstite edilen bir pirazol amin olan Bilesik 3’le
reaksiyona sokularak Bilesik 4 elde edilir. Daha sonra Bilesik 4, 1,4-dioksan veya MeOH
gibi uygun bir ¢oziici icinde hidrojen kloriir veya trifloroasetik asit gibi uygun bir azot
korumasimni kaldiric: maddeyle reaksiyona sokularak R>’in 3-metoksi- 1 H-pirazol-4-il veya

3-siklopropil- 1 H-pirazol-4-1l oldugu Formiil I'in bir bilesigi elde edilir.
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Formiil I

0 Sema 3: Formiil I’in bilesiklerinin alternatif sentezi
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Sema 3, Formiil I’in bilesiklerinin alternatif bir sentezini gdstermektedir. Bilesik 5, DMF
gibi uygun bir ¢dziicli iginde sodyum hidriir gibi uygun bir bazin varliginda (2-
bromoetoksi)-fer-biitildimetilsilanla reaksiyona sokularak Bilesik 6 elde edilir. Daha sonra
Bilesik 6 daha 6nce ac¢iklandigi gibi iyi bilinen baglama reaksiyonu kosullart altinda uygun
bir sekilde siibstitiie edilmis bir Bilesik 2 yle (R°-NH,) reaksiyona sokularak Bilesik 7 elde
edilir. Bilesik 7 bir THF ve su karisimi gibi uygun bir ¢éziicii icinde asetik asit gibi uygun
bir korumay1 kaldirma maddesiyle reaksiyona sokularak Bilesgik 8 elde edilir. Bilesik 8
daha sonra trietilamin gibi uygun bir bazin varliginda DMF gibi uygun bir ¢dziicii i¢inde
metansiilfonil kloriirle reaksiyona sokularak Bilesik 9 elde edilir. Bilesik 9 ACN gibi
uygun bir ¢oziicil iginde uygun bir aminle reaksiyona sokularak Formiil [’in bir bilesigi

elde edilir.
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Sema 4: Bilesik 1’in sentezi

Sema 4, Bilesik 1’in sentezi i¢in usuli gostermektedir. Bilesik 10, ACN gibi uygun bir
¢oziicli iginde N-bromosiiksinimid gibi uygun bir brominasyon maddesiyle reaksiyona
sokularak Bilesik 11 elde edilir. Bilesik 11 sodyum hidrir veya sodyum hidroksit gibi
uygun bir bazla ve 4-(2-kloroetil)morfolin gibi uygun bir N-alkilasyon maddesiyle
reaksiyona sokularak Bilesik 12 elde edilir. Bilesik 12, yiiksek bir sicaklikta 1,4-dioksan
gibi uygun bir ¢oziici icinde bis(pinakolato)dibor, potasyum asetat gibi uygun bir baz ve
(1,1'-bis(difenilfostino)ferrosen)paladyum(II) kloriir gibi uygun bir katalizérle reaksiyona
sokularak Bilesik 13 elde edilir. Bilesik 13, yiiksek bir sicaklikta bir 1,4-dioksan ve su
karigimi gibi uygun bir ¢éziicii iginde 2,4-dikloro-5-metilpirimidin gibi uygun bir sekilde
siibstitlie edilmis bir pirimidin bilesigi, potasyum karbonat gibi uygun bir baz,
tetrakis(trifenilfostin)paladyum gibi uygun bir katalizorle reaksiyona sokularak Bilesik 1

elde edilir.
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Sema 5: Bilesik 1’in alternatif sentezi

Sema 5, Bilesik 1'in sentezi i¢in alternatif bir usulli gdstermektedir. Bilesik 11 N,N-
diizopropiletilamin gibi uygun bir bazin varhiginda ACN gibi uygun bir ¢6ziici i¢inde di-
ter-biitildikarbonat gibi uygun bir azot koruyucu maddeyle reaksiyona sokularak Bilesik 14
elde edilir. Bilesik 14, daha 6nce agiklandigi gibi iyi bilinen baglama reaksiyonu kosullari
altinda bis(pinakolato)diborla reaksiyona sokularak Bilegik 15 elde edilir. Bilesik 15 daha
once agiklandigi gibi iyi bilinen baglama reaksiyonu kosullar altinda uygun bir sekilde
stibstitlie edilmis bir pirimidin bilesigiyle reaksiyona sokularak Bilesik 16 elde edilir.
Bilesik 16’nin korumasi DCM veya 1,4-dioksan gibi uygun bir ¢éziicii i¢inde trifloroasetik
asit veya hidrojen kloriir gibi uygun bir korumay1 kaldirma maddesiyle kaldirilarak Bilesik
17 elde edilir. Bilesik 17 sodyum hidriir gibi uygun bir bazin varhiginda N-metilpirolidon
gibi uygun bir ¢dziicli iginde 4-(2-bromoetil)morfolin gibi uygun bir alkilasyon maddesiyle

reaksiyona sokularak Bilesik 1 elde edilir.
Terkip 1

6,6-Dimetiltieno|2,3-c]furan-4-on
0

71 o

5
THF (9750 mL) i¢indeki bir 3-tiofenkarboksilik asit (250 g, 1.95 mol) ¢ozeltisini 20 L lik
3 boyunlu bir gsisede -70°C’ye sogutun. Bu ¢ozeltiye, sicakligr -35°C nin altinda tutarak
yavag yavas n-biitil lityum (heksan iginde 2.5 M, 1872 mL., 4.68 mol) ilave edin.
Reaksiyon karnigimim bir saat -70°C’de kangtirin. -70°C’de yavas yavag aseton (187 mL,

2.55 mol) ilave edin. Reaksiyon karigimini 0°C’ye 1smmaya birakin ve ii¢ saat 0°C’de
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karistirin, Elde edilen ¢ézeltiye 0°C’de 4 M HCI1 (1500 mL) ilave edin ve reaksiyon
karigimini oda sicaklhigina 1sinmaya birakin, Elde edilen karigim gece boyunca karistirin,
Reaksiyon karigimmm bir diyatomlu toprak yatagindan siiziin ve yatag toluenle (3 x 500
mL) yikaymn. Siiziintiiyii azaltilmis basing altinda konsantre edin, Elde edilen islenmemis
tortuyu toluen (3750 mL) ve su (250 mL}) iginde eritin ve oda sicakliginda p-toluen
stilfonik asit (100.1 g, 0.526 mol) ilave edin. Reaksiyon karisimini 16 saat 100°C’°de geri
akitin. Reaksiyonu oda sicakligina sogutun ve 50°C’de azaltilms basing altinda konsantre
edin. Olusan tortuyu su iginde eritin ve EtOAC (2 x 10 L) ile ekstrakte edin. Organik
tabakayr doymus sulu sodyum bikarbonat ve suyla yikaym. Organik tabakayi susuz
sodyum siilfat tizerinde kurutun, siiziin ve siizlintiiyli 50°C’de azaltilmig basing altinda
konsantre ederek yukaridaki bilegigi (200 g, %61) kahverengi agdali sivi olarak elde edin.
MS (m/z): 169 (M+1).

Terkip 2

6,6-Dimetil-5H-tieno[2,3-c]pirol-4-on

7T NH

S
5 L’lik bir otoklova amonyum hidroksit (1000 mL) i¢indeki bir 6,6-dimetiltieno[2,3-
c]furan-4-on (150 g, 0.891 mol) ¢dzeltisini yiikleyin. Kapali bir ortamda, reaksiyon
karigimini dikkatle 200°C bir sicakliga getirin ve dort saat 200°C’de karigtirin. Dort saat
sonra, reaksiyon karigimini oda sicaklhigna sogutun ve amonyak gazmi serbest birakm.
Reaksiyon karisinuni DCM’yle (3 x 750 mL) ekstrakte edin. Organik tabakay: suyla (1 x
750 mL) yikayin ve susuz sodyum siilfat tizerinde kurutun, siiziin ve stizlintiiyii 50°C’de
azaltilmis basing altinda konsantre ederek yukaridaki bilesigi (100 g, %67) elde edin. MS
(m/z): 168 (M+1).

Terkip 3

Metil 2-bromotiofen-3-karboksilat

Br
¥
0]

o N\
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MeOH (100 mL) i¢indeki bir 2-bromo-3-tiofenkarboksilik asit (10.1 g, 49 mmol)
¢ozeltisini siilflirik asitle (2.5 mL, 45 mmol} islemden gegirin. Reaksiyon karigimimi gece
boyunca geri akisa 1sitm. Karigim azaltilmis basing altinda konsantre ederck organik
¢Ozicliyll uzaklastirin ve olusan karigimi buz soguklugunda su i¢ine dokiin, Soguk
¢ozeltiyi EtOAc’yle ekstrakte edin. Birlesik organik ekstraktlar: suyla, ardindan bir
doymus sulu sodyum bikarbonat ¢6zeltisiyle yikayin. Organik ¢dzeltiyi susuz sodyum
stilfat Gizeride kurutun, siiziin ve siiziintiiyii azaltilmis basing altinda konsantre ederek
yukaridaki bilesigi (10.77 g, %100) elde edin. "H NMR (400.15 MHz, DMSO-d;) & 7.65
(d, J=6 Hz, 1H), 7.34 (d, J=6 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H).

Terkip 4

Metil 2-siyanotiofen-3-karboksilat

N/
[a]
o N

N-metilpirolidon (130 mL) i¢indeki bir metil 2-bromotiofen-3-karboksilat (28 g, 128
mmol) ve bakir siyaniir {15 g, 167 mmol) karisimini gece boyunca 120°C’ye 1sitin.
Reaksiyonu oda sicakligina sogutun ve EtOAc’yle seyreltin. Organik ¢6zeltiyi doymus
NaCl’yle yikaym, susuz sodyum siilfat iizerinde kurutun, siiziin ve siiziintiiyii azaltilmig
basing altinda konsantre edin. Tortuyu heksan i¢inde %25 EtOAc eliisyonuyla silis jel
kolon kromatografisiyle saflastirarak yukaridaki bilesigi (15.2 g, %71) elde edin. '"H NMR
(400.15 MHz, DMSO-ds) 6 8.10 (d, J=5 Hz, 1H), 7.58 (d, J=5 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H).

Terkip 5

Spiro[5SH-tieno[2,3-c]pirol-6,1'-siklopropan]-4-on
0

7T 'NH

s
Dietil eter (330 m) icindeki -70°C deki bir metil 2-siyanotiofen-3-karboksilat (13.7 g, 79
mmol) ve titanyum tetra(izopropoksit) (24.8 g, 87.4 mmol) ¢dzeltisini bir etilmagnezyum
bromiir ¢dzeltisiyle (dietil eter iginde 3 M, 58 mL, 175 mmol) iglemden gegirin. Reaksiyon
karigimini 60 dakika kanistirin, Sogutma banyosunu g¢ikarin ve karigim bir saatte yavas

yavas oda sicakligina 1sinmaya birakim. Bor trifloriir eterat (22.6 mL, 159 mmol) ilave edin

15



10

15

20

25

EP-19059

ve karisimi bir saat daha karistirin. Reaksiyonu 1 N hidroklorik asitle (240 mL) séndiiriin
ve gece boyunca karistirin, Organik tabakay: ayirnn ve sulu tabakayi ek eterle geri ekstrakte
edin. Organik ekstraktlar birlestirin ve doymus sulu sodyum bikarbonat ve doymus
NaCl'yle yikayin, Organik ¢dzeltiyi susuz sodyum stlfat tizerinde kurutun, siiziin ve
stiziintliyii azaltilmig basing altinda konsantre edin. Tortuyu bir C18 kolonunda (Kolon:
275 g; Hareketli Faz: A) su iginde %0.10 formik asit, By ACN i¢inde %0.10 formik asit;
Gradyan %5-45 B; Akis Hizi: 80 mL/dakika) HPLCyle saflastirarak yukaridaki bilesigi
(1.02 g, %35) elde edin. 'H NMR (400.15 MHz, DMSO-d;) & 8.43 (bs, 1H), 7.53 (d, =5
Hz, 1H), 7.12 (d, J=5 Hz, 1H), 1.51 (m, 2H), 1.38 (m, 2H).

Terkip 6

2-Bromo-6,6-dimetil-SH-tieno|2,3-c]pirol-4-on

O

S

6,6-Dimetil-5H-tieno[2,3-c]pirol-4-on (835 g, 4,99 mol) iceren 20 L’lik bir siseye ACN
(10000 mL) ilave edin ve ¢ozeltiyi 10°C’ye sogutun. Reaksivon karigimina dort esit
porsiyon halinde N-bromosiiksinimid (444.4 g, 2.49 mol) ilave edin ve alt1 saat 25°C’de
karistirin. Reaksiyon karisimini azaltilmis basing altinda konsantre edin ve olusan bilesigi
su icinde bulamag haline getirin ve EtOAc’yle (3 x 4.1 L) ekstrakte edin. Birlegik organik
ekstraktlari su (3 x 4.1 L) ve doymus NaCl’yle (4.1 L) yikayin, susuz sodyum siilfat

iizerinde kurutun ve siiziin. Organik ¢ozeltiyi ek partilerle biraraya getirmek igin saklayn.

Yukaridakiyle ayni islemi kullanarak, sirasiyla 650 g ve 835 g 6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-
c]pirol-4-on ile baslayarak iki ek parti hazirlaymn. Ug turdan gelen organik ¢dzeltileri
birlestirin ve 50°C’de azaltilmis basing altinda konsantre ederek 2-bromo-6,6-dimetil-5H-
tieno[2,3-c]pirol-4-on'u kahverengi yapiskan malzeme olarak elde edin. Olusan {iriinii
dietil eter/heksan (2:1 hacim/hacim) i¢inde bulamag haline getirin ve siizerek yukaridaki
bilesigi (1542 g, %45) elde edin. MS (m/z); 246/248 (M+1/M=+3).
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Asagidaki bilesik esas itibartyla Terkip 6'nin usuliiyle hazirlanir.

Terkip. No. Bilesik Adi Yapi MS (m/z):
. 2-Bromospiro[ 5H-tieno[2.3-c]pirol- 7 2447246
6,1'-siklopropane]-4-on Br /s LN (M+1/M+3)
Terkip 8

4-(2-Bromoetil)morfolin hidrobromiir

H—-Br

Br A
~_ o
N\__/

DCM (2.44 L) igindeki bir trifenilfosfin dibromiir (124 g, 293 mmol) ¢dzeltisini, reaksiyon
sicakligini 25°C nin altinda tutarak bir saatte damla damla DCM (60 mL) i¢indeki bir 4-
morfolintanol (32 g, 244 mmol) ¢ozeltisiyle igslemden gecirin. Karigimi gece boyunca oda
sicaklifinda karistirin. Tepkime maddelerini uygun sekilde dlgeklendirerek, 4-
morfolinetanolle (10 g, 76 mmol) baslayarak ek bir reaksiyon uygulayin. Reaksiyon
karisimlarint birlestirin ve katilar1 vakumlu stizmeyle toplayarak yukaridaki bilesigi (76.7
g, %84) elde edin. 'H NMR (399.8 MHz, DMSO-ds) 8 4.05 (m, 2H), 3.84 (m, 2H), 3.78 (t,
J=7 Hz, 1H), 3.67 (t, J=7 Hz, 2H), 3.56 (m, 2H), 3.26 (m, 2H).

Terkip 9

ter-Biitil 2-bromo-6,6-dimetil-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-5-karboksilat
0
0
Br 4 \ N—‘e
s 0 %

ACN (481 mL) i¢indeki bir 2-bromo-6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-¢]pirol-4-on (25 g, 102

Sentetik usul 1:

mmol), 4-dimetilaminopiridin (1.25 g, 10 mmol) ve N,N-diizopropiletilamin (24 mL, 138
mmol) ¢ozeltisini di-fer-biitildikarbonatla (35 g, 162 mmol) islemden gegirin. Karigimi
gece boyunca oda sicaklifinda karistirin. Karisimi azaltilmis basing altinda konsantre edin.
Karigimi heksanla seyreltin, karisimi bir silis jel yatagindan siiziin ve yatagi heksanla,

ardindan heksan i¢inde %20 DCM’vle elute edin. Stiziintiiyli kuruyana kadar konsantre
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ederek yukaridaki bilesigi (36.5 g, %93) turuncu bir yag olarak elde edin. "H NMR (399.8
MHz, CDCl3) & 7.19 (s, 1H), 1.74 (s, 6H), 1.58 (s, 9H).

Sentetik usul 2:

ACN (2 L) igindeki bir 2-bromo-6,6-dimetil-5H-tieno| 2,3-c]pirol-4-on (200 g, 813 mmol),
N,N-dimetilpiridin-4-amin (9.93 g, 81 mmol) ve di-ter-biitildikarbonat (266 g, 1219 mmol)
¢ozeltisini damla damla N,N-diizopropiletilaminle (213 mL, 1219 mmol) islemden gegirin.
Karigimi dort saat oda sicaklifinda karistirin. Reaksiyonu iki saat 30°C’ye 1sitin. Karigimi
oda sicakliina sogutun ve gece boyunca karistirin. Karisim azaltilmis basing altinda
konsantre edin. Karisimi EtOAc ile seyreltin ve olusan organik ¢dzeltiyi iki kez suyla (300
mL), ardindan doymus NaCl’yle (300 mL) yikayin. Organik ¢6zeltiyi susuz sodyum stilfat
tizerinde kurutun, siizlin ve sliziintliyli azaltilmig basing altinda konsantre edin. Tortuyu
heksan i¢inde %0-20 EtOAc gradyaniyla elute ederek bir silis jel yatag: lizerinde
saflastirmak siiretiyle yukaridaki bilesigi (253 g, %90) elde edin. MS (m/z): 290/292 (M-
izobiiten+1/M-izobiiten+3). '"H NMR (399.8 MHz, CDCl:) & 7.19 (s, 1H), 1.74 (s, 6H),
1.58 (s, 9H).

Terkip 10

ter-Biitil 6,6-dimetil-4-okso-2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioksaborolan-2-il)tieno[2,3-

7 0
ey

1,4-Dioksan (1.6 L) i¢indeki bir fer-biitil 2-bromo-6,6-dimetil-4-okso-tieno| 2,3-¢|pirol-5-

c|pirol-5-karboksilat

karboksilat (114 g, 329 mmol), bis(pinakolato)dibor (125 g, 494 mmol) ve potasyum asetat
(97 g, 988 mmol) karigiminin gazim 10 dakika azotla giderin. (1,1'-
bis(difenilfosfino)}ferrosen)paladyum(II) kloriir (5.38 g, 6.6 mmol) ilave edin ve karisimi
dort saat 90°C’de 1sitin. Reaksiyon karisimini oda sicaklifina sogutun ve bir CELITE®
vatagindan siiziin. Siizlintliyli konsantre edin ve sonra tortuyu heksan i¢inde %10
EtOAc’yle islemden gegirin. Cokeltiyi vakumlu siizmeyle toplayarak yukaridaki bilesigi
(65.8 g, %40) elde edin. MS (m/z): 338 (M-izobiiten+1).

18



10

15

20

25

EP-19059

Terkip 11
ter-Biitil 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-5-karboksilat
0
— / _(o
N N
YN s | 05<
cl

Sentetik usul 1:

1.4-Dioksan igindeki bir fer-biitil 2-bromo-6,6-dimetil-4-okso-tieno[2,3-¢]pirol-5-
karboksilat (36 g, 104 mmol), bis(pinakolato)dibor (59.8 g, 235 mmol) ve potasyum asetat
(33.2 g, 338 mmol) karistmmin gazmi 10 dakika azotla giderin. (1,1'-
bis(difenilfosfino)}ferrosen)paladyum(II) kloriir (4.45 g, 5.5 mmol) ilave edin ve karisimi
90°C’ye 1sitin. Karigimu iki saat 90°C’de 1sitin. Reaksiyonu oda sicakligina sogutun ve li¢
saat karigtirin. 2,4-Dikloropirimidin (22 g, 145 mmol), ardindan su (83 mL) i¢inde bir
potasyum karbonat (20.4 g, 147 mmol) ¢dzeltisi ilave edin. Olusan karigimimn gazim 10
dakika azotla giderin. Tetrakis(trifenilfosfin)paladyum (1.59 g, 1.38 mmol) ilave edin ve
karisimi iki saat 90°C’ye 1sitin. Kariginu oda sicaklidina sogutun ve bir CELITE®
yatagindan siiziin. Siiziintiiyii ti¢ porsiyon su ve bir porsiyon doymus NaCl’yle yikayin.
Organikleri azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyu DCM i¢inde %0-25 EtOAc
gradyanivla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle saflagtirmak suretiyle yukaridaki

bilesigi (11 g, %359) elde edin. MS (m/z): 324 (M-izobiiten+1).

Sentetik usul 2

1,4-Dioksan (100 mL) igindeki bir fer-biitil 6,6-dimetil-4-okso-2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioksaborolan-2-il)tieno[2,3-c]pirol-5-karboksilat (11.7 g, 30 mmol), 2.4-dikloropirimidin
(13 g, 89 mmol), potasyum karbonat (20.4 g, 147 mmol) ve su (50 mL) karigiminin gazmi
10 dakika azotla giderin. Tetrakis(trifenilfosfin)paladyum (2.58 g, 2.2 mmol) ilave edin ve
karisimi 1.5 saat 87°C’ye 1sitin. Karisimi oda sicakligina sogutun. Karisimi EtOAc¢’vle (1
L) seyreltin ve olusan ¢dzeltiyi suyla ve doymus NaClyle yikaymn. Organik ¢ozeltiyi susuz
sodyum siilfat @izerinde kurutun, siiziin ve siiziintiiyii azaltilmis basing altinda konsantre
edin, Tortuyu heksan (200 mL) icinde %30 EtOAc’yle islemden gegirin ve olusan ¢okeltiyi
vakumlu stizmeyle toplayarak yukandaki bilesigi (7.6 g, %67) elde edin. MS (m/z): 324
(M-izobuten+1).
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Terkip 12

2-(2-Kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-c]pirol-4-on

DCM (25 mL) igindeki bir fer-biitil 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-4-okso-tieno[2,3-
¢]pirol-5-karboksilat (6.36 g, 16.7 mmol) ve trifloroasetik asit (25 mL) karistmini iki saat
oda sicaklhiginda kanigtrm, Kariginm azaltilmig basing altinda konsantre edin ve tortuyu
DCM’yle sevreltin. Karisimi doymus sulu sodyum bikarbonat ¢ézeltisiyle boliistiiriin ve
iki fazl emiilsiyondan katilar1 toplayimn. Katilari eterle yikaym ve gece boyunca 50°C’de
vakum altinda kurutarak yukaridaki bilesigi (4.65 g, %99) elde edin. MS (m/z): 280
(M+1).

Terkip 13

2-(2-Kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5H-tieno|2,3-c]|pirol-4-on hidrokloriir

CIH

1,4-Dioksan (585 mL) igindeki bir ter-biitil 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-4-okso-
tieno[2,3-c]pirol-5-karboksilat (66.7 g, 176 mmol) ve hidrojen kloriir {1,4-dioksan iginde 4
M, 263 mL, 1054 mmol) ¢ozeltisini bes saat 30°C’de 1sitin. Isitma elemanini ¢ikarin ve
karisimi gece boyunca oda sicakliginda karigtirin. Reaksiyon karigimina yavag yavas
heksan (800 mL) ilave edin. Olusan bulamagi 10 dakika karistirin ve katilar1 vakumlu
stizmeyle toplayin. Katiy1 vakum altinda kurutarak yukaridaki bilesigi (56 g, %100} elde
edin. MS {m/z): 280 (M+1).

Terkip 14

2-Bromo-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-c]pirol-4-on
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Suya (250 mL) sodyum hidroksit {160 g, 4 mol) ilave edin ve berrak bir ¢0zelti olusana
kadar karnigm karistirm. 1,4-Dioksan (2 L), ardindan 2-bromo-6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-
c|pirol-4-on (215 g, 874 mmol), tetrabiitilamonyum iyodiir (300 g, 812 mmol) ve 4-(2-
kloroetil)ymorfolin hidrokloriir (300 g, 1564 mmol) ilave edin. Karigimi bir saat 80°C’de
1sitin. Reaksiyon karigimini oda sicakligina sogutun. Reaksiyonu suyla (2 L) seyreltin ve
karisimi EtOAc’vle (3 x 2 L) ekstrakte edin. Birlesik organik ekstraktlart susuz sodyum
stilfat tizerinde kurutun, sliziin ve siiziintliyli azaltilmig basing altinda konsantre edin. DCM
(2 L) ve heksan (2 L) ilave edin ve olusan organik ¢ozeltiyi doymus NaCl’yle (2 x 1 L}
yikaymn. Organik ¢dzeltiyi azaltilmig basing altinda mmimum bir hacme konsantre edin.
Katilar slizerek ¢ikarmak suretiyle yukaridaki bilesigi (180 g, %57) elde edin. MS (m/z):
359/361 (M+1/M+3).

Terkip 15

2-Bromo-5-[2-|ter-biitil(dimetil)silil] oksietil]-6,6-dimetil-tieno|2,3-c| pirol-4-on

N

0 s

N
0
Brm_/_
S

0°C’de DMF (203 mL) igindeki bir sodyum hidriir slispansiyonunu (mineral yag i¢inde
agirhkea %60, 3.9 g, 97.5 mmol) 2-bromo-6,6-dimetil-SH-tieno|2,3-c]pirol-4-on (20 g,
81.3 mmol), ardindan (2-bromoetoksi)-fer-biitildimetilsilanla (23.3 g, 97.5 mmol) islemden
gecirin, Reaksiyonu bir saat 0°C’de karistirin, Buz banyosunu ¢ikarin ve reaksiyon
karigtmini gece boyunca karistirm. Reaksiyon karigimint doymus sulu amonyum klortirle
sondiiriin ve EtOAc’yle ekstrakte edin. Organik ¢dzeltiyi doymus NaCl’yle yikayn.
Organik ¢6zeltiyi susuz sodyum siilfat iizerinde kurutun, siiziin ve siizlintiiyii azaltilmis
basing altinda konsantre edin. Tortuyu heksan i¢inde %20 EtOAc’yle elute ederek silis jel
kolon kromatografisiyle saflastirmak suretiyle yukaridaki bilesigi (26 g, %79) elde edin.
MS (m/z): 404/406 (M+1/M+3).
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Asagidaki bilesik esas itibartyla Terkip 15%in usuliiyle hazirlanir.

Terkip. No. Bilesik Adi Yapi MS (m/z):
2'-Bromo-5'-(2-
6 o Dspirofsik] y _/—Nmo 357/359
morfolinoetil)spiro[siklopropan- | Br
pHOIROPIOP AN N M3 )
1,6'-tieno[2,3-c]pirol]-4'-on

Terkip 17

2-(2-Kloro-5-metil-pirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno|2,3-c]pirol-4-on

1,4-Dioksan (80 mL) igindeki bir 2-bromo-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-¢]pirol-
4-on (5.76 g, 16 mmol), bis(pinakolato)dibor (4.88 g, 19.2 mmol) ve potasyum asetat (4.86
g, 48 mmol) karisiminin gazini azotla 20 dakika giderin. (1,1'-
bis(difenilfosfino)ferrosen)paladyum(ll) kloriir (668 mg, 0.80 mmol) ilave edin ve karigimi
gece boyunca 90°C’de 1sitin. Reaksiyonu oda sicakliina sogutun, siiziintiiyil konsantre
edin ve sonra EtOAc’yle islemden gegirin. Cokeltiyi vakumlu siizmeyle toplaymn. Katiya
(3.7 g) 2,4-dikloro-5-metilpirimidin (1.5 g, 9.1 mmol), 1,4-dicksan (50 mL), potasyum
karbonat (3.8 g, 27 mmol) ve su (33 mL) ilave edin. Olusan karisimin gazin azotla 20
dakika giderin. Tetrakis(trifenilfosfine)paladyum (790 mg, 0.68 mmol) ilave edin ve
karigimi iki saat 90°C’ye 1sitin. Karigimi oda sicakligima sogutun ve EtOAc’yle seyreltin.
Organik ¢ozeltiyi doymus NaCl’yle yikaymn. Organik ¢bzeltiyi susuz sodyum siilfat
iizerinde kurutun, siiziin ve siiziintiiyii azaltilrmsg basing altinda konsantre edin. Tortuyn
EtOAc iginde %0-10 MeOH gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle
saflagtirmak suretiyle yukaridaki bilesigi (1.82 g, %19) elde edin. MS (m/z): 407 (M+1).

22



EP-19059

Asagidaki bilesikler esas itibariyla Terkip 17’ nin usuliiyle hazirlanir.

Terkip. MS
Bilesik Adi Yapi
No. (m/z):
2-(2,5-Dikloropirimidin-4-il)-6,6- |
. P ) . — ’ [ N o | 427
18 dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3- NGO T N AR,
. YN s (M+1)
c¢]pirol-4-on cl
2-(2-Kloro-5-tloro-pirimidin-4-il)-6,6- E
. . p ciny — 7 N/_\O 411
19 dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3- N >~ T N N/
: YN s (M+1)
c]pirol-4-on cl

2-[2-Kloro-5-(triflorometil)pirimidin-4-

401
20 il]-6,6-dimetil-5-(2-
: e : (M+1)
morfolinoetil)tieno[2,3-c]pirol-4-on
5-[2-[ter-Biitil(dimetil)silyl]oksietil]-2- 138
21 (2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-
. (M+1)
tieno[2,3-c]pirol-4-on
2-(2-Kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5- o /X\ 3
-(5- -8- i -8- — N
22 [2-(5-0ksa-8-azaspiro[2.6]nonan-8 ) a N0 M)
iDetil]tieno[2,3-c]pirol-4-on C|¥N S
2'-(2-Kloropirimidin-4-il)-5'"-(2- o — 301
N O
23 morfolinoetil)spiro[siklopropan-1,6'- N4 N M)
\y S +
tieno[2,3-c|pirol]-4'-on CP; N
Terkip 24

2-(2-Kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-c| pirol-4-on

Sentetik usul 1:

1.4-Dioksan (1 L} igindeki bir 2-bromo-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetiljtieno| 2,3-¢]pirol-4-
on (200 g, 557 mmol), bis(pinakolato)dibor (200 g, 788 mmol) ve potasyum asetat (200 g,

2038 mmol) karigimmnin gazimmi azotla 15 dakika giderin. (1,1'-
23




10

20

25

30

EP-19059

bis(difenilfosfino)ferrosen)paladyum(ll) kloriir (20 g, 27 mmol) ilave edin ve karigimi
90°C’ye 1sitin, Karigimi bir saat 90°C’de 1sitin. Reaksiyonu 50°C’ye sogutun ve potasyum
karbonat (250 g, 1809 mmol), 2,4-dikloropirimidin (230 g, 1543 mmol) ve su (300 mL)
ilave edin. Karisimi bir saat 90°C’de 1sitin. Karigumi 35°C’ye sogutun ve su (700 mL) ilave
edin. Reaksiyon karisimini DCM’yle (2 L) ekstrakte edin. Sulu ¢ézeltiyi DCM’yle (500
mL) geri ekstrakte edin. Birlesik organik ¢dzeltileri susuz magnezyum stilfat lizerinde
kurutun, siiziin ve siiziintiiyll azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyu heksan (2 L)
icinde %10 EtOAc’yle seyreltin ve bir saat karistirin. Ana ¢dzeltiyi bosaltin ve katilari
heksanla (500 mL) durulayin. Katilar1 DCM (300 mL) i¢inde eritin ve yavas yavas heksan
(2 L) ilave edin. Olusan katilar1 vakumlu stizmeyle toplayin ve kurutarak yukaridaki

bilesigi (150 g, %065) elde edin. MS (m/z): 393 (M+1).
Sentetik usul 2:

N-metilpirelidon (211 mL) i¢indeki bir 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-
¢]pirol-4-on hidrokloriir (10 g, 32 mmol) ve tetrabiitilamonyum iyodiir (1.17 g, 3.16 mmol)
karigimini bir buzlhu su banyosu kullanarak 0°C’ye sogutun. Porsiyon porsiyon sodyum
hidriir (mineral yag i¢inde agirlikca %60, 5.06 g, 126.5 mmol) ilave edin. Karigimi 10
dakika 0°C’de kangtirin ve sonra 4-(2-bromoetil)morfolin hidrobromiir (13.9 g, 50.6
mmol) ilave edin. Buz banyosunu ¢ikarm ve karisim dort saat kanstirin. Reaksiyon
karisimimni doymus sulu amonyum kloriirle séndiiriin ve karisimi suyla (1 L) seyreltin.
Karisimi izopropil asetatla (4 x 700 mL) ekstrakte edin. Birlesik organik ekstraktlar1 susuz
sodyum siilfat tizerinde kurutun, siiziin ve siizlintiiyli azaltilmig basing altinda konsantre
edin. Heksan i¢inde %20 EtOAc ilave edin ve karisimi bir saat karistirin. Katiy1 vakumlu
siizmeyle toplaym ve kurutarak yukaridaki bilesigi (8.6 g, %69) elde edin. MS (m/z): 393
(M+1).

Sentetik usul 3:

DMF (14 mL} igindeki bir 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5H-tieno[2,3-c]pirol-4-on
(500 mg, 1.4 mmol) ¢bzeltisini sodyum hidriirle (mineral yag iginde agirhikga %60, 129
mg, 3.2 mmol) islemden gec¢irin. Karigimi 10 dakika kanstirdiktan sonra 4-(2-
bromoetil)morfolin hidrokloriir (412 mg, 1.8 mmol) ilave edin. Reaksiyon karisimini gece
boyunca oda sicakliginda karistiri. Kariginm 0°C’ye sogutun ve 4-(2-bromoetilymorfolin
hidrokloriir (165 mg, 0.7 mmol), ardindan sodyum hidriir (mineral yag iginde agirlik¢a
%60, 14 mg, 0.4 mmol) ilave edin. Buz banyosunu ¢ikarin ve karigimi gece boyunca oda
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sicakliginda karistirin. Sodyum hidriir (mineral yag icinde agirlikga %60, 14 mg, 0.4
mmol) ilave edin ve olusan karisimi bes saat oda sicakhiginda karistirin, Kariginu suyla
seyreltin ve EtOAc’yle ekstrakte edin, Organik ekstraktlar1 %5 sulu lityum kloriirle
yikaym. Organik ¢dzeltiyi azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyu DCM iginde
%0-10 MeOH gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle saflagtirmak
suretiyle yukaridaki bilesigi (524 mg, %93) elde edin. MS (m/z): 393 (M+1).

Terkip 25

5-|2-[ter-Biitil(dimetil)silil] oksietil]-6,6-dimetil-2-|2-[(2-metilpirazol-3-

illJamino]pirimidin-4-il]tieno[2,3-c| pirol-4-on

Bir 5-[2-[ter-biitil{dimetil)sililJoksietil]-2-(2-kloropirimidin-4-il}-6,6-dimetil-tieno[ 2,3-
c]pirol-4-on (6 g, 13.7 mmol), 2-metilpirazol-3-amin (1.60 g, 16.4 mmol), sezyum
karbonat (8.92 g, 27.4 mmol), 4,5-bis(difenilfostine)-9,9-dimetilksanten (790 mg, 1.37
mmol) ve 1,4-dioksan (150 mL) karisiminin gazini 10 dakika azotla giderin.
Paladyum(Il)asetat (610 mg, 2.74 mmol) ilave edin ve karisimi 2.5 saat 90°C’de 1sitin.
Karisimi oda sicakligina sogutun ve karisimi gece boyunca oda sicaklifinda karistirin.
Reaksiyon kangimini DCM iginde %10 MeOH ile seyreltin ve karisim 15 dakika
karistirin. Karisimi CELITE® ten siiziin ve katilarnt DCM i¢inde %10 MeOH ile yikayin.
Stiziintiiyii azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyu DCM ig¢inde %60-100 EtOAc
gradyanmiyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle saflastirmak suretiyle yukaridaki

bilesigi (5.73 g, %84) elde edin. MS (mv/z): 499 (M+1).
Terkip 26

2-Bromo-5-(2-hidroksietil)-6,6-dimetil-tieno|2,3-c| pirol-4-on

Q

Br@IOH

THF (40 mL) igindeki 2-bromo-5-[2-[ter-blitil{dimetil)sililJoksietil]-6,6-dimetil-tieno[2,3-

¢]pirol-4-on™u (26 g, 64 mmol) asetik asit (120 mL) ve suyla (40 mL) islemden gecirin.
25
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Karigimi gece boyunca oda sicakliginda karistirin. Reaksiyon karigimini azaltilmig basing
altinda konsantre edin. Tortuyu EtOAc’yle seyreltin ve olusan ¢ozeltiyi doymus sulu
sodyum bikarbonat, ardindan doymus NaCl’yle yikayin, Organik ¢ozeltiyi susuz sodyum
siilfat izerinde kurutun, siiziin ve siiziintiiyli konsantre ederek yukaridaki bilesigi (18.97 g,

%100) elde edin. MS (m/z): 290/292 (M+1/M+3).

Asagidaki bilesik esas itibariyla Terkip 26 nin usuliiyle hazirlanir.

Terkip. MS
Bilesik Ad1 Yap Yorumlar
No. (m/z):
5-(2-Hidroksietil)-6,6-dimetil-2- o
[2-[(2-metilpirazol-3 DY N +NHd 383
-[(2-metilpirazol-3- N
27 Damino] M "y REE= dioksan | "
ilYamino]pirimidin-4- +
o ) ,N}‘j kullanilir.
ilJtieno[2,3-¢c]pirol-4-on N

Terkip 28

2-(2-Bromo-6,6-dimetil-4-okso-tieno|2,3-¢]pirol-5-il)etil metansiilfonat

9] 0. s

S
Br—/ o "0
@f

DCM (300 mL) i¢cindeki bir 2-bromo-5-(2-hidroksietil)-6,6-dimetil-tieno[2,3-c]pirol-4-on
(18.97 g, 65.4 mmol) ¢dzeltisini 0°C’ye sogutun. Karisimi trietilamin (13.7 mL, 98.1
mmol) ve metansiilfonil kloriirle (8.24 g, 71.9 mmol) islemden gegirin. Karigimi iki saat
0°C’de kanistirn. Cézeltiyi su ve doymus NaCl’yle yikaym. Organik ¢ozeltiyi susuz
sodyum siilfat izerinde kurutun, siiziin ve stizlintiiyli azaltilmig basing altinda konsantre
edin, Tortuyu EtOA¢’yle elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle saflastirmak
suretiyle yukandaki bilesigi (23.8 g, %99) elde edin. MS (m/z): 368/370 (M+1/M+3),
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Asagidaki bilesik esas itibartyla Terkip 28°in usuliiyle hazirlanir.

Terkip. MS
Bilesik Adi Yapt

No. (m/z):
2-[6,6-Dimetil-2-[2-[(2-metilpirazol-3- N o o
e , \_ A~ 57| 463

29 ilyamino]pirimidin-4-il]-4-okso-tieno[2,3- e N % N0 M)

o +
c¢]pirol-5-ilJetil metansiilfonat N =

Terkip 30

3-Etil-4-nitro-1H-pirazol

N
7
OZNAC,LN

3-Etil-1H-pirazoli (1 g, 10.4 mmol) siilfiirik asit (5 mL) i¢inde eritin ve karisimi -5°C’ye
sogutun. Karisima porsiyon porsiyon potasyum nitrat {1.16 g, 11.4 mmol) ilave edin.
Karigimi yavag vavas oda sicakligina isinmaya birakarak gece boyunca karigtirin, Karigimi
0°C’ye sogutun ve pH yaklagik 10 olana kadar yavas yavag amonyum hidroksitle
sondiiriin. Olusan katiy1 vakumlu siizmeyle toplayin ve az miktarda suyla yikaymn.
Stiintliyii 0°C’ye sogutun ve sonra katiy1 vakumlu siizmeyle siiziintliden toplaym ve az
miktarda suyla yikayin. Katilar: birlestirin ve DCM i¢inde eritin. Organik ¢zeltiyi susuz
sodyum siilfat Gizerinde kurutun, siiziin ve slizlintliyli azaltilmis basing altinda konsantre
edin. Bir kez dietil eterle birlikte buharlastirarak yukaridaki bilesigi (1.34 g, %91) elde
edin. MS (m/z): 140 (M-1).

Terkip 31

ter-Biitil 3-metoksi-4-nitro-pirazel-1-karboksilat
O,N o
oA
o N o§<
\

DCM (300 mL) i¢indeki bir 5-metoksi-4-nitro-1H-pirazol (3 g, 21 mmol), di-ter-biitil-

dikarbonat (6.9 g, 31.6 mmol) ve 4-dimetilaminopiridin (1.28 g, 10.5 mmol)

stispansiyonunu trictilaminle (5.85 mlL., 42 mmol) iglemden gegirin ve karigim gece

boyunca oda sicakhginda karistirin. Reaksiyon kangimini azaltilmig basing altinda

konsantre edin. Tortuyu heksan i¢inde %1-10 EtOAc gradyaniyla elute ederek silis jel
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kolon kromatografisiyle saflastirmak suretiyle yukaridaki bilesigi (3.48 g, %68) elde edin.
"H NMR (399.8 MHz, DMSO-d,) § 9.10 (s, 1H), 3.98 (s, 3H), 1.56 (s, 9H).

Terkip 32

3 -Etil-1H-pirazol-4-amin

EtOH (21 mL) i¢indeki bir paladyum (karbon iizerinde agirlikga %5, 450 mg, 0.21 mmol)
stispansiyonunu 3-etil-4-nitro- | H-pirazolle (300 mg, 2.13 mmol) islemden gecirin. Olusan
karisimi 6.5 saat bir hidrojen atmosferi altinda karistirin. Reaksiyon karisimini
CELITE®’ten siizlin ve katilar1 ek EtOH ile durulaymn. Siiziintiiyii azaltilmis basing altinda
konsantre ederek yukaridaki bilesigi (240 g, %99) elde edin. 'H NMR (400.1 MHz,
CDsCN) 6 7.02 (s, 1H), 2.54 (q, J=7 Hz, 3H), 1.17 (t, J=7 Hz, 9H).

Asagidaki bilegik esas itibartyla Terkip 32 nin usuliiyle hazirlanir.

Terkip No. Bilesik Adi Yapi MS (m/z):
ter-Biitil 4-amino-3-metoksi-pirazol- AN N _40
33 I; . 214 (M+1)
1-karboksilat O\

Terkip 34

ter-Biitil N-(2-siklopropilpirazol-3-il)karbamat

THF (35 mL) i¢cindeki bir 2-siklopropilpirazol-3-karboksilik asit (4 g, 26 mmol) ¢ozeltisini
0°C’ye soguttuktan sonra trictilamin (5.5 mL, 39 mmol), ardindan difenilfosfonik azit (8.5
mL, 39 mmol) ilave edin. Reaksiyon sicakligini yavas yavas oda sicakligina isitirken
karisimi dort saat karistirin. fer-Biitil alkol (4.99 mL) ilave edin ve karigimi 18 saat
70°C’de 1sitin, Reaksiyon karisimini azaltilmg basing altinda konsantre edin, Tortuyu
DCM i¢inde %0-20 MeOH gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle
saflastirmak suretiyle yukaridaki bilesigi (5.39 g, %92) elde edin. MS (nvz): 224 (M+1).
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Terkip 35

2-Siklopropilpirazol-3-amin

DCM (12 mL) icindeki bir zer-biitil N-(2-siklopropilpirazol-3-il)karbamat (5.39 g, 24
mmol) ¢dzeltisini trifloroasetik asitle (16 mL, 213 mmol) islemden geg¢irin, Cozeltiyi bir
saat oda sicakliginda karistirin. Reaksiyon karisimim azaltilmig basing altinda konsantre
edin, Tortuyu DCM iginde eritin ve sulu fazin pH’si >7’de kalana kadar doymus sulu
sodyum bikarbonat ¢dzeltisiyle islemden gegirin. Fazlar ayirin ve organik fazi susuz
sodyum siilfat tizerinde kurutun. Karigimu siiziin ve siiziintliyli azaltilmis basing altinda
konsantre edin. Sulu fazi azaltilmis basing altinda konsantre edin. Organik ve sulu
fazlardan tortular1 birlestirin ve ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: 130 g C18;
Hareketli Faz: A) su, B} ACN; Gradyan: %0-20 B) saflagtirin. Fraksiyonlari konsantre edin
ve tortuyu DCM i¢inde %25 MeOH iginde eritin. Karisimi siiziin ve stiziintliyli azaltilmis
basing altinda konsantre edin. Tortuyu EtOAc iginde eritin ve su ilave edin. Tabakalar1
ayirin ve sulu tabakayi EtOAc’vle (8 x 100 mL) geri ekstrakte edin. Birlesik organik
ekstrakt1 azaltilmis basing altinda konsantre ederek yukaridaki bilesigi (2.27 g, %76) elde
edin. 'H NMR (400.1 Mz, CD:CN) § 7.02 (d, =2 Iz, 1H), 5.33 (d, =2 Hz, 11I), 4.28
(bs, 2H), 3.10 (m, 1H), 0.96 (m, 4H).

Terkip 36

2-(Dibenzilamino)etanol
@/\N ~ OH

ACN (35 mL) igindeki bir 2-(benzilamino)etanol (0.95 mL., 6.6 mmol) karigimini
potasyum karbonat (1.83 g, 13.2 mmol), ardindan benzil bromiirle (1.18 mL., 9.89 mmol)
islemden ge¢irin. Reaksiyon karisimini 1.5 saat 80°C’de 1sitin. Reaksiyonu oda sicaklifina
sogutun ve karisimu siiziin. Sliziintiiyii azaltilmis basing altinda konsantre edin ve tortuyu
heksan iginde %0-30 EtOAc gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle
saflastirmak suretiyle yukaridaki bilesigi (1.7g, %100) elde edin. MS (m/z): 242 (M+1).
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Terkip 37

2-[2-(Dibenzilamino)etoksi]-2,2-difloro-asetik asit
o}
@ﬂ“’\”?ﬁw
O

0°C’de THF (12 mL) i¢indeki bir 2-(dibenzilamino)etanol (1.5 g, 6.2 mmol) ve sodyum
kloro-2,2-difloro-asetik asit (950 mg, 6.19 mmol) ¢ézeltisini sodyum hidriirle (mineral yag
iginde agirlikga %60, 500 mg, 12.5 mmol) islemden gegirin. Reaksiyon karisimint gece
boyunca geri akisa isitin. Reaksiyon karisimina daha sodyum hidriir (mineral yag icinde
agirlikca %60, 120 mg, 3 mmol) ilave edin ve bir saat daha 1sitmaya devam edin.
Reaksiyonu oda sicaklhifina sogutun ve suyla seyreltin. Karigimi dietil eterle ekstrakte edin.
Tabakalar1 ayirin ve sulu tabakay1 6 N hidroklorik asitle pH 6’ya ayarlayin. Sulu ¢ozeltiyi
EtOAc’yle ekstrakte edin. Biitiin organik ¢ozeltileri bilestirin ve susuz sodyum siilfat
tizerinde kurutu. Karisim sGziin ve stiziintiiyli azaltilmus basing altinda konsantre ederek

yukaridaki bilesigi (1.03 g, %49) elde edin. MS (m/z): 336 (M+1).
Terkip 38

Metil 2-[2-(dibenzilamino)etoksi]-2,2-difloro-asetat
0
@A”’\’O#O’
hel

Toluen (9 ml) ve MeOH (2 mL) i¢indeki bir 2-[2-(dibenzilamino)etoksi]-2,2-difloro-asetik
asit (100 mg, .298 mmol) ¢6zeltisini damla damla (trimetilsilil)diazometanla (heksan
icinde 2 M, 0.16 mL, 0.32 mmol) islemden ge¢irin. Karisimi 15 dakika oda sicakliginda
karistirn. Reaksiyonu asetik asitle (0.1 mL) sondiirlin ve reaksiyon karisimin azaltilmis
basing altinda konantre ederek yukandaki bilesigi (102 mg, %98) elde edin. MS (m/z): 350
(M+1).

Terkip 39
4-Benzil-2,2-difloro-morfolin-3-on
F

N F
@/\ !
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EtOH (15 mL) i¢indeki bir paladyum (karbon iizerinde %10, 50 mg, 0.141 mmol)
siispansiyonunu EtOH (15 mL) i¢cindeki metil 2-[2-(dibenzilamino)etoksi]-2,2-difloro-
asetatla (485 mg, 1.39 mmol) iglemden gecirin, Reaksiyon karigimini gece boyunca oda
sicakh@inda bir hidrojen atmosferi (balon) altinda karistirin. Reaksiyon karisimini
CELITE®’ten stizlin ve siizlintliyii azaltilmis basing altinda konsantre ederek yukaridaki

bilesidi (294 mg, %93) elde edin. MS (m/z): 228 (M+1).
Terkip 40

4-Benzil-2,2-difloro-morfolin

N i F

SAe
THF (13 mL) i¢indeki bir 4-benzil-2,2-difloro-morfolin-3-on (290 mg, 1.28 mmol)
cozeltisini bor dimetil siilfiir kompleksiyle (THF iginde 2 M, 3.06 mL, 6.12 mmol)
islemden gecirin. Reaksiyon karigimimi 3.5 saat 55°C’de 1sittiktan sonra 1s1y1 giderin ve
gece boyunca kanstirmaya devam edin. Reaksiyon karigimini iki saat daha 55°C’ye 1sitin,
Reaksiyon kangimmm oda sicaklifina sogutun ve damla damla hidroklorik asit (6 N, 3.06
mL, 18.4 mmol) ilavesiyle sondiiriin. Reaksiyon karigimini bir saat 100°C’de sitin.
Karisimi oda sicakligina sogutun ve azaltilmis basing altinda konsantre edin. Karigimi
suyla seyreltin ve 2 N sodyum hidroksitle pH’yi 12’ye ayarlayin. Karisimu EtOAc’yle
ekstrakte edin. Organik ekstraktlar1 susuz sodyum stilfat tizerinde kurutun, siiziin ve
stiziintiivii azaltilmis basing altinda konsantre ederek yukaridaki bilesigi (120 mg, %44)
elde edin, MS (m/z): 214 (M+1).

Terkip 41

2-Bromo-6,6-dimetil-5-|2-(5-oksa-8-azaspiro[2.6] nonan-8-il)etil] tieno|2,3-¢| pirol-4-on

0
Br— | N_/_N‘L_/O
s
DMF (33 mL) icindeki bir 2-(2-bromo-6,6-dimetil-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-5-il)etil
metansiilfonat (2.76 g, 6.9 mmol) ve 5-oksa-8-azaspiro[2.6]nonan (2.18, 16.3 mmol)
karistmimi gece boyunca 80°C’de 1sitin. Karigimi oda sicakligma sogutun ve EtOAc’yle
seyreltin. Organik ¢ozeltiyi doymus NaCl'yle (3 x 30 mL) yikaym. Organik ¢dzeltiyi susuz

sodyum siilfat iizerinde kurutun, siiziin ve stiziintliyll azaltilmis basing altinda konsantre
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edin. Tortuyu ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: 100g altin C18; Hareketli Faz: A)
su iginde %0.1 formik asit, B) ACN iginde %0.1 formik asit; Gradyan: 5 dakika %35 B, 20
dakikada %5-%50 B; Akig Hiz1: 53 ml./dakika) saflastirarak yukaridaki bilesigi (3.6 g,
%85) elde edin. MS (m/z): 399/401 (M+1/M+3),

Terkip 42

ter-Biitil 4-[[4-]6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-2-il]-5-metil-

pirimidin-2-iljJamino]-3-metoksi-pirazol-1-karboksilat

o
-_—/ / \ N/\/N\J

Bir 2-(2-kloro-5-metil-pirimidin-4-i1)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno| 2,3-c]pirol-4-on
(250 mg, 0.61 mmol), ter-biitil 4-amino-3-metoksi-pirazol-1-karboksilat (157 mg, 0.74
mmol), sezyum karbonat (300 mg, 0.92 mmol), 4,5-bis(difenilfosfine)-9,9-dimetilksanten
(71 mg, 0.12 mmol) ve 1,4-dioksan (6.4 mL) karisiminin gazmi 15 dakika azotla giderin.
Paladyum(Il)asetat (14 mg, 0.0614 mmol) ilave edin ve karigsinu gece boyunca 110°C’de
isitin. Karisimi oda sicakligina sogutun ve EtOAc yle seyreltin. Organik ¢ézeltiyi doymus
NaCl’yle yikayin. Organik ¢ozeltiyi susuz sodum siilfat izerinde kurutun, siiziin ve
stiziint{iyli azaltilmig basing altinda konantre edin, Tortuyu bir C18 kolonu (Kolon; 150 g;
Hareketli Faz: A) Su icide %0.10 Formik Asit, B) ACN i¢inde %0.10 Formik Asit;
Gradyan: %10-50 B; Akis Hiz1: 60 mL/dakika) saflastirarak yukaridaki bilesigi (101 mg,
%28) elde edin. MS (m/z): 584 (M+1).
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Terkip
No.

Bilesik Adi Yapi

Yorum

MS
(m/z):

ter-Biitil 4-[[4-[6,6-dimetil-
5-(2-morfolinoetil)-4-okso- o
tieno[2,3-c]pirol-2-
13 [2.3-c]p A
ilJpirimidin-2-ilJamino]-3-
metoksi-pirazol-1-

karboksilat

Katalizor: tris
(dibenziliden
aseton)

dipaladyum (0)

570
(M+1)

ter-Biitil 4-[[4-[6,6-dimetil-
5-(2-morfolinoetil)-4-okso- F o
tieno[2,3-c|pirol-2-il]-5-
44 P N
floro-pirimidin-2- AN
ilJamino]-3-metoksi-

pirazol-1-karboksilat

588
(M+1)

ter-Biitil 5-siklopropil-4-
[[4-[6,6-dimetil-5-(2-
morfolinoetil)-4-okso- =\ /7
45 tieno[2,3-c]pirol-2-
il]pirimidin-2-
il]Jamino |pirazol-1-

karboksilat

580
(M+1)

Ornek 1

6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino] pirimidin-4-il}-5-[2-(morfolin-4-

ilyetil]-S,6-dihidro-4H-tieno|2,3-¢|pirol-4-on

7 N/_\D
NN S
>\—N S
HN

)
N
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Sentetik usul 1:

N-metilpirolidon (500 mL) igindeki bir sodyum hidriir (mineral yag i¢inde agirhkea %60,
30 g, 750 mmol) siispansiyonuna yavag yavas 2-metilpirazol-3-amin (75 g, 772 mmol)
ilave edin. Olusan karisimi 90 dakika karistirm. N-metilpirolidon (200 mL) i¢indeki bir 2-
(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-c]pirol-4-on (145 g, 369
mmol) ¢dzeltisini ilave edin. Eksotermik reaksiyonu oda sicakligina sogutun ve reaksiyonu
su (3 L) i¢ine dokiin. Konsantre hidroklorik asitle (200 mL) pH’yi ~3e ayarlaym. Karigimi
DCM’yle (4 x 2 L) ekstrakte edin. Sulu tabakayt 5 M sodyum hidroksit kullanarak
notralize edin. Bu sulu ¢ozeltiyi DCM’yle (2 x 2 L) ekstrakte edin. Bu organik ekstraktlari
birlestirin ve suyla (2 L) yikaymn. Organikleri susuz sodyum siilfat tizerinde kurutun, siiziin
ve sliziintiiyll azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyu art arda DCM (2 L), DCM
(2 L) icinde %2.5 EtOH, DCM (2 L} iginde %5 EtOH, DCM (2 L) iginde %7.5 EtOH ve
son olarak DCM (10 L) i¢inde %10 EtOH ile elute ederek bir silis jel yataginda (2 kg)
saflagtirin. Uygun fraksiyonlart azaltilmis basing altinda konsantre edin. EtOAc (1 L} ilave
eddin ve azaltilmig basing altinda konsantre edin. EtOAc¢ (1 L) ilave edin ve azaltilmig
basing altinda konsantre edin. EtOAc (500 mL) ve heksan (500 mL) ilave edin. Katiy1
vakumlu siizmeyle toplayin ve katiy heksanla (500 ml)y yikayn. Katiy1 50°C’de vakum
altinda kurutarak yukaridaki bilesigi (65.7 g, %39) elde edin. MS (nvz): 454 (M+1).

Sentetik usul 2:

Bir 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-c]pirol-4-on {20.8 g,
52.9 mmol), 2-metilpirazol-3-amin (5.7 g, 58.2 mmol), sezyum karbonat (37.9 g, 116.5
mmol), 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilksanten (2.6 g, 4.5 mmol) ve 1,4-dioksan (529
mlL) karigminm gazim 10 dakika azotla giderin. Tris(dibenzilidenaseton)dipaladyum(0)
(2.4 g, 2.6 mmol) ilave edin ve karigimi dort saat 85°C’ye 1sitin, Karigimi oda sicakh@ina
sogutun ve karigimu filtre kdgidindan siiziin. Siiziintiiyii azaltilmig basing altinda konsantre
edin. 8 g 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[ 2,3-c]pirol-4-on’la
baslayarak reaksivonu tekrarlayin ve iki tortuyu birlestirin. Tortuyu, (DCM i¢inde %10
EtOAc) icinde %35-25 MeOH gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle
(330 g) saflastirin. Fraksiyonlari toplayin ve azaltilmis basing altinda konsantre edin.
Tortuyu DCM iginde %10 EtOAC iginde %5-25 MeOH gradyanmiyla elute ederek silis jel
kolon kromatografisiyle (330 g) yeniden saflastirin. Fraksiyonlari toplayin ve azaltilmig

basing altinda konsantre edin. Tortuyu DCM (400 mL)} icinde erittikten sonra aseton (1 L)
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ilave edin. Karisimi azaltilmis basing altinda yavas yavas yaklasik 700 mL’ye konsantre
edin, Katiy1 vakumlu siizmeyle toplayarak yukaridaki bilesigi (14.8 g, %48) elde edin MS
(m/z): 454 (M+1).

Sentetik usul 3:

Bir 2-(2-kloropirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-¢c]pirol-4-on (250
mg, (.64 mmol), 2-metilpirazol-3-amin (124 mg, 1.3 mmol), sezyum karbonat (622 mg,
1.9 mmol), 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilksanten (55 mg, 0.095 mmol) ve 1,4-dioksan
(6.4 mL) karisimimnin gazim 15 dakika azotla giderin. Paladyum(ll)asetat (14.3 mg, 0.0636
mmol) ilave edin ve karigimi gece boyunca 90°C’de 1sitin. Karigimi oda sicakhigina
sogutun ve karigimu filtre kdgidindan siiziin. Katilart DCM iginde %10 MeOH ile yikayin.
Stiziintiivii azaltilmis basing altinda konsantre edin. Reaksiyonu tekrarlaymn ve iki tortuyu
birlestirin. Tortuyu su i¢inde 10 mM amonyum karbonat (pH 10} i¢inde 85 mL/dakikalik
bir %9-28 ACN gradyaniyla elute ederek bir C18 kelonunda (30 x 75 mm, 5 um, xbridge
ODB) HPLC’yle saflastirin. Fraksiyonlari toplayin ve ACN’yi uzaklastirmak igin
azaltilmig basing altinda konsantre edin. Sulu ¢6zeltiyi liyofilize ederek yukaridaki bilesigi
(100 mg, %18) elde edin. MS (m/z): 454 (M+1).

Asafdaki bilesikler esas itibariyla Ornek 1°deki sentetik usul 3’e gore hazirlanr,

& Fiziksel
r.
N Kimyasal ad Yap1 veriler MS
0.
(m/z):
6,6-Dimetil-2-{5-metil-2-[(1-metil-1H-
2 P
5 pirazol-5-il)amino |pirimidin-4-il}-5-[2- N ] v NS 468 (M+1)
N S
(mortolin-4-il}etil]-5,6-dihidro-4H- HN}} !
tieno[2,3-c]pirol-4-on M2
4-[(4-{6,6-Dimetil-5-[2-(morfolin-4-
iDetil]-4-okso-3,6-dihidro-4H- P
: . e N YT s S
3 tieno[2,3-c]pirol-2-il} pirimidin-2- HN‘%N s 479 (M+1)
iamino]-1-metil- 1 H-pirazol-3- = N
karbonitril
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& Fiziksel

r.

N Kimyasal ad Yapi veriler MS

0.

(m/z):
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-
o]
A S-ihamino]pirimidin-4-il}-5-[2-(5- 'eYa . 494 (MHT)
oksa-8-azaspiro[2.6]non-8-il)etil]-5,6- e
dihidro-4H-tieno[2,3-c|pirol-4-on rN\TA
2'-£2-[(1-Metil- | H-pirazol-5- o
')
5 ilyamino |pirimidin-4-il}-5'-[ 2- N)\__N, /S| N 452 (M+1)
(morfolin-4-il)etil|spiro[siklopropan- A
1,6'-tieno[2,3-c]pirol]-4'(5'H)-on My
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol- F
F F Ie]

. 5-ilyamino]-5-(triflorometil)pirimidin- X N_/—N\/:\/o 522 (M)
4-i1)-5-[2-(morfolin-4-ietl]|-5.6- | wl "~
dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on - }Nj

2-{2-[(3-Metoksi- | -metil-1H-pirazol-4- o
. . e RIS TANTp = _/_NL/O

. ilyamino]-5-metilpirimidin-4-il}-6,6 N>\_ Py, 498 (M-+1)
dimetil-5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6- T}:‘
dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-d-on | §~ "~

2-{2-[(2,3-Dimetilpiridin-4- .
< il)aminopirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5- N>\__N T NS 79 (ML)
+
[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H- | 5=
\
tieno[2,3-c]pirol-4-on
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil- 1H-pirazol- o
N
4-il)amino |pirimidin-4-il}-5-[ 2- Ny T v~ "

9 o N s 454 (M+1)
(morfolin-4-iljetil]-5,6-dihidro-4H- AN

tieno[2,3-c]pirol-4-on LIERN
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& Fiziksel
.
N Kimyasal ad Yapi veriler MS
0.
(m/z):
2-{2-[(4-Floro-2-metilfenil)amino]- 5- o
o metilpirimidin-4-il-6,6-dimetil-5-[2- o 496 (M)
HN +
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-
tieno|2,3-c]pirol-4-on 3
6,6-Dimetil-2-[ 5-metil-2-(pirimidin-4- .
‘e
ilamino)pirimidin-4-1l]-5-[ 2-(morfolin- ‘Y AN
11 s 466 (M+1)
4-1l)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3- HN>=>
c]pirol-4-on A
2-{2-[(2,3-Dimetilpiridin-4-il)amino]- o o~
5-metilpirimidin-4-il} -6,6-dimetil-5-] 2- Ny ] e
12 N 493 (M+1)
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H- _
tieno|2,3-c|pirol-4-on b
4-[(4-{6,6-Dimetil-5- [2-(morfolin-4- R —
il)etil]-4-okso-5,6-tieno[2,3-c]pirol-2- NN n
13 s 476 (M+1)
dihidro-4H-il} pirimidin-2- HN
il)amino]piridin-3-karbonitril "=
2-{5-Kloro-2-[{1-metil-1H-pirazol-5- o o —
N
il)amino|pirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5- N ] n—
14 . L I 488 (M+1)
[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H- HNH
tieno[2,3-c]pirol-4-on e
2-{5-Floro-2-[(1-metil- 1 H-pirazol-5- i .
i) aminoJpirimidin-4-il}-6,6-dimetil-3- YA WA
15 »Ns 472 (M+1)

[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-

tieno[2,3-c]pirol-4-on
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Or.
No.

Kimyasal ad

Yapi

Fiziksel
veriler MS

(m/z):

16

4-[(4-16,6-Dimetil-5- [2-(morfolin-4-
i)etil]-4-okso-5,6-dihidro-4H-
tieno[2,3-c]pirol-2-il } -5-floropirimidin-
2-ilyamino]-1-metil-1H-pirazol-3-

karbonitril

497 (M+1)

17*

2-{2-[(1,3-Dimetil-1H-pirazol-5-
il)amino |pirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-
[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-

tieno|2,3-c|pirol-4-on

468 (M+1)

18

2-{2-[(2,4-Diflorofenil)amino]-5-
metilpirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-[ 2-
(morfolin-4-il)etil|-5,6-dihidro-4H-

tieno| 2,3-c|pirol-4-on

500 (M+1)

19

2-12-[(2,4-Diflorofenil)amino
|pirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-[ 2-
(mortfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-

tieno[2,3-c]pirol-4-on

486 (M+1)

*: Ligand olarak [(4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilksanten)-2-(2'-amino-1,1"-

bifenil)]paladyum(Il) metansiilfonat kullann.

Ornek 20

4-1(4-{6,6-Dimetil-5-|2-(morfolin-4-il)etil|-4-okso-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-c|pirol-2-

il} pirimidin-2-il)amino|-1H-pirazol-S-karbonitril

NM
HN

N:_/Z\ﬁNH

N7
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Bir 2-(2-kloropirimidin-4-il)-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[2,3-c]pirol-4-on {350
mg, (.89 mmol), 4-amino-1H-pirazol-5-karbonitril (116 mg, 1.07 mmol), potasyum
karbonat (320 mg, 2.32 mmol), 2-(di-ter-biitilfosfino)-2',4',6'-triizopropil-3,6-dimetoksi-
1,1-bifenil (87 mg, 0.18 mmol), fer-biitil alkol (2.3 mL) ve asetik asit (bir damla)
¢ozeltisini iki saat 90°C’de 1sitin. Karigimi oda sicakhigina sogutun. Karisimi DCM iginde
%10 MeOH ile seyreltin ve ¢dzeltiyi listte az miktarda silis jel olmak tlizere bir CELITE®
kolonundan siiziin. Kolonu DCM iginde %10 MeOH ile yikayin ve siiziintiiyli azaltilmig
basing altinda konsantre edin. Tortuyu ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: C18, 275 g
Altin; Hareketli Faz: A} %5 MeOH ile birlikte su iginde 10 mM amonyum bikarbonat, B)
ACN; Gradyan: 5 dakika %10 B, 25 dakikada %40 B’ye gradyan; Akis Hizi: 125
ml/dakika) saflastirarak yukaridaki bilesigi (240 mg, %58) elde edin. MS (m/z): 465
(M+1).

Asagidaki bilesik esas itibartyla Ornek 20’ nin usuliiyle hazirlanir.

. Fiziksel
Or.
N Kimyasal ad Yap veriler MS
0.
(m/z):
6,6-Dimetil-5-[2-(morfolin-4-il)etil - 0 \
— _/—N o
2-[2-(1H-1,2,3-triazol-5- N TN ~
21 L . NS 441 (M+1)
ilamino)pirimidin-4-il]-5,6-dihidro- HN}\\
4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on HN‘N‘,’N
Ornek 22

6,6-Dimetil-2-{2-[(5-metil-1H-pirazol-4-il)amino]pirimidin-4-il}-5-|2-(morfolin-4-
iDetil]-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-c| pirol-4-on

1% /
— N 0
N P 72 ] NI N/
YN s
HN
/Z‘\NH
N~

Bir 2-(2-kloropirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)tieno[ 2,3-¢pirol-4-on {230
mg, (.59 mmol), 3-metil-1H-pirazol-4-amin (142 mg, .73 mmol), kloro|2-(di-fer-
biitilfostino)-2',4",6'-triizopropil-1,1'-bifenil | 2-(2-aminoetil)fenil) |paladyum(Il) (8 mg,
0.012 mmol), 2-di-ter-butilfosfino-2',4",6'-triizopropilbifenil (5 mg, 0.012 mmol) ve
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sodyum ter-biitoksit (118 mg, 1.2 mmol) karigimuni azotla ii¢ kez gazdan arindirin. fer-
Biitil alkol (2 mL) ilave edin, reaksiyonu kapatin ve karigimi 1.5 saat oda sicakligimda
karistirin. Reaksiyon kangimini EtOAc’yle islemden gegirin ve karigimi gece boyunca
karistirin, Azaltihms basing altinda konsantre edin. Tortuyu EtOAc iginde eritin ve organik
¢ozeltiyi doymus sulu amonyum kloriirle yikayin. Sulu tabakay1 EtOAc’yle iki kez geri
ekstrakte edin. Birlesik organik ekstraktlar1 susuz sodyum siilfat lizerinde kurutun, siiziin
ve stiziintiivii azaltilmis basing altinda konsantre edin. Tortuyn DCM iginde %0-10 MeOH
gradyaniyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle saflastirmak suretiyle yukaridaki
bilesigi (164 mg, %62) elde edin. MS (m/z): 454 (M+1).

Asagidaki bilesikler esas itibariyla Ornek 22 nin usuliiyle hazirlanur.

. Fiziksel
Or.
N Kimyasal ad Yap1 veriler MS
0.
(m/z):
2-{2-[(1-Siklopropil-1H-pirazol-5-
{ N/_\O
il)amino |pirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-[ 2- NI
23 R 480 (M+1)
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H- ””}_j
tieno[2,3-c|pirol-4-on vt
2-{2-[(5-Etil-1H-pirazol-4- . ~
il)amino |pirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-| 2- N ] n—
24 Yo s 468 (M+1)
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H- N
tieno[2,3-¢]pirol-4-on e
Ornek 25

6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-i)amino]pirimidin-4-il}-5-| 2-(thiomorfolin-4-
il)etil]-S,6-dihidro-4H-tieno|2,3-c|pirol-4-on

[ NS
NG ¢ N~
YN s
HN
)
N

ACN (2 mL) igindeki bir 2-[6,6-dimetil-2-[2-[(2-metilpirazol-3-il)amino]pirimidin-4-il]-4-
okso-tieno[2,3-c|pirol-5-ilJetil metansiilfonat (260 mg, 0.56 mmol), tiomorfolin {116 mg,

1.12 mmol) ve trietilamin (0.18 mL, 0.38 mmol) karisimini gece boyunca 60°C’de 1sitin,
40
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Karigimi oda sicakligma sogutun ve ¢ézeltivi CELITE®’den siiziin. Katilari DCM i¢inde
%10 MeOH ile yikaymn ve siiziintiiy(i azaltilmig basing altinda konsantre edin, Tortuyu ters
faz kolon kromatografisiyle (Kolon; C18, 275 g Altin; Hareketli Faz: A) su icinde %5
MeOH iginde 10 mM Amonyak, B) ACN; Gradyan: 5 dakika %10 B, 25 dakikada %10-65
B’ye gradyan; Akig Hizi: 200 mL/dakika) saflastirarak yukaridaki bilesigi (170 mg, %64)
elde edin. MS (m/z): 470 (M+1).

Asagidaki bilesikler esas itibartyla Ornek 25’in usuliiyle hazirlanir.

. Fiziksel
Or.
Kimyasal ad Yam veriler MS
No.
(m/z):
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil- 1 H-
F
pirazol-5-il)amino ]pirimidin-4- _ 7 N ko
. N — ] N— \_|<
26 il}-3-[2-(2,2,6,6- YN s I 526 (M+1)
tetrafloromorfolin-4-il)etil]-5,6- HN)}_)
dihidro-4H-tieno[2,3-c|pirol-4-on N
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-
'} K\
: e . NPT N
pirazol-5-il)amino Jpirimidin-4 T s
27 i1}-5-[2-(1,4-oksazepan-4-il)etil]- YN s 468 (M+1)
HN
5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c|pirol- }j
N
4-on N
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-
0
itazol-5-il)amino]pirimidin-4- _ ”:9
P ) Ip NI e
28 il}-5-[2-(8-0ksa-3- YN s 480 (M+1)
HN
azabisiklo[3.2. [ Jokt-3-il)etil]-5,6- ):_)
~N_
dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on
5-[2-(3,3-Ditloropirolidin-1-
0
il)etil]-6,6-dimetil-2- {2-[(1- _ ”@F
il)etil] metil-2-{2-[( o Ya wa .
29 metil-1H-pirazol-5- SN s Pl 474 (M+1)
HN
iljamino [pirimidin-4-il}-5,6- }_:)
/N‘ -~
dihidro-4H-tieno[2,3-c|pirol-4-on

41



10

EP-19059

. Fiziksel
Or. ) )
N Kimyasal ad Yapi veriler MS
0.
(m/z):

6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-

pirazol-5-il)aminoJpirimidin-4- o /
= /TN _/—N\v/o
il}-5-[2-(2-0ksa-5- N
30 32 Y s 466 (M+1)
azabisiklo[4.1.0]hept-5-il)etil]- HN
!

5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol- | _

N,

4-on

6,6-Dimetil-5-{2-[(3R)-3-
metilmorfolin-4-il]etil}-2-{2-[(1-

0
N
31 metil-1H-pirazol-5- N T e N | 468 (M1
p YN s
HN
e
N

Chiral

ilyamino pirimidin-4-il}-5,6-

dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on

Ornek 32

5-12-(2,2-Difloromorfolin-4-il)etil]-6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-
illJamino|pirimidin-4-il}-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-c|pirol-4-on

F F
o —~
_ N O
4 N
N, 4 |
S s
HN

Py

N

EtOAc (5 mL) i¢indeki bir paladyum hidroksit (karbon tizerinde %20, 63 mg, 0.09 mmol)
stispansiyonunu EtOAc (5 mL) iginde 4-benzil-2,2-difloro-morfolinle (95 mg, 0.45 mmol)
islemden gegirin. Reaksiyon karisimini bes saat oda sicaklifinda bir hidrojen atmosferi
(balon) altinda karistirin. Reaksiyon karisimin1 CELITE®’ten siiziin ve siiziintliyli izole
edin. Siiziintiive trietilamin (0.11 mL, 0.79 mmol) ve 2-[6,6-dimetil-2-[2-[(2-metilpirazol-
3-il)amino]pirimidin-4-il]-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-5-il]etil metansiilfonat (306 mg, 0.66
mmol) ilave edin. Karisimu bir saat 80°C’de karigtirm. ACN (15 mL) ilave edin ve karigim
iki glin 80°C’de 1sitin. Reaksiyon karisimint oda sicakligina sogutun ve azaltilmis basing

altinda konsantre edin. Tortuyu EtOAc icinde %0-10 MeOH gradyaniyla elute ederek silis
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jel kolon kromatografisivle saflastirin. Fraksiyonlart azaltilmis basing altinda konsantre
edin. Totuyu heksan iginde %50-100 EtOAc gradyanmyla, ardindan ikinci bir EtQAc iginde
%0-10 MeOH gradyamyla elute ederek silis jel kolon kromatografisiyle yeniden
saflagtirmak suretiyle yukaridaki bilesig (47 mg, %30) elde edin. MS (m/z): 490 (M+1).

Ornek 33

5-12-(6,6-Difloro-1,4-oksazepan-4-il)etil]-6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1 H-pirazol-5-
ilJamino]pirimidin-4-il}-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-c| pirol-4-on

F F
O

— N Q0
N ] v s
bl e
HN
/N\/X

N

6,6-Difloro-1,4-oksazepan hidrokloriirii (200 mg, 0.15 mmol) DCM (5 mL) i¢inde
karbonat recinesiyle (3 molar esdeger) islemden gegirin. Siispansiyonu bir saat dondiiriin.
Katilar1 siizerek ¢ikarin ve siiziintiiyii p-toluenstilfonik asitle (250 mg, 1.45 mmol)
1islemden gecirin. Olusan karigimi 1ki saat karistirdiktan sonra kansimi azaltilmis basing
altinda konsantre edin. ACN (2 mL) ve 2-[6,6-dimetil-2-[2-[(2-metilpirazol-3-

ihamino |pirimidin-4-il]-4-okso-tieno[2,3-c]pirol-5-il]etil metansiilfonat (200 mg, 0.43
mmol) ilave edin. Olusan ¢ozeltiyi trietilaminle (0.15 mL, 1.08 mmol) islemden gegirin.
Reaksiyon kabini kapatin ve karigimi 3 saat 80°C’de 1sitin, Oda sicakligina sogutun ve
reaksiyon karigimini konsantre edin. Tortuyu ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: 50 g
C18; Hareketli Faz: A) su i¢inde %0.1 TFA, B} ACN iginde %0.1 TFA; Gradyan; %10-80
B) saflastirin. Uriinii igeren fraksiyonlari konsantre edin. Tortuyu DCM iginde eritin ve
doymus sulu sodyum bikarbonat ¢6zeltisiyle yikayin. Organik ¢ozeltiyi susuz sodyum
stilfat tizerinde kurutun, sliziin ve siiziintiiyli azaltilmis basing altinda konsantre edin.
Tortuyu ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: 15 g Altin C18; Hareketli Faz: A) %10
MeOH ile birlikte su icinde 10 mM amonyum bikarbonat, B) ACN; Gradyan: %10-80 B)
saflagtirarak yukaridaki bilesigi (16 mg, %7) elde edin. MS {(m/z): 504 (M+1).

Ornek 34
5-{2-|Siklopropil(metil)amino]etil}-6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-

i)Jamino]pirimidin-4-il}-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-¢|pirol-4-on
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;P
= N
N p 72 | N—/_ \
YN s
HN

By

N

DMEF (1.7 mL) igindeki bir 2-[6,6-dimetil-2-[2-[(2-metilpirazol-3-il)amino]pirimidin-4-il]-
4-okso-tieno[2,3-c]pirol-3-il]etil metansiilfonat (70 mg, 0.16 mmol) ve N-
metilsiklopropanamin (77 mg, 1.08 mmol) ¢ozeltisini gece boyunca 90°C’de 1s1tin.
Karigimi oda sicakligma sogutun. Cézeltiyi ters faz kolon kromatografisiyle (Kolon: 100 g
Altin C18,; Hareketli Faz: A) su iginde %0.1 formik asit, B) %0.1 formik asit ACN;
Gradyan: 5 dakika %150 B, 25 dakikada %65 B’ve gradyan; Akis Hizi: 60 mL/dakika)
saflastirarak yukaridaki bilesigi (70 mg, %37) elde edin. MS (m/z): 438 (M+1).

Asagidaki bilesik esas itibariyla Ornek 34°{in usuliiyle hazirlanur.

. Fiziksel
Or.
N Kimyasal ad Yapi veriler MS
0.
(m/z):
6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5- o
il)amino]pirimidin-4-il}-5-[2-(7-oksa-4- NN N g
35 o - | DTS A aso vy
azaspiro[2.5]okt-4-ietil]-5,6-dihidro- -
N
4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on N
Ornek 36

2-{2-[(3-Metoksi-1H-pirazol-4-il)amino]-5-metilpirimidin-4-il}-6,6-dimetil-5-[ 2-
(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-¢| pirol-4-on hidrokloriir

MeOH (20 mL) igindeki bir fer-biitil 4-[[4-]6,6-dimetil-5-(2-morfolinoetil)-4-okso-
tieno|2,3-c|pirol-2-il]-5-metil-pirimidin-2-ilJamino |-3-metoksi-pirazol- 1-karboksilat (101
mg, (.173 mmol) ve hidrojen klortr (1,4-dioksan i¢inde 4.0 M, 2 mL., 8 mmol) ¢dzeltisini
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12 saat oda sicakliginda karistirin. Karisimi kuruyana kadar konsantre ederek yukaridaki

bilesigi (80 mg, %8&9) elde edin, 484 (M+1).

Asagidaki bilesikler esas itibariyla Ornek 36 nin usuliiyle hazirlanir.

. Fiziksel
Or.
Kimyasal ad Yapi MS
No.
(m/z);
2-42-[(3-Metoksi-1H-pirazol-4- 7 N o
il)amino]pirimidin-4-il}-6,6- (Y 470
37% | ’ NS
dimetil-5-| 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6- HN (M+1)
dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on ?/Z\: NH
2-{2-[(5-Siklopropil-1H-pirazol-4-
9 Vaun
il)amino]pirimidin-4-il}-6,6- = NoO
Jamino]p ; T
38 dimetil-5-[2-(morfolin-4-il)etil]-5,6- NS
HN (M+1)
dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on Vz——:‘ H-Cl
S, NH
hidrokloriir N
2-45-Floro-2-[{3-metoksi-1H-
F O Vo
. 1-4-|] . + v .d. -4-.1- _ — N O
pirazol-4-1l)amino |pirmidin-4-11} W) /7 v 188
39 | | 6,6-dimetil-5-[2-(morfolin-4-il)etil]- >N
HN (M+1)
== H-CI

5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-¢]pirol-4-

on hidroklorir

Dl
Q N”

/

*: Serbest baz reaksiyondan sonra hazirlandi

Ornek 40

6,6-Dimetil-2- {2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino] pirimidin-4-il}-5-{2-[2-oksa-5-

azabisiklo[4.1.0] hept-5-il]etil}-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c]pirol-4-on, izomer 2
o] I\

_ N O

TN

s

HN

6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil- 1 H-pirazol-5-il)amino]pirimidin-4-il} -53-[ 2-(2-oksa-5-

N 2
N

azabisiklo[4.1.0]hept-5-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-c|pirol-4-on’u (Omek 30) kiral
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kolon kromatografisiyle (Kolon: Lux Cellulose-4 21.2 x 250 mm; Hareketli Faz: %40
izopropil alkol (%0.2 zopropilamin)/CO); Elisyon Stresi: 11 dakika) saflastirarak
yukaridaki bilesigi (24 mg, %34) elde edin. MS (m/z): 466 (M+1).

X-Istm Toz Kirinimm

Kristal katilarm XRD desenleri bir CuKa kaynagi A = 1.54060 A) ve 35 kV ve 50 mA’da
calisan bir Vantec detektorle techiz edilmis bir Bruker D4 Endeavor X-151n1 toz kirinim
6lgerde elde edilir. Numune, 20°da 4 ve 40° arasinda, 20°da 0.009° asama biiyiikligiiyle ve
(0.5 saniye/asama tarama hizt ve 0.6 mm raksaklik, 5.28 sabit sa¢ilma Onleyici ve 9.5 mm
detektor variklariyla taranir. Kuru toz bir kuvars numune tutucu tizerine konur ve bir lam
kullanilarak diiz bir yiizey elde edilir. Kristal formu kirmim desenleri ¢evresel sicaklik ve
bagil nemde toplanir. Kristalografi alaninda herhangi bir belirli kristal formu i¢in kirinim
piklerinin nispi siddetlerinin, kristal morfolojisi ve habitiisii gibi faktdrlerden kaynaklanan
tercih edilen yonelime bagh olarak degisebildigi 1yi bilinmektedir. Tercih edilen yonelimin
etkilerinin bulundugu yerde, pik siddetler degisir, ama polimorfun karakteristik pik
pozisyonlari degismez. Ayrica, kristalografi alaninda, herhangi bir belirli kristal formu i¢in
acisal pik pozisyonlarmm biraz degisebildigi de iyi bilinmektedir. Omegin, pik
pozisyonlari bir numunenin analiz edildigi sicaklik veya nemdeki bir degisiklige,
numunenin yerinin degismesine veya bir i¢ standardin olup olmamasina bagl olarak
degisebilir. Buradaki durumda 28°da = 0.2 pik pozisyonu degiskenligi belirtilen kristal
formunun kesin tespitini engellemeden bu potansiyel degisiklikleri dikkate alacaktir. Bir
kristal formu, ayirt edici piklerin (° 28 birimleriyle), tipik olarak daha belirgin piklerin
herhangi bir benzersiz kombinasyonu esas alinarak teyit edilebilir. Cevresel sicaklik ve
bagil nemde elde edilen kristal formu kirmim desenleri, 8.853 ve 26.774 derece 2-tetadaki
NIST 675 standart pikleri esas alinarak ayarlanir.

Ornek 1, Kristal Formu 1’in X-Isin1 Toz Kiriminu

6,6-Dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-il)amino]pirimidin-4-il}-5-|2-(morfolin-4-
iletil]-5,6-dihidro-4H-tieno|2,3-¢|pirol-4-on (Kristal Formu 1)

Bir ACN (1 mL) ve su (1 mL) ¢bzeltisine 6,6-dimetil-2-{2-[(1-metil-1H-pirazol-5-
il)amino |pirimidin-4-il}-5-[ 2-(morfolin-4-il)etil]-5,6-dihidro-4H-tieno[ 2,3-c]pirol-4-on
(103 mg) ilave edin ve karisimu 10 dakika 70°C’de 1sitin. Stiziin ve ¢dzeltiyi gece boyunca

oda sicakligina sogumaya birakin. Cozeltiye bes saatte yavas yavas su (2 mL) ilave edin.
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Katilar1 vakumlu stizmeyle toplayin ve suyla yikayin. Katilar1 havayla kurutarak

yukaridaki bilesigi (94 mg, %92) elde edin.

Ornek 1 Kristal Formu 1’in hazirlanmis bir numunesi CuKa radyasyonu kullamlarak
asafidaki Tablo 1°de agiklandig gibi kirinim piklerine (2-teta dederleri) sahip ve dzellikle
15.5,17.1, 18.0, 20.2, 21.5 ve 22.1 dereceden olugsan gruptan segilen piklerin biriyle veya
daha fazlasiyla kombinasyon halinde 19.3 derecede piklere sahip bir XRD deseniyle

karakterize edilir; kirinim acilari icin tolerans 0.2 derecedir.

Tablo 1: X Ornek 1 Kristal Formu 1’in X-1s1m1 toz kirmim pikleri

Pik | Ac1(°2-Teta) +/-0.2° | Bagil Siddet (en siddetli pik %’si)
1 7.1 7
2 8.8 11
3 12.6 7
4 14.3 6
5 15.5 29
6 16.6 15
7 17.1 25
8 17.6 8
9 18.0 63
10 18.7 13
11 19.3 100
12 20.2 24
13 20.7 14
14 21.5 27
15 221 26
16 22.8 9
17 23.8 13
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Pik | Ag1(°2-Teta) +/-0.2° | Bagil Siddet (en siddetli pik %’s1)
18 24.5 10
19 26.4 15
20 27.2 13
21 28.0 9
22 293 8

Cesitli bulgular, tiimdr basglangici, biiylimesi ve ilerlemesinde rol oynayan siireclere kanser
hiicrelerindeki bir veya daha fazla sinyal yolunun aktivasyonunun aracilik ettigine igaret
etmektedir, Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolu, hiicre proliferasyonu ve
hayatta kalimmin temel bir regiilatdriidiir, ERK bu yolun akig asagi bir tiyesidir ve EGFR,
FGFR, PDGFR, VEGFR ve bunun gibi aktive olmus reseptor tirozin kinazlardan
(RTK’ler) hiicre dis1 sinyallerin iletiminde merkezi bir rol oynar. Bu yol RAF, MEK ve
ERK ¢hiicre disi sinyalin regiile ettigi kinaz) kinazlardan olusan iig katl bir kinaz
kaskadidir ve bu yolun aktivasyonu kii¢lik bir GTPase olan RAS’1n aktivasyonuyla baslar.
RAS’in aktivasyonu bir serin/treonin kinaz olan RAF’1n toplanmasi ve aktivasyonuna yol
acar. Aktive olan RAF daha sonra MEK/1/2’yi fosforlar ve aktive eder, o da ERK1/2’yi
fosforlar ve aktive eder. ERK /2 aktive oldugunda hiicre proliferasyonu, bilyiimesi, hayatta
kalimi ve EMT de (epitelyalden mezenkimale ge¢is) rol oynayan ¢esitli akis asagi

sitoplazmik ve niikleer hedefleri fosforlar.

RAS/MAPK yolu hiicre proliferasyonu igin en 6nemli yollardan biridir ve bu yolun siklikla
biitiin beseri kanserlerin ~%307unda aktive olduguna inanilmaktadir. Temel MAPK yolu
aktivasyonu RAS, BRAF, MEK 1 deki aktive edici mutasyonlardan, tiimér baskilayict NF1
kayb1 veya mutasyonlarm aracilik ettigi akig yukan aktivasyon, RTK lerin
amplifikasyonlar1 veya ligand dolayiml aktivasyonundan kaynaklanabilir. Ug RAS
familyasi1 genin (KRAS, NRAS ve HRAS) hepsinin kolorektal kanser, melanom, akciger
ve pankreas kanseri de dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerde, en yaygin olarak kodon 12,
13 ve 61°deki tek nokta mutasyonlarinin bir sonucu olarak somatik olarak mutasyona
ugradigi gosterilmistir. Bu mutasyonlar, artan ERK1/2 aktivitesi ve biiyiime sinyallerinin
eslik ettigi temel RAS aktivasyonuna neden olar. KRAS 1n kodonlar 12, 13 ve 61°deki
mutasyonlar, EGFR’yi inhibe eden bilesiklere ve monoklonal antikorlara direng verir,

KRAS mutasyonlar: akciger kanserlerinin %30’unda, pankreas kanserlerinin %90’ inda,
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mide kanserlerinin %10’unda ve kolorektal kanserlerin %50’sinde bulunur. NRAS
mutasyonlart melanomun yaklasik %10-25inde saptanmstir. Ayrica RAS mutasyonlari
(HRAS, KRAS ve NRAS) tiroit kanserlerinin ~%55-60"1nda tespit edilmistir. BRAF taki
somatik nokta mutasyonlar1 beseri tiimérlerin yaklasik %8’inde, en sik olarak melanom
(%60), kolorektal kanser (%10) ve tiroit kanserlerinde (%50) ortaya ¢ikar. Melanomda,
biitlin BRAF mutasyonlarinin kinaz sahasi i¢inde oldugu goriiliir ve tek bir siibstitlisyon
(T-> A, V60OE) mutasyonlarin %80’ inden sorumludur. BRAF mutasyonlari nadir
durumlarda, RAS mutasyonlariyla birbirini diglayan bir sekilde bulunur, bu, bu genetik
degisikliklerin ortak akis asagi efektorleri aktive ettigini diisiindiirmektedir.

Biyolojik Tahliller

Asagidaki tahliller bu bulusun drneklenen bilesiklerinin ERK1 ve ERK2 kinaz aktivitesi
inhibitorleri oldugunu géstermektedir. Asagidaki tahlillerin sonuglar: bu bulusun
orneklenen bilesiklerinin kanser hiicrelerinde ERK sinyallerini inhibe ettigini de
gostermektedir. Ayrica, Ornek 1’in bilesigi kanserin bazi ksenogreft tiimdr modellerinde
ERK yolu hedef inhibisyonu gstermektedir. Ayrica, Omek 1’in bilesigi kanserin baz

ksenogreft timdr modellerinde tiimdr bliylimesini inhibe etmektedir.
ERK]1 Kinaz Tahlili

Bu tahlilin amaci, bilesiklerin ERK1 kinaz aktivitesini inhibe etme kabiliyetini l¢mektir.
ERKI1 kinaz tahlilini bir TR-FRET tahlili kullanarak in vitro uygulayin. Reaksiyonlari
(12.5 uL) 384 kuyucuklu bir PROXIPLATE™ (Perkin Elmer, #GRN6260) igine, 5 uL
ERKI enzim {(Invitrogen, #PR5254B, nihai konsantrasyon 100 ng/mL) art1 substrat GFP-
ATEF2 (Invitrogen, # PV4445, nihai konsantrasyon 0.2 uM), kinaz tamponu (50 mM Hepes
pH 7.4, 5 mM MgCl, 0.1 mM EGTA, %0.01 Triton X-100, 1 mM DTT) i¢inde
hazirlanmig 5 pL ATP ¢ozeltisi (Invitrogen, # PV3227, nihai konsantrasyon 10 pM) ve
DMSO ¢ozeltisi (nihai %4, hacim/hacim) i¢inde 2.5 pL test bilesikleri ilave ederek
baslatin. Reaksiyon karisimini 60 dakika oda sicakliginda inkiibe edin. TR-FRET
seyreltme tamponu (Invitrogen, # PV3574) iginde 12.5 puL durdurma tamponu (10 mM
EDTA, 2 nM Tb-anti-pATF2 (pThr71) antikoru, Invitrogen, #PV4448) ilave ederek
reaksiyomu durdurun. Plakalar1 60 dakika daha oda sicakliginda inkiibe edin ve 340 nm
eksitasyon dalga uzunlugunda bir ENVISION® (PerkinElmer) plaka okuyucuda okuyun.
GFP alict emisyon sinyalini (520 nm’de) Tb verici emisyon sinyaline (495 nm’de) bdlerek
TR-FRET oranini hesaplayin. Bilesikle islemden gecirilmis kuyucuklari plaka tizeri Max

49



10

20

25

30

EP-19059

(DMSO kontrolii) ve Min (Hig enzim ilave edilmemis) kontrol kuyucuklart TR-FRET
orani verilerine gore kullanarak inhibisyon yiizdesini hesaplaym {% inhibisyon = 100-
[(test bilegigi - medyan Min)/(medyan Max - medyan Min) X 100]}. Bir 1:3 seyreltme
semasi kullanarak biitiin bilesikleri 10 konsantrasyonda (20 uM ila 0.001 pM) test edin.
Inhibisyon yiizdesi ve on noktali konsantrasyon verilerini ACTIVITYBASE® 7.3ii (ID
Business Solutions Limited) kullanarak 4 parametreli bir dogrusal olmayan lojistik

denkleme (denklem 205) uydurarak Abs 1Csy degerlerini elde edin.

Bulugun gercevesi iginde drneklenen bilesikler bu tahlilde esas olarak yukarida agiklandigi
gibi test edilir. Bu tahlilin sonuglar érneklenen biitiin bilesiklerin ERK1 kinaz aktivitesini
0.15 uM’den diisiik 1Csy degerleriyle inhibe ettifini géstermektedir. Ornegin, Ornek 1’in
bilesiginin I1Csy degeri 4.86 nM dir (+0.20, n=7).

ERK2 Kinaz Tahlili

Bu tahlilin amaci, bilesiklerin ERK2 kinaz aktivitesini inhibe etme kabiliyetini l¢mektir.
ERK2 kinaz tahlilini bir TR-FRET tahlili kullanarak in vitro uygulayin. Biitiin
reaksiyonlar1 (12.5 pL.) 384 kuyucuklu bir PROXIPLATE™ (Perkin Elmer, #GRN6260)
icine, 5 ul. ERK2 enzim {Invitrogen, # PV3595B, nihai konsantrasyon 50 ng/mL) art1
substrat GFP-ATF2 (Invitrogen, # PV4445, nihai konsantrasyon 0.2 uM), kinaz tamponu
(50 mM Hepes pH 7.4, 5 mM MgCl;, 0.1 mM EGTA, %0.01 Triton X-100, | mM DTT)
iginde hazirlanmis 5 uLL ATP ¢ozeltisi (Invitrogen, # PV3227, nihai konsantrasyon 10 pM)
ve DMSO cozeltisi (nihai %4, hacim/hacim) i¢inde 2.5 pL test bilesikleri ilave ederek
baslatin. Reaksiyonlar: 60 dakika oda sicakliginda inkiibe edin. TR-FRET seyreltme
tamponu (Invitrogen, # PV3574) i¢inde 12.5 pL durdurma tamponu (10 mM EDTA, 2 nM
Th-anti-pATF2 (pThr71) antikoru, Invitrogen, #PV4448) ilave ederek reaksiyonu
durdurun. Plakalar1 60 dakika daha oda sicakliinda inkiibe edin ve 340 nm eksitasyon
dalga uzunlugunda bir ENVISION® (PerkinElmer) plaka okuyucuda okuyun. GFP alict
emisyon sinyalini (520 nm’de} Tb verici emisyon sinyaline (495 nm’de) bélerek TR-FRET
oranini hesaplaym. Bilesik kuyucuklarini plaka tizeri Max (DMSO kontrolii) ve Min (Hig
enzim ilave edilmemis) kontrol kuyucuklar1 TR-FRET orani verilerine gore kullanarak
inhibisyon ylizdesini hesaplaymn {% inhibisyon = 100-[(test bilegigi - medyan
Min)/(medyan Max - medyan Min) X 100]}. Bir 1:3 seyreltme semasi kullanarak biitiin
bilesikleri 10 konsantrasyonda (20 pM ila 0.001 uM) test edin. Inhibisyon yiizdesi ve on
noktali konsantrasyon verilerini ACTIVITYBASE 7.3%ii (ID Business Solutions Limited)
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kullanarak 4 parametreli bir dogrusal olmayan lojistik denkleme (denklem 205) uydurarak

Abs_IC50 degerlerini elde edin.

Bulusun ¢ergevesi i¢inde drmeklenen bilesikler bu tahlilde esas olarak yukarida agiklandig
gibi test edilir. Bu tahlilin sonuglar: 6rneklenen biitiin bilesiklerin ERK2 kinaz aktivitesini
0.15 uM’den diisiik ICsq degerleriyle inhibe ettigini géstermektedir. Ornegin, Ornek 1’in
bilesiginin 1Cso degeri 5.24 nM’dir (£0.24, n=7).

ERK1/2 Hiicre Mekanik Tahlili (pRSK1 Alphascreen Tahlili)

Bu tahlilin amaci bilesiklerin in vitro kanser hiicrelerinde ERK sinyallerini inhibe etme
kabiliyetini 6lgmektir. HCT116 kolorektal kanser hiicre hattini (ATCC, # CCL-247)
kullanarak pRSK1 Alphascreen tahlilini uygulaym. Rutin olarak HCT116 hiicrelerini T-
150 siselerinde %5 Fetal Biiylikbas Hayvan Serumu (FBS), (Gibco, #16000-044) iceren
Dulbecco Modifiye Eagle Ortami (DMEM) (Hyclone, #SH30022) i¢inde kiiltiirleyin ve
37°C’de %5 CO; inklibatoriinde inkiibe edin. Konfluent olduklarinda hiicreleri toplaym ve
“tahlile hazir dondurulmus hiicreler” olarak 1x10¢’ hiicre/mL seviyesinde dondurma
ortaminda dondurun ve sivi azot i¢inde saklayin. Tahlili uygulamak i¢in, 40,000 HCT116
hiicre/kuyucugu 96 kuyucuklu bir doku kiiltiirii plakasina kaplaym ve gece boyunca
37°C’de %5 CO; inkiibatdrde inkiibe edin. Bilesikleri 20 uM en ylksek konsantrasyondan
basglayarak 10 konsantrasyonda test edin ve %0.5 (hacim/hacim) nihai DMSO
konsantrasyonuyla 1:3 seyreltme semasi (20 uM ila 0.001 pM) kullanin. Bilesikleri 20 pL
serum icermeyen biiylime ortami i¢inde ilave edin ve iki saat 37°C’de inkiibe edin.
Biliylime ortamini ¢ikarm ve her kuyucuga 1x holt proteaz ve foosfat inhibitdr kokteyli
[Thermo, #78441] iceren 50 pL 1 x liziz tamponu [Cell Signaling Technology, #9803]
ilave edin ve 10 dakika oda sicaklifinda bir ¢alkalayicida inkiibe edin. Her kuyucuktan 4
pL hiicre lizatim 384 kuyucuklu bir tahlil plakasinin [Perkin Elmer, #6006280] ilgili
kuyucuklarina aktarm ve 5 pL reaksiyon karigimi [2000 pay 1x tahlil tamponu (Perkin
Elmer, #A1000), 1 pay biyotin-RSK1 antikoru (Santa Cruz, #sc-231-p-G), 4 pay pRSK1
antikoru {Abcam, #ab32413), 35 pay alic1 boncuklar (Perkin Elmer, #6760617R)] ilave
edin. Plakay: folyo plaka yalitim elemaniyla {(Beckman Coulter, # 538619) kapatin ve iki
saat oda sicakliginda inkiibe edin. Her kuyucuga 2 plL. verici boncuklar [20 pay 1 x tahlil
tamponu, 1 pay verici boncuklar] ilave edin ve plakayr saydam plaka yahtim elemamyla
(Applied Biosystems, #4311971) kapatin ve iki saat karanlikta oda sicakhifinda inkiibe
edin. Plakalar1 ENVISION® (PerkinElmer) plaka okuyucusunda okuyarak her kuyucuktaki
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floresan siddetini 6l¢iin. pRSK1 inhibisyon yiizdesi [% inhibisyon = 100-[(test bilesigi-
medyan Min)/{medyan Max-medyan Min) X 100] ve on noktali konsantrasyon verilerini
ACTIVITYBASE® 7.311 (ID Business Solutions Limited) kullanarak 4 parametreli bir
dogrusal olmayan lojistik denkleme (denklem 205) uydurarak Rel 1Csy degerlerini elde

edin.

Bulusun ¢ergevesi icinde drneklenen bilesikler bu tahlilde esas olarak yukarida agiklandigi
gibi test edilir. Bu tahlilin sonuglar1 6rneklenen biitiin bilesiklerin timér hiicrelerinde ERK
substrat1 (RSK) fosforlanmasini 3 pM’den diisiik [Csy degerleriyle inhibe ettigini
gistermektedir. Ornegin, Ornek 1’in bilesiginin ICso degeri 0.429 uM’dir (£0.173, n=8).

In Vivo Hedef inhibisvonu (IVTI) Tahlili (pRSK1 ELISA Tahlili)

Bu tahlilin amac1 bir test bilesiginin bir hayvan modelinde ERK1/2 substratinin
tosforlanmasini inhibe etme kabiliyetini 6l¢mektir. Harlan Laboratories’ten disi atimik
¢iplak farelere (22-25 g) sag bogiir bolgesinden subkiitandz olarak 5x10e® IICT116
kolorektal kanser hiicresini (ATCC, # CCL-247) 200 pnL 1:1 Hank Dengeli Tuz Cozeltisi
(HBSS) + Matrigel ¢ozeltisi iginde implante edin. Implantasyondan sonraki yedinci giin
baslayarak timér biiyiimesini ve viicut agirhigm haftada iki kez 6lciin. Timor biiyiikliikleri
300-500 mm”’e ulagtiginda, hayvanlari randomize edin ve beser hayvandan olusan
gruplara aywrm. Hayvanlara bilesige uygun bir tasiyici icinde uygun bir dozda bilesigi veya
tek basina tasiyiciyi (tasiyict: %1 HEC/%0.25 Tween 80/%0.05 Kopiik onleyici) agizdan
uygulayin ve doz uygulamasindan sonra istenen zaman araliklarinda timérleri ve kan alin.
Hayvanlar1 izofluran anestezisi art1 servikal dislokasyonla 6ldiiriin. Tlimoérleri soklayin ve
ELISA tahlilivle pRSK1 seviyeleri agisindan islemden gecirene kadar -80°C’de saklayin.
Kan1 EDTA tiipleri igine alin ve plazma i¢in dondiiriin ve 96 kuyucuklu bir plakada

-80°C’de dondurun. Bilesik maruziyetlerini standart usulleri kullanarak belirleyin.

Tilimérleri sivi azot iginde pulverize edin ve 1x halt proteaz ve fosfataz inhibitor kokteyli
(Thermo Scientific, #0861281}), 1 mM fenilmetansiilfonil floriir (PMSF) (Sigma, # 93482-
50ML-F) ve 1 uM sodyum metavanadat (Sigma, #590088) igeren 1x liziz tamponunda
(MSD, #R60TX-3), soguk bir odada {4°C) bir FastPrep-24™ Hiicre Par¢alama
makinesinde (MP Biomedical) Matrix I boncuklart {(MP Biomedical, #6913-500)
kullanarak lize edin. Tiimoér lizatlarim 20 dakika 4°C’de 14000 devir/dakikada
déndiirdiikten sonra yeni tiiplere aktarin. Tiimor veya hiicre lizatlar1 protein
konsantrasyonunu Pierce BCA Protein Tahlil Kit1 (kat. no. 23225, Thermo Scientific)
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kullanarak belirleyin. Bu kit Gi¢ ana bilesen igerir: (1) 0.1 M sodyum hidroksit i¢inde
sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, bisinkoninik asit ve sodyum tartarat iceren BCA
Tepkime Maddesi A, (2) %4 bakir siilfat iceren BCA Tepkime Maddesi B ve (3} %0.9
salin ve %0.05 sodyum azit iginde 2 mg/mL iceren albiimin standart ampulleri. 96
kuyucuklu bir plakada, standart bir egri olusturmak i¢in ¢ift kopya kuyucuklara 25 pL.
icinde 20-2000 ug/mL konsantrasyon aralig1 i¢in biiyiikbas hayvan serum albliimini protein
standardi ilave edin. Test kuyucuklarini kopyalamak icin 25 uL 1 x PBS iginde seyreltilmis
hiicre veya timér lizatlar ilave edin. %2 Tepkime Maddesi B’yi Tepkime Maddesi A’ya
ilave ederek (2 mL B + 98 mL. A) ¢alisma BCA tepkime maddesini hazirlayn, iyice
karistirin ve her numuneye veya standarda 200 mL ilave edin. Iyice karistirin, plakayi
kapatin ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edin. Plakay1 oda sicaklifina sogutun ve 562 nm’de
veya yakininda absoransi bir plaka okuyucuda (Perkin Elmer’dan Envision plaka okuyucu)
Olgtin. Biitiin diger miinferit standart ve bilinmeyen (hiicre veya tiimor lizat1) numune
kopyalarinin 562 nm 6lglimlerinden bos standart kopyalarinin ortalama 562 nm absorbans
Oletimiind ¢ikartin. Her biiyiikbas hayvan serum albiimini standard:i igin ortalama bos
numuneye gore diizeltilmig 562 nm 6l¢limiinii ug/mL olarak konsantrasyonuna gore
cizerck standart bir egri hazirlaym. Microsoft Excel’de egri uydurma logaritmalarimi
kullanarak her bilinmeyen numunenin protein konsantrasyonunu belirlemek icin standart
egriyi kullanin. Geri kalan tiimdor lizatlarini -80°C’de dondurun. Sandvig ELISA’yla
pRSK1 ekspresyonunu 6lemek i¢in bir kez dondurulmus ¢ézdiiriilmiis tiimér lizatlarini

kullanin.

96 kuyucuklu plakalar1 {Thermo, #15042) gece boyunca 4°C’de 40 ng RSK1 kegi
antikoruyla (Santa Cruz, # sc-231-G) kaplayimn ve bir saat oda sicakh@inda ve sonra gece
boyunca 4°C’de inkiibe edin. Plakalari i¢ kez 300 uL. PBST yle (%0.05 Tween-20 igeren
Ix fosfat tamponlu salin (PBS)) yikayin, kuyucuk basina 100 uL blokaj tamponuyla
(Thermo Scientific, #37532) bloke edin ve iki saat oda sicakliginda inkiibe edin. Plakalar:
ii¢c kez 300 uL PBST’yle yikayin ve her kuyucuga 20 pg tlimor lizat1 aktarin ve gece
boyunca 4°C’de inkiibe edin. Plakalari {i¢ kez 300 uL. PBST yle yikayin ve dért saat oda
sicakliginda 100 pL. pRSK1 (T359/58363) tavsan antikoruyla (blokaj tamponunda 1:1000
seyreltme) birlikte inkiibe edin. Plakalari ti¢ kez 300 pL. PBST yle yikayn ve 100 pL. anti
tavsan HRP’ye konjuge ikincil antikorla (GE Healthcare BK, #NA934V; blokaj
tamponunda 1:10000 oraninda seyreltilmis) birlikte inkiibe edin. Bir saat oda sicakliginda

inkiibe edin. Plakalari tic kez 300 pL PBST yle yikaymn, 100 nL SUPERSIGNAL® ELISA
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Femto maksimum duyarlilik substrati (Thermo, #37075) ilave edin ve bir dakika bir
calkalayici lizerinde inkiibe edin. Bir ENVISION® plaka okuyucu kullanarak liminesans
sinyalini belirleyin. Tek basina tagiyiciyla tedavi edilmis hayvanlardan alinan tiimér
lizatlarin1 %100 kabul ederek her tiimor lizatindaki pRSK1 seviyesini belirleyin, Her
numuneyi ¢ift kopya olarak analiz edin ve hesaplamalar i¢in ortalama sayilar1 kullanin.

Excel ve XL Fit’i kullanarak TEDs yi hesaplayin.

Bulusun ¢ergevesi i¢ine giren bir bilesik bu tahlilde esas olarak yukarida aciklandig gibi
test edilir. Bu tahlilin sonuglar1 Ornek 1’in bilesiginin bir tiimér ksenogreft modelinde
RSK1’in fosforlanmasini inhibe ettigini gsterir. Omegin Ornek 1’in bilesiginin TEDs,
degeri 16 mg/kg’dir.

Ksenogreft Tiimor Modelleri

Bu tahlilin amaci test bilesigi uygulamasina yanit olarak tliimdr hacmindeki azalmay1
Olgmektir. Beseri kolorektal kanser hiicreleri HCT116’y1 (ATCC, # CCL-247) kiiltiirde
biiyiitiin, toplayin ve disi atimik ¢iplak farelerin (22-25 g, Harlan Laboratories) arka sag
bdgriine subkiitanéz olarak 200 pL. 1:1 HBSS+ matrigel ¢ozeltisi iginde 5x10¢® hiicre
enjekte edin. Beseri pankreas kanseri hiicreler MIA PACA-2 (ATCC, # CRL-1420) veya
beseri kiiciik hiicreli dis1 akeiger kanseri hiicreleri CALU-6 (ATCC, # HTB-56) veya
beseri kolorektal kanser hiicreleri COLO-205"1 (ATCC, # CCL-222) kiiltiirde biiyiitiin,
toplayin ve disi atimik ¢iplak farelerin (22-25 g, Harlan Laboratories) arka sag bdgriine
subkiitandz olarak 200 pL 1:1 HBSS+ matrigel ¢cozeltisi icinde 5x10¢e® hiicre enjekte edin.
Implantasyondan sonraki yedinci giin baslamak iizere haftada iki kez tiimor biiyiimesini ve
viicut agirhgin 6l¢iin. Tiamdr biiyiiklikleri 200-400 mm®’e ulastizinda, hayvanlar
randomize edin ve sekiz ila on hayvandan olugan gruplara ayirm. Test bilegigini uygun bir
tasiyict (tastyic: %1 HEC/%0.25 Tween 80/%0.05 Képiik Onleyici) iginde hazirlayin ve
14 ila 21 giin ag1zdan gavajla uygulaym. Tiilmor yanit1 tedavi boyunca haftada iki kez
yapilan timér hacmi Slglimiiyle belirlenir. Viicut agirhg toksisitenin genel bir dl¢lsii

olarak alinir.

Bulugun gercevesi igine giren bir bilesik bu tahlilde esas olarak yukaridaki gibi test edilir.
Ornek 1’in bilesiginin asagida Tablo 2°de verilen delta T/C% degerlerine sahip oldugu
tespit edilir. Bu sonuglar Ornek 17in bilesiginin HCT116, MTIA PACA-2, CALU-6 ve
COLO-205 dahil olmak iizere gesitli beseri kanser ksenogreft modellerinde 6nemli tiimore
kars1 aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

54



EP-19059

Tablo 2: Ksenogreft modellerinde Ornek 1’in etkinligi

Tiimér Modeli Poz Program p-degeri Delta T/C % veya TGI%
(mg/kg) Gerileme%
HCT116 25 QD -8 108
HCT116 50 QD <0.001* 11 89
HCT116 100 QD <0.001* -25 125
MIA PACA-2 12.5 QD 0.003* 32 68
MIA PACA-2 25 QD <0.001* 2 98
MIA PACA-2 50 QD <0.001* -22 122
MIA PACA-2 100 QD <0.001%* -66 166
CALU-6 12.5 QD 0.010* 22 78
CALU-6 25 QD 0.005%* 14 86
CALU-6 50 QD <0.001* -31 131
CALU-6 100 QD <0.001* =77 177
COLO-205 12.5 QD <(.001* -19 119
COLO-205 25 QD <0.001* -32 132
COLO-205 100 QD <0.001* -76 176

Tiimér hacmine iligkin analiz Log 10 ve SpatialPower kovaryans yapisma dayanir.

*: anlamli (p<0.05)

NA: Uygulanamaz

Delta T/C% tedavi edilen bir gruptaki son nokta tlimér hacmi baglangi¢ tiimér hacminde
veya lizerinde oldugunda hesaplamir. Formiil 100#(T-Tg)/(C-Cy) olup, burada T ve C
sirasiyla tedavi edilen grupta veya kontrol grubunda ortalama son nokta tiimor
hacimleridir. Ty ve Cy bu gruplardaki ortalama baslangi¢ timér hacimleridir.
Gerileme% son nokta hacmi baglangicin altinda oldugunda hesaplanir. Formiil 100+(T-
Tg)/To’dr. Burada T, tedavi edilen grup i¢in ortalama baslangi¢ tiimor hacmidir.
HCTI116, MIA PACA-2 ve CALU-6 modelleri igin, T/C’deki degisiklik %’sini
hesaplamak igin 10. giin, 20. giin ve 15. glin baslangica gore (randomizasyon) biitiin

gruplarin genel ortalamasi kullanildi.
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In Vivo Kombinasvon Calismalari

Tiimér heterojenligi nedeniyle, etkili terapi i¢in veya edinilmis direnci asmak igin kanser
tedavisinin baz1 tiplerinde kombinasyon terapisi elzem hale gelmistir. Hedeflenen
terapilerin bir kombinasyonunun kanserlerin yavaslatilmasinda, hatta durdurulmasinda
daha etkili oldugu varsayilmaktadir. Bu gergevede, Ornek 1’in bilesigi pan-RAF inhibitdrii
bir bilesik (bakimz: WO 2013/134243, 1-(3,3-dimetilbiitil)-3-(2-floro-4-metil-5-(7-metil-2-
(metilamino)pirido[2,3-d]pirimidin-6-il)fenil)iire, bundan boyle “pan-RAF inhibitorii
bilesik™), CDK4/6 inhibitorii bir bilesik (bakiniz: WO 2010/075074, [5-(4-etil-piperazin-1-
ilmetil)-piridin-2-il]-[ 5-floro-4-(7-floro-3-izopropil-2-metil-3H-benzoimidazol-5-il)-
pirimidin-2-il]-amin veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu), bundan bdyle
“CDK4/6 inhibitorii bilesik™) veya DC101’le (6rnegin bakiniz: Witte L. ve digerleri,
Cancer Metastasis Rev., 17, 155-161, 1998, deneylerde farelerde bir anti-VEGFR2 Ab i¢in
bir vekil olarak kullamlabilen fare VEGFR2’ye karsi sigan monoklonal antikoru, tercihen
ramusirimab’la (bakinmz: WO 2003/075840, Cyramza® olarak da bilinir, IMC-1121b, CAS
kayit numaras1 947687-13-0)) kombinasyon halinde tiimdr biiyiimesi inhibisyonu agisindan
test edilir. Daha spesifik olarak, Ornek 17in bilesigi, pan-RAF inhibitdrii bilesikle veya
CDK4/6 inhibitorii bilesikle kombinasyon halinde, bir KRAS mutanth kolorektal kanser
ksenogreft modeli olan HCT116’da test edilir. Ayrica, Ornek 1’in bilesigi CDK4/6
inhibitori bilesik veya DC101°le kombinasyon halinde KRAS mutanth kiigiik hiicreli dist
akciger kanseri (NSCLC) ksenogreft modelleri NCI-H441, A549 ve NCI-H2122’de test

edilir.

HCT116 kombinasyon etkinlik calismasi atimik ¢iplak siganlarda yapilir. Beseri kolorektal
kanser hiicreleri HCT116°y1 (ATCC, # CCL-247) kiiltiirde bilytitiin, toplaym ve 200 plL
1:1 HBSS+matrigel ¢ozeltisi i¢inde 5x10e” hiicreyi disi NIH ¢iplak siganlarinin (120-145
gm, Taconic Farms) arka sag bdgriine subkiitanéz olarak enjekte edin. Iimplantasyondan
sonraki yedinci giin baslamak iizere haftada iki kez tlimor biiylimesini ve viicut agirligini
Bl¢iin. Ortalama timér biyiiklikleri 200-300 mm®’e ulastiginda, hayvanlari randomize
edin ve bes ila yedi hayvandan olusan gruplara ayirin. Test bilesigini uygun bir tasiyici
(asagiya bakiniz) iginde hazirlaym ve 21 ila 28 giin agizdan gavajla uygulaym. Tiimor
yanit1 tedavi boyunca haftada iki kez uygulanan timér hacmi l¢limiiyle belirlenir. Bu
¢alismada kullanilan tasiyic1 %1 HEC (hidroksietil seliiloz)/%0.25 Tween®80/%0.05
Képiik Onleyicidir. Ornek 1’in bilesigi ve pan-RAF inhibitérii bilesik %1 HEC /%0.25

Tween® 80/%0.05 Képiik Onleyici i¢inde formiile edilir. CDK4/6 inhibitdrii bilesik 25
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mM Sodyum fosfat tampon, pH 2 i¢cinde %1 HEC iginde formiile edilir. Ornek 1’in
bilesiginin 10 mpk ve 20 mpk QD olarak uygulanmasi sirasiyla %52 ve %64 timor
biiylimesi inhibisyonu tek madde aktivitesiyle sonuglamir (Tablo 3). Buna karsilik, pan-
RAF inhibitérii bilesigin 10 mpk ve 20 mpk BID olarak uygulanmasi sirasiyla %29 ve %68
tek madde aktivitesiyle sonuglanir. 10 mpk BID olarak uygulanan pan-RAF inhibitorii
bilesik disinda biitiin tedaviler tasiyici kontroliine gore istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.03). 10 mpk, QD Ornek 1°in bilesiginin 10 mpk, BID pan-RAF inhibitorii bilesikle
kombinasyon halinde uygulanmast, %94 tiimér bliylimesi inhibisyonuyla (p<0.001)
sonuglanmaktadir ve kombinasyon sonucu Bliss Independence usuliiyle hesaplandiginda
“Sinerjistiktir (Tablo 3). Onemli bir viicut agirhig1 kaybi olmadig1 igin bu kombinasyon iyi
tolere ediliyor gibi gdriinmektedir. 10 mpk, QD Ornek 1’in bilesiginin 20 mpk, BID pan-
RAF inhibitérii bilesikle kombinasyon halinde uygulanmasi da anlamli (p<0.05) timéor
biliylimesi inhibisyonuyla (%95) sonuclandi ve kombinasyon sonucu Bliss Independence
usuliiyle hesaplandiginda “Aditif”tir (Tablo 3). Onemli bir viicut agirhg kaybi olmadig
igin bu kombinasyon iyi tolere ediliyor gibi gériinmektedir. Aym ¢alismada, 10 mpk, QD
Omnek 1’in bilesiginin 20 mpk QD CDK4/6 inhibitériiyle birlikte uygulanmasi %98 tiimor
biiylimesi inhibisyonuyla sonu¢lanmaktadir, Ornek 1°in bilesiginin ve CDK4/6 inhibitéri
bilesigin tek madde etkinligi ise swrasiyla %52 ve %76 tiimor biiylimesi inhibisyonudur. Bu
1ki maddenin kombinasyonu Bliss Independence usuliiyle hesaplandifinda istatistiksel
olarak anlamli bir “Aditif”* sonug¢ vermektedir (Tablo 3). Onemli bir viicut agirlig1 kaybi
olmadig1 i¢in bu kombinasyon iyi tolere ediliyor gibi gériinmektedir. Bu sonuclar Ornek
1’in bilesiginin pan-RAF inhibitori bilesikle veya CDK4/6 inhibitori bilesikle
kombinasyonunun, KRAS mutanth kolorektal kanseri olan hastalar i¢in daha fazla yarar

saglayabildigini disiindiirmektedir.
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Tablo 3. HCT116 KRAS mutantl kolorektal kanser ksenogreft modelinde Ornek 1’in
bilesiginin pan-RAF inhibitérii bilesikle veya CDK4/6 inhibitérii bilegikle

kombinasyonuna iliskin ¢caligmalar

Tedavi Bilesik Doz Program | Delta | TGI p- Kombinasyon
(mg/kg) TC% | % degeri Sonucu®*

1 Tasiyict NA BID NA NA NA NA

2 Ornek 1 10 QD 48 52 | 0.038% NA

3 Omek 1 20 QD 36 64 | 0.005% NA

4 pan-RAF 10 BID 71 29 0.303 NA
inhibitorii

5 pan-RAF 20 BID 32 68 | 0.001* NA
inhibitorii

6 CDK4/6 20 QD 24 76 | <0.001 NA
inhibitori *

7 Ornek | + 10, 10 QD, 6 94 | <0.001 Sinerjistik
pan-RAF BID *
inhibitorii

8 Ornek 1 + 10, 20 QD, 5 95 | <0.001 Aditif
pan-RAF BID *
inhibitorii

9 Ornek 1 + 10,20 | QD, QD 2 98 | <0.001 Aditif
CDK4/6 *
inhibitdrii

Timor hacmine iligskin analiz Log 10 ve SpatialPower kovaryans yapisina dayanir.
*: anlamli (p<0.05)

**[ki maddenin kombinasyonunun istatistiksel etkisi Bliss Independence usuliiyle

belirlenir: 11k olarak, bir tekrarlanan dlgiimler modeli, grup, zaman ve zamana gore
gruba karsi log tiimdr hacmine uydurulur. Daha sonra her zaman noktasinda bir

etkilesim etkisini degerlendirmek i¢in kontrast tiimceleri kullanilir. Kombinasyon i¢in
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beklenen aditif yanit (EAR) tiimdr hacmi dleegi esas almarak, EAR hacorm=VI1 * V2 /
V0 olarak hesaplanir, burada V0, V1 ve V2 sirasiyla tasiyici kontrolii, tek basia tedavi
1 ve tek basma tedavi 2 icin tahmini ortalama tiimor hacimleridir. Etkilesim testi
anlamliysa (p < 0.05), test edilen dozlarda ve programlarda, gdzlemlenen kombinasyon
hacmi EAR hacminden diisiik ise sinerjistik olarak, gézlemlenen kombinasyon hacmi
EAR hacminden yiiksek ise antagonistik veya aksi halde aditif olarak belirlenir.

NA: Uygulanamaz

Delta T/C% tedavi edilen bir gruptaki son nokta tiimér hacmi baslangi¢ tiimér hacminde
veya lizerinde oldugunda hesaplanir. Formiil 100*(T-T,)/(C-Cg) olup, burada T ve C
sirasiyla tedavi edilen grupta veya kontrol grubunda ortalama son nokta timor
hacimleridir. T ve Cp bu gruplardaki ortalama baslangi¢ tiimdr hacimleridir.

Biitiin ¢aligmalarda 28 giin i¢in doz

11. giin baglangica (randomizasyon) gore biitiin gruplarin genel ortalamasi T/C’deki

degisiklik ylizdesini hesaplamak i¢in kullanild

Kombinasyonun etkinligi SCID farelerde A549 (KRAS G128) ve atimik ¢iplak farelerde
NCI-H441 (KRAS G12V) ve NCI-H2122 (KRAS_G12C) dahil olmak tizere ii¢ KRAS
mutantll NSCLC ksenogreft modelinde de test edilir. Beseri kiiciik hlicreli dist akeiger
kanseri hiicreleri NCI-H441 (ATCC, # CRL-5807) ve NCI-H2122’yi (ATCC, #CRL-5985)
kiiltiirde biiyiitiin, toplaym ve disi atimik ¢iplak farelerin (20-22 gm, Harlan Laboratories)
arka sag bogriine subkiitandz olarak 200 pL 1:1 HBSS+ matrigel ¢ozeltisi i¢inde 5x10¢°
hiicre enjekte edin. Kiiciik hiicreli disi akciger kanseri hiicreleri A549u (ATCC, # CCl-
185) kiiltiirde buyiitiin, toplaym ve digi CB-17 SCID farelerin (18-20 gm, Taconic Farms)
arka sag bogriine subkiitandz olarak 200 pL 1:1 HBSS+ matrigel ¢ozeltisi icinde 5x10¢°
hiicre enjekte edin. Biitlin hiicre hatlar1 igin, implantasyondan sonraki yedinci giin
baslamak lizere haftada iki kez tiimdr buylimesini ve viicut agirligini 6lgtin. Ortalama
tiimér bityiiklikleri 200-300 mm’’e ulastiZinda, hayvanlari randomize edin ve bes ila yedi
hayvandan olusan gruplara aywrmn. Test bilesigini uygun bir tagiyic (asagiya bakiniz) i¢inde
hazirlayin ve 21 ila 28 giin agizdan gavajla (Ornek 1’in bilesigi ve CDK4/6 inhibitorii
bilesik) veya intraperitonal olarak (DC101) uygulaym. Timdr yamiti, tedavi boyunca
haftada iki kez uygulanan tiimér hacmi 6lglimiiyle belirlenir, Bu ¢alismalarda kullanilan
tastyict %1 HEC/%0.25 Tween® 80/%0.05 Képiik dnleyicidir. Ornek 17in bilesigi %1
HEC/%0.25Tween® 80/%0.05 Kdpiik Onleyici iginde formiile edilir ve CDK4/6 inhibitdrii

bilesik 25 mM sodyum fosfat tampon, pH 2 i¢inde %1 HEC iginde formiile edilir. Ornek
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1”in bilesiginin 30 mpk seviyesinde tek bir madde olarak uygulanmasi NCI-H2122 ve
A549 timorlerinde sirasiyla %41 ve %91 timdr biiyiimesi inhibisyonuyla sonuglanmakta;
ve NCI-H411 timorlerinde %101 timor bilyimesi inhibisyonuna (yani %1 timér
gerilemesi) yol agmaktadir. CDK4/6 inhibitdri bilesigin 50 mpk seviyesinde tek madde
olarak uygulanmasi NCI-H2122, A549 ve NCI-H441 modellerinde sirasiyla %53, %51 ve
%81 tiimdr biiyiimesi inhibisyonuyla sonuglanmaktadir. Ayrica Ornek 1’in bilesiginin (50
mpk) CDK4/6 inhibitérii bilesikle {50 mpk) kombinasyonu, A549 ve NCI-H441
timorlerinde sirasiyla %151 (yani %51 gerileme) ve %147 (yani %47 gerileme) timor
biiyiimesi inhibisyonuyla; ve NCI-H2122 tiimérlerinde %82 tlimor bityiimesi
inhibisyonuyla sonuglanmaktadir. Ug tiimér modelinin hepsinde kombinasyon sonucu
Bliss Independence usuliiyle hesaplandiginda “Aditif tir (Tablo 4). Genel olarak, dnemli
viicut agirhgi kaybi1 olmamasimin gdsterdigi gibi bu ¢alismalarda biitiin tedavilerin iyi
tolere edildigi goriilmektedir. Ayni NCI-H441 ksenogreft modelinde, fosfat tampon iginde
DCI101 de 28 giin boyunca tek madde olarak veya 50 mpk, QD Ornek 1’in bilesigiyle
kombinasyon halinde haftada ki kez (BIW) intraperitonal olarak uygulanir. DC101’in 20
mpk BIW olarak uygulanmasi %102 tiimdr biiyiimesi inhibisyonu (yani %2 gerileme) tek
madde aktivitesiyle sonuglamr, 50 mpk, QD Omek 1°in bilesiginin 20 mpk, BIW olarak
DC101’le kombinasyonu, %146 tiimor biiylimesi inhibisyonuyla (yani %46 gerileme)
sonu¢lanmaktadir. Bu kombinasyonun sonucu Bliss Independence usuliiyle
hesaplandiginda “Aditif’tir (Tablo 4). Onemli viicut agirlig1 kayb1 olmamasinin gdsterdigi
gibi bu kombinasyon tolere ediliyor gibi gériinmektedir. Bu sonuglar, Ornek 1’in
bilesiginin CDK4/6 inhibitori bilesikle veya bir anti-VEGFR?2 antikoruyla
kombinasyonunun, KRAS mutasyonu olan kii¢ik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalar: i¢in

daha fazla yarar saglayabildigini diistindiirmektedir.
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Tablo 4: KRAS mutanth kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ksenogreft modellerinde Ornek 1’in bilesiginin CDK4/6 inhibitérii bilesikle veya

DC101’le kombinasyonuna iliskin ¢aligmalar

Timor Tedavi Bilesik Doz Program” Delta T/C | Gerileme p degeri Kombinasyon
Modeli } (mg/kg) & % % (Tastyiciya gore) Etkisi**
= 1 Tastyici NA QD NA NA NA NA
§ 2 CDK4/6 inhibitdrii 50 QD 19 NA <0.001* NA
S 3 DC101 20 BIW NA 2 <0.001* Na
3 4 Ornek 1 50 QD NA 1 <0.001* NA

Z
- . 50 QD -
= + <0.001*
E 5 Ornek 1 + DC101 20 BIW NA 46 0.001 Aditif
S 6 Ornek 1 + CDK4/6 inhibitérii 28 gg NA 47 <0.001* Aditif
8 1 Tasiyici NA QD NA NA NA NA
Q= 2 CDK4/6 inhibitorii 50 QD 49 NA 0.033* NA
z 3 3 Ornek 1 50 QD 9 NA <0.001* NA
3= 50 QD
< 4 Ornek + CDK4/6 inhibitorii 50 QD NA 51 <0.001* Aditif
= Tastyici NA QD NA NA NA NA
q =
E EO 2 CDK4/6 inhibitorii 50 QD 47 NA 0.008* NA
T Q 3 Ornek 1 50 QD 59 NA 0.055 NA
S 9 . . 50 QD
z 4 Ornek 1 + CDK4/6 inhibitori 50 QD 18 NA <0.001* Aditif
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Tiimér hacmi i¢in analiz Log 10 déniisiimiinii ve 6zel bir gii¢ kovaryans yapisiyla tekrarlanan ANOV A 6lgiimlerini eas alir

*: anlamli (p<0.05)

**]ki maddenin kombinasyonunun istatistiksel etkisi Bliss Independence usuliiyle belirlenir: flk olarak, bir tekrarlanan 8lgiimler modeli, grup,
zaman ve zamana gdre gruba karsi log timér hacmine uydurulur. Daha sonra her zaman noktasinda bir etkilesim etkisini degerlendirmek i¢in
kontrast tiimceleri kullanilir. Kombinasyon igin beklenen aditif yanit (EAR) tliimor hacmi 6lgegi esas alinarak, EAR hacmi = V1 * V2 / V0 olarak
hesaplanir, burada V0, V1 ve V2 sirasiyla tastyic: kontrolii, tek basma tedavi 1 ve tek basina tedavi 2 igin tahmini ortalama tiimér hacimleridir.
Etkilesim testi anlamli (p < 0.05) oldugunda, test edilen dozlarda ve programlarda, gézlemlenen kombinasyon hacmi EAR hacminden diisiik ise
sinerjistik olarak, gbzlemlenen kombinasyon hacmi EAR hacminden yiiksek ise antagonistik veya aksi halde aditif olarak belirlenir.

NA: Uygulanamaz

Delta T/C% tedavi edilen bir gruptaki son nokta timdr hacmi baglangi¢ timor hacminde veya iizerinde oldugunda hesaplanir.

Formiil 100*(T-T)/(C-Co) olup, burada T ve C sirastyla tedavi edilen grupta veya kontrol grubunda ortalama son nokta tiimor hacimleridir.

Ty ve Cy bu gruplardaki baslangi¢ tlimér hacimleridir.

11. giin (HCT116), 25. gtin (NCI-H441), 22. giin (A549), 18. giinde (NCI-H2122) baslangi¢ (randomizasyon) T/C’deki degisiklik %’sini
hesaplamak i¢in kullanilir.

Biitiin ¢alismalarda 28 giin i¢in doz

63



