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Comprobante de pago de Ia tasa de presantacién de 1a solicitud.

Documentn que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.

Documento de cesién del Interventor al solicitante o a su causante,

Declaraciones.

Copla de ia solicitud Internacional. (Resumen, descripclén, retvindicaciones, dibujos}).

Traduccién de Ia solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

ao%l:)dd examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad lnternacional de Examen Preliminar
PEA).

Traduccién del examan preliminar Intarnacional efectusdo por (a IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento gus acredite la ficancla o autorizacidn de uso de conocimientos tradidonales de las
comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.
Arte final 12 x 12,

De ser & caso, Informacién sobre otras solicihudes de patente o titulos obtenidos en &l extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas percial o totalmente con Ia Invenclén de esta solidtud,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la salicitud Intermacional.
Otros. Blsqueda Internacional
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@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:
C.C.79.782,747 Btg T.P. 74,295




LISTA DE INVENTORES PCT/US2004/041579

FRANCISCO VELAZQUEZ
4 Alexandra Way, Clinton
New Jlersey 08809,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Mexicana

SRIKANTH VENKATRAMAN
35 Roanoke Street, Woodbridge,
New Jersey 07095,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: India

ASHOK ARASAPPAN

18 Larsen Court, Bridgewater,
New Jersey 08807,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: India

GEORGE F. NJOROGE

11 Softwood Way, Warren,
Now Jersey 07059,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense
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Traduccién ofictal del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia
APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION D
SCHERING CORPORATION

APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de octubre de

1. Pafs: Estados Unidos de América

- Este documento Pdblico
2. ha sido’ firmado por Marguerite La Corte
3. Quien ejerce funciones de Notario pibliico de Nueva Jersey

4, Lleva @1 sello de Marguertie La Corte Notario
CERTIFICADQ
5. En Trenton, Nuava Jersey
6. El 20 de agosto 2003
7. Por John E. McCormac Contador Publico- Tesorero de Nueva
Jersey 8. No. A 180345
9. Gran Sello del Estado de Nusva Jersey

10. Firma legible de John M.
PODER DE REPRESENTACION
Bilinglle inglés- espafiol otorgado en Kenilworth,.Nueva Jersey,

Estados Unidos, el 7 de agosto de 2003 y firmado por Edward H.
Mazer - Director Juridico senior.
CERTIFICADO NOTARIAL

Bilinglle inglés- espafiol, fechado el 7 de agosto, 2003 certificando

.1as funciones de Edward H. Mazer - Director Juridico senior, de

Schering Carporation.
Las certificactionas anteriores se basan en el1 Poder de
representacién fechado &1 4 noviembre de 2002.

Sello: Marguerite La Corte- Notario publico,
Estado de Nueva Jersey

Su comisidén vence el 7 de octubre de 2003.

Sello en alto relieve del Notaric Piablico

Es traduccién Tfiel del 1nglés, con copia ,archiyjo, par
confrontacién. Bogotd 5 septiembre, 2003. MMM& C
NE} TRO
lraductor e Intérprets Oficlal

wnglés - Espofiol - Inglés
Resolucidn No 2117 del 7 Oct 1987
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APOSTILLE
{CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED Bn-.a-"‘""—t" _
MARGUERITE LA CORTE .E.:E.,

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:

MARGUERITE LA CORTE, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 29TH DAY OF AUGUST 2003

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. Al180345

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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v OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER —~ TORRE C
CaLLE 100 Ho. 8A-55 Pigo 10
BoooTA, CoLoMBiA
TeLatmoNE: +57-1 838-8200
Fax: +87-1 838.8201

ower of Attorne

The undersigned,
SCHERING CORPORATION
domiclied in

2000 Galloping Hill Road, Kenilworth, New Jersey 07033-0532, U

by means of these prescnts hercby grants (o Carlas

R. Olartc and/or Ans Maria Fricri fill and
sufficient Puwer of Altumey to file, prosecule,
obtaln, defend and enforce any and nil of the
company’s Putents, Utilliy Models nod Indastrial
Deslgus In the Republic of Colombia, 10 which end It
empowers thum 10 take all steps necessary before
any sdm!nistrative or Judiclal authority of any class
for the objects stated, to file petitions, appeals,
replics and oppositions, pay taxcs and snnuitics,
request iestlimonies, receive docuntenis and
segarifics, shandon applications and collcet refunds.
Sufficlent power Is hereby granted to recelve
notlfications on beliatl of the Compuny, to confer
powers on those who are to represent the company
Judicially and extrajudicially. o answer in court in
the maticr of alt cluims snd demands that may be
presented in conncclion with the abjests siated,
glving them likewlise power to substitute these
presenis and revoke such substitulions.

Poder

El suserito,

domicitiado en

D .A-

por medio del presente otorgs a Carlos R.
Olarte y/o Ana Maria Frierl poder
especial, amplio y suficlente para presentur,
tramiiar, oblener, defender y hacer respetar fodss y
cualquicr dc Prtentes, Modclos de Uilidad y
Disefios Indusiriales de Ia compafiln en In
Repiiblica de Colombia, a cuye efecto los faculta
para dar todos los pasos nocesarios pate cusiquler
autoridad sdminisirativa o judiclal de cualquler
jerarqula para cumplir con lo encomendado, olcvar
soliciludcs, spciacionos, respuestas y aposiciones,
pagar impuestos y anvalidudes, solicitar
testimonios, reeibir documentos y valores, desistir
y percibir. Se concede poder bastante paru recibir
nofificaclones » nombirc dec In compahia, olorpar
podcrcs a quicnes vayan a representar a lu
compafia Judicial y extrajudicialments, responder
en juiclo a todas las reclamacloncs o demandas
que por motivo dc lo encomendado se presentarcn,
dindolez asimismo facultad para sustituir
presentc y revoear dichas sustituclonen,

. . ,4 /
Signaturc/Firma:
rd 1l. eWs Legal Director

Date/Fecha:

August 7, 2003 *

City,Country/Ciudod,Pais: Kenilworth, New Jersey, U.S.A.



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERY, LTDA.
Leaal & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TrADt CENTER~TORRE C
. CaLLe 100 No. BA-56 Piso 10
BoGOTA, COLOMBIA
TeLeronE; +57-1838-8200
Fax +57-1 838-8201

www.olnrtereisbeck.com

Notarigl Certification
Ou this date, August 7, 2003
The undersigned Notary Publlc certifies:
1.Thet Edward H. Mazer

of lognl age and domiciled in

119 CGrebtnwoSdNDriduysMillburn, Rew Jérsey 07041, U.S.A.

sigued the furcgoing document.

2. That the grantor hus zxecuted the foregoing
document os Senlor Legal Director
of SCHERING CORPURATION

3. Thy BSCHERING CORPORATION
having its principal place of busincss localed In

Certificacién Notayigl

Fn estr fecho,

el Notarlo Piblicu suscrito centificq:
Qe
[}

mawn dz eday = ¢ eiliado

suscribid el documento que

2, Que el oinrgantc ha suscjito ¢l referido
documento en s0 carkcier

4. Que
con sedc principal ublcada en

2000 Galloping Hill Road, Kenilworth, New Jersey 07033-0530, 0.SA..

is daly incorporatea, is-cumrcnily in existence, and
that the purposes for which the Power of Anomey is
ganted are within the scope of iis compomtc

purposes.

4. That the grantor has the authurity to execute the
Power of Altomey and that his'her representation is

Tegal.

5. The foundation for my certificutions contained in
points 2, 3 atd 4 was the exhibition of the following
authentlc document(s):

Powsr of Attorney, dated
Novemsber 4, 2002,

-

LIC (Signature): .

csid legalmente constitulda, que tione existencla
legal vigente y quc Jus propdehos pern los cuales
sc otorga ¢l poder se encuentra dontro de Jos que *
comprenden su objefo social.

4, Quc el otorgante tiene Ia represcniocidn para
suseribir el poder, y que ésta ¢s legltima,

5. El fundamento de mis cedificaciones
contenldas en los puntos 2, 3 ¥ 4 fue la exhibiclén
e Joa (del) sipulente(s) documentofs) suténtico(s):

4 Fulort,

Marguerit¢/La Corte
Rotary Public of Rew Jersey
My Commission Expires October 7, 2003



10.

APOSTILLA

(Convencién de La Hays del 5 de octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

El presente documento piblico fue firmado por: Alana Fredericks
Que actué en su calidad de Notario Péblico de Nueva Jersey
Lleva el sello del mencionado Notario Piblico Alana Fredericks
Se certificé:

En Trenton, Nueva Jersey

El 17 de mayo de 2006

Por parte de Bradley 1. Abclow, Tesorero New Jersey

Bejo el Nimero A259975

Aparece Sello del Estado de Nueva Jersey

Firmado por Bradley I. Abelow
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RECONOCIMI

Estado de Nueva Jersey

Condado de Unién

Por ¢l presente certifico que anexa se encuentra una copia fiel de la cesidn original a
SCHERING CORPORATION, de une solicitud de patente titulada “NUEVOS
INHIBIDORES DE LA NSI/NS4A SERINA PROTEASA DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C", dicho documento de cesién ha sido ejecutado por Francisco
Veldsquez, Srikanth Venkatraman y George Njoroge ¢l 30 de noviembre de 2004, y
Ashok Arasappan ¢! | de diciembre de 2004.

Fecha: 9 de mayo de 2006.

(Fdo.) Alana Fredericks

Notario Piblico de Nueva Jorsey, cuyo
cargo vence el 16 de Mayo de 2010 (Sello
Oficial del Notario).



Caso de Patentes No.: INO6139USO|

CESION

Por buena y onerosa consideracién pagada a favor nuestro,

(1)  FRANCISCO VELASQUEZ, (2) SRIKANTH VENKATRAMAN
(3) ASHOK ARASAPPAN, (4) F. GEORGE NJOROGE,

cada uno domiciliado, de manera respectiva, en:

(1)  Clinton. NJ, () Woodbridge, NJ,

(3) Bridgewater, NJ, (4) Wamon. N).

por SCHERING- CORPORATION, una compafifa constituida bajo las leyes del
Estado de Nueva Jersey, Estados Unidos de América, con domicilio principal en 2000
Galloping Hill Road, Kenilworth, New Jersey 07033, Estados Unidos de América, (de
aqul adelante conocido como “CESIONARIO”, por la presente cada uno de nosotros
vendemos, cedemos y transferimos a dicho CESIONARIO la totalidad de nuestro
derecho, titulo ¢ intcrés en todos los paises del mundo y todos nuestros inventos y
descubrimientos descritos en la solicilud de patente titulada “NUEVOS
INHIBIDORES DE LA NS3/NS4A SERINA PROTEASA DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C” y oficialmente identificada por la Oficina de Marcas y Patentes de los
Estados Unidos con el nimero de solicitud No. 1]1/007.9]0 presentada el 9 de
Diciembre de 2004, y/o por Ia Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual con el
Nimero de Solicitud de Patente Internacional LUS04/41579 presentada el 9 _dg
Diciembre de 2004, con derecho de presentar solicitudes de patente a nombre del
CESIONARIO, su designado o cualquiera o todos nuesiros nombres, a su eleccién, con
respecto a las anteriores invenciones y descubrimientos en todos los pafses del mundo,
junto con todos los derechos de prioridad en los anteriores pafses que deriven de la
anterior solicitud de patente bajo la Convencién Internacional para la Proteccién de la
Propiedad Industrial, bajo la Convencién Inter-americana con relacion a Invenciones,
Patentes, Diseflos y Modelos Industriales y bajo cualquier otro convenio internacional
bajo ¢l cual los Estados Unidos ahora o en adelante se convierta en signatario, para
cualquier o todas las Patentes que sec otorgaran con respecto a cualquiera dec las
anteriores solicitudes de patente, para cualquier solicitud reivindicando beneficios de
prioridad sobre una solicitud de patcnte provisional u otras solicitudes presentadas sobre
dichos inventos, y para cualquier continuacion, divisién, re-otorgamiento, renovacién y
extension de la misma de cualesquicra de dichas Patentes, ¢l mismo que debe ser
poseldo y usufructuado por dicho CESIONARI!O, sus sucesores, cesionarios, u otros
representantes legales, en todo su alcance por lo que implica el otorgamiento de una
patente, de manera tan entera como si hubicra sido poscida y usuffuctuada por nosotros
si esta cesién y venta no se hubiera cristalizado.

Y por medio de la presente nosolros convenimos y acordamos que en cualquier
momento, al requerirse y a expensas det CESIONARIO, ejecutaremos y entregaremos



cuslquier y todos Jos documentos necesarios o deseables para perfeccionar el titulo de
los anteriores inventos o descubrimicntos, solicitudes de patente, Patentes y
continuaciones, divisiones, re-otorgamientos, renovaciones, y extensiones del mismo a
nombre del CESIONARIO, sus cesionarios, sucesores, u oiros representantes legales,
incluyendo la ejecucitn y consecucidn de cualquier y todo documento adicional que
evidencie esta cesién y venia segln sca necesario o deseable para el registro del mismo
ante la Oficina de Patentes de cualquier pais en cuestidn, y que nosotros, en cualquier
momento, al requerirse y a expensas del CESIONARIO, cjecuisremos cualquier
solicitud divisional o adicional para patentes de dichos inventos y descubrimicntos, o
cuslquier parte o partes del mismo, y soliciludes de patentes de confirmacion, registro e
importacién con base en dicha Patentc y sobre Patentes que salgan otorgadas a partir de
dichas solicitudes divisionales y adicionales y renovaciones y extensiones del mismo, y
realizaremos las necesarias declaraciones juramentadas y realizaremos todos los actos
juridicos necesarios para ello, sin compensacién adicional, pero a expensas del
CESIONARIOQ, sus sucesores, cesionarios, u otros representantes legales.

Por medio de la presente autorizamos al CESIONARIO edicionar a este
instrumento el ndmero de solicitud y la fechs de presentacion de diche solicitud de
patentes.

Ejeculado el 30 de noviembre de 2004
FRANCISCO VELAZQUEZ, (firma ilegiblc) L.S.

RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey)
Condado de Unién) s.s.:

Comparecio ante mi ¢l 30 de noviembre de 2004, Francisco Velazquez,
personaje conocido y el cual gjccutd el anterior instrumento, y el cual afirmé que
cjecuts el mismo, por voluntad propia, por lo motivos expuestos en el mismo.
(sello

) (firmado: Ashly M. Armstrong)
Notario Pdblico, Estado de New Jersey
Mi comision vence el 26 de marzo dc 2008

Ejecutado el 30 de noviembre de 2004
SRIKANTH VENKATRAMAN, (firma ilegible) L.S.

RECONOCIMIENTO
Estado de Nucva Jersey)
Condado de Unidn) s.s.:

Comparecié ante mi el 30 de novicmbre de 2004, Srikanth Venkatraman,
persongje conocido y el cual ejecutd el anterior instrumento, y el cual afirm6 que
ejecutd el mismo, por voluntad propis, por lo motivos expucstos en el mismo.
(sello

) (firmado: Ashly M. Amstrong)
Notario Pablico, Estado de New Jersey
Mi comisi6n vence el 26 de marzo de 2008



Ejecutado el | de Diciembre de 2004
ASHOK ARASAPPAN, (firma ilegible) L.S.

RECONOCIMIENTO
Esiado de Nueva Jersey)
Condado de Unidn) s.s.:

Comparecié ante mi el | de Diciembre de 2004, Ashok Arasappan, personaje
conocido y el cual ejecutd el anterior instrumento, y el cual afirmé que ejecuté el
mismo, por voluntad propia, por lo motivos expuestos en el mismo.

(sello)
(firmado: Ashly M. Armstrong)
Notario Piblico, Estado de New Jersey
Mi comisién vence el 26 de marzo de 2008

Ejecutado el 30 de noviembre de 2004
F. GEORGE NJOROGE, (firma ilegibie) L.S.

RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey)
Condado de Unién) s.s.:

Compareci6 ante mi el 30 de noviembre de 2004, F. George Njoroge, personaje
conocido y el cual ejecutd el anterior instrumento, y el cual afirmé que ejecutd el
mismo, por voluntad propia, por lo motivos expuestos en el mismo.

(sello)
(firmado: Ashly M. Armstrong)
Notario Piiblico, Estado de New Jersey
Mi comisién vence el 26 de marzo de 2008
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ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

ALANA FREDERICKS, NOTARY

w 0o -1 o U

APOSTILLE

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:

ALANA FREDERICKS

BEARS THE SEAL/STAMP OF:

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 17TH DAY OF MAY 2006

BY: Bradley I. Abelow, NEW JERSEY TREASURER

NO. A259975

SEAL/STAMP:

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

10. SIGNATURE

14
)

i‘

9

Lol

|/ 1/

/

0410

-

—




\D

Case IN06139

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey

County of Union

I hereby certify that the attached is a true copy of the original Assignment from the inventors to
SCHERING CORPORATION, of a patent application entitled, “NOVEL INHIBITORS OF
HEPATITIS C VIRUS NS3/NS4A SERINE PROTEASE", said Assignment having been

executed by Francisco Velazquez, Srikanth Venkatraman, and F. George Njoroge on November

30, 2004, and Ashok Arasappan on December 1, 2004,

Date: May 9 2

Alana Fredericks
Notary Public of New Jersey

My Commission Expires May 16, 2010

(Seal)
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(Joint)

PATENT CASE: IN08139US01

ASSIGNMENT

For good and valuable consideration paid to us,

(1) ___FRANCISCO VELAZQUEZ _ , (2) __ SRIKANTH VENKATRAMAN

(3) _ASHOK ARASAPPAN , (4) _F. CEORGE NJOROGE
respeclively residing at

(1) ___Clinton, NJ , (2) _Woo gbrldge, NJ

(3) ___Bridgewater, N.J , (4) __Warren, NJ

by SCHERING CORPORATION, a corporation organized under the laws of the State of
New Jersey, United States of America, having its principal office at 2000 Galloping Hill
Road, Kenilworth, New Jersey 07033 , United States of America, {(hereinafter called
"ASSIGNEE"), we each do hereby sell, assign and transfer to said ASSIGNEE our entire
rights, title and interest in all couniries of the world in and to any and all of our Inventions
and discoveries described in the patent application entitied
NOVEL INHIBITORS OF HEPATITIS C VIRUS NS3/NS4A SERINE PROTEASE

and officially identified* by the United States Patent and Trademark Office as Application
Number _11/007.910 filed on __Decenmber 9 . 20_g4 , and/or by the World
Intellectual Property Organization as Intemnational Patent Application Number
US04/41579 filed on __ pecember 9 , 2004 , in and to the right to file patent
applications in the name of ASSIGNEE, its designee, or in any or all of our names, at its
election, on the aforesaid inventions and discoveries in all countries of the world,
together with all righis of priority in the aforesaid countries deriving from the above-
identified patent application under the Intermnational Convention for the Protection of
Industrial Property, under the Inter-American Convention relating to Inventions, Patents,
Designs and Industrial Models and under any other intemational arrangement to which
the United States now is or hereafter becomes a signatory, in and to any and all Letters
Patent that are granted from any of the aforesaid patent applications, in and to any
applications daiming priority benefits to a provisional patent application or other
applications filed on said inventions, and in and to any continuations, divisions, reissues,
renewals and extensions thereof of any of said Letters Patent, the same to be held and
enjoyed by said ASSIGNEE, its successors, assigns and other legal representatives, to
the full ends of the terms for which all Letters Patent therefor may be granted, as fully
and entirely as the same would have been held and enjoyed by us if this assignment and
sale had not been made.

And we hareby covenant and agree that we will at any time, upon the request and
at the expense of ASSIGNEE, execute and deliver any and all documents that may be
necessary or desirable to perfect the title to the foregoing inventions and discoveries,
patent applications, and Lelters Patent and continuations, divisions, reissues, renawals
and extensions thereof in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives, Including the execution and procurement of any and all further
documents evidencing this assignment and sale as may be necessary or desirable for
recording the same in the Patent Office of any country concerned, and that we will, at
any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE, execute any additional or
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divisional applications for patents for said inventions and discoverles, or any part or paris

- thereof, and applications for patents of confirmation, registration and importation based

on sald Letters Patent and on Letters Patent issuing from said additional or divisional
applications and reissues, renewals and extensions therefor, and will make all rightful
oaths and declarations and do all lawful acts requisite for procuring the same or for
aiding therein, without further compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its
successors, assigns or other legal representatives.

"We hereby authorize ASSIGNEE to insert in this instrument the Application
Number and the filing date of said application for Letters Patent when officlally notlfied
thereof.

Executed this 30  ddyof Novambaey 29 04

ﬂ{ ajqve) L.S.
FRANCISCO VELAZQUEZ
ACKNOWLEDGEMENT
state of _NewyJer
County of Ui on ; $.8.:
On this ﬂ day of Noverigey— , 20_04! , persanally appeared before me
Francisco Velazquez to me known, and known by me to be the same person

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged that he (she)
executed the same, of his (her) own free will for the purpose set forth.

(Seal)

okl

ﬂ Notary Public
M. ARMSTRGiw,

NOTARY PUBLIC OF MEW JEW- -
Comumission Bxpires 3/24/%: -

ASHLY M. ARMSTRONG
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
Commission

Explsas 3/26/2008
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Executed this 3@ dayof _fplgy , 2004 .

/j" V. L.S.

SRIKANTH VENKATRAMAN

ACKNOWLEDGEMENT

state of _INEvws Jersgay )
)s.s.
County of __UNinN )

On this &ﬂ day of m » 20/} , personally appeared before me

Srikanth Venkatraman to me known, and known by me to be the same person

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowiedged that he (she)
executed the same, of his (her) own free will for the purpose set forth.

{Saal)

Notary Public

ASHLY M,
NOTARY PUBUC OF NEW sepggy

Execuled this _\" dayof _Dec 20 Qe L ion Expies /24/2008

M.#;_ LS.

ASHOK ARASAPPAN

ACKNOWLEDGEMENT

State ofmJ
)8.s..

County of _Ui 00N ) .
onthis 17 day ofm . 20 04 , personally appeared before me

Ashok Arasappan io me known, and known by me to be the same person
described in and who executed the foregaing Instrument, and acknowledged that he (she)
exacuted the same, of his (her) own free will for the purpose set forth.

(Se_al)

Notary Public
YM. A

PUBLIC OF NEW JEnsey
Comsmission Exploes 3/2¢/2008
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Executed this B dayof _ [Vovedor 205

L.S,

ACKNOWLEDGEMENT

state of _Newi Jersey )
)

County of __LJI‘\'. N )

On this 30t day of NOVeber~ 20 B4 , parsonally appeared before me
F. George Nloroge fo me known, and known by me to be the same person

described in and who exacuted the foregoing instrument, and acknowledged that he (she)
exacuted the same, of his (her) own free will for the purpose set forth.

(Seal)

Notary Public
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30 June 2005 (30.06.2005) PCT WO 2005/058821 Al
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3140t
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ZW, ARIPO pmiens (AW, GH, GM, KE. LS, MW, MZ NA,
5D, 8, 5Z TZ UG, ZM. ZW), Esrasion paient (AM, A7,
BY, KG, K7, MD, RU, TJ, TM), Eurapean pasm: (AT, BE,
BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EK, ES, Fi, FR, OB, GR, lIIU,
IE IS IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SK, 8I. 3K, TR),
OAP! patens (BE BJ, CE, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG)

—  arto the applicanty entitiemeni o claim the priorky of the
sarfier application (Ruls 4.17(1i}) for all designations

Published:

—  with luernational search mport
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INHIBITORS OF HEPATITIS C VIRUS NS3/ NS4A SERINE PROTEASE
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Fleld of the Invent

The preaent Invention relates to novel hepatitis C virua ("HCV")
protease Inhibltors, pharmaceutical compositions containing one or more such
Inhibltors, methods of preparing such Inhibliors and methods of using such
Inhibltors to treat hepatitis C and related disorders. This invention addttionally
disciosss novel macrocyclic compounds as inhibliors of the HCV NS3/NS4a
serine protease. This application claims priarity from U.S. provisional patent
application, Serlal Number 60/528845 flled December 11, 2003.

Backaround of the Invention

Hepatitls C virus (HCV) Is a (+)-sense single-stranded RNA virus that -
has been implicated as the major causative agent in non-A, non-B hepatifia '
(NANBH), particularly In blood-assoclated NANBH (BB-NANBH) (see, HE
intemational Patent Application Publication No. WO 86/04660 and European ..
Patent Application Publication No. EP 381 218). NANBH ls to be B
distingulshed from cother types of viral-induced liver disease, such as hepatitis
A virus (HAV), hapatitis B virus (HBY), delta hepstitis virue (HDV),
cytomegalovirus (CMV) and Epstein-Barr virus (EBV), as well as from other
forms of liver dleease such aa alcohollam and primary blllar cirhoals.

Recently, an HCV protease nacessary for polypeptide processing and
viral replication has baen identified, cloned and expressed; (see, 8.0, U.S.
Patent No. 5,712,145). This approximately 3000 amino acld polyprotain
contains, from the amino tarminus to the carboxy terminus, a nucleccapsid
proteln (C), envelope proteins (E1 and E2) and ssveral non-structural protpina
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(NS1, 2, 3, 48, 58 and 55), NS3 |2 an approximately 68 kda protein, ancoded
by approximatety 1893 nucleotides of the HCV genome, and has two dlstinct
domaina: (a) a serine protease domain consisting of approximatsly 200 of the
N-terminal emino acids; and (b) an RNA-depandent ATPase domain at the C-
terminus of the protein, The NS3 protease is consliderad a member of the
chymoftrypsin family because of simflarities In protein sequence, averall three-
dimenslonal structure and mechaniem of catalyeis. Other chymotrypsin-ike
enzymas are elastase, factor Xa, thrombin, trypein, plasmin, urokinese, tPA
and PSA. The HCV N83 serine protaase Is responsible for proteclysis of the
polypeptide (polyprotsin) et the NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/N86a and
NSS5a/NS5b junctions end la thus responsible for ganarating four viral protains
during viral replication. This has made the HCV NS3 serine protease an
attractive target for antiviral chamotherapy. The inventive compounds can
Inhibit such protease. They also can madulate the processing of hepatitis C
virus (HCV) polypeptide.

it has been determined that the NS4a protein, an approximately 6 kda
polypeptide, Is a co-factor for the serine protease activity of NS3.
Autocleavage of the NS3/NS4a junction by the NS3/NS4a serine proteass
occurs Intramolaculerly (1a., ¢is) while the other cleavage sites are proceseed
Intermoleculerly (1.8., trans).

Analysis of the natural cleavage sites for HCV protease revesied the
presence of cyateine at P1 and serine at P1’ and that these resiiues are
strictly consarved In the NS4a/NS4b, NS4h/NS5a and NS5a/NS5b Junctions.
The NS3/NS4a Junction contains a threonine at P1 and a serine at P1'. The
Cys—»Thr substitution at NS3/NS4a Is postulated to account for the
requirement of oig rather than trans procesaing at this junction, See, 8.4,,
Pizzl et al. (1994) Proc, Nati, Acad, Sci (USA) 01:888-862, Fallla et al.
(1986) Folding & Deslan 1:35-42. The NS3/NS4a cleavage sita Is also more
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tolerant of mutagenesis than the other sites. See, 8.0.. Kollykhalov gt al,
(1904) J, Virol, 68:7525-7533. It has also been found that acidic residues in
the region upatream of the cleavage site are required for efficlent cleavage.
See, g,g., Komoda et al, (1094) J, Virol, 88:7351-7357.

Inhibltors of HCV proteane that have been reportad include
antioxidants (sse, International Patent Application Publication No. WO
88/14181), certaln peptides and peptide analogs (sse, Intemational Patent
Application Publication No. WO 88/17679, Landro gt gl, (1897) Blochem.
38:0340-8348, Ingallinelle gt g). (1098) Blochem, 37:8808-8014, Liinds-
Brunet ¢t ai. (1998) Bioorp, Med, Chem, Lett, 8:1713-1718), inhibitors based

on the 70-aminc acld polypeptide egiin ¢ (Martin gt al, {1968) Blochem,
37:11458-11468, Inhibltors affinity selectad from human pancreatic secretory

trypain inhibltor (hPSTI-C3) and minibody repertoires (MBIp) (Dimasi et ai.
(1687) J, Virol, 71:7481-7468), cVE2 (a “camelized” variable domain
antibody fragment) (Martin et al.(1887) Protaln Enq. 10:607-614), and a1-
antichymotrypain (ACT) (Elzouki of al.} (1907) JJ, Hepal, 27:42-28). A
ribozyme designed to selectively desiroy hepatitis C virus RNA haa recantly
been diaciosed (ses, BloWorld Today §(217): 4 (November 10, 1808)).
Reference Is alac made to the PCT Publications, No. WO 88/17678,
published April 30, 1868 (Vertex Pharmaceuticals Incorporated), WO
88/22486, published May 28, 1888 (F. Hoffmann-La Roche AG); and WO
B8/07734, publlahed Fabruary 18, 1688 (Boehringer Ingelhelm Canada Ltd.).
HCV has been implicated in cirrhoasls of the Iiver and In Induction of
hepatoceifuiar carcinoma, The prognoais for patients suffering from HCV
Infection ls currently poor. HCV Infection ls more difficult to treat than other
forms of hepatitis due to the lack of immunity or remisalon assoclated with
HCV Infection. Current data Indicates a less than 50% survival rate at four
yeare past cirhosla diagnosis. Patients diagnoaed with localtzed resectable
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hepatocellular carcinoma have a five-year survival rate of 10-30%, whereas
those with locallzed unresectable hepatocellular carcinoma have & five-year
survival rats of less than 1%.

Reference la made to WO 00/58828 (US 6,608,027, Aseignee:
Boshringer Ingelheim (Canada) Lid.; Published October 12, 2000) which
discloses pepfide derivatives of the formula:

T8 4 e
g y
N NKI.‘"__.--""—'
Reference Is made to A. Marchettl et al, Synfett, §1, 1000-1002 (1608)
describing the synthesls of bicylic analoge of an Inhibitor of HCV NS3

protease. A compound disclosad thersin has the formula:

A
Yo W

Reference I also made to W, Han ef &/, Bloorganic & Medicinal Chem.
Left, (2000) 10, 711-713, which describes the preparation of certain a-
ketoamides, a-ketoesters and c¢-diketones contalning allyl and ethyl
functionalities.
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Reference la also made to WO 00/09558 (Assignes: Boshringer
Ingsiheim Limited; Publishad February 24, 2000) which discloses peptide

derivatives of the formula:
Ra

"‘T*Y%f%?}:

5 where the various slements are defined therein. An llustrative compound of
that serles ls:

oy

“\%Q?Si o

Refarence Is also made to WO 00/08543 (Assignea: Boehringer
Ingelhelm Limited; Published February 24, 2000) which discloses peptide
10 derivatives of the formula:
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Rs Re
Q
Re N
A
A5 HI"/H
o]

where the various elements are defined therein. An fllustrative compound of
that serles Is:

OH

O\

CHy

L o

@ 5 Reference ls also made to U.S. 8,608,027 (Boshringer Ingelhelm,
Canada) which disciosss NS3 protease Inhiblitors of the type:
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wherain the various moieties are definad thersin.
Current theraples for hepetitis C Include Intarferon-c: {INF;) and
combination therapy with ribavirin and Interferon. See, ¢.0., Beremguer et al.
5 (1608) Prog. Assoc. Am. Phyalclang 110(2):88-112, These theraples suffer
from a low sustained responss maie and frequent side effacts. See, 8.9,

Hoofnagle et al, (1987) N. Engl. J, Med, 336:347. Currently, no vaccine la
avallable for HCV Infection.
Reference s further made to WO 01/74768 {Assignes: Vertex
10 Phammaceuticals Inc) published Cctober 11, 2001, which discioses certaln
compounds of the following general formula (R |s defined therein) as NS3-
sarine protsase inhibltors of Hepatitis C virus:

QAL

A spacific compound disclosed In the afore-mentioned WO 01/74788 has the
15 foliowing formule:



WO 2008/058821 PCT/US2004/041579
W ey,

Referance Is also made to WO02/18388 (Ell Lilly and Company) which
discloses proteass Inhibltors. An illustrative compound disclosed therein has

5 the structure: Q}iq M.
v 1 SISk
R

Reference Is also made to WO03/008480 (Vertex Pharmacsuticals)

which discloses bridged bicyclic protaase Inhibitors. An Hiustrative compound
disclosed therein has the structure:

1 :Ji?[,f" U,ru

PCT Publications WO 01/77113; WO 01/081325; WO 02/08188; WO
02/08256; WO 02/08187; WO 02/08244; WO 02/48172; WO 02/08251; and
pending U.S. patent application, Serlal No. 10/052,388, filed January 18,
2002, discloss various types of peptkies and/or other compounds as
15 NS3/NS4a serine proteaas Inhibliors of hepatitis C virus. Furthermore,

10
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pending U.S. applications Serial No. 60/508,837 filed September 28, 2003;
60/497,748 filed August 26, 2003; and 60/~ (Attomey Docket No. IN08122)
filed Novembar 20, 2003 disciose varlous typea of pratsase Inhibltors, The
disclosuree of thoss applications are Incorporated herein by reference thereto.

There ie a need for new treatments and theraples for HCV infection.
There is & need for compounds useful In the treatment or prevention or
amelloration of one or more symptoms of hepatitis C.

There is a need for methods of treatment or prevention or amelloration
of one or more aymptoms of hepatitis C.

There ls a nead for methods for modulating the activity of eerine
proteases, particularly the HCV NS3/NS4a serine protease, using the
compounds provided hereln.

There Is a need for methada of moduiating the processing of the HCV
polypeptide using the compounds provided herein.

n on

The afore-mentioned WO 02/08244 publication broadly discloses
several compounds. Applicants found thet a specific type of compounds
surprisingly exhibits good HCV NS3/NS4a serine protease Inhlbiory activity.
Thus, In its many embodiments, the present inventlon provides a novel clase
of inhibltors of the HCV protease, pharmacsutical compositions containing
one or more of the compounds, methods of preparing pharmaceutical
formuiations comprising one or more such compourds, and methods of
treatment or prevention of HCV or amelioration of ane or more of the
symptoms of hepatitla C using one or more such compounds or one or more
such formulations. Also provided are methods of modulating the interaction of
an HCV polypaptide with HeV protease. Among the compounds provided
herein, compounds that Inhiblt HCV NS3/NS4a serine protease activity are

9
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prefered. The present invention thus discloses a compound, or enantiomers,
stereoisomers, rotamers, tautomers, dlastareomers, or racemates of sald
compound, or a pharmacsutically acceptable salt, solvete or ester of said
compound, sald compound having the general structure shown in Formula 1:

?%W"WJT”
N
o] R2 o)

RS R q
Y/°\z><ﬂ/
4] R
Formula |
wherein:

R'is H, OR®, NR°R", or CHR?R™, wherein R®, R® and R" can be the
same or different, sach heing independently selacied from the group
consisting of H, alkyl-, aryl-, heteroalkyl-, hetsroaryl-, cycloalkyl-, cycloalkyl-,
arylalkyl-, and heteroarylalkyl;

E and J can be the same or different, each belng independently
selectad from the group conalsting of R, OR, NHR, NRR', SR, halo, and
8(O2)R, or E and J can be diractly connectad to aach other to form either a
three to sight-membered cycloalkyl, or a three to eight-membaered heterocycivi
molety,

Z 18 N(H), N(R), or O, with the proviso thet when Z Is O, G is present or
absent and If G is present with Z being O, then G Is C(=0);

G maybe present or absent, and If G Ia present, G ls C(=0) or §(03),
and when G Is absent, Z Is directly connected io Y:
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Y is selected from the group consisting of:

Y\ Lyt
Jo i e ol o o)

X=0.5, NH X=05, NH

G, Yy T D P,

osicenveoeoey
?} ?R x.i;,{:; x—ﬂﬁa' ijm
e¥eVi<WlogP R oo
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R,R", R% R®, R* and R® can be the same or dlffarent, sach being
independently salected from the group consisting of H, alikyl-, alkanyl-,
alkynyl-, cycloalkyl-, heteroalkyl-, heterocyclyl-, aryl-, hetercaryl-,
{cycioalkyl)elkyt-, (heterocyciyt)alkyt-, aryl-alkyl-, and hetaroaryl-alkyl-, wherein
each of eaki heteroalkyl, heteroary! and heterocycly! independently hae one
to six oxygen, nitrogen, aulfur, or phosphorus atoms;
whersin each of sald alkyl, hetaroalkyl, atkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl,

cycloalky! and heterocyciyl moleties can ba unsubstituted or optionally

independently substituted with ona or more moletiee selected from the
group conelsting of alkyl, alkenyl, alikynyl, arj, aralkyl, cycioalkyl,
heterocyciyl, halo, hydroxy, thio, alkoxy, aryloxy, alkyithio, aryithlo,
amino, amido, ester, carboxylic ecid, carbamate, urea, ketone,
aldehyds, cyano, nitro, sulfonamido, sulfoxide, sulfons, sulfonyl urea,

hydrazide, and hydroxamats. .

The compounds represented by Formula 1, by themseives or In
combination with one or more other addiional sultable agents disclosed
hereln, can be useful for traating diseeses such as, for example, HCV, HIV,
(AIDS or Acquired Immune Deficlency Syndrome), and related disorders, as
wall aa for modulating the activity of hepatitls C virus (HCV) proteass,
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preventing HCV, or amellorating one or more aymptome of hepatitis C. Such
modulation, treatment, prevention or amelioration can be done with the
inventive compounds as well as with pharmaceutical compositions or
formulations compriaing such compounds. Without belng limited to theory, It is

5 belleved that the HCV protease may be the NS3 or NS4a protease. The
inventive compounds can Inhiblt such protease. They can also modulate the
processing of hepatitia C virue (HCV) polypeptide.

Detalled Description
10 In an smbodiment, the present invention diecioses compounds which
are representad by structural Formula 1 or a pharmaceutically acceptable salt,
solvate or aster thereof, wherein the various moleties are as defined above.
In another embodiment, R' is NR'R"®, where R® Is H, R™ Is H or R",
wherein R s alky!, aryl, heteroalkyl, heteroaryl, cycioalkyl, alkyl-aryl-, alkyl-
15 heteroaryl-, aryl-alkyk, alkenyl, alkynyl or heteroaryl-alkyi-.
In another embodiment, R™ ia selected from the group conslating of:

"i’“.- “"*)1’-4‘&”:"'
M;}FF _!\-d])u. \’k‘(ﬂi\
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In ancther embadiment, R? is salected from the roucushﬁgofthe
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whersin R* s OH or O-alkyl; and
R® g H, G(O)CHs, C{O)OtBu or C{O)N{H)tBu.
in another embodiment, R? Is selected from the group conslating
of:



Is selacted from the group conslet

WO 120054058821 PCT/US004/41519

T e oo B B
5@@@5
124863
AN BB
5.5 &)

In another embodiment, the molety
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Y® |5 selected from the group conalsting of:
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In ancther smbodiment, Z is NH.
In another embodiment, Z Is N(R).
5 In another embodiment, Z Is O; when Z ls O, then G can be present or
absent, and if G Is present with Z being O, then G is C(=0).
In ancther embodiment, G s present and G Is C(=O) or S(0a).
In ancther embodiment, G s absent.
In another smbodiment, Y s sslectad from the group conslsting of;

Sl s o o \Ip Cfp%
Jo sl 2 o]

X=058, NH X=05, NH X=05S, NH

= ol s S s O o)

¥



WO 2005038821 PCT/US2004/04157 W\
21

G,y e D
sepivenseRvetivel
SRR A R

aebe e Ve gt Mo

o Ay %’A\! ' @' A ""ﬁlﬁ\!
A=O,NH _

In another embodiment, the molety:
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L represent the connacting points of the molety to the respective
positions shown in the parent structurs, e.g., in Formulea |
Yet another embodiment of the invention disclases some of the

inventive compounds of Formula | in Table 1. Alsa disclosed In Table 1 is the
NS3/NS4a serine proteass Inhibltory activity (KI* In nenoMolar) for some of

the Inventive compounds.

Table|
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As used above, and throughout this disclosurs, the following terms,
unlass otharwiss Indicated, shall be understood to have the following
meaningsa:

"Patient” includes both human and animals.

“Mammal’ means humans and other mammallan animals.

"Alkyl"” meana an allphatic hydrocarbon group which may be etraight or
branched and comprising about 1 to about 20 carbon atoma In the chalin.
Praferrad alkyl groups contain about 1 to about 12 carbon atoma In the chain.
More preferred alkyl groups contaln about 1 to about 8 carbon atomns In the
chain. Branchad means that one or more lower alkyl groups such as methyl,
ethyl or propyl, are attached to a linear alkyl chain. “L.ower alkyl* means a
group having about 1 to about 8 carbon atoms In the chain which may be
straight or branched. The tarm "substitutad alkyl® meane thet the alky! group
may be subetituted by one or more substituents which may be the same or
different, each subatituent being independently selected from the group
conalating of helo, alkyl, aryl, cycloalkyl, cyano, hydroxy, alkaxy, alkyithio,
amino, -NH(alkyl), -NH(cycloalkyl), -N(alkyl)z, -N(alkyi)z, carboxy and —-C({O}0O-
alkyl. Non-imiting examplea of sultable alkyl groups Include methyl, ethyl, n-
propy, 1sopropyl and t-butyl.

*Alkenyl” means an allphatic hydrocarbon group containing et least one
carbon-carbon double bond and which may be straight or branched and
comprising about 2 to ebout 15 carbon atoms In the chain, Preferred alkenyi
groups have about 2 to about 12 carbon atoms in the chain; and more
preferably about 2 to about 8 carbon atoms In the chain. Branched means that
onhe or more lowear alkyl groupa such as methyl, ethyi or propyl, are attached
to a linear alkenyl chalin. "L.ower alkenyl" means about 2 to about 8 carbon
atoms In the chain which may be straight or branched. The term "substituted
alkenyr" means that the alkenyl group may be subsfituted by one or more
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substituents which may be the same or different, each substiiuent being
independently selectad from the group consisting of halo, alkyl. aryl,
cycloalkyl, cyano, alkoxy and ~S(elkyl). Non-limlting examples of sultable
alkenyl groups include ethenyl, propenyl, n-butenyi, 3-methylbut-2-enyi, n-
pentenyl, octenyl and decenyl.

"Alkyny" means an aliphatic hydrocarbon group contalning at least cne
carbon-carbon triple bond and which may be straight or branched and
comprising about 2 fo about 15 carbon atoms in the chain. Preferred alkynyl
groups have about 2 to about 12 carbon atoma In the chaln; and more
preferably about 2 to about 4 carbon atoms in the chain. Branched means that
one or more lower alkyl groups such as methyl, sthyl or propyl, are attached
{o a linear alkynyl chain. "Lowsr alkynyl” means about 2 to about 8 carbon
atoma In the chain which may be straight or branched. Non-imiting examples
of sultable alkynyl groups Include ethynyi, propynyl, 2-butynyl and 3-
mathylbutynyl. The term "subatitutad alkyny" means that the alkynyl group
may be substituted by one or more substiuents which may be the same or
different, each substituent being independently selected from the group
consisting-of alkyl, aryl and cycloalkyl. .

"Ary"” meana an aromatic menocyclic or multicydlic ring system
comprising about 8 to about 14 carbon atoms, preferably about 6 to about 10
carbon atoms. The aryl group can be optionally substituted with one or more
*ring system substituents” which may be the same or different, and are as
defined herein. Non-imiting examples of sultable arvi groups include phenyl
and naphthyl.

"Hetercaryl" means an aromatic monocyciic or multicyciic ring system
comprising about 5 fo about 14 ring atoms, preferably about 5 to about 10 ring
atoms, In which ona or more of the ring atoms ia an element other than
carbon, for example nitrogen, oxygen or sulfur, alone or in combination.
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Prefarred hetsroaryls contain about 5 to about 8 ring etoms. The "hetsroaryl®
can be optionally substituted by one or mors “ring aystem substituents” which
may be the same or different, and are as defined herein. The prefix aza, oxa
or thla before the heteroaryl root name means that at least a nitrogen, oxygen
or sulfur atom respectively, ls present as a ring atom. A nitrogen atom of a
hetaroaryl can be optionally oxidized to the cormeaponding N-oxide. Non-
limiting examplss of sultable heteroaryls include pyridyl, pyrazinyl, furanyl,
thienyl, pyrimidinyl, pyridone (including N-substituted pyridonas), lsoxazolyl,
laothlazolyl, oxazolyl, thiazolyl, pyrazolyl, furazanyl, pyrroly, pyrazolyl,
triazolyl, 1,2.4-thiadlazolyl, pyrazinyl, pyridazinyl, quinoxalinyl, phthalazinyl,
oxindolyl, imidazo{1,2-a)pyridinyl, imidazo[2,1-bjthiazolyl, benzofurazanyi,
indolyl, azalndolyl, benzimidaxzolyl, benzothienyl, quinolinyl, imidazoiyl,
thienopyridy!, quinazolinyl, thisnopyrimidyl, pyrrolopyridyl, imidazopyridyl,
lsoquinolinyl, benzoazalndolyl, 1,2,4-trlazinyl, benzothiazolyl and the like. The
term "heteroaryl” aleo refers to partially saturated heteroaryl moleties such as,
for example, tetrahydrolsoquinolyl, tetrahydroquinalyl and the like.

"Aralkyl” or “arylalky” means an aryl-alkyl- group In which the aryl and
alkyl are as previously deecribed. Preferred aralkyls comprise a lower aliyl
group. Non-imiting examples of suitable aralkyl groups inciude benzyl, 2-
phenethyl and naphthelenyimethyl. The bond to the parent molety Is through
the alkyl.

"Alkylary® means an alkyl-aryl- group In which the alkyl and aryl are as
previcusly deacribed. Preferred alkylaryls comprise a lower alkyl group. Non-
limiting example of a sultable alkylaryl group Is tolyl. The bond to the parent
molety ls through the aryl.

"Cycdloalkyl” meana a non-aromatic mono- or multicydlic ring system
comprieing about 3 to about 10 carbon atoms, preferably about 5 to about 10
carbon atoms. Preferred cycloalkyl ringe contain about 5 to about 7 ring
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atoms. The cycloalkyl can be optionally substituted with one or more “ring
system substitusnts™ which may be the same or different, and are as defined
above. NonHImiting examples of sultable monocyclic cycloalkyls include
Cyclopropyl, cyclopentyl, cyclohexyl, cycioheptyl and the like. Non-limiting
examples of sultable mulicydiic cycloalkyls include 1-decalinyl, norbomyt,
adamantyl and the llke, ae well as partially saturated species such as, for
example, indanyl, tstrahydronaphthy! and the flks.

"Halogen™ or "halo” means fluorine, chlorine, bromines, or lodine.
Preferred are fluorine, chlorine and bromine.

*Ring system substiiuent® means a subatituent attached to an aromatic
or non-aromatic ring system which, for example, replaces an avallable
hydrogen on the ring systsm. Ring system substituents may be the same or
different, each being independently salactad from the group conslsting of
alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, araliyl, alkylaryl, heteroaralkyl,
heteroarylalkenyl, hetsroarylalkynyl, alkylheteroaryl, hydroxy, hydroxyalkyl,
alkoxy, aryloxy, amalkoxy, acyl, aroyl, halo, nitro, cyano, carboxy,
alkoxycarbonyl, aryloxycarbonyl, aralkoxycarbonyl, alkylsulfonyl, arylsulfonyi,
hetercaryisulfonyl, alkylthlo, arylthio, heteroaryithlo, aralkyithio,
heteroaralkytthio, cycloalkyl, hetarocyelyl, -C(=N-CN)-NHa, <C(=NH)-NHz,
C{=NH)-NH(alkyl), Y1Y2N-, Y1Y2N-alkyl-, Y1Y2NC(O)-, Y1Y2NSOz- and
-SQO,NY,Y2, wherein Y, and Yz can be the same or different and are
independently selected from the group conslsting of hydrogen, alkyl, aryl,
cycloalkyl, and aralkyl. "Ring aystem substituent” may aleo mean a single
molety which simultaneously replaces two avallable hydrogens on two
adjacent carbon atoma (one H on each carbon) on a ring system. Examples of

such molsty are methylene dloxy, ethylenedioxy, -C{CH,)z- and the Itke which
form moieties such aa, for example:




10

15

% LD

"Heterocyclyl® meana a non-aromstic saturated monocydiic or
multicyclic ring system comprising about 3 to about 10 ring atoms, preferably
abaut 5 to about 10 ring etoms, in which one or more of the atoma In the ring
system |s an element other than carbon, for example nitrogen, oxypgen or
sulfur, alone or in combination. There are no adjacent oxygen and/or sutfur
stoms present In the ring system. Prefemrad heterocyclyls contaln about 5 to
about 6 ring atoms. The prefix aza, oxa or thia before the heterocyciyl root
name means that at ieast a nitrogen, oxygen or sulfur atom respectively la
pregent as a ring atom. Any —NH In a heterocyciyl ring may exst protected
such as, for example, as an -N{Boc), -N(CBxz), -N(Tos) group and the like;
such protections are also considered part of this Invention. The hetsrocyciyl
can be optionally substituted by cne or more "ring system subatttuents® which
may be the same or different, and are as dsfined herein. The nitrogen or
sulfur atom of the heterocyciyl can be optionelly oxidized to the comesponding
N-oxide, S-oxdde or S,S-dioxdde. Non-imiting examples of sultable monocyclic
hetsrocyciyl rings Include piperidyl, pyrrolidinyl, piperazinyl, morpholinyl,
thiomorpholinyl, thlazolidingl, 1,4-dioxanyl, tetrahydrofuranyl,
tetrahydrothlophenyl, lactam, lactone, and the like.

It should be noted that In hetero-atomn containing ring systems of this
invention, there ara no hydroxyl groups on carbon atoms adjacenttoa N, O or
8, as well as there are no N or S groups on carbon adjacent to another
heteroatom. Thus, for exampie, In the ring:

WO 2008/058831 PCT/US2004041879 3 %
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there I8 no -OH attached directly to carbons marked 2 and 5.
it should also be noted that tautomeric forms such as, for example, the

T Lo

are considered equivalent n certain embodiments of thie invention.

*Alkynylalkyl®” means an alkynyl-alkyl- group in which the alkynyt and
alkyl are as previously deacribed. Prefarred alkynylalkyls contain a lower
alkynyl and a lower alky! group. The bond to the parent maolsty Is through the
alkyl. Non-limiting examplea of sultable alkynylalkyl groups Include
propargyimethyl.

"Hetsroaralkyl" means a hateroaryl-alkyl- group In which the heteroaryl
and alkyl are as previously described. Preferred heteroaralkyls contain a
lower alkyl group. Non-limiting axamples of sultable aratkyl groups Include
pyridyimethyl, and quinolin-3-yimethyl. The bond to the parent molety ls
through the alkyl.

"Hydroxyalkyl® means a HO-alkyl- group In which alkyl ls as previously
defined. Prefermed hydroxyalkyla contaln lower alkyl. NonJimiting examples of
sultable hydroxyalkyl groups include hydroxymethyl and 2-hydroxyathyi.

"Acyl® means an H-C(O}-, alkyl-C(O}- or cycioalkyl-C{O)-, group In
which the various groups ara as previously described. The bond to the parent
molety |s through the carbonyl, Preferred acyls contain a lower alkyl. Non-
limiting examples of suitable acyl groups include formyl, acetyl and propanoyl.
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"Aroyl" means an aryl-C(O)- group In which the aryl group is as
previously deecribed. The bond to the parent molety Is through the carbonyl.
Nor-limiting examples of suitable groups Include benzoy! and 1- naphthoyi.

"Alkoxy" meana an alkyl-O- group in which tha alkyl group Is as
previcusly describad. Non-imiting examples of suitable alkoxy groups include
methoxy, ethoxy, n-propoxy, lsopropoxy and n-butoxy. The bond to the parent
molety ia through the ether axygen.

“Aryloxy" means an aryl-O- group In which the aryl group ie as
previously deacribed. Non-limiting examples of sultable aryloxy groups include
phenoxy and naphthoxy. The bond to the parent molety Is through the ether
axygen.

*Aralkyloxy" means an aralkyl-O- group in which the aralkyi group Is as
previously described. Nor-imiting examples of suitable aralkyloxy groups
include benzyloxy and 1- or 2-naphthalanemethoxy. The bond to the parent
molety Is through the ether oxygen.

"Alkyithio® means an alkyl-S- group In which the alky! group Is as
previously described. Non<imiting examples of sultable alkylthio groups
include methytthlo and ethyithlo. The bond to the parent molety is through the
‘sulfur, ' '

*Aryithio" means an aryl-S- group in which the aryl group la as
previously described. Nondimiting axamples of sultable arytthio groups
include phenyithio and naphthyithio. The bond to the parent molety ls through
the sulfur.

"Aralkyithlo" means an aralkyl-8- group in which the aralkyl group Is s
previously described. Nor-imiting sxampla of a sultable aralkyithlo group ie
benzyithlo. The bond to the parent molety la through the sulfur.
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"Alkoxycarbonyl® means an alkyl-O-C(O)- group. NonHimiting examples
of sultable alkoxycarbonyl groupe include methoxycarbonyl and
ethoxycarbonyl. The bond to the parent moisty Is through the carbonyl.

“Aryloxycarbonyl” means an aryl-0-C(O)- group. Nondimiting sxamples
of sultable aryloxycarbony! groups include phenoxycarbonyl and
naphthoxycarbonyl. The bond to the parent molety is through the carbonyl.,

"Aralkoxycarbony!” means en aralkyl-0-C{Q)- group. Non-limiting
exampla of a sultable aralkoxycarbony! group Is benzyloxycarbonyl. The bond
to the parent molety Is through the carbonyl.

“Alkylsulfony™ means an alky-S(Oz)- group. Praferred groups are
those In which the alkyl group Ie lower alkyl. The bond to the parent molety ls
through the sulfonyi.

"Aryisulfonyl" means an aryl-S{Oz)- group. The bond to the parent
molety |s through the sulfonyl.

The term "substituted” means that one or more hydrogens on the

* designated atom le replaced with a selection from the Indicated group,

provided that the designated atom’s normal valency under the exdsting
creumstances Is not exceeded, and that the substitution results in a stable
compaund. Combinatione of substituents and/or variables are permissible
only If such combinations result In stable compounds. By “stable compound'
or “stable struchure” Is meant a compound that s sufficiently robuet to survive
lsclation to a useful degree of purlly from a reaction mixture, and formuletion
into an efficacious therapeutic agent.

The term “one or more™ or “at least one”, when indicating the number of
substitusnts, compounds, combination agents and the ifke, refers to at least
one, and up to the maximum number of chemically and physically permisalble,
substituents, compounds, combination agents and the like, that are present or
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added, depanding on the contaxt. Such techniques and knowledge are well
known within the skills of the concemed artisan.

The term “opiionally substituted® means optional subetitution with the
specified groups, radicals or moleties.

The tarm "isolated"” or "in lsolatad form” for a compound refers to the
physical state of sald compound after being leclated from a synthetic proceas
or natural source or combination thereof. The tarm “purified” or "in purified
form" for a compound refers to the physlical state of sald compound after
being obtained from a purification process or processes described hereln or
wall known to the skllied artisan, in sufficlent purity to be charactsrizable by
standard analytical techniques described hersin or well known to the skilled
artisan.

It should also be noted that any heteroatom with unsatisfied valences
In the text, schemaa, axamples and Tables herein Is assumed to have the
hydrogen atom(s) to satisfy the valences.

When a functional group in & compound Is termed “protected”, this
means that the group Is In modified form to preciude undesired side reactions
at the protectad alte when the compound Is subjected to a reaction. Sultable
protecting groups will be recognized by those with ordinary skill In the art as
well as by refarance to standard textbooka such as, for example, T. W.
Greene eof al, Protective Groups in arganic Synthesis {18061), Wiley, New
York.

When any varlabie {e.g., aryl, heterocycle, R?, etc.) occurs more than
one time In any constituent or In Formula 1, its definition on each occurrence
Is indepandent of its definition at every other occurrence.

As usad herein, the term “composition” Is Intended to encompass a
product comprising the specified Ingredients in the specified amounts, as wall
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as any product which resuits, directly or indirectly, from combination of the
specified ingredients in the specified amounts,

Prodrugs and solvates of the compounds of the invantion are also
contemplated herein. The term “prodrug”, as employed herein, denctes a
compound thet s a drug precursor which, upon administration to a8 subject,
undergoes chemical conversion by metabolic or chemical processas to yield a
compound of Formula 1 or a salt and/or solvate thereof, A discussion of
prodrugs Is provided In T. Higuchl and V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery
Systema (1887) 14 of the A.C.8. Sympoalum Series, and In Bloreversible
Carriers in Drug Design, (1967) Edward B. Roche, ed., American
Pharmaceutical Association and Pergamon Prass, both of which are
incorporated herein by reference theredo.

"Solvata" means a physical association of a compound of this Invention
with one or more solvent molecules. This physical assoclation involves
varying degreas of ionic and covalent bonding, Including hydrogen bonding. in
certaln instancea the solvate will be capable of isolation, for example when
one or more solvent molecules are Incorporated In the crystal lattice of the
crystaliine solid. "Solvate” encompasses both solution-phase and leolatable
solvates. Nor-imiting examples of sultable soivates inciude ethanolates,
methanolates, and the llke. "Hydratse® is a solvate wherein the solvent
molecule Is Hz0.

“Effective amount® or “therapsutically effective arnount” Is meant to
desoribe an amount of compound or a composltion of the present invention
affective In inhiblting the CDK(s) and thus producing the desired therapeutic,
ameliorative, inhibliory or prevanistive effect.

The compounds of Formula 1 can form saits which are also within the
scope of this Invention. Reference to a compound of Formule 1 hereln Is
understood to Include reference o ealts thereof, unless otherwise indicated.

7
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The term "salt(s)", a8 smployad herein, denctas acidic salts formed with
Inorganic and/or organic acids, as well as basic salts formed with Inorganic
and/or organic bases. In addition, when a compound of Formula 1 contains
both a basic molety, such as, but not limited to a pyridine or iImidazole, and an
acidic molety, such as, but not limlted to & carboxylic acid, zwitterions (“Innar
aalts™) may be formed and are inciuded within the term "salt{s)" aa used
herein. Pharmatsutically acceptable (l.e., non-toxic, physiologically
acceptable) salts ere preferred, although other salts are aleo useful. Salts of
the compounds of the Formula 1 may be formed, for example, by reacting a
compound of Formula 1 with an amount of acld or base, such as an
equivalent amount, In a' medium such as one in which the salt precipitates or
In an aquecus medium followed by lyophllization.

Exemplary acld additlon aslts include acetates, ascorbates, benzostee,
benzenesulfonates, bisulfates, boratas, bulyrates, citrates, camphorates,
camphoreulfonates, fumaretss, hydrochlorides, hydrobromides, hydrolodides,
lectates, maleates, methanesulfonatss, naphthalenesulfonates, nitrates,
oxalates, phosphates, proplonates, salicylates, succinates, sulfates,
tartamtes, thiocyanates, toluenesulfonates (also known as tosylates,) and the
like. Additionally, aclds which are generally consldered suftable for the
formation of pharmaceutically useful salts from basic pharmaceutical
compounds are discussed, for example, by P. Stahl ef al, Camille Q. (eds.)
Handbook of Pharmaceutical Salts. Properties, Selection and Use. (2002)
Zurich: Whey-VCH; S. Berge el al, Journal of Pharmaceutical Sclences (1977)
86(1) 1-18; P. Gould, Intemational J, of Pharmaceutics (1886) 33 201-217;
Andareon ef al, The Practice of Medicinal Chemistry (1886), Academic Prass,
New York; and in The Orange Book (Food & Drug Adminiatration,
Washington, D.C. on their wabsits). These disciosures ars Incorporated
hereln by reference thereto.
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Exemplary basic salts include ammonlum salts, alkall metal sslts auch
a9 sodium, iithium, and potassium salts, alkaiine earth metal salts such as
calclum and magnesium salts, salts with organic basas (for axample, organic
aminea) such &s dicyclohaxylaminas, t-butyl amines, and salts with amino
acids such as arginine, lyaine and the like. Basic nlrogen-containing groups
may be quarternized with agents such as lower alkyl halldes (e.g. methyl,
athyl, and butyl chiorides, bromides and lodides), dialkyl sulfates (e.g.
dimethyi, diethyl, and dibutyl sulfates), long chain halldes (e.g. decyi, lauryi,
and steary! chlorides, bromides and lodidea), aralkyl halldes (e.g. benzyl and
phenethyl bromides), and others.

All such acid satiz and base salts are Intended to be pharmacsutically
acceptable salte within the scope of thé invention and all acld and base salis
are considered equivalent to the free forms of the comesponding compounds
for purposes of the invention.

Pharmacsutically acceptable esters of the present compounds inciude
the following groups: (1) carboxylic acld eaters obtained by esterification of
the hydroxy groups, in which the non-carbonyl molety of the carboxylic acid
portion of the ester grouping is eelected from straight or branched chain alkyl .
(for example, acstyl, n-propy, t-butyl, or n-butyl), alkoxyalkyl (for example,
methoxymetiwl), aralkyl (for example, benzyl), aryloxyalkyl {for example,
phenoxymethyl), aryl {for example, phenyl optionally subatituted with, for
axample, halogen, Ci«alkyl, or Cy4alkoxy or amino); (2) sulfonate estars,
such as alkyl- or aralkyleulfonyl (for example, methanesulfonyl); (3) amino
acid aaters (for example, L-valyl or L-isclaucyl); (4) phosphonate asters and
(5) mono-, di- or triphosphate esters. The phosphate esters may be further
esterified by, for example, a Cq.g alcohol or reactive derivative thereof, or by a
2,3 (Co.a4)acyl glycerol.
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Compounds of Formula 1, and salis, solvates, esters and prodrugs
thereof, may exist in their tautomeric form (for example, as an amide or Imino
sther). All such tautomeric forma are contemplated herein as part of the
present invention.

All stareclsomers (for axample, geometric lsomers, optical lsomers and
the llke) of the present compounds {including those of the salts, solvates and
prodrugs of the compourxis as well as the salts and solvates of the prodrugs),
such as those which may exdst due to asymmetric carbons on various
substituents, inciuding enantiomeric forms (which may exist even In the
absance of asymmetric carbons), rotameric forms, atroplsomers, and
dlastereomeric forms, are contemplated within the scope of this Invention, as
are positional isomers (such as, for example, 4-pyrkiyl and 3-pyridyl).
Individual sterealsomers of the compounds of the Invention may, for example,
be substantially free of other lsomers, or may be admixed, for example, as
racemates or with all other, or other sslected, stereclsomers. The chiral
conters of the present Invention can have the S or R configuration as defined
by the /UPAC 1874 Recommendations. The use of the tarms “salt”, "solvate®
“prodrug” and the like, is intanded to equally apply to the salt, solvate and
prodrug of enantiomers, sterecisomers, rotamers, tautomere, positional
lsomers, racematas or prodrugs of the inventive compounds.

Compounds of Formutla 1, and salts, solvates and prodrugs thereaf,
may exist In thelr polymorphic forme, Polymorphic forms of the compounde of
Formula |, and of the salts, solvates and prodrugs of the compounds of
Formula |, are intended to be included In the present invention.

All such poltymorphic form or forms are contemplated hereln as part of
the present invention.

it s to ba understood that the utliity of the compounds of Formula 1 for
the therapeutic applications discussed herein ia applicable to each compound
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by Itself or to the combination or combinations of one or more compounds of
Formula 1 as lllustrated, for example, In the next Inmediate paragraph. The
same understanding aiso appliea to pharmaceutical composition(s)
comprising such compound or compounds and method(s) of treatment
Invoiving such compound or compounds.

The compounds according to the invention can have pharmacological
propertias; in pariicular, the compounds of Formula 1 can be Inhibltore of HCV
protease, each compound by itself or one or more compounds of Formula 1
can be combined with one or more compounds selected from within Formula
1. The compound(s) can be useful for treating diseases such as, for axample,
HCV, HIV, (AIDS, Acquired Immune Deficlency Syndrome), and related
disorders, as well as for modulating the activity of hepatitis C virus (HCV)
protaase, praventing HCV, or amellorating one or more aymptoma of hepatitis
C.

The compounds of Formula 1 may be used for the manufacture of a
medicament to treat disorders associated with the HCV protease, for
example, the method comprising bringing into Intimate contact a compound of
Formula 1 a pharmaceutically acceptable carrier.

In another embodiment, this invention provides pharmaceutical
composlitions compriging the inventive compound or compounde as an active
Ingredient. The pharmaceutical compositions generally additionally comprise
at least one pharmaceutically acceptable camier diluent, excipient or carrer
{collectively refarred to hereln as carrier materials). Bacause of their HCV
inhibliory activity, such pharmaceutical compositions poasess utliity In treating
hepatitis C and related disorders.

In yet ancther embodimant, the pressnt Invention discloses methods
for preparing pharmaceutical compositions comprising the Inventive
compounxis as an active ingradient, In the pharmacsutical compositions and
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methods of the present Invention, the active ingredients will typlcally be
administared In admixture with sultable carrier materials sultably selected with
respect to the intended form of adminlstration, i.e. oral tablets, capsules
(elther solid-filled, semi-solid filled or liquid filled), powders for constitution,
oral gels, elbdrs, dispersible granules, syrups, suepensions, and the like, and
conslatent with conventional pharmaceutical practices. For example, for oral
administration In the form of tablets or capsules, the active drug component
may be combined with any oral non-toxic pharmaceutically accepiable Inert
carmier, such as lactose, starch, sucross, cellulose, magnesium stearate,
dicaiclum phosphata, calcium sulfats, talc, mannitol, ethyl alcohol (llquid
forms) and the Ike. Morecver, when desired or needsd, sultabla binders,
lubricants, disintegrating agents and coloring agents may aleo be incorporated
in the mbeiure. Powdere and tablets may be comprised of from about 5 to
about 85 percent inventive composition.

Sultable binders include starch, gelatin, natural sugars, com
sweeteners, natural and synthelic gums such as acacia, sodium alginate,
carboxymethylceliuiose, polyethylene giycol and waxes. Among the lubricants
there may ba mentionad for usa In these dosage forms, boric acid, sodium
benzoate, sodium acetate, sodium chioride, and the llks, Disintagrants Include
starch, methylcsiiulose, guar gum and the like.

Sweatening and flavoring agents and preservatives may aleo be
Included where appropriate. Some of the terms noted above, namely
disintegrants, dliuents, lubricants, binders and the like, are discussed In more
detall below.

Additionally, the compositiona of the present invention may be
formulated in sustained releasa form to provide the rate confrolied release of
any one or more of the components or active ingredlents to optimize the
therapeutic effects, Le, HCV Inhibltory activity and the llka. Sultable dosage
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forms for sustained release inciude layered tablets containing layers of
varying disintegration rates or controlled release polymeric matrices
Impregnated with the active componants and shaped In tablet form or
capsules contalning such impregnated or encapsulsted porous polymeric
matrices.

Liquid form preparations inciude solutione, suspensions and amulsions.
As an example may be mantioned watsr or water-propylene glycol solutions
for parentaral injections or addition of eweeteners and pacifiers for oral
solutions, suspensalons and emulsions, Liquid form preparations may also
include solutions for Intranasal administration.

Asrosol preparations sultable for Inhalation may include solutions and
sofids in powder form, which may be In combination with a pharmaceutically
acceptable carrier auch as Inert compressed gas, e.g. nitrogen.

For preparing suppositorias, a low melting wax such as a mixture of
fatty acld glycerides such as cocoa butter Is first melted, and the active
ingredient is dispersed homogeneously therein by stirring or similar mixing.
Tha molien homogeneous mixure is then poured into convenlent stzed
molds, allowed to cool and thereby solidify. .

Also included are salid form preperations which are intended to be
converted, shortly before uee, to liquid form preparations for elther oral or
parenteral administration. Such liquid forme Include salutions, suspsansions
and emulslons.

The compounds of the invention may aleo be dallverable tranedermally.
The transdermal composlitiona may take the form of creams, lolions, aerosols
and/or emulslons and can be Included In a transdermal paich of the matrix or
reservolr type as are conventiona! in the art for this purposa.

The compounds of the Invention may also be administerad orally,
intravenously, intranasally or subcutanacusly.
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The compounds of the invention may also comprise preparations which
are in a unit dosage form. In such form, the preparation is subdivided into
suftably elzed unk doses containing appropriate quantities of the active
companents, .g., an effective amount 1o achieve the desired purposs.

The quantity of the Inventive active composition In & unit dose of
preparation may be generally varied or adjusted from about 1.0 mAligrem to
about 1,000 miliigrams, prefarably from about 1.0 to about 850 milligrams,
more preferably from about 1.0 to about 500 miliigrama, and typlcally from
about 1 to about 260 milligrams, according to the particular application. The
actual dosage employed may be varied depending upon the patient's age,
sax, weight and severity of the condition being treated. Such techniques are
well known to those skilied in the art

Generslly, the human orel dosage form containing the active
Ingredients can be administered 1 or 2 times per day. The amount and
frequency of the administration will be regulated according to the judgment of
the attending dlinician. A generally recommended daily dosage regimen for
oral administration may range from about 1.0 milligram to about 1,000
milligrams per day, in single or divided doses.

Some useful terms are deacribed below:

Capeuls - refers to a speclal contalner or enclosure made of methyl
calluiose, polyvinyl alcohols, or denatured gelatine or starch for holding or
containing compasitiona compriaing the active ingradients. Hard ahell
capsules are typically made of blends of relatively high gel strength bone and
pork skin gelatins. The capsule Itself may contaln small amounts of dyes,
opaquing agents, plastictzers and preservatives.

Tablet- refers to & compressed or molded solid dosage form containing
the active Ingredients with sultable diluents. The tablet can be |')raparad by
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compression of mixiures or granulationa obtained by wet granulation, dry
granulation or by compaction,

Oral gel- refers to the active Ingredients dispsreed or soiubilized In a
hydrophlilic semi-solid matrix. '

Powder for constitution refers to powder blends contalning the active
Ingredients and sultable diiuents which can be suspended in water or Juices.

Dlluent - refers to subatances that usually make up the major portion of
the composition or dosage form. Sultable diluenta inciude sugars such as
lactoss, sucrose, mannitol and sorbltol; starches derived from wheat, com,
rice and potato; and celluloges such as microcrystalline celluicse. The amount
of dliuent In the composltion can range from about 10 to about 80% by weight
of the total compoaition, preferably from about 25 to about 75%, more
preferably from about 30 to abotrt 60% by welght, even more preferably from
about 12 to about 60%.

Disintegrant - refers o matariale added to the composition to help it

" . "break apart {disintegrate) and release the medicaments. Sultable

25

disintegrants include atarches; "cold water soluble” modified starches such as
sodium carboxymethy! starch; natural and synthetic gums such as locust
bean, karays, guar, tragacanth and agar; celluiose derivatives such as
methyiceliulose and sodium carboxymethyicellulose; microcrystalline
celluloses and cross-inked microcrystalline celkdoses such as sodium
croacamelloss; alginatas such as aiginic acld and sodlum alginate; clays
such as bantonites; and effervescent mixtures. The amount of disintegrant in
the composltion can range from about 2 to about 15% by weight of the
composltion, more preferably from about 4 to about 10% by weight.

Binder - refers o substances that bind or "glue® powders together and
make them coheslve by forming granules, thus serving as the "adhesive” In
the formulation. Binders add coheslva strength already available in the dRuent

%)
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or bulking agent. Sultable binders include sugars such aa sucrose; starchea
derived from wheet, com rice and potato; natural gums such as acacla,
gelatin and tragacanth; derivatives of ssaweed such as alginic acid, sodium
aiginate and ammonium calcium alginate; cellulosic meateriale such as
methyicellulose and sodium carboxymethyiceliulose and
hydroxypropyimethylcsliulose; polyvinylpyrrolidone; and Inorganics such as
magnesium aluminum sllicats. The amount of binder in the composition can
range from about 2 to about 20% by weight of the composltion, more
preferably from about 3 to about 10% by welght, aven more praferably from
about 3 to about 8% by weight.

Lubricant - refers to a substance added to the dosage form to enable
the tablet, granules, etc. after it has been compressad, to release from the
mold or dle by reducing friction or wear. Suttable lubricants Inciude metallic
stearates such as magnesium stearate, calcium stearate or potassium
stearats; stearic acld; high melting point waxes; and water soluble lubricants
such as sodium chioride, sodium benzoate, sodium acetate, sodium oleats,
polysthylene glycols and dHeucine. Lubricanta are usually added at the very
last step before compression, since they must be present on the surfaces of
the granules and In between them and the parta of the tablet press. The
amount of lubricant In the compoeition can range from about 0.2 to about 5%
by weight of the composition, preferably from about 0.5 to about 2%, more
preferably from about 0.3 fo about 1.5% by weight.

Glident - material that prevents caking and improve the flow
characteristics of granulations, so that flow Is smooth and unlform. Sultable
glidents include sllicon dinxdde and talc. The amount of glident In the
composltion can range from about 0.1% to about 6% by weight of the total
composition, preferably from about 0.5 to about 2% by welght.
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Coloring agents - exciplents that provide coloration to the composition
or the dosage form. Such exciplents can Include food grade dyes and food
grade dyes adsorbed onto & suftable adsorbent such as clay or aluminum
oxida. The amount of the coloring agent can vary from about 0.1 to about 6%
by welght of the composition, preferably from about 0.1 to about 1%.

Bloavailabiiity - refers to the rate and extent to which the active drug
Ingredient or therapautic molety Is absorbed Into the eystemic circulation from
en administered dosage form as compared o a standard or control.

Conventional methods for preparing tablets are known. Such methods
Include dry methods such as direct compression and compression of
granulation produced by compaction, or wet methods or other special
procedures. Conventional methods for making other forme for administration
such ae, for axample, capsules, suppositories and the like are also well
known.

Another embodiment of the Invention discloses the use of the Inventive

: compounds or pharmacsutical compoeltions disclosed above for treatment of

diseases such as, for exampie, hepatitis.C and the liks. The method
-comprises administering a therapeutically effective amount of the Inventive

compound or pharmaceutical composition to a patient having such a disease -

or diseases and in need of such a treatment.

In yet ancther embodiment, the compounds of the Invention maey be
used for the treatment of HCV In humane in monotherapy mode orin a
combination therapy (e.g., dual combinstion, friple comblnation etc.) mode
such as, for exampie, In comblination with antiviral and/or immunomodulatory
agents. Examples of such antiviral and/or Inmunomodulatory agents Include
Ribavirin (from Schering-Plough Corporation, Madison, New Jerasy) and
Levovirin™ (from ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, California), VP 50408™
(from Viropharma, Incorporated, Exton, Penneylvania), 1SIS 14803™ (from
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ISIS Phamacsuticals, Carlsbad, California), Heptazyme™ (from Ribozyme
Pharmaceuticals, Bouider, Colorado), VX 487™ (from Vertex
Pharmaceuticals, Cambridge, Messachusetts), Thymosin™ (from SciClone
Pharmaceuticals, San Mateo, Callfornia), Mexamine™ (Maxim
Pharmaceuticals, San Dliego, Calfornia), mycophenolate mofetl {from
Hoffman-LaRoche, Nutley, New Jersey), Interferon (such as, for exampla,
interferon-alpha, PEG-interferon alpha conjugates) and the like. "PEG-
Interferon alpha conjugatee® are interferon alpha moleculas covatently
gttached to a PEG molecule. lliustrative PEG-interferon alpha conjugatea
Include Interferon alpha-2a (Roferon™, from Hoffman La-Roche, Nutley, New
Jersey) in the form of pegylated interferon alpha-2a (e.g., ae sold under the
trade neme Pegasya™), nterferan alpha-2b (Intron™, from Schering-Plough
Corporstion) in the form of pagylated Interferon alphe-2b (e.g., 8s sold under
the trade name PEG-Iintron™), Interferon alpha-2c (Berofor Aipha™, from
Boshvringer (ngelhelm, Ingelhelm, Gemany) or consensus (nterferon as
defined by determination of a consensus seguence of naturally occurring
interferon alphas (infergen™, from Amgen, Thousand Oeks, Callfomla).

As stated earlier, the Invention includes tautomers, rotamers,
enantiomars and other sterecisomers of the inventiva compounds also. Thus,
a3 ane skilled In the art appreciates, some of the inventive compounds may
axdst in sulinble isomeric forms. Such varlations are contemplated to be within
the scope of the invention.

Another embodiment of the Invention disclosea a method of making the
compounds dlsciosad hersin. The compounds may be prepared by several
techniques known [n the art. lllustrative procedures are outiined in the
foliowing reaction schemes. The lilustrations should not be construed to limit
the acope of the invention which Is defined in the appended claims.
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Alternative mechanistic pathways and analogous structures will be apparent
to thoas skilled In the art.

it is to be understood thet white the following llustrative schemes
describe the preparation of a few repressntative inventive compounds,
sultable substitution of any of both the natural and unnatural amino acids will
reault In the formation of the desired compounde besed on such substitution.
Such varistions are contemplated to be within the acope of the Invention.

For the procedures described below, the following abbreviations are
usad:
THF: Tetrahydrofuran
DMF: N.N-Dimethylformamide
EtOAc: Ethyl acetate
AcOH: Acetic acld
HOOBt 3-Hydroxy-1,2 3-benzotriazin-4(3H)-one
EDCI: 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-sthylcarbodlimide hydrochloride
NMM: N-Methylmorpholine

. ADDP: 1,1'{Azodicarbobyl)dipiperidine :

DEAD: Diethylazodicarboxylate

MeOH: Mathanol

EtOH: Ethanal

Et20: Diethyl sther

DMSO: Dimethylsulfoxide

HOBt N-Hydroxybenzotriazole

PyBrOP: Bromo-tris-pyrrolidinophosphonium hexaftuorophosphate
DCM: Dichloromethana

DCC: 1,3-Dicyciohexylcarbodlimide

TEMPO: 2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxy
Phg: Phenyiglycine
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Chyg: Cyclohexyiglycine
Bn: Benzyl

Ba: Benzyl

Et: Ethyl

Ph: Phenyl

IBoc: lsobutoxycarbonyl
IPr: lsopropyl

'Bu or Bu'; tert-Butyl

Boc: tert-Butyloxycarbonyl
Cbz Benzyloxycarbonyl
Cp: Cylcopentyldienyl

Te: p-toluenesulfonyl

Me: Mesthyl

HATU: O~(7-azabenzolriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyturonium
hexafluorophosphate

. DMAP: 4-N,N-Dimethylaminopyridine

BOP : Benzoiriazol-1-yl-oxy-iris(dimethylamino)hexafluorophosphets

PCC: Pyridiniumchiorochromats

KHMDS: Potaasium Hexamathyldisllazide or Potasslum
bis(trimethylsllylamide)

NaHMDS: Sodium Hexamsthyldlsllazide or Sodium bla(trimethylsRylamide)
UHMDS: Lithium Hexametivykilaliezide or Lithlum ble(trimsthylefiyiamida)
10% Pd/C: 10% Palledium on carbon (by weight),

Preparstive Example 1
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A solution of pyrazinecarbaxylic acid 1a (3 g) In 150 mL of dry
dichioromethane and 150 mL of dry DMF was stimed at 0 °C and treated with
HATU (1.4 eq, 8.03 g). L-cyclohexyiglycine hydrochloride 1b (1.2 eq, 6.03 g)
was added In small portions. Then, N-methylmorpholine (4 eq, 10 mL, d
0.620) was added dropwise. The reaction mixture was gradually warmed to
room temperature and stirred for 20 h. All the volatiles were removed under
vacuum and the residue was dissoived In 500 mL of ethyl acetata. The
organic layer was washed with water (100 mL), aqueoug 1N HCI (100 mL),
aqueous saturated sodium bicarbonate solution (100 mi.), and brine (100 mL).
Tha organic layer was dried over magneslum sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The residue was chrometographed on
sllica gal (gradiant: acetone/hexanss; 5:95 to 3:7) to afford the product as a
white solid.

Step B
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A eolution of the methyl ester 4¢ (8.5 g) In 270 mL of a 1:1:1 mixture of
THFMeOH/water was cooled to 0 °C and freated with lithium hydroxide
monohydrate (2.5 eq, 2.45 g). The mixture was stimed and menitored by TLC
(acetone/haxanes; 2:8). When all the starting material had been consumed,
the reaction mixture was traated with 100 mL of aqueous 1N HCI and the
mbdure was concentrated on the rotovap. Dichloromethane (250 mL) was
added and layers separated. The aqueous layer was exiracted with
dichloromsthane (3 x 80 mL). The combined organic layers were dried over
magnasium eulfate, fitered, and concentrated to afford the product as a white
solid.

Step C

I-U-‘\“,u"a

The amino ester 1e was prepared following the method of R. Zhang
and J. S. Medalengoitia (/. Ong. Chemn. 1098, 84, 330), with the exception that
the Boc group was cleaved by the reaction of the Boc-protected amino ecid
with methanolic HC! (4M HC) in dloxane was also employed for the
deprotection).

{Note: In a variation of the reportad synthesls, the sulfonium ylide was
replaced with the comeaponding phosphonium ylide).
Step D '
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A solution of Boc-tert-Leu 1§ {Fluka, 5.0 g, 21.8 mmol} in dry
CHCl/DMF (50 mL, 1:1 ) was cooled to 0 °C and treated with the amine
hydrochloride 1f (6.3 g, 25.7 mmol), NMM (6.5 g, 64.8 mmol) end BOP

5 reagent (11.6 g, 25.7 mmol). The reaction was stirmed at ri. for 24h, diluted
with aqueous HCI (1 M) and extracted with CH2Ch. The combined organic
layers ware washed with aqueous 1M HC|, saturated NaHCO,, brine, dried
(MgS0y), filtered and concentrated in vacuo and purified by chromatography
(SI0, Acetone/Hexane 1:5) to yield 1g as a coloriass solid.

10 StepE
S

ot
5=

~
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A m A
A solution of methyl ester 1g (4.0 g, 10.46 mmol) was dissolved in 4M HCl in
dioxane and stirred at it. for 3 h. The reaction mixture was concentrated In
vacuo to obtain the amine hydrochioride salt, 1h which was usaed without
15 purification.
Step F
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A solution of acld 1d (100 mg) in § mL of dry dichloromethane and 5
ml of dry DMF was stired at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 202 mg).
The amine hydrochioride 1h (1.2 eq, 148 mg) was added. Then, N-
methyimorpholine (4 eq, 0.17 mL, d 0.820) was also added. The reaction
mixture was stirred at 0 °C ovemight. All the volatiles were removed under
vacuum and the resldue was dissolved in 80 mL of ethyl acetats. The organic
leysr wae weshed with water (10. mL), aquecus TN HCI (10 mL), aqueous
saturated sodium bicarbonate solution (10 mL), and brine (10 mL). The
organic laysr was dried over magnesium sulfats, filttered and concentrated
under reduced pressure. The residue was chromatographed on sfica gel
(gradient: acetone/hexanes; 1:8 to 4:6) to afford the product 11 as a white -
solld.
Shp G

"2 %&m U‘Er%

A solution of methyl ester 11 (180 mg) in 8 mL of a 1:1:1 mixture of
THFMeOH/water was cooled to 0 °C and treated with lithium hydroxide
monohydrate (2.5 eq, 35 mg). The mixture was stimed and monitored by TLC
(acetona/hexanes; 3:7). When all the etarting material had been consumed,
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the reaction mixture wes treated with 50 mL of aqueous 1N HCl and the
mixture was concentrated on the rotovap. Dichloromethane (80 mL) was
added and layers separated. The aqueous layer was extracted with
dichioromethane (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over

magnesium sulfate, fiitered, and concentrated to afford the product 1) as &
white solld.
Step H

o, A
1Y s

A solution of acld 1k (2 g) In 100 mL of dry dichloromethane and 5 mL
of DMF was treated with N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride (1.1 eq,
886 mg), BOP reagent (1.1 eq, 4.47 g), and N-msthylmorphofine (3.3 eq, 3.3
mL, d 0.820) in that order. The mixture wae heatsd to 50 °C overnight. The
reaction mixture was concentrated to half its volume and diluted with 400 mL
of ethyl acetate. The organic laysr was washed with water (80 mL), aqueous
1M HCI (80 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate solution (80 mL), and
brine (80 mL). The organic Iaysr was dried over magnesium sulfate, filtered,
and concentrated under reduced pressure. The residue was
chromatographed on sllica gel {(gradient: acatone/hexanes; 5:85 to 3:7)-to
afford the product 11 as a clear oll.

Step |
T

A solution of amide 11 (2,2 g) in 100 mL of dry THF was cooled to °C.
Lithium aluminum hydride solution (1.3 eq) was added dropwise. The cooling

4\




10

13

WO 2s0susen21 PCT/US0048157 (éf)/

bath was removed after 5 min and the mbdure wasa allowed to reach room
temperature. TLC analysis (athyl acetate/hexanes; 2:8) showed thet all the
starting material had besn consumed. The excess LAH was carefully
quenched by addition of drops of aqueous saturated sodium hydrogen suffate.
The mixture was diluted with 200 mL of ether and aqueous seturated sodium
hydrogen sulfate was added in small portions until a white solid precipitated.
Tha mixture was filtered thiru cellte and the fitrate was washed with 50 mL of
brine. The arganic layer was dried over magnesium sulfate, filttered and
concentrated. The residue was chromatographed on sllica gel (gradlent: ethyl
acetate’hexanes; 5:05 to 4:6) to afford the aldehyde product im as a
coloriesas oll.

Step J

Y
G — e

A solution of aldehyde 1m (1.8 g) In 100 mL of dry dichloromethane
was treatsd with Isonitrlle (1.1 eq, 880 mg) and acetic acld (2 eq, 1.02 mL, d
1.0140). The mixture was stirred ovemight. All the volatifes were removed
under vacuum and the residue was chromatographed on ellica gel (gradient;
ethyl acetate/hexanes; 2:8 to 6:4) to afford the product 1n as a white solld.
Step K

g
iy — agea
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A solution of acetate 1o (1.6 g) In 80 mL of a 1:1:1 mixture of
THFMeOH/water was treated with iithium hydroxide monohydrate and stired
for approximatsly 1 h untll all the staring material had been congumed as
determined by TLC analysis (ethyl acetata/exanes; 1:1). The volatiias were
removed In rotovap and the residue was diluted with dichloromethans (150
mL). The layers were asparated and the aqueous layer was dlluted with 30
mL of aqueous saturated sodium bicarbonate solution and extracted with
dichloromethane (3 x 80 mL). The combinad organk: layers ware dried over
magnesium sulfate, fitered and concentrated to all‘ord the product 1p as a
white solld.

Step L

>r°1rn‘é$["v — "':‘s&"‘v

Tha N-Boc protected amine 1p (1.6 g) was dissolved In 20 mlL of 4M
HCI In dioxane. The reaction mbdure was stimed for about 1 h until all the
starting material had been consumed. All the volatiies were removed under
vacuum to afford the product 1q as a white solld.

A solution of acld 1) (50 mg) In 2 mL of dry dichloromethane and 2 mi.
of dry DMF was stimed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 52 mg). The
amine hydrochioride 1q (1.2 aq, 26 mg) was added. Then, N-
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methyimorpholine (4 eq, 0.042 mL, d 0.920) was also added. The reaction
mixture was stired at 0 *C ovemight. All the volatiles were removed under
vacuum and the resldue was dissolved in 80 mL of ethyl acstats. The organic
layer was washed with water (10 mL.), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous
saturated sodium bicarbonate solution (10 mL), and brine (10 mL). The
organic layer was dried over magnesium aulfate, filtered and concentrated
under reduced pressure. The product 1r was ueed without further purification.

ngé?r%"v s A

™ x 1

A solution of alcohol 1r (85 mg) In 5 mL of dry dichloromethane was
treatad with Desa-Martin perlodinane (3 eq, 121 mg). Reaction mbture was
stirred at room temperaturs for 45 min. The micure was treated with aqueous
1M sodium thlosulfate solution {10 mL} and aqieous saturated sodlum
bicarbonate solution (10 mL) and stirred for 15 min. The mixture was
extracted with dichioromethane (3 x 20 mL). The combined organic layers
were dried over magnesium sulfete, flitered, and concentrated. The residue
was chromatographed on sllica gel (gradlent: acetone/hexanes; 2:8 to 5:5) to
afford the product 1 as a white solld. HRMS (FAB) calcd for CasHaNyOs
[M+H] 880.4136; found 680.4131.

Prepamtive Example 2
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To a solution of 4-pentyn-1-0l, 2a (4.15g; Aldrich) was added Dess-
Martin periodinane (30.25g; Aldrich) and the resulting mixiure was stimed for
45min. before the addition of (tert-
Butoxycarbonylmethylene)triphenyiphosphorane (26.75g; Aldrich). The
resulting dark reaction was stirred ovemight, diiuted with ethyl acetats),
washed with aqueous sodium sulfits, saturated aqueous sbdium bicarbonats,
water, brine and dried. The volatiles were removed under reduced pressure
and the resldue was purified by sfiica gel column chromatography ueing 1%
ethyl acetate In hexanes as eluent to give the desired compound 2b (3.82g).
Some Impure fractions were aleo obtained but set aside at thia time.
StepB
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Using the alkene 2b (1.8 g) In n-propanocl (20mL.; Aldrich)), benzyl
carbamate (4.85g; Aldrich) In n-propanal (40mL), NaOH (1.28g) In water
(78mf), tart-butyl hypochlorite (3.7ml). (DHQ)2PHAL (0.423g; Aldrich)) In n-
propanol (37.5ml), and potassium osmate:dehydrate (0.1544g; Aldrich) and
the procedure set forth in Angew. Chem. Int. Ed. Engl (1908), 35, (23/24), pp.
2813-7 gave a crude product which was purified by sllica gel column
chromatography using EtOAc:Haxanes (1:5) to give the desired amino alcohol
2¢ (1.37g, 37%) aa a white solid.

Step C

([
To the ester 2¢ (0.700g) was added 4M HCI In dioxane (20ml; Aldrich)
and the resulting mbxure was allowed to stand at room temperature ovemight.
- The volatiles were removed under reduced pressure fo glve the acld 2d
- (0.621g) as a whita solid.
Step D

P

) wn\ﬁ,ﬁrn\,\

W I(:

BOP reagent (3.65g; Sigma) followad by tristhylamine (3.45ml) were
added to a dichloromethane (20ml) solution of the carboxylic acld 2d (2.00 g)
and allyl amine (0.618m!) at room temperature and the resulting mbdure was
stirred ovemight. The reaction mixture was partiioned between EtOAc and
10% aqueous HCl. The organic phase wes ssparated, washed with aaturated
aqueous sodlum blcarbonate, water, dried (magnesium sulfate). The crude
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reaction product was purtfied by silica gel column chrometography using
(EtOAc:Hexanes; 70:30) ae eluent to provide the desired amide 2¢ (1.73g) as
a viscous yellow oll.

Step E
OH

M A

A LRI
(. — =0

A solution of N-Chz amine 2e {85.8 mg) n 5 mL of a 4:1 mbdure of
trifluoroacetic acld/methy sulfide was stirred at room temperature for about 3
h. All the volatiies were removed under reduced preesure. The product 2f wes
placed under high vacuum for about 3 h and used without further purification.
StepF

ULDN

A solutlon of acid 1] (50 mg) In 2 ml. of dry dichloromethane and 2 mL
of dry DMF was stirad at 0 °C and treated with HATU (1.4 aq, 72 mg). The
amins salt 2f (1.3 eq, 72 mg) was added in dichloromethane, Then, N-
methyimorpholine (4 eq, 0.042 mL, d 0.820) was also added. The reaction
mixture was stired ovemight (temp 0 to 25 °C). All the volatfles were removed
under vacuum and the residue was dlesolved In 80 mL of ethyl acetate. The
organic layer was washed with water (10 mL), aqueous 1N HCI (10 mL),
aqueous eaturated sodlum bicarbonate aclution (10 mL), and brine (10 mL).
The organic layer was dried cver magnesium sulfate, filtered and
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concentrated under reduced pressure. The product 2g was used without
further purification.
Step G

( ?(',,'éﬂﬁlfu — (f?f%’uﬁfu

A solution of hydroxyamide 2g (67 mg) In 5 mL of dry dichloromethane
was freated with Dess-Martin periodinane (3 aq, 123 mg). The reaction
mixture was stinred at room temperature for 45 min. The mbdure was treated
with aqueous 1M sodlum thicsulfate soiution (10 mL) end aqueous saturated
sodium bicarbonate (10 mL) and stired for 15 min. The mixture was extracted
with dichloromethane (3 x 20 mL). The combined organic layers were dried
over magnesium sulfate, flitered, and concentrated. The residue was
chromatographed on ellica gel (gradlent: acetona/hexanes; 2:8 to 4:6) io
&fford the product 2 as a whita solid. HRMS {FAB) calcd for CayHuNyOs
M+H] 600.3979; found 680.3695.

Preparative Example 3

?{ B YN
"\(L*o o
E:jin ) /i\

8Step A
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The N-Boc protectad amine 3a (3 g) was dissolved in 60 mL of 4M HCI
solution In dioxanes. The mixiure was stired at room tempenature untf! all the
starting matertal had been consumed as determined by TLC (ethl
acetate’hoxanaes; 8:4). After 2h, all the volatiles ware removed under reduced
pressure to afford the product 3b (2.4 g, 98%) as a white solid which was
ueed without further purification.

Y S A

A solution of acid 1) {150 mg) In 3 mL of dry dichloromethane and 3 mL -
of dry DMF was stirred at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 155 mg). The
amine hydrochloride 3b (88 mg) was added followed by N-methylmorpholine
{4 eq, 0.13 mL, d 0.920). The reaction mbdure was stired ovemnight (temp 0
to 25 °C). All the volatiies were removed under vacuum and the residue was
dissolved in 50 mL of athyt acetate. The organic layer was washed with water
(10 mL), aqusous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonete
solution (10 mL), and brine (8 mL). The organic layer wae dried over
magneaium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The
crude product 3c (210 mg) was used without further purification,

StepC
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A solution of hydraxyamide 3¢ (214 mg) In 10 mL of dry
dichloromethane was treated with Dess-Martin periodinane (3 eq, 371 mg).
The reaction mbdurs was stimed at room temparature for 30 min. The mbxture
was treated with aqueous 1M sodium thiosulfate solution (10 mL) and stirred
for 5 min. Aqueous saturated sodium bicarbonate solution (10 mL) was also
added end stiming was continued for further 10 min. The mbdure was
extracted with dichioromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers
were dried over magnealum sulfate, fitared, and concentratad. The residue
was chromatographed on silica gel (gradient: acetone/hexanes; 2:8 to 45:55)
to afford the product 3 as a semi-solld which was dlssolved in 2 mL of
dichloromethane and 10 mL of hexane, the solvent was removad under
reduced pressure to give the product 3 as a white solld.(150 mg, 70% for two
steps)..HRMS (FAB) calcd for CagHgiFaNyOg [M+H] 734.3853; found
734.3850. -

Preparative Example 4

Step A
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A solution of acid 1} (150 mg) In 3 mL of dry dichloromethane and 3 mL
of dry DMF was stimed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 155 mg). The
amine hydrochloride 4a (71 mg) was added followed by N-methyimorpholine
{4 eq, 0.13 mL, d 0.820). The reaction mixture was etirred ovemight (temp G
to 25 "C). All the volatiles were removed under vacuum and the residue was
disaolved in 50 mL of ethy! acetats. The organic iayer was washed with water
(10 mL), aqueous 1N HC! (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate
(10 mL), and brine (8 mL). The organic layer was dried over magnesium
sulfate, fitered and concentrated under reduced pressurs. The crude product
4b (190 mg) was used without further purification.
siop 8

E;#?wé‘f"ﬁH = (bﬁéﬂﬁr‘f

A solution of hydroxyamide 4b (188 mg) in 10 mL of dry
dichloromethane was treated with Dess-Martin periodinane (3 eq, 371 mg).
The reaction mixture was stirmed at room temperature for 30 min. The mixture
wae treated with aqueous 1M sodlum thiosulfate solution (10 mL) and stirred
for 5 min. Aqueous safurated sodium bicarbonate solution (10 mL.) was also
added and stiming was continued for further 10 min. The mixture was
extracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers
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were driad over magnesium sulfate, filtered, and concentratad. The resldue
was chromatographed on sliica gel (gradient: acetone/hexanes; 2:8 to 4:8) to
afford the product 4 as a seml-sclld which was dissolved In 2 mL of
dichloromethane and 10 mL of hexane, the solvent was removed under
reduced pressure to give the product 4 (150 mg, 76% for two steps) as a

white solid. HRMS (FAB) calcd for CseHsN7Os [M+H] 680.4138; found
680.4185.

Preparative Example 5

SRR e — SRR

A solution of acid 1] (150 mg) in 3 mL of dry dichioromsthane and 3 mL
of dry DMF was stimed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 166 mg). The
amine hydrochloride 5a (76 mg) was added followed by N-methyimorpholine
{4 eq, 0.13 mL, d 0.820). The reaction mixture was stimed ovemight (temp 0
to 26 °C). All the volatiles were removed under vacuum and the residue was
dissolved In 50 mL of ethyl acetate. The organic layer was washad with water
(10 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate
(10 mL), and brine (8 mL). The organic layer was dried over magnesium
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sulfate, filttered and concentrated under reduced pressure. The crude product
5b (200 mg) was used without further purification.
Step B

AR

A solution of hydroxyamide 3b (202 mg) in 10 mL of dry
dichioromethane was treated with Dess-Martin periodinane (3 eg, 371 mg).
The reaction mixture was stirmed at room temperature for 30 min. The mixture
was freated with aqueous 1M sodium thiosulfate solution (10 mL) and stired
for 5 min, Aqueous saturated sodium bicarbonate solution (10 mL) waa also
added and stiming was continued for further 40 min. The mixture was
extracted with dichloromathane (3 x 30 mL). The combined organic layers
ware dried over magnesium aulfate, filtered, and concentrated. The residue
was chromatographed on sllica gel (gradient: acetone/hexanes; 2:8 o 45:55)
to afford the product 5 as a seml-solld which was dlasoived in 2 mL of
dichloromethane and 10 mL of haxane, the aol"vent was removed under
reduced pressure io give the product 3 (170 mg, 84% for two steps) as a
white solid. HRMS (FAB) calcd for CarHseNrOp [M+H] 694.4202; found

Ao

Preparative Example 6

AR
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A solution of acld 1) (150 mg) In 3 mL of dry dichloromethane and 3 mL
of dry DMF was stired at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 155 mg). The
amine hydrochioride 6a (80 mg) wae adied followed by N-methyimorphoiine
(4 oq, 0.13 mL, d 0.820). The reaction mixture was stired ovemight (temp 0
to 25 °C). All the volatiles were removed under vacuum and the reaidue was
diesolved in 50 mL. of ethyl acstats. The organic layer was washed with water
(10 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate
(10 mL), and brine (8 mL). The organic layer was dried over magnesium
sulfa.te. fiitered and concentrated under reduced pressure. The crude product
6b (205 mg) was usad without further purification.

A solution of hydroxyamide 8b (206 mg) In 10 mL of dry
dichloromethane was treated with Dess-Martin periodinane (3 eq, 371 mg).
The reaction mixture was stirmed at room temperature for 30 min. The mbdure
was treated with aqueous 1M sodium thiosulfate solution (10 mL) and stirred
for 5 min. Aqueous saturated sodlum blcarbonats (10 mL) was also added
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and stirming wase continued for further 10 min. The mixiure was extracted with
dichioromethane (3 x 30 mL). The combined organic laysrs were dried over
magnesium sulfate, filterad, and concentrated. The residue was
chromatographed on sllica gel (gradient: acetone/hexanes; 2:8 to 45:55) to
afford the product 6 as a seml-solid which was dissolved In 2 mL of
dichioromethane and 10 mL of hexane, the aolvent was removed under
reduced pressure to give the product 8 (168 mg, 82% for two steps) as a
white solid. HRMS (FAB) calcd for CagHaaNyOg (M+H] 708.4292; found
7068.4280.

AR K — e

A solution of acid 1] (80 mg) In 3 mL of dry dichloromsthane and 3 mL
of dry DMF was sthred at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 83 mg). The
amina hydrochloride.7a (1.1 eq, 40 mg) was addad followed by N-
methyimorpholine (4 eq, 0.07 mL, d 0.820), The reaction mixture was stimad
ovemight (tamp 0 to 25 °C). All the volatiles wens removed under vacuum and
the residue was dissolved In 50 mL of ethyl acetats. The organic layer was
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washed with water (10 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated
sodlium bicarbonats solution (10 mL), and brine (8 mL). The organlc layer was
driad over magnealum sulfate, fitered end concentrated under reduced
pressure. The crude product Th (105 mg) was used without further
purification.

Step B

&2%% - s

A solution of hydroxyamide 7b (108 mg) In 10 ml. of dry
dichicromethane was treated with Dess-Martin periodinane (3 eq, 188 mg).
The reaction mixture was stimed at room temperature for 30 min. The mixture
wae treated with aqueous 1M sodium thiogutfate solution (10 mL) and stirmed
for 5 min. Aqueous satureted sodium bicarbonate (10 mL) was added and
stirming was continuad for further 10 min. The mbdure was extracted with
dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over
magneslum saulfats, filtered, and concentrated. The residue was
chromatographed on sllica gel (gradient: acetone/haxanes; 2:8 to 45:55) to
afford the product 7 as a semi-solid which was dissolved in 2 mL of
dichloromethane and 10 mL of haxane. The solvent was removed under
reduced pressure to giva the product 7 (86 mg, 80% for two steps) as a white
solid. HRMS (FAB) caled for CayHsiN7Oe (M+H] 692.4136; found 692.4145.
Preparative Example 8
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A solution of picolinic acid 8a (1.0 g) in 50 ml. of dry DMF and 50 mL of
dry dichioromethane waa stirmed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 4.3
g)- Cyciohexylglycine methyl estar hydrochloride (1.1 eq, 1.85 g) was added
followed by N-methyimorphoiine (4 eq, 3.8 mL, d 0.820). The reaction mixture
wags stimed ovemight (temp 0 to 25 °C), All the volatiles were removed under
vecuum and the residue was dissolved In 500 mL of ethyl acetate. The
organic layer was washed with water (100 mL), aguecus 1N HC! (100 mL),
aqueous ssturated sodium bicarbonate solution (100 mL), and brine (100 mL).
The organic laysr waas drisd over magnesium sulfate, filtared and
concentrated under reducad pressure. The residue wae chromatographed on
sllica gel (gradient: acetone/hexanes; 5:85 to 35:65) to afford the product 8c
(1.9 g, 85%) as a clear semi-aciid,
Step B
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A solution of methyl eater 8¢ (1.8 g) In THF/MeOH/H20 (100:100:50)
was treated with lithium hydrosdde monohydrate (2.5 eq, 2.82 g) at 0 *C. The
reaction mbdure wae stirred untll ell the sterting material had been consumed
as determined by TLC analysis (acetone/hexanes; 15:85). The reaction
mixture wae treated with 100 mL of aqueous 1N HCI (pH of the mbdure
bacame appraximately 1) and all the volatiles were removed under reducaed
pressure. The reeidue was extracted with dichloromethane (3 x 100 mL). The
combined organic extracts were dried over sodium sulfate, filtered and

concentrated. The crude product 8d (1.8 g, 80%) was used without further
puriflcation.

S+ R T

A soiution of acld 8d (235 mg) In 10 mL of dry DMF and 10 mL of
dichloromethane was stimed et 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 480 mg).
The amine sait 1h (1.1 eq, 300 mg) was added followed by N-
methyimorpholine {4 eq, 0.4 mL, d 0.820). The reaction mixture was stirred
overnight (temp O to 25 *C). All the volatlies were ramovad undar vacuum and
the resldue was dissolvad In 100 mL of ethyl acetate. The organic layer wae
washed with water (20 mL), aqueous 1N HCI (20 mL), aqueous saturated
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sodium bicarbonate solution (10 mL), and brine (10 mL). The organic layer
was dried over magnesium sulfate, filtered and concantrated under reduced
pressure. The residue was chromatographed on sliica gel (gradient:
acetone/hexanes; 5:95 to 4:6) to afford the product Be (440 mpg, 83%).

5 8tepD

SO Bl

0/} fa

A solution of methyl ester 8e (440 mg) in 30 mL of a THF/MeOH/H20
mbcure (1:1:1) was treated with lithium hydroxide monohydrate (2.5 eq, 88
10 mg)at 0 °C. The reaction mbdure was stimed untfl all the starting material had
besn consumed as detarmined by TLC (acetone/hexanes; 3:7). The reaction
mbdure was treated with 20 mL of 1N aqueous HCI (pH of the mixture
became approximately 1) and all the volaties were removed under reduced
pressure. The residue was exiracted with dichloromathane (3 x 80 mL). The
15 combined organic extracts were dried over magnesium sulfate, filtered and
concentrated, The crude product 8f (419 mg, 88%) was used without further
purification.
StepE

ot Qe — e

A golution of acki 8f (80 mg) in 2 mL of dry dichioromethane and 1 mL
of dry DMF wea stimed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 83 mg). The
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amine salt 1g (1.1 eq, 38 mg) was added followed by N-methyimomholine (4
eq, 0.07 mL, d 0.820). The reaction mixture was stired ovemight (temp 0 to
25 “C). All the volatlies were removed under vacuum and the residue was
dissolved in 50 ml of ethyl acetate. The organic layer was washed with water
(20 mL), aqueous 1N HC! (10 mL ), aquecus saturated sodium bicarbonate
solution (10 mL), and brine (10 mL). The organic layer was dried over
magnesium sulfats, filtered and concentreted under reducad pressure. The
crude product Bg (105 mg) was used without further purification.

Step F

N IR oy

A solution of hydroxyamide 8g (0.156 mmol) in 10 mL of dry
dichioromethane wae treatad with Dess-Martin periodinane (2.3 eq, 152 mg).
The reaction mixture wae atired at room temperature for 30 min. The mixture
was freated with aqueous 1M sodium thicsulfate solution (10 mL) and stired
for 5 min. Aqueous satursted sodium bicarbonate solution (10 mL) was added
and stiming was continued for further 10 min. The mixture was extracted with
dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over
magnesium sulfate, filtered, and concentratad. The residue was
chromatographed on sllica gel (gradlent: acetone/hexanes; 1:9 to 45:55) to
afford the product 8 as a solid which was diasolved In 0.5 mL of
dichloromethane and 5 mi of haxane, the scivent was removed under
reduced pressure b give the product 8 (58 mg, 56% for two steps) as a white
solld. HRMS (FAB) calcd for Cs7HssNaOs [M+H] 679.4183; found 679.4191.
Preparative Example 9
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Step A

A eolution of acld 8f (80 mg) in 2 mL of dry dichloromethane and 1 mL
of dry DMF was stirred at 0 °C and treated with HATU (1.4 eg, 83 mg). The
amine salt 4a (1.1 eq, 38 mg) was added followed by N-methylmorpholine (4
eq, 0.07 mL, d 0.820). The reaction mxture wes stimed ovemight (temp 0 to
25 °C). All the voiatiles were removed under vacuum and the residue was
dissolved In 50 mL of ethyl acetats. The organic Iayer was washed with water

" (20 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate

solution (10 mL), and brine (10 mL). The organic layer was dried over
magnesium sulfate, fitered and concentrated under reduced pressure. The
crude product 8a (105 mg) was used without further purification.

StepB
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A solution of hydroxyamide $a {0.156 mmol) in 10 mi of dry

dichioromethane waa treated with Dess-Martin periodinane (2.3 eq, 152 mg).

The reaction mbdure was stimed at room temperature for 30 min. The mixture

was treated with aqueous 1M sodium thiosulfate solution (10 mL) and stimed

for 5 min. Aqueous saturated aodium bicarbonate solution (10 mL) was added

and stiring wae continued for further 10 min, The mixture was extracted with

dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over

magnesium sulfats, filtered, and concentratad. The realdue was

chromatographed on sllica gel (gradient: acetone/hexanes; 1:8 fo 4:6) to

afford the product 8 as & solld which was dissolved in 0.5 mL of

dichioromethane and & ml. of hexane, the soivent was emoved under

reduced pressurs to give the product 8 (88 mg, 84% for two steps) as a whits

solld. HRMS (FAB) caicd for CarHasNeOs [M+H]; 879.4183 found 678.4181.

Preparative Example 10

S

Step A

AR = — @

A solution of acid 8f (80 mg) In 2 mL of dry dichloromethane and 1 mL
of dry DMF was stirred at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 83 mg). The
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amine salt Sa (1.1 eq, 41 mg) was added followad by N-methyimorpholine (4
eq, 0.07 mL, d 0.820). The reaction mixiure wae stimed ovemight (temp O to
26 *C). All the volatiles were removed under vacuum and the residue was
dissolved in 50 mL of ethy! acetats. The organic layer was waeshad with water
(20 mlL.), aquecus 1N HCI (10 mL), aqueous saturated sodium bicarbonate
solution (10 mL), and brine (10 mL.). The organic layer was dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The
crude product 10a (105 mg) was used without further purification.

Step B

R R eIIRUA Sl

A solution of hydroxyamide 10a (0.158 mmol) in 10 mL of dry
dichloromethane was treatad with Deas-Martin periodinane (2.3 eq, 152 mg).
The reaction mbdure wase stimed at room temperature for 30 min. The mixture
was treated with aqueous 1M sodium thiosuifate solution {10 mL) and sthred
for 5§ min. Aqueous saturated sodium bicarbonate (10 mL) was added and
stiring was continued for further 10 min. The mixture wes extracted with
dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers were driad over
meagnesium sulfate, filtered, and concenireted, The reaidus was
chromatographed on silica gel (gradient: acelona/hexanes; 1:8 to 4:8) to
afford the product 10 as a solid which was dissolved in 0.5 mL of
dichloromethane and § mL of hexane, the solvent was removed under
reduced pressure to give the product 10 (88 mg, 83% for two ataps) as a

white solid. HRMS (FAB) calcd for CasHarNeOs [M+H] 893.4340; found
683.4310.
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A solution of N-Boc-cHex-Glycine 11a (816 mg) in 20 mL of dry DMF

__was gtired gt 0 °C and treatad with HATU (1.4 eq, 1.88 g). The emine salt 1h

(1.1 eg, 1.2 g) was added in 30 mL of dry dichloromethane followed by N-
methyimorphollne (4 eq, 1.556 mL, d 0.820). The reaction mixiure was stirmed
ovemight {temp O to 25 *C). All the volatiies were removed under vacuum and

" the residue was dissolved In 250 mL of ethyl acetsta. The organic layer was

washed with water (100 mL), aqueous 1N HCI (50 mL), aqueous saturated
sodlum bicarbonats salution (50 mL), and brine (50 mL). The organic laysr
was dried over magneslum sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The reskiue wae chromatographed on sllica gel (gradient:
acetona/hexanes; 5:85 to 25:75) to afford the product 11b (1.65 g, 80%) as a
white solld.

Step B
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A solution of methyl ester 11b (1.84 mg) In 60 mL. a THF/MeOH/H20
mbdure (1:1:1) was treated with llthlum hydroxide monohydrate (2.5 eq, 330
mg) at 0 °C. The cooling bath was removed and the reaction mixture was
stired untll all the starting matarial had been consumed as determined by
TLC (acstona/hexanes; 3:7). The reaction mbxture was treated with 50 mL of
1N aquecus HCI {pH of the mbdure became approx 1) and all the volatiles
were removed under reduced pressure. The residue was extracted with
dichloromethane (3 x 100 mL). The combined organic exiracts were dried
over magnesium sulfate, filtered and concentrated. The product 11¢ was

obtained as a white solid (1.61 g, 88%) and used without further purification.
Step C

A solution of acid 11¢ (248 mg) In 10 mL of dry dichloromethane and 5
mL of dry DMF was stimed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 120 mg).
The amine salt 1g (1.1 eq, 120 mg) was added followed by N-
methyimorpholine (4 eq, 0.22 mL, d 0.920). The reaction mixture was stimad
ovemight (temp O to 25 "C). All the volatiles were removed under vacuum and
the reaidue was dissolved In 150 mL of athyl acetate. The organic layer was
washed with watar (40 mL), aqueous 1N HCI (20 mL), aqueous saturated

\¢
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sodium bicarbonata solution (20 mL), and brine (20 mL). The organic iayer
was dried over magnesium sulfate, fittered and concentrated under reduced
preasure, The crude product 11d (330 mg) was used without further
pudﬂcaﬂon.

Mgéx% WA

A solution of hydroxyamide 11d (0.489 mmol) in 20 mL of dry
dichloromethane was treated with Daas-Martin periodinane (2.3 aq, 152 mg).
The reaction mixture was sthred at room temparature for 30 min. The mbdure
wes treated with aqueous 1M sodium thiosulfete solution (10 mL) and stimed
for 5 min. Aqueous eaturated sodium bicarbonate salution (10 mL) was added

‘and stirring was continued for further 10 min. The mhdure was extracted with

dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over
magnesium sulfate, filtered, and concentrated. The residue was
chromatographed on siiica gel (gradient: acetone/hexanes; 1:9 to 4:6) to
afford the product 11e as a solid which was dissolved in 1 mL of
dichloromethane and 8 mlL of hexane, the solvent was removed under
reduced pressure to give the product 11e (280 mg, 85% for two steps) ae a

white salld. HRMS (FAB) calcd for CagHeoNsO7 [M+H] 874.4482; found
674.4507.

Preparative Example 12
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The N-Bog protected amine 41 (80 mg) waa dissoived in § mL of formic
ackl. The resulting solution was stimed at room temperature untll all the
starting material had been consumed as determined by TLC
{(acetona/Maxenes; 3:7). After 4 h, the volatiies were removed under reduced

10  pressure and the reeidue was placed under high vacuum. No further
purification was done for the product 12a (70 mg, 58%).

R AR

15 The amine salt 12a (0.118 mmol) wae dissolved In 5 mL of dry
dichloromethane and cooled to 0 *C. N-methylmorpholine (2.5 eq, 0.032 mL,
d 0.920) was added followed by pivailc anhydride (1.2 eq, 0.028 mL, d 0.910)
n 2 mL of dry dichioromethane. The mixture wae stirmed overnight (temp 0 to
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25 “C). The reaction mixture was diiuted with 50 mL of dichloromethane. The
solution was washed with 10 mL of aqueous 1M HCH, 10 mL of aqueous
saturated sodium bicarbonate solution, and 10 mi. of brine. The organic layer
was dried over megnesium sulfats, fiitared and concentrated under reduced

5 pressure. The reskiue was chromatographed on sllica gel (gradient:
acetone/hexanes; 1:9 to 1:1) to afford the product 12 (28 mg, 36%) as a white
solid. HRMS (FAB) calcd for CasHagNgOgs [M+H] 858.4543; found 858.4558.

Proparative Example 13
E?ﬂ OTH i
~
szrl H\;’L°
N
@ 8
10 13
Stop A L.
13 8 2 [ 8 m
15 .  Asolutionof ackl 1d (80 mg) In 5 mL of dry dichioromethane and 3 mL
@ of dry DMF was stived &t 0 °C and treatad with HATU (1.4 eg, 180 mg). The

amine hydrochioride 13a (1.0 eq, 128 mg) was added followed by N-
methyimorpholine (4 eq, 0.15 mL, d 0.820). The reaction mixture was stirmed
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ovemight {temp 0 to 25 *C). All the volatilas ware removed under vacuum and
the realdue was dissolved in 80 mL of ethyl acetate. The organic layer was
washed with water (20 mL), aqueous 1N HCI (15 mL), aqueous saturated
sadium bicarbonate solution (156 mL), and brine (15 mL). The organic layer
was dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The rasidue wae chromatographed on sllica gel (gradlent;

acatone/hexanes; 1:8 o 4:6) 1o give the product 13b (160 mg, 80%) as a
white solid.

The methyl ester 13b (160 mg) was dissolved In 15 mL of a 1:1:1
mixture of THF/methanol/weater and treatad with lithium hydroxide
monohydrate (2.5 eq, 28 mg) et 0 °C. The reaction mixture was gradually
warmed up to room temperature and sﬂmdfo;'z h untl all the starting
matserial had been consumed. Aqueous 1M HC) (30 mL.) was added and all
the volatiles waere removed In rotovap. The residue was extracted with
dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic extracts were dried over
magneslum sulfate, filtered and concentrated. The crude product 13¢ (150
mg, 98%) was used without further purification.

Step C
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A solution of acld 43¢ (75 mg) in 4 mi of dry dichloromethane and 2
mL of dry DMF was stirred at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 69 mg).
The amine hydrochioride 7a (1.2 eq, 37 mg) was added followed by N-
methylmorpholine (4 eq, 0.06 mL, d 0.920). The reaction mixture was stirred
ovemight (temp 0 to 25 *C). All the valatiles were removed under vacuum and
the residus was diasolved In 50 mL of ethyl acetate. The organic layer was
washed with water (20 mL), aqueous 1N HC! (10 mL.), aqueous saturated
sodium bicarbonate solution (10 ml.), and brine (10 mL). The organic layer
was dried over magnesiurn sulfate, filttered and concentrated under reduced
pressure. The crude product 13d was used without further purification.

X SE-R e
Qi%,g G _.[:f?xg Uy

A solution of hydroxyamide 13d (0.130 mmal) in 10 mL of dry
dichloromethane was treatad with Dess-Martin periodinane (2.0 eq, 110 mg).
The reaction mixture was stired at room temparature for 30 min. The mhdure
was freated with aqueous 1M sodium thiogulfate solution (10 mL) and stimed
for § min. Aqueous saturated sodium bicarbonate solution (20 mL) was also
added and stiming waa continued for further 10 min. The mixture was
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extracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers
were dried over magnaesium sulfats, fiitered, and concentrated. The resldue
was chromatographed on sliica gel (gradient: acetona/hexanes; 2:8 to 5:5) to
afford the product 13 (60 mg, 70% for two steps) as white solid, HRMS (FAB)
calcd for CygHadN,Og [M#+H] 752.41386; found 752.4122,

Preparative Example 14

R "vﬁ Hﬁﬂg
yue ;

14

;:?féw m‘ﬁt‘";" ( %éjglﬁu

A solution of acid 13c (75 mg) In 4 mL of dry dichloromethane and 2
mL of dry DMF was stirmed at 0 °C and treated with HATU (1.4 eq, 60 mg).
The amine hydrochloride 4a (1.2 eq, 35 mg) was added followed by N-
methyimorpholine (4 eq, 0.08 mL, d 0.820). The reaction mixture was stimed
ovemight (temp 0 to 26 °C). All the volatlles were removed under vacuum and
the residue wase diseolved in 50 mL of sthyl acetate. The orpanic layer was
washed with water (20 mL), aqueous 1N HC! (10 mL), aqueous saturatad
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sodlum bicarbonate solution (10 mL), and brine (10 mL), The organic layer
wasg dried over magnesium sulfats, filtered and concentrated under reduced
presaure. The crude product 14a was ueed without further purification.

:Erigx“% il mbig‘gf}lﬁlsu

A solution of hydroxyamide 14a (0.130 mmol) In 10 ml., of dry
dichloromeathane was treated with Dess-Martin periodinane (2.0 eq, 110 mg).
The reaction mixture was stimed at room temparature for 30 min. The mixture
was freated with aqueous 1M sodium thiosulfate solution (10 mL) and stirred
for 5 min. Aqueous saturated sodium bicarbonate solution (20 mL) was also
added and stiring was continued for further 10 min. The mbdure was
axtracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic layers
were dried over magnesium sulfats, fitered, and concentratad. The residue
was chromatographed on sllica ge! (gradient: acetone/exanes; 2:8 io 5:5) to
afford the product 14 (868 mg, 68% for two steps) as white solid. HRMS (FAB)
caled for CyqHsiNyOy [M+H] 740.4138; found 740.4148.

Preparative Example 15
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The N-Boc protected amine 11 was dissolved in 5 mL of 4M HCi
solution In dioxanes. The resulting solution was stirmed at room temperature
for about 45 min. All the volatiiea were removed under reduced preesure to
afford the product 13a (80 mg, 08%) as a white solid. No further purification
was carﬂed out for the product.

&ﬂéﬁuﬂ (;fl?!" J.bo”?*r"\v

" A aolullun of nicotinic acld 13b (12 mg) In 1 mL of dry DMF was stired
at 0 °C and treaiad with HATU (1.4 eq, 54 mg). The amine hydrochloride 15a
(1.0 eq, 62 mg) was added in 3 mL of dry dichloromethane followed by N-
mathyimorpholine (4 eq, 0.05 mL, d 0.820). The reaction mhxiure was stired
ovemight (temp 0 to 25 *C). All the volatiles were removed under vacuum and
the residue waa dlasoived in 50 mL of ethyl acetate. The arganic layer was
washed with water (20 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated
sodlum bicarbonate solution (10 mL), and brine (10 mL). The organic layer
was dried over magneslum sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue was chromatographed on silica gel (gradient:
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acetone/hexanes; 2:8 to 1:1) to give the product 18 (18 mg, 23%) as a white

golld. HRMS (FAB) caled for CyHasNsOg [M+H] 679.4183; found 879.4193.
Praparative Example 16

@igx";;%ﬂf?%
2 .%‘ T{‘% (fgé‘fi A

10 A solution of acld 1] (80 mg) in 2 mL. of dry dichioromsthane and 2 mL
of dry DMF was stirmed at 0 °C and treated with HATU (1:4 eq, 83 mg). The
amine hydrochloride 16a (1.2 8q, 40 mg) was added followed by N-
methyimorpholine (4 eq, 0.07 mL, d 0.620). The reaction mixiure was etirred
ovemight (temp 0 to 25 °C). All the volatiles were removed under vacuum and

15 the residue wae diasolved In 50 mL of ethy! acetatsa. The organic layer was
washed with water (20 mL), aqueous 1N HCI (10 mL), aqueous saturated
sodlum bicarbonate (10 mL), and brine (10 mL). The organic layer was dried
over magnesium sulfate, fitered and concentrated under reduced prassure.
The crude product 18b was used without further purification.

20 StepB
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A solution of hydroxyamide 168b (0.155 mmol) in 10 mL of dry
dichloromethane was treated with Dess-Martin periodinane (2.0 eq, 131 mg).
The reaction mbdure was stired at room temperature for 30 min. The mbdure
was treated with aqueous 1M sodium thlosulfate solution (10 mL) and stirmed
for § min. Aqueous seturated sodium bicarbonate (20 ml.) was also added
and stirring waa continued for further 10 min. The mixture wes extracted with
dichioromethana (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over
magneslum sulfate, fitered, and concentrated. The residue was
chromatographed on sllica gel (gradlent: acetona/hexanes; 2:8 to 5:5) to
afford the product 18 (55 mg, 51%) ae whits solid. HRMS (FAB) calcd for
CarHeoNyOs [M+H] 894.4202; found 694.4310,

The presant invention relates to novel HCV protease Inhibitors. This
utity can be manlfestad in their abllity to inhibit the HCV NS2/NS4a serine
protease. A general procetiure used for such mantfestation la detafled by the
following In viiro assay.

Assay for HOV Protoase [nhibitory Activity;

Soectroohotometric Assay; Spacirophotometric aesay for the HCV serine
protease was performed on the inventive compounds by following the
procedure described by R. Zhang ef a/, Analyfical Blochemistry, 270 (1990)
2068-275, the diaclosure of which la Incorporated hereln by reference. The
assay based on the proteclyals of chromogenic ester subsirates Is sultable for
the continuoue monitoring of HCV NS3 protease activity. The substrates were
derived from the P skie of the NSSA-NS5B Junction sequence (Ac-
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DTEDVVX(Nva), whare X = A or P) whose C-tarminal carboxyl groups were
esterified with one of four different chromophoric alcohols (3- or 4-nitrophenol,
T-hydroxy-4-methyl-coumarin, or 4-phanylazophenal). lllustrated below are
the synthesis, characterization and application of these novel
spactrophotometric ester substrates to high throughput scresning and detalled
kinetic evaluation of HCV NS3 protease Inhibitors.

Materials and Methodg:

Materials: Chemical reagents for assay relatad buffers were obtained
from Sigma Chemical Company (St. Louls, Missourl). Reagents for peptide
syntheasls were from Aldrich Chemicals, Novablochem (San Diego, Callfomia),
Applied Blosystema (Foster City, Callfornia) and Pereeptive Blosystams
(Framingham, Massachusetts). Peptides were synthesizad manually or on an
automated AB| model 431A synthestzer (from Applled Blosystems). UV/VIS
Spactrometer model LAMBDA 12 was from Parkin Eimer (Norwalk,
Connecticut) and 86-wall UV plates were obtained from Coming (Coming,
New York). The prewaming block was from USA Sclentific (Ocala, Florida)
and the 98-well plate vortexer Is from Labline Instruments (Meiroge Park,

i \iiinoie). A Spectramax Plue microtiter plate reader with monochrometer was

obtained from Molecular Devicea-(Sunnyvale, Callfornia).

Enzyme Preparation, Recombinant heterodimeric HCV NS3/NS4A protease
(strain 1a) was prepared by using the procedures published previously (D. L.
Sall ot al, Blochemistry, 37 {1898) 3382-3401). Protein concentrations were
detarmined by the Blored dye method using recombinant HCV protease
standards previously quantified by amino acld analysis. Prior to assay
Initiation, the enzyme storage buffer (50 mM eodium phosphate pH 8.0, 300
mM NaCl, 10% glycerol, 0.05% lauryl mattoside and 10 mM OTT) was
exchanged for the agsay buffer (25 mM MOPS pH 6.5, 300 mM NaCl, 10%
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glycerol, 0.05% lauryl maltoside, § uM EDTA and 5 uM DTT) utllizing a Biorad
BIo-Spln P-8 prepackad column.

BS ication: The synthesls of the substrates was
done as raportad by R. Zhang et al, (ibid.)-and Is Initlated by anchoring Fmoc-
Nva-OH to 2-chiorotrityl chioride resin using a standard protocol (K. Barlos et
al, Int. J. Pept. Protein Res., 37 (1881), 513-520). The peptides were
subsequently assembled, using Fmoc chemistry, slther manually or on an
automatic ABI model 431 peptide synthesizer. The N-acetylated and fully
protected peptide fragments were cleaved from the resin elther by 10% acstic
ackd (HOAc) and 10% trifluoroethanal (TFE) in dichloromethane (DCM) for 30
min, or by 2% trifluoroacstic acld (TFA) In DCM for 10 min. The combined
fitrate and DCM wash wae evaporated azeotropically (or repeatedly extracted
by aqueous Na2CO3 solution) to remove the acld ueed In cleavage. The DCM
phase was dried over Na2S04 and evaporsted.

The ester substrates were assembled using standard acid-alcohol
coupling procedures (K. Holmber ef &/, Acta Chem. Scand., B33 (1979) 410-
412). Paptide fragments were dlssolved in anhydrous pyridine (30-60 mg/mi)
to which 10 molar equivalents of chromophore and a cetalytic amount (0.1
8q.) of para-toluenesulfonic acld (pTSA) were added.
Dicyclohexylcarbodlimide (DCC, 3 eq.) was added o initiate the coupling
reactions. Product formation was monitored by HPLC and could be found to
ba complate following 12-72 hour reaction at room temperature. Pyridine
solvent was evaporeted under vacuum and further removed by azeotropic
evaporation with toluene. The peptide ester was deprotected with 85% TFA in
DCM for two hours and exiracted three imes with anhydroua ethyl ether to
remove excess chromophore. The deprotectad substrate wae purified by
revarsed phase HPLC on a C3 or C8 column with a 30% to 60% acetonitrile
gradient (ueing six column volumes). The overall yleld following HPLC
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purification was approximataely 20-30%. The molecular mase can be
confirmed by electroapray lonlzation mass spectroscopy. The substrates were
stored In dry powder form under desiccation.

SRACIra O ducte: Specira of subetrates and the
cormapondlng chromophoro products ware obtained in the pH 6.5 assay
buffer. Extinction coefficients were determined at the optimal off-peak
wavelength In 1-cm cuvettas (340 nm for 3-Np and HMC, 370 nm for PAP and
400 nm for 4-Np) uaing muttiple diutions. The optimal off-peak wavelength
was defined as that wavelength yielding the maximum fractional difference In
absorbance between subatrate and product (product OD - substrate
ODYsubstrate OD).

Protease Assay: HCV prolsase assays wers parformed at 30°C using a 200
pl reaction mix In a 86-well microtiter plats. Assay buffer conditions (26 mM
MOPS pH 8.5, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 0.05% lauryl maltoalde, 5 M
EDTA and § uM DTT) were optimized for the NSI/NS4A heterodimer (D. L
Sali ef al,-ibid.)). Typically, 150 pl mixtures.of buffer, substrate and inhibitor
were placed In wells (final concentration of DMSO =<4 % viv) and allowed to
preincubate et 30 *C for approximately 3 minutss. Fifty yls of prewarmed
protease (12 nM, 30°C) in assay buffar, was then ueed to inltlate the reaction
(final volume 200 pl). The platse were monliored over the length of the assay
{60 minutes) for change In absorbance st the appropriate wavelength (340 nm
for 3-Np and HMC, 370 nm for PAP, and 400 nm for 4-Np) using a
Spectromax Plus microtiter plate reader equipped with a monochrometer
(acceptable results wae obtained with plate readars thet utllize cutoff filters).
Proteolylic cleavage of the ester linkage bstween the Nva and the
chromophore was monitored at the appropriate wavelength against a no
enzyms blank as a control for non-enzymatic hydrolysls. The evaluation of
substrate kinetic parameters wae performed over a 30-fold substrate
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concentration range (~8-200 uM). Initial velocities were determined using
linear regression and kinetic constants are obtained by fitiing the date to the
Michaelis-Mentan equation using non-linear regression analysla (Mac Curve
Fit 1.1, K. Raner). Tumaover numbers (keat) ware calcuisted agsuming the
enzyme Is fully active.

. ore and |nsactivetors; The Inhibltion constants (Ki) for the
nnmpeﬂﬂvo inhibitors Ac-D-{D-Gla}-L-I-{Cha)-C-OH (27), Ac-DTEDVVA(Nva)-
OH and Ac-DTEDVVP(Nva)-OH were determined experimentally at fixed
concentrations of enzyme and subsirate by plotting vo/v] vs. Inhibitor

concentration ({1] o) according to the rearranged Michaelis-Menten equation
for competitive inhibition kinetics: voM = 1 + [1] o /(K (1 + [S] o0 /Km)), where
vp ls the uninhibited Initial velocity, vi Is the Iinltial velocity In the presence of
inhibitor at any given Inhibitor concentration ([Tlo) and [S]p Ie the substrate
concentration used. The resulting data were fitted using linear regression and
the resulting slope, 1/(Kj(1+[S}] de) was usead to calculate the KJ* valus.

The thus-cbiained KI* values for some of the Inventive compounda are shown

JIn Table 2 and Table 3.
Table 2
Entryin \
Table Structure Ki*
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While the present invention has besn described with In conjunction with
the specific embodiments set forth above, many altematives, modifications
5 and other varisiions thereof wil be apparent to those of ordinary skill in the
art. All such altsmatives, modifications and variations are intended to fall
within the spirit and scope of the present invention.
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What la claimed la:

1. A compound, or enantiomsrs, stereclsomers, rotamaers, tautomers,
diastereomers, or racemates of sald compound, or a pharmaceutically
acceptable salt, solvate or ester of sald compound, sald compound having the
general structure shown In Formula 1:

E J
! R
R R " _
0 o]
Y/G\ZXH/H\H\O

o] R
Formula
whereln:

R' s H, OR", NR°R", or CHR®R'®, wherein R®, R* and R" can be the
sams or different, each being independently selected from the group
conaleting of H, alkyl-, anyl-, heteroalkyl-, heteroaryl-, cycloalkyl-, cycloalkyl-,
arylalkyl-, and hetarcarylalkyl;

E and J can be the same or different, each being independently
aslectad from the group consisting of R, OR, NHR, NRR?, SR, halo, and
S(02)R, or E and J can ba directly connected to each other to form elther a
three to sight-memberad cycloalkyl, or a three to elght-membered heterocyclyl
molety;

Z (8 N(H), N(R), or O, with the provieo that when Z Is O, G Is present or
abeant and if G Is present with Z being O, then G is C(=0);
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G maybe present or absent, and if G Is present, G Is C(=O) or S(02),
and when G Is absent, Z ia directly connected to Y;
Yis uleotedfrommegmupoomltl ng of:

P o ;32?'1"5@-
2 e
0wy ¥y o *‘i{m“?
segioenveloenive)
7R
R e R o g R oo
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R, R7, R?, R}, R* and R® can be the same or different, each being
independently selected from the group conaslsting of H, aliyl-, alkenyl-,
alikynyl-, cycloalkyl-, heteroaliyl-, heterocyciyt-, aryl-, heteroaryl-,
(cycloalkyl)alkyl-, (heterocyciyljaikyl-, aryl-alkyi-, and heteroaryl-alkyl-, wherein
each of said heteroslkyl, heteroary! and heterocyciy! independently has one
to six oxygen, nitragen, sulfur, or phosphorus atoms;
whareln each of sald alkyl, heteroalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl,
cycloalkyl and haterocyclyl moleties can be unsubetituted or optionally
Independently substiiuted with one or more moieties selected from the group
consiating of alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, aralkyl, cycloalkyl, hetsrocyciyi, halo,
hydroxy, thio, alkoxy, aryioxy, alkyithio, aryithio, amino, amkdo, ester,
carboxyllc acid, carbamate, uraa, ketone, aldehyde, cyano, nitro, sulfonamido,
sulfoxide, sulfone, sulfonyl urea, hydrazide, and hydroxamate.

2.  The compound of claim 1, wherein R’ is NR"R', and R*Is H, R" Is H
or R*, wherein R* Is alkyi, aryl, heteroalkyl, heteroaryl, cycioaliyl, alkyl-aryl-,
alky-heteroaryl-, aryl-alkyl-, alksny!, alkyny! or hateroaryl-alkyt-.

3.  The compound of claim 2, whereln R* |a selected from the group
consisting of:
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4, Theeompoundofdalm1 wherein R? lualactndfrmnth e group
consisting of the followin ng moleties:

BLg ol
{‘.j;ﬁ.f,}f.
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33,55

whereln R* Is OH or O-alkyl; and
R% Is H, C(O)CH3, C{0)OtBu or C(O)N(H)iBu.
5 6  The compound of clalm 5, wherein R? is seleciad from the group
consisting of:

5 S S S S S
585,85
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8.  The compound of claim 1, wherein Z Is NH.
8.  The compound of claim 1, wherein Z Is N(R).

10. The compound of claim 1, wherein Z Is O, G Is preaent or absent and If
G is present G s C(=0).

11.  The compound of claim 1, whereln G Is present and ls C{=0) or §(03).

12. The compound of claim 1, wherein Y s selected from the group
conslsting of:

r*ﬁ rv\t,;’%;\i)[“ofé:
= p*;“u,

X=05,NH X=05,NH

W
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is selected from the group consisting of:

e J S

14. The compound of claim 1, wherein Gs absent.
5 15. A pharmacsutical composition comprising as an active ingredient at

least one compound of claim 1.
18. The pharmaceutical composition of claim 15 for use In treating
dieorders assoclated with HCV.
17. The pharmaceutical composition of claim 15 additionally comprising at

10 least one pharmaceutically acceptable camier.
18. The pharmacsutical composition of claim 17, additionally contalning at
least one antiviral agent.
18. The pharmacetticai composition of ciaim 18, still additfonally
contalning st least one Interferon.
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20. The phamaceutical compoaltion of claim 18, wherein saki at least one
antiviral agent ls ribavirin and sald at least one interferon is a-interferon or
pegylatad interferon.

21. A method of treating disordars assoclated with the HCV, sald method
comprising administering to a patient in need of such treatment &
phamaceutical composition which comprises therapeutically sffective
amounts of at least one compound of claim 1.

22. The methad of ciaim 21, wherein sald administration ia oral or
subcutaneous.

23. The use of a compound of claim 1 for the manufacture of a
medicament to treat disorders associated with the HCV.

24. A method of preparing & pharmaceutical compoaltion for freating the
disorders aesoclated with the HCV, sald method comprising bringing info
Intimate contact at least one compound of claim 1 and at least one
pharmaceutically acceptable carer.

25. A compound exhibiting HCV proteasa inhibitory activity, or
enantiomers, starecisomers, rotamare, tautomers, diastereomers, or
racemates of sald compound, or a pharmaceutically acceptable salt, solvate
or ester of saki compound, sald compound being selected from the
compounds of structures (isted below:

R R
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28. A compound nantiomers, stereolsomars, rotamars, tautomers,
dlastereomers, o namata of sald compound, or a phal rmaoauﬂeully
acceptable salt, solvate or ester of ldcumpound seld compound being

5 selected from the compounds of structures listed below:
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27. A pharmaceutical composition for treating disorders associated with the
5 HCV, sald composition comprising therapeutically sffective amotuint of one or

more compounde In claim 28 and a pharmeacsutically acceptable carrier.
28.  The pharmaceutical composition of claim 27, additionally contalning at
laast one antiviral agent.
20, The pharmaceutical compostilon of claim 28, stlll additionally

10 contalning at lsast one Interferon or PEG-Interferon alpha conjugate.
30. The pharmacsutical composition of clalm 29, whersin sald at laast one
antiviral agent is ribavirin and sald at least one intarferon Is a-interferon or
pegylatad Interferon.
31. A method of treatment of a hepatitis C virus assoclated disorder,

15 comprising administering an effective amount of one or more compounds of
clalm 26.
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32. A method of modulating the activity of hepatitis C virus (HCV) proteass,
comprising contacting HCV prutease with one or more compounds of claim
26.

33. A method of treating, preventing, or ameliorating one or more
aymptoms of hepstitis C (HCV), comprising adminlatering a therapeutically
effactive amount of one or more compounds of cialm 26.

34. The method of claim 33, whersin the HCV protease Is the NS3/NS4a
proteass.

35. The methed of claim 33, whersin the compound or compounds Inhibit
HCV NS3/NS4a protease.

38. A method of moduleting the processing of hepatitis C virus (HCV)
polypeptide, comprialng contacting a composition containing the HCV
polypeptide under conditiona In which saki polypeptide ls procassed with one
or more compounds of claim 26.

37. A compound of clalm 1in purified form.
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NHIBIDORES DE LA NS3/NS4A SERINA PROTEASA DEL VIRU
DE LA HEPATITIS C

Campo de la Invenclién
La presente invencién se refiere a nuevos inhibidores de proteasas del

virus de la hepatitis C ("VHC"), composiciones farmacéuticas que contienen uno o
mas de tales inhibidoras, métodos para preparar tales inhibidores y métodos para
utilizar tales inhibidores para tratar la hepatitis C y trastomos mlqéionados. Esta
invencién ademds revela nuevos compuestos macrociclicos como inhibldores de
la NS3/NS4a serina proteasa del VHC. La presente solicitud reivindica la priorided
de la solicitud de patente provisoria estadounidense Acta nimero 60/528845
presentada el 11 de diciembre de 2003.

Antecedentes de Ia invencién

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de ARN de hebra simple en
sentido positivo que ha sido considerado como al principal agente causal de la
hepatitis no-A no-B (NANBH), particularmente en la NANBH asociada a la sangre
(BB-NANBH) (ver Publicaclén de Solicitud de Patante Internacional No. WO
89/64669 y Publicacion de Solicitud de Patente Europea No. EP 381 216). La
NANBH debe distinguirse de otros tipos de enfermedad hepética inducida por
virus, tal como el virus de la hepatitis A (VHA), el virus de la hepatitis B (VHB),
virus de la hepatitis delta (VHD), el citomegalovirus (CMV) y el virus Epstein-Barr
(EBV), como asl también de otras formas de enfermedad hepética tales como el
alcoholismo y la cirrosis biliar primaria.

Recientemente, una proteasa del VHC para el procesamiento de
polipéptidos y replicacién viral ha sido identificada, clonada y expresada; (ver, por
ejemplo, la Patente Estadounidense No. 5.712.145). Esta poliprotelna de
aproximadamente 3000 eminoécidos contiene, desde el extremo amino terminal

hasta el extremo carboxilo terminal, una proteina de nucleocépside (C), proteinas
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de envoliura (E1 y E2) y varlas proteinas no estructurales (NS1, 2, 3, 4a, 5a y 5b).
La NS3 es unes proteina de aproximadamente 68 kda, codificada bor
aproximadamente 1893 nucledtidos del ganoma del VHC, y tiene dos démini
distintos: (a) un dominio de serina proteasa que consiste en eproximadamente

200 de los aminoécidos N-terminales y (b) un dominic de ATPasa dspendiente de

ARN en el extremo C-terminal de la proteina. La proteasa NS3 es considerada un

miembro de la familia de quimotripsinas debido a las similltudes en la secuencia
proteica, la estructura tridimensional global y el mecanismo de catélisis. Otras
enzimas del tipo quimotripsina son la elastasa, el factor Xa, la trombine, la
tripsina, la plasmina, [a uroquinasa, tPA y PSA. La NS3 serina proteds del VHC
es responsable de la proteblisis del polipéptido (poliprotelna) en las uniones
NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a y NS5a/NSSb y de este modo es
responsable de generar cuatro proteinas virales durante la replicacién viral, Esto
ha hecho de la NS3 serina proteasa un blanco atractivo para la quimioterapia
antiviral. Los compuestos de la invencién pueden Inhibir tal proteasa. También
pueden medular el procesamiento del polipéptido del virus de la hepatitis C
(VHC).

Se ha determinado que Ia proteina NS4a, un polipéptido de
aproximadamente 6 kda, es un co-factor para la actividad de serina proteasa de
NS3. La auto-ruptura de la unidn NS3/NS4a por la NS3/NS4a serina protsasa
ocurre intramolecularmente (es decir, en cis) mientras que los otros sitics de
ruptura se procesan intramolecularmente (es decir, en irans).

El anélisis de los sitios de ruptura naturales pera la pmtéasa del VHC
reveld |a presencia de cistelna en P1 y serina en P1' y que estos residuos se
conservan estrictamente en las uniones NS4a/NS4b, NS4b/NS5a y NS5a/NS5b.
La unibn NS3/NS4a contiene una treonina en P1 y una serina en P{'. La

sustitucién Cys—Thr en NS3/NS4a se postula para explicar el requerimiento del
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procesamiento ¢is més que el trans en esta unién. Ver, por elemplo, Pizzl et al,
(1994) Proc. Natl, Acad, Sci (USA) _91:688-892, Failla et al, (1996) Folding &
Design 1:3542, E! sitio de ruptura de NS3/NS4a también es més tolerante a la
mutagénesis que los otros sitios. Ver, por eilemplo, Kollykhalov et al, (1894) J,
Virol. 68:7525-7533. También se ha hallado que se requieren residuos acldicos en
la regién corriente arriba del sitio de ruptura para una ruptura eficiente. Ver, por
sjemplo, Komoda et al, (1994) J, Virol, 68:7351-7357.

Los inhibidores de la proteasa del VHC que han sido informados incluyen
antioxidentes (ver, Publicacién de Solicitud de Patente Internacional No. WO
98/14181), ciertos péptidos y anélogos peptidicos (ver, Publicacién de Solicitud de
Patente Internacional No. WO 88/17678, Landro (1957) Biochem. 36:9340-
9348, Ingallinella ef al. (1998) Biochem. 37:8906-8914, Llinas-Brunet et gl. (1998)
Bioorg. Med. Chem. Lett. 8:1713-1718), Inhibidores basados en el polipéptido
eglin ¢ de 70 aminoédcidos (Martin et al, (1998) Biochem, 37:11459-11468, la
afinidad de los inhibidores seleccionada del inhibidor de tripsina secretora
pancredtica (hPSTI-C3) y repertorios de minibodies (MBip) (Dimasi et al. (1997) J.
Virol.  71;7461-7469), cVxE2 (un fragmento de anticuerpo de dominio variable
*camelizado”) (Martin ot al.(1997) Protein Eng, 10:607-614), y ai-
antiquimotripsina (ACT) (Elzouki et al.) (1997) J, Hepat, 27:42-28). Recientements
se ha revelado una ribozima diseflada para destruir selectivamente el ARN del
virus de la hepatitis C (ver, BioWorid Toda;/ 8(217): 4 (Noviembre 10, 1998)).

También se hace referencia a las Publicaciones PCT No. WO 98/17679,
publicada el 30 de abril de 1998 (Vertex Pharmaceuticals Incorporated); WO
98/22496, publicada el 28 de mayo de 1998 (F. Hoffmann-La Roche AG); y WO
99/07734, publicada el 18 de febrero de 1999 (Boehringer Ingelheim Canada
Ltd.).
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El VHC se ha vinculado a la cirrosis del higado y a la induccién del
carcinoma hepatocelular. El pronéstico para los pacientes que sufren de la
infeccién por VHC es normalmente pobre. La infeccién por VHC es més dificil de
tratar que otras formas de hepatitis debido e la falta de inmunidad o remisién
asociada con la infeccién por VHC. Los datos actuales indican un porcantaje de
supervivencia inferior al 50% en los cuatro afios posteriores al diagnéstico de
cirrosis. Los pacientes diagnosticados con carcinoma hepatocelular resecable
localizado tienen un porcentaje de supervivencia de cinco afios del 16 al 30%,
mientras que los pacientes con carcinoma hepatocelular no resecable localizado
tienen un porcentaje de supervivencia de cinco afios inferior al 1%. _ -

Se hace referencia al documento WO 00/59929 (US 8.608.027, Ceslonario:
Boehringer Ingelheim (Canadd) Lid.; Publicada Octubre 12 de 2000) que revela

los derivados peptidicos de formula:
Rm

K5

Se hace referencia a A. Marchetti et a/, Synlett, $1, 1000-1002 (1988), que
describe la sintesis de andlogos biciclicos de un inhibidor de la NS3 proteasa del

VHC. Un compuesto revelado en la misma tisne la férmula:
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También se hace referencia a W. Han et al, Bioorganic & Medicinal Chem.
Lett, (2000) 10, 711-713, que describe la preparacién de ciertas a~cetoamidas, a-
cetoésteres y a-dicetonas que contienen funcionalidades alilo y etilo. _ |

También se hace referencia a WO 00/09558 (Cesionario: B ehringer
Ingelheim Limited; Publicada Febrero 24 de 2000), que revela derivados
peptidicos de férmula:

Y ;§

donde se definen los diversos elementos. Un compuesto ilustrativo de esa serie

También se hace referencia a WO 00/09543 (Cesionario. Boshringer

Ra

Ingelheim Limited; Publicada Febrero 24 de 2000), que revela derivados
peptidicos de férmula:




donde sse definen los diversos elementos. Un compuesto ilustrativo de esa serie
es:

También se hace referencia a la Solicitud Estadounidense 6.508.027
(Boehringer Ingelheim, Canadd) que revela inhibidores de NS3 proteasa del tipo:

mst?p
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Las terapias actuales para la hepatitis C incluyen el interferén-a (INFg) y
terapia de combinacién con ribavirina e interferén. Ver, por eilemplo. Bererr_iguer at
al. (1998) Proc, Assoc. Am. Physicians 110(2):98-112. Estas terapias adolecen de

un bajo porcentaje de respuesta sostenido y frecuentes efectos colaterales. Ver,

por ejemple, Hoofnagle et al. (1997) N, Engl. J. Med. 336:347. Actuaimente, no se
dispone de ninguna vacuna para la infeccién por el VHC.

donde se definen los diversos resios.

Ademéds se hace referencia a WO 01/74768 (Cesionario. Veriex
Pharmaceuticals Inc) p{.lblicada el 11 de octubre de 2001, que revela ciertos
compuestos de la sigulente férmula general (R estd definido en la misma) como

inhibidores de la NS3-serina proteasa del virus de la hepatitis C:
()\I)f?\
e o,

Un compuesto especifico revelado en el documento WO 01/74768 mencionado
anteriormente tiene la siguiente férmula:
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También se hace referancia a W002/18389 (Eli Lilly & Company), que
revela inhibidores de proteasas. Un compuesto ilustrativo revelado en la misma

tiene |a estructura:
Q:"i"h,,n -
oY y N ‘_)Y"‘
e

También se hace referencia a WO03/006480 (Vertex Pharmaceuticals),
que revela inhibidores de proteasas bicliclicos con grupos puente. Un compuesto

ilustrativo revelado en ia misma tiene la estructura:
% H Q9 H
o ' Q\TN‘H\I'NV

Crmyce

ojo

Las Publicaciones PCT WO 01/77113, WO 01/081325, WO 02/081988, WO
02/08256, WO 02/08187, WO 02/08244, WO 02/48172, WO 02/08251 y la
Solicitud de Patente Estadounidense, Acta No. 10/0562.388, presentada el 18 de
enero de 2002, revelan varios tipos de péptidos y/u otros compuestos como
inhibidores de NS3/NS4a serina proteasa del virus de la hepatitis C. Més aun, las
solicitudes estadounidenses pendientes Acta No. 60/506.637 presentada el 26 de
septiembre de 2003, 60/497.749 presentada el 26 de agosto de 2003 y
60/523.715 presentada el 20 de noviembre de 2003 revelan diversos tipos de
inhibidores de proteasas. Las descripciones de esas solicitudes se incorporan a la
presente como referencia

Existe la necesidad de nuavos tratamientos y terapias para la infecciéon por
VHC. Existe la necesidad de compuestos Utiles en el tratamiento o prevencién o

alivio de uno o mas sintomas de la hepatitis C.
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Existe la necesidad de métodos de tratamiento o prevencién o alivio de uno
0 més sintomas de la hepatitis C.

Existe la necesidad de métodos para modular la actividad de las serina
proteasas, particularmente la NS3/NS4a serina proteasa del VHC, utilizando los
compuestos provisios en la misma.

Existe la necesidad de métodos para modular el procesamiento del
polipéptido de VHC utilizando los compuestos provistos en la presente.

Breve Descripclién de la Invencién

La publicacién WO 02/08244 antes mencionada revela ampliamente varios
compuestos. Los Solicitantes hallaron que un tipo especifico de compuestos
exhibe sorprendentemente una buena actividad inhibidora de la NS3/NS4a serina
proteasa del VHC. De este modo, en sus muchas realizaciones, la presente
invencién provee una nueva clase de inhibidores de la proteasa del VHC,
composiciones farmacéuticas que contienen uno o més de los compuestos,
metodos para preparar formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o més
de tales compuestos, y métodos de tratamiento o prevencién del VHC o alivio de
uno 0 mas de los sintomas de la hepatitis C utilizando uno 0 més de tales
compuestos ¢ una o més de tales formulaciones. También se proveen métodos
para modular la interaccién de un polipéptido de VHC con la proteasa del VHC.
Entre los compuestos provistos en la presente, se prefieren los compuestos que
inhiben la actividad de la NS3/NS4a serina proteasa del VHC. De este modo, la
presente invencién revela un compuesio, o enantidmeros, estereocisémeros,
rotameros, tautémeros, diastereémeros, o racematos de dicho compuesto, o una
sal, solvato o éster aceptable para usc farmacéutico de dicho compuesto,

teniendo dicho compuesto la estructura general que se muestra en la Férmula |
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en la cual:

R es H, OR®, NR'"R", 0 CHRR"’, donde R®, Ry R'® pueden ser iguales o
diferentes, seleccionandose cada uno en forma independiente del grupo integrado
por H, alquile-, arilo-, heteroalquilo-, heteroarilo-, cicloalquilo-, cicloalquilo-,
arilalquilo-y heteroarilalquilo;

E y J pueden ser iguales o diferentes, seleccionéndose cada uno en forma -
independiente del grupo integrado por R, OR, NHR, NRR?, SR, halo y §(02)R, o E
y J pueden conectarse directamente entre sl para formar un cicloalquilo de tres a
ocho miembros, o un resto heterociclilo de tres a ocho miembros;

Z es N(H), N(R) u O, con la salvedad de que cuando Z es O, G estd
presente o ausente y si G esté presente cuando Z es O, entonces G es C(=0);

G pueda estar presents o ausente, y si G estd presente, G es C(=0) o
S(032), y cuando G esta ausente, Z esté directamente conectado a Y;

Y se selecciona del grupo integrado por:
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R, R’, R R? R*y R® pueden ser iguales o diferentes, seleccionandose
cada uno en forma independiente del grupo integrado por H, alquilo-, alquenilo-,
alquinilo-, cicloalquilo-, heteroalquilo-, heterociclilo-, arilo-, hetsroarilo-,
(cicloalquil)alquilo-, (heterociclil)alquilo-, aril-alquilo-, y heteroaril-alquiio-, donde
cada uno de dichos heteroalquilo, heteroarilo y heterociclilo tiene en forma
independiente de uno a seis atomos de oxIgeno, nitrégeno, azufre o fésforo;
donde cada uno de dichos restos alquilo, heteroalquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo y heterocicliilo pueden estar no sustituidos u
opcionalmente sustituidos en forma independients con unoc o mas restos
seleccionados del grupo integrado por alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo,
e._: cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, tio, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, amino,
amido, éster, &cido carboxllico, carbamato, urea, cetona, aldehldo, ciano, nitro,
sulfonamido, sulféxido, sulfona, sulfonil urea, hidrazida e hidroxamato.

" Los compuestos representados por la Férmula 1, por si mismos o en
combinacién con uno o més agentes adecuados adicionales descriptos en la
presente, pueden ser Utiles para el tratamiento de enfermedades tales como VHC,
VIH, (SIDA o Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida), y trastomos
relacionados, como asf también para moduler la actividad de la proteasa del virus
de la hepatitis C (VHC), prevenir el VHC, o aliviar uno o més sintomas de la
hepatitis C. Tal modulacidn, tratamiento, prevencién o alivio puede realizarse con
L o los compuestos de la in\}encién como asl también con composiciones
farmacéuticas o formulaciones que comprenden tales compuestos. Sin limitarse a
la teorla, se cree que la proteasa del VHC puede ser la NS3 o NS4a proteasa. Los
compuestos de la invencién pueden inhibir tal proteasa. Ademés pueden modular

el procesamiento del polipéptido del virus de la hepatitis C (VHC).
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Descripcién Detallada
En una realizacion, la presente invencidn revela compuestos que estdn

representados por la Férmula 1 o su sal, solvato o éster aceptable para uso
farmacéutico, donde los diversos restos son como se definieron anteriormente.

En ofra realizacién, R' es NR°R'?, donde R® es H, R™ es H o R, donde
R™ es alquilo, arilo, hetercalquilo, heteroarilo, cicloalquilo, alquil-arilo-, alquil-
heteroarilo-, aril-alquilo-, alquenilo, alquinilo o heteroaril-alquilo-.

En otra realizacién, R'* se selecciona del grupo integrado por:

."'-,MQ' !\H:-d' 14
&H?:F'Iw),-s, 1*&-—)11:

l~on.  j-ome, TUSOMe  AyTion

Me Me Me
Yo Yj\fj *H\@ x)\c
Me \N ‘ ' y . a h '
5 Me .
D L2 A, Y0
! 18 £ LI ! Y . .

En otra realizacién, R? se selecciona del grupo integrado por los siguientes
rastos:
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donde R* es OH u O-alquilo; y
R®2 g5 H, C(O)CHs, C(0)OtBu 0 C(O)N(H)tBu.

En otra realizacién, R® se selecciona del grupo integrado por:

cl-laj:crla. °“a%ﬁ“= , c“’iﬂ*"‘. g{\””’ , % .

N
43—5 O_Q_;
3@-'
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donde
Y se selecciona del grupo integrado por: OR, NHR y NRR”
e

Y* gg selacciona del grupo integrado por:

o) L M
A XYY R Y

En ofra realizacién, Z es NH.

En otra realizacion, Z as N(R).

En otra realizacién, Z es O; cuando Z es O, entonces G puede estar
presente o ausente, y si G estd presente cuando Z es O, entonces G es C(=0).

En otra realizacién, G esté presente y G as C(=0) o S(0,).

En ofra realizacién, G esta ausente.

En otra realizacién, Y se selecciona del grupo integrado por:



x-O.S.l."H X=0,5, NH X=0.,8, NH
H,«“Y [5)_, oA N /Y‘
(L, w0y W i—{)

NN a0y X=0,5,NH

}f‘ if f‘ xa%m fﬁ
eVl Nle g e
a,. o a8 O’W’-

x-O;S.NH
A A AN >|?5\ .
et AL TN , &
A=O,NH

En otra realizacién, el resto:
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se selecciona del grupo integrado por:

En general, los simbolos que contienen flechas en un resto !i y 2
representan los puntos conectores del resto a las posiciones respectivas que se

muestran en la estructura progenitora, por ejemplo en la Férmula |.
Aun otra realizacién de la invencién revela algunos de los compuestos de

la invencién de Férmula | en la Tabla 1. También se revela en la Tabla 1 ia
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Tal como se utilizé anteriormente y a lo largo de la presente ravelacién, los
siguientes términos, & menos que se indique lo contrario, tendrén los siguientes
significados:

"Paciente" incluye tanto seras humanos como animales.

‘Mamifero® significa seres humanos y otros animales mamfferos.
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"Alquilo” significa un grupo hidrocarbonedo elifético que puede ser de
cadena recta o ramificada y comprende aproximadamente 1 a apraximadamente
20 &tomos de carbono en la cadena. Los grupos alquilo preferidos contienen
aproximadamente 1 a aproximadamente 12 dtomos de carbc.ano en la cadena. Los
grupos alquilo més preferidos contienen aproximadamente 1 a apfc-aximadamente
6 adtomos de carbono en la cadena. Ramificada significa que uno o més grupos
alquilo inferior tal como metilo, etilo o propilo, se unen a una cadena de alqﬁilo
lineal. “Alquilo inferior" significa un grupo que tiene aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 &tomos de carbono en la cadena que puede ser recta o
ramificada. El término "alquilo sustituido” significa que el grupo alquilo puede estar
sustituido con uno o mds sustituyentes que pueden ser iguales o diferentes, cada
sustituyente se selecciona en forma independiente del grupo integrado por halo,
alquilo, arilo, ciclcalquilo, ciano, hidroxi, alcaxi, eiquilttio, amino, -NH(alquilo), -
NH(cicloalquilo), -N(alquilo),, -N(alquilo)s, carboxi y —=C(0)O-alquilo. Ejemplos no
limitantes de grupos alquilo adecuados incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo
y t-butilo.

"Alquenilo” significa un grupo hidrocarbonado elifitico que contiene al
menos un doble enlace carbono-carbono y que puede ser recto o ramificado y
comprende aproximadamente 2 a aproximadamente 15 dtomos de carbono en la
cadena. Los grupos alquenilo preferidos tienen aproximadamente 2
aproximadamente 12 dtomos de carbono en la cadena; y més preferentemente
aproximadamente 2 a aproximadamente 6 &tomos de carbono en la cadena.
Ramificado significe que uno 0 més grupos alquilo inferior tal como metilo, etilo o
propilo, se unen a8 una cadena alquenilo lineal, " alquenilo inferior” significa
eproximadamente 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono en la cadena que
puede ser recta o ramificada. El término “elquenilo sustituido” significa que el

grupo alquenilo puede estar sustituido con uno o més sustituyentes que pueden
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ser iguales o diferentes, cada sustituyente se selecciona en fdrma Independiente
del grupo integrado por halo, alquilo. arilo, cicloalquilo, ciano, alcoxi y —S{alquilo).
Ejemplos no limitantes de grupos alquenilo adecuados incluyen etenilo, propenilo,
n-butenilo, 3-metilbut-2-enilo, n-pentenilo, octenilo y decenilo. _

"Alquinilo” significa un grupo hidrocarbonado alifético que contiene al
menos un triple enlace carbono-carbono y que puede ser recta o ramificada y
comprende aproximadamente 2 a aproximadamante 15 dtomos de carbono en la
cadena. Los grupos elquinilo preferidos tienen aproximedamente 2 a
aproximadamente 12 &tomos de carbono en la cadena; y més prefersntemente
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 atomos de carbono en la cadena.
Ramificado significa que uno o mas grupos alquilo inferior tal como matilo, etilo o
propilo, 88 unen a una cadena de alquilo lineal. "Alguinilo fnfaﬂor" significa
aproximadamente 2 a aproximadamente € atomios de carbono en la cadena que
puede ser recta o ramificada. Ejemplos no limitantes de grupos aiquinilo
adecuados incluyen etinilo, propinilo, 2-butinilo y 3-metilbutinilo. El término "
alquinilo sustituido” significa que el grupo alquinilo puede estar sustituldo con uno
o més sustituyentes que pueden ser iguales o diferentes, cada sustituyente se
salecciona en forma independiente del grupo integrado por alquilo, arilo y
cicloalquilo.

“Arilo" significa un sistema anular monociclico o multiciclico aromético que
comprende aproximadamente 6 a aproximadamente 14 Atomos de carbono,
preferentemente aproximadamente 6 a aproximadamente 10 &tomos de carbono.
El grupo arilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o més "sustituyentes
del sistama anular” que pueden ser iguales o diferentas, y son como se definieron
en s presente. Ejemplos no limitantes de grupos arilo adecuados incluyen fenilo y
natftilo,
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"Heteroarilo" significa un sistema anular monociclico o multiciclico que
comprende aproximadamente 5 a aproximadamente 14 étomos del anillo,
preferentemente aproximadamente 5 a aproximadamente 10 &tomos del énillo, en
el cual uno o mas de los atomos del anillo es un elemento diferente a carbono, por
ejemplo nitrégeno, oxigeno o azufre, solo o en combinacién. Heteroarilos
preferidos contienen aproximadamente 5 a aproximadamente 8 dtomos del anillo.
El "heteroarilo" puede estar opcionalmente sustituido con uno o més
“sustituyentes del sistema anular' que pueden ser iguales o diferentes, y son
como se definieron anteriormente. E! prefijo aza, oxa o tia antes del nombre ralz
heteroarilo significa que al menos un atomo de nitrégeno, oxigeno o azufre
respactivamente, esté prasenta como un dtomo de anillo. Un étomo de nitrégeno
de un heteroarilo puede oxidarse opcionaimente al correspondiente N-Gxido.
Ejemplos no limitantes de heteroarilos adecuados incluyen piridilo, pirazinilo,
furanilo, tienilo, pirimidinilo, piridona (incluyendo piridonas N-sustituidas),
isoxazolilo, isotiazolilo, oxazolilo, tiazolilo, pirazolilo, furazanilo, pirrolilo, pirazolilo,
triazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, pirazinilo, piridazinilo, quinoxalinilo, ftalazinilo,
oxindolilo, imidazof1,2-a]piridinilo, imidazo[2, 1-bltiazolilo, benzofurazanile, indolilo,
azaindolilo, benzoimidazolilo, benzotienilo, quinolinilo, imidazolilo, tienopiridilo,
quinazolinilo, tienopirimidilo, pirrolopiridilo, imidazopiridilo, isoquinolinilo,
benzoazaindolilo, 1,2,4-triazinilo, benzotiazolilo y similares. El término “heteroarilo”
ademés se refiere a restos heteroarilo parcialmente saturados, por ejemplo,
tetrahidroisoquinolilo, tetrahidroquinolilo y similares.

"Aralquilo”" o “arilalquilo® significa un grupo aril-alquilo- en el cual el arilo y
alquilo son como se describieron previamente. Los aralquilos preferidos
comprenden un grupo alquilo inferior. Ejemplos no limitantes de grupos aralquilo
preferidos incluyen bencilo, 2-fenetilo y naftaleniimetilo. El enlace al resto

progenitor. es a través del alquilo.
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"Alquilarilo” significa un grupo alquil-arilo- en el cual el alquilo y arilo son
como se describieron previamente. Los alquilarilos preferidos comprendsn un
grupo alquilo inferior. Un ejemplo no limitante de un grupo alquilarilo adecuado es
tolilo. El enlace al resto progenitor es a través del arilo,

"Cicloalquilo® significa un sistema anular mono- o multiciclico no aromético
que comprende aproximadamente 3 a aproximadamente 10 dtomos de carbono,
preferentemente aproximadamente 5 a aproximadamente 10 &omos de carbono.
Los anillos cicloalquilo preferidos contienen aproximadamente 5§ a
aproximadamente 7 atomos del anillo. El cicloalquilo puede estar opcionalmente
sustituido con uno o més “sustituyentes del sistema anular"' que pueden ser
iguales o diferentes, y son como se definieron anteriorments. Ejemplos no
limitantes de cicloalquilos monociclicos adecuados incluyen cicloprdpilo,
ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y similares. Ejemplos no limitantes de
cicloalquilos multiciclicos adecuados incluyen 1-decalinilo, norbomnilo, adamantilo
y similares, como asf también especies parcialmente saturadas tales como, por
ejeamplo, indanilo, tetrahidronatftilo y similares.

"Halégeno® o "halo” significa fldor, cloro, bromo, o yodo. Se prefieren flGor,
cloro y bromo.

"Sustituyente del sistema anular’ significa un sustituyente unido a un
sistema anular aromatico o no aromético que, por ejemplo, reemplaza un
hidrégeno disponible en el sistema anular. Los sustituyentes del sistema anular
pueden ser iguales o diferentes, selecciondndose cada uno en forma
independiente del grupo integrado por alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
heteroarilo, aralquilo, alquilarilo, heteroaralquilo, heteroarilalquenilo,
heteroarilalquinilo, alquilheteroarilo, hidroxi, hidroxialquilo, alcoxi, ariloxi, aralcoxi,
acilo, aroilo, halo, nitro, ciano, carboxi, alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo,

aralcoxicarbonilo, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, heteroarilsulfonilo, alquiltio, ariltio,
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heteroariltio, aralquiltio, heteroaralquiltio, cicloalquilo, heterociclilo, -C(=N-CN)-
NHz, -C(=NH)-NHz, -C{=NH)-NH(alquilo), Y:YzN-, Y;YzN-alquilo-, Y1Y2NC(O)-,
Y3Y2NSO2 y -SOzNY, Y2, donde Y; y Y2 pueden ser iguales o diferentes y se
seleccionan en forma independiente del grupo integrado por hidrdgeno, aiquilo,
arilo, cicloalquilo, y aralquilo. "Sustituyente del sistema anular" ademés puede
significar un resto Unico que reemplaza simultdneamente dos hidrégenos
disponibles en atomos de carbono adyacentes (un H sobre cada dtomo) en un
sistema anular. Ejemplos de tales restos son metilendioxi, etilendioxi, -C{(CHas)z- v

similaras que forman restos tales como, por ejemplo:

0 0,

“Heterociclilo" significa un sistema anular monociclico o multiclclio_o
saturado no aromatico que comprende aproximadamente 3 a aproximadamente
10 4tomos del anillo, preferentements aproximadamente 5 a aproximadamente 10
étomos del anillo, en el cual uno o0 mas de los atomos en el sistema anuiar es un
elemento diferente a carbono, por ejemplo nitrégeno, oxigeno o azufre, solo o en
combinacidn. No existen dlomos de oxigeno y/o azufre adyacentes presentes en
el sistema anular. Los heterociclilos breferidos contienen aproximadamente 5 a
aproximadamente 6 atomos del anilio. E! prefijo aza, oxa o tia antes del nombre
ralz de heterociclilo significa que al menos un &tomo de nitrégeno, oxigeno o
azufre respectivamenie estd presente como un dtomo del anillo. Cualquier ~NH
en un anillo heterociclilo puede existir protegido tal como, por ejemplo, un grupo -
N(Boc), -N(CBz), -N(Tos) y similares; tales protacciones ademdas se consideran
parte de esta invencién. El heterociclilo puede estar opcionalmente sustituido con
uno o més "sustituyentes del sistema anular” que pueden ser iguales o diferentes,

y son como se definieron en la presente. El dtomo de nitrégeno o azufre del
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heterociclilo puede estar opcionalmente oxidado al correspondiente N-Oxido, S-

éxido o S,8-diéxido. Ejemplos no limitantes de anillos heterociclilo monociclicos

adecuados incluyen piperidilo, pirrolidinilo, piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,

tiazolidinilo, 1,4-dioxanilo, {etrehidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, lactama, lactona, y
similares.

Debe observarse que en [os sistemas anulares que contienen

hetercéiomos de esta invencién, no hay grupos hidroxilo en los atomos de

carbono adyacentes a un N, O o S, como tampoco hay grupos N o S en el

carbono adyacente a otro heteroatomo. De este modo, por ejemplo, en el anillo:
4

5| ;’
N
H
no hay -OH unido directamente a los carbonos marcados 2 y 5.
También debe observarse que las formas tautoméricas tales como, por
ejemplo, los restos:
x
L
\ >
H y N “oH
se consideran equivalentes en ciertas realizaciones de esta invencién.
“Alquinilalquilo® significa un grupo alquinil-alquilo- en el cual el alquinilo y
alquilo son como se describieron previamenie. Los alquinilaiquilos preferidos
contienen un alquinilo inferior y un grupo alquilo Inferior. El enlace al resto
progenitor es a travas del alquilo. Ejemplos no limitantes de grupos aiquinilalquilo
adecuados incluyen propargilmetilo,
"Heteroaralquilo" significa un grupo heteroaril-alquilc- en el cual el
heteroarilo y alquilo son como se describieron previamente. Los heterocaraiquilos

preferidos contienen un grupo alquilo inferior. Ejemplos no limitantes de grupos
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aralquilo incluyen piridilmetilo, y quinolin-3-iimetilo. El enlace al resto progenitor es
a través del alquilo.

"Hidroxialquilo" significa un grupo HO-alquilo- en el cual el alquilo es como
se definié previamente. Los hidroxialquilos preferidos contienen alquilo inferior.
Ejemplos no limitantes de grupos hidroxialquilo adecuados incluyen hidroximetilo
y 2-hidroxietilo.

"Acilo" significa un grupo H-C(O)-, alquilo-C{0O})- o cicloalquilo-C(0O)-, en el
cual los diversos grupos son como se describieron previamente. El enlace al resto
progenitor es a fravés del carbonilo. Los acilos preferidos contienen un alquilo
inferior. Ejemplos no limitantes de gn.ipos acilo adecuados incluyen formilo, acetilo
Y propanoilo.

"Aroilo" significa un grupo aril-C{0)- en el cual el grupo arilo es como se
describié previamente. El enlace al resto progenitor es a través del carbonilo.
Ejemplos no limitantes de grupos adecuados incluyen benzolio y 1- natftollo.

"Alcoxi" significa un grupo alquil-O- en el cual el grupo alquilo s como se
describia previ;mente. Ejemplo-s -n; —I}n;it-a-ﬁtes d-e -grup.os alcc;xi -adecuados
incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi y n-butoxi. E! enlace al resto
progenitor s a {ravés del oxigeno del éter.

"Ariloxi" significa un grupo aril-O- en el cual el grupo arilc es como se
describié previamente. Ejemplos no limitantes de grupos arilox] adecuados
incluyen fenoxi y nafioxi. El enlace al resto progenitor es a través de! oxigeno del
éter.

"Aralquilaxi” significa un grupo aralquil-O- en el cual el grupo aralquilo es
como se describid previamente. Ejemplos no limitantes de grupos aralquiloxi
adecuados incluyen benciloxi y 1- o 2-naftalenmetoxi. El enlace al resto progenitor

es a través del oxigeno del éter.
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"Alquiltio" significa un grupo alquil-S- en el cual el grupo alquilo as como se
describié previamente. Ejemplos no kmitantes de grupos alquiltio adecuados
inciuyen metiltio y etiltio. El enlace al resto progenitor es a ravés dal azufre.

"Ariltic" significa un grupo aril-S- en el cual el grupo erilo @s como se
describié previamente. Ejemplos no limitantes de grupos ariltio adecuados
incluyen feniltio y naftiltio. El enlace al resto progenitor es a través del azufre.

"Aralquiltio” significa un grupo aralquil-S- en el cual el grupo aralquilo es
como se dascribié previamente. Un ejemplo no limitante de un grupo aralquiltio
adecuado es benciltio. El enlace al resto progenitor es a través del azufre.

"Alcoxicarbonilo" significa un grupo alquil-O-C(0O)-. Ejemplos no limitantes
de grupos alcoxicarbonilo incluyen metoxicarbonilo y etoxicarbonilo. El enlace al
resto progenitor es a través del carbonilo.

"Ariloxicarbonilo” significa un grupo aril-O-C(O)-. Ejemplos no limitantes de
grupos ariloxicarbonilo adecuados incluyen fenoxicarbonilo y neftoxicarbonilo. El
enlace al resto progenitor es a través del carbonilo.

"Aralcoxicarbonilo" significa un grupo aralquil-O-C(0)-. Un ejemplo no
limitante de un grupo aralcoxicarbonilo adecuado as benciloxicarbonilo. El enlace
al resto progenitor es a través del carbonilo.

"Alquilsulfonilo" significa un grupo alquil-S(03)-. Los grupos preferidos son
aquellos en los cuales el grupo elquilo es alquilo inferior. El enlace al resto
progenitor es a través del sulfonilo.

"Arilsulfonilo” significa un grupo aril-§(02)-. El enlace al resto progenitor es
a través del sulfonilo.

E! término “sustituido® significa que uno o més hidrégencs en el étomo
designado se reemplaza con una seleccién del grupo indicado, siempre que la
valencia normal del étomo designado bajo las circunstancias existentes no se

exceda, y que la sustitucibn dé por resultado un compuesio estable. Las
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combinaciones de ios sustituyentes y/o variables son permitidas sblo si tales
combinaciones dan por resultado compuestos estables. Por "compuesto estable"
o “estructura estable® se entiende un compuesto que es lo suficientemente fuerte
como para sobrevivir al aislamiento en un grado Util de pureza a partir de una
mezcla de reaccién, y la formulacién en un agente terapéutico eficaz.

El término "uno o0 mas™ o "el menos unc”, cuando indica la cantidad de
sustituyentes, compuestos, agentes de combinacién y similares, se refiers al
menos a uno, ¥ hasta la cantidad méxima de sustituyentes, compuestos, agentes
de combinacion y similares permitidos para uso quimico y flsico, que estdn
presentes © Se adicionan, depéndiendo del contexto. Tales técnicas y
condcimiento son bien conocidos por los expertos en la técnica.

El término "opcionalmente sustituido® significa la sustitucién opcional con
los grupos, radicales o restos especificados.

El término "aislado" o "en forma aislada" para un compuesto se refiere al
estado flsico de dicho compuestq después de ser aislado de un proceso de
;Intesis o fuente natural o- su comb}naciéﬁ. El término "purificado” o "en forma
purificada" para un compuesto se refiere al estado fisico de dicho compuesto
después de haberse obtenido de un proceso o procesos de purificacion descriptos
en la presente o conocidos por el experto en |a técnica, en suficiente pureza & ser
caracterizable por técnicas anallticas estdndar descriptas en la presente o bien
conocidas por los expertos en la técnica.

Debe observarse ademés que se presume que cualquier heterodtomo con
valencias no satisfechas en el texto, esquemas, ejemplos y tablas en la presente,
tiene el(los) &tomo(s) de hidrégeno para satisfacer las valencias .

Cuando un grupo funcional en un tompuesto se denomina "protegido”, esto
significa que el grupo estd en forma modificada para evitar réacciones colaterales

no deseadas en el sitio protegido cuando el compuesto se somete a una reaccién.
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Los grupos protectores adecuados serdn reconocidos por los experios en la
tacnica asf como también por referencia a libros de texto esténdar tales como, por
ejemplo, T. W. Greene ef al, Protective Groups in organic Synthesis (1991), Wiley,
New York.

Cuando cualquier variable (por ejemplo, arilo, heterociclo, R2, etc.) ocurre
mas de una vez en cualquier constituyente 0 en la Férmula 1, su definicién en
cada aparicion es independiente de su definicién en otra aparicién.

Tal como se utilliza en la presente, el término “composicién® abarca un
productoc que comprende los ingredientes especificados en las cantidades
especificadas, asl como también cualquier producto que resulta, directa o
indirectamente, de la combinacién de los ingredientes especificados en las
cantidades espaciﬁcadas.

Se contemplan ademés en la presente profidrmacos y solvatos de los
compuestos de la invencion. El término "proférmaco”, tal como se emplea en la
presente, denota un compuesto que es un precursor de farmaco que, al
.administrarlo a un sujeto, se somete a una conversibn quimica por procesos
metabdlicos o quimicos para dar un compuesto de Férmula 1 o su sal y/o solvato.
Se provee una discusion sobre profarmacos en T. Higuchi y V. Stella, Pro-drugs
as Novel Delivery Systems (1987) 14 ds la A.C.S. Symposium Series, y in
Bioreversible Carriers in Drug Design, (1987) Edward B. Roche, ed., American
Pharmaceutical Association & Pergamon Press, las cuales se incorporan a la
presente en su {otalidad como referencia.

"Solvato" significa una asociacidn fisica de un compuesto de asta invencidn
con uno o mas moléculas de solvente. Esta asociacién fisica involucra grados
variablas de unidn idnica y covalente, incluyendo la unién de hidrégeno. En ciertas
circunstancias el solvato podra aislarse, por ejemplo cuando una o més moléculas

de solvente se incorporan en la reticula ds cristal del sélido cristalino. “Solvato"
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abarca tanto solvatos aislables como los de fase solucién. Ejemplos no limitantes
de solvatos adecuados incluyen etanolatos, metanolatos, y similares. "Hidrato" es
un solvato donde la molécula de solvente es Hz0.

"Cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se utiliza para
describir una cantidad de compuesto o una composicién de la presente invencién
eficaz para inhibir la(s) CDK(s) y de este modo producir el efecto terapéutico, de
alivio, inhibidor o preventivo deseado.

Los compuestos de Férmula 1 pueden formar sales que estdn ademas
deniro del alcance de esta invencidn. Se hace referencia a un compuesto de
férmula 1 para incluir referencia a sus sales, a menos que se indique lo contrario.
El término "sal(es)’, tal como se emplea en la presente, denota sales écidas
formadas con &cidos inorgénicos y/u orgénicos, asl como también sales bésicas
formadas con bases inorgénicas y/u orgénicas. Ademés, cuando un compuesto
de Férmula 1 contiena un resto béasico, tal como, pero sin limitacién, una piridina o
imidazol, y un resto acido, tal como, pero sin limitarse a un acido carboxilico, se
pueden formar zwiterionas ("sales internas®) y se incluyen dentro del término
"sal(es)" tal como se utiliza en la presente. Se prefieren las sales aceptables para
uso farmacéutico (es decir no-téxicas, aceptables para uso fisiolégico), si bien
otras sales también son Utiles. Se pueden formar sales de los compuesios de
férmuta 1, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de formula 1 con una
cantidad de &cido o base, tal como una cantidad equivalente, en un medic tal
como uno en el cual la sal precipita o en un medio acuoso seguido de liofilizacion.

Ejemplos de sales de edicién con acidos incluyen acetatos, ascorbatos,
benzoatos, bencensulfonatos, bisulfatos, boratos, butiratos, citratos, alcanforatos,
alcanforsulfonatos, fumaratos, clorhidratos, bromhidratos, yodhidratos, lactatos,
maleatos, metansulfonatos, naflalensulfonatos, nitratos, oxalatos, fosfatos,

propionatos,  salicilatos, succinatos, sulfatos, tariratos, tiocianatos,
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toluensulfonatos (también conocidos como tosilatos) y similares. Mds aln, los
écidos que en general se consideran adecuados para la formacién de sales (tiles
para uso farmacéutico a partir de compuestos farmacéuticos bésicos se
mencionan, por ejemplo, en P. Stahl et a/, Camille G. (eds.) Handbook of
Pharmaceutical Salts. Properties, Selection and Use. (2002) Zurich: Wiley-VCH;
S. Berge et &/, Journal of Pharmaceutical Sciences (1977} 66(1} 1-19; P. Gouild,
International J. of Pharmaceutics (1986) 33 201-217; Anderson et al, The Praclice
of Madicinal Chemistry (1996), Academic Press, New York; y en The Orange Book
(Food & Drug Administration, Washington, D.C. en su sitio web). Estas
revelaciones se incorporan a la presente como referencia.

Ejemplos de sales bé&sicas incluyen sales de amonio, sales de metales
alcalinos tales como sales de sodio, litio y potasio, sales de metales alcalino
térreos tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases orgénicas (por
ejemplo, eminas orgénicas) tales como diciclohexilaminas, t-butil aminas, y sales
con aminoécidos tales como argining, lisina y simila_(es. Grupos baésicos que o
ct.:n-ti-eﬁen nitrbgen-o se pued;n cuaternizar con agéntes {ales como haluros de
alquilo inferior (por ejemplo cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo y butilo),
dialquil sulfatos (por ejemplo sulfatos de dimetilo, diefilo y dibutilo), haluros de
cadena larga (por ejemplo cloruros, bromuros y yodurce de decilo, laurilo y
estearilo), haluros de aralquilo (por ejemplo bromuros de bencilo y fenetilo), y
olros.

Todas estas sales de &cidos y sales de bases son sales aceptables para
uso farmacéutico dentro del alcance de la invencién y todas las sales de dcidos y
de bases se consideran equivalentes a las formas libres de los compuestos
correspondientes a los fines de la invencién.

Los é&steres aceptables para uso farmacéutico de los presentes

compuestos incluyen los siguientes grupos: (1) ésteres de é&cido carboxilico
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obtenidos por esterificacién de los grupos hidroxi, en los cuales el resto no
carbonllico de la porcién del &cido carboxflico del grupo éster del alquilo de
cadena recta o ramificada (por ejemplo acetilo, n-propilo, t-butilo o n-butilo),
alcoxialquilo (por ejemplo, metoximetilo), aralquito (por ejemplo bencilo),
ariloxialquilo {por ejemplo fenoximetilo), arilo (por ejemplo fenilo opcionalmente
sustituido con, por ejemplo, haldgeno, alquilo Ci4, 0 alcoxi Ci4 © amino); (2)
ésteres de sulfonato, tales como los da alquilo ¢ aralquilsulfonilo (por ejemplo
metansulfonilo); (3) ésteres de aminoécidos {por sjemplo L-valiio o L-isoleucilo);
(4) ésteres de fosfonato y (5) mono-, di- o trifosfato ésteras. Los ésteres fosfato
pueden ser adicionalmente esterificados, por ejemplo, por un alcohol Ci.20 O Un
derivado reactivo del mismo, o por un 2,3-di (Ce-24)acil glicerol.

Los compuesios de Férmula 1, y sus sales, solvatos, ésteres y
profdrmacos, pueden existir en su forma tautomérica (por ejemplo como una
amida o imino éter). Todas las formas tautoméricas se contemplan en la presente
como parte de la presente invencién.

Todos los esterecisdmeros (por ejemplo isémeros geoméfricos, isémeros
6pticos y similares) de los presentes compuestas (incluyendo los de las sales,
solvatos y praférmacos de los compuestos como asi también las sales y solvatos
de los profdrmacos), tales como los que pueden existir debido a los carbonos
asimétricos sobre varios sustituyentes, incluyendo formas enantioméricas (que
pueden existir ain en ausencia de carbonos asimétricos), formas rotaméricas,
atropoisémeros, y formas diastereoméricas, se consideran dentro del alcance de
la presente invencién, como son los isomeros de posicién (tales como, por
ejemplo, 4-piridilo y 3-piridilo). Los esterecisémeros individuales de los
compuestos de la invencién pusden, por ejemplo, estar sustancialmente libres de
otros isémeros, o pueden estar mezclados, por ejemplo, como racematos o con

otros u ofros esterecisémeros seleccionados. Los centros quirales de la presente
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invencién pueden tener la configuracion S o R segun lo definido por la IUPAC
1974 Recommendations. E! uso de los términos "sal", “solvato" “profdrmaco” y
similares, se aplica igualmente a la sel, solvato y proférmaco de enantiémeros,
esterecisomeros, rotdmeros, tautdmeros, isémeros posicionales, racematos o
proférmacos de {os compuestos de la invencién.

Los compuestos de Férmula 1, y sus saies, solvatos y profarmacos,
pueden existir en sus formas polimérficas. Las formas polimérficas de los
compuestos de Formula |, y de las sales, sclvatos y profdrmacos de los
compuestos de Férmula |, se incluyen en la presents invencion.

Toda forma o formas polimorficas se contemplan en la presente como parte
de la presente invencion.

Debe entenderse que la utilidad de los compuestos de Formula 1 para las
aplicaciones terapéuticas mencionadas en la presente es aplicable a cada
compuesto por sl mismo o a la combinacién o combinaciones de uno o més
compuestos de Férmula 1 segln se ilustra, por ejemplo, en el proximo pérrafo
inmediato. El mismb entendimiento se aplica también a la(las)
composicién(composiciones) farmacéuticas que comprenden tal o tales
compuestos y al(a los) método(s) de tratamiento que involucran tal o tales
compuestos.

Los compuestos de acuerdo con la invencién pueden tener propiedades
farmacolégicas; en particular, los compuestos de Fémula 1 pueden ser
inhibidores de la proteasa del VHC, cada compuesto solo 0 uno o mas
compuestos de Férmula 1 pueden combinarse con uno o més compuestos
seleccionados de dentro de la Férmula 1. El(los) compuesto(s) pueden ser dtiles
para fratar enfermedades tales como, por ejempio, VHC, VIH, (SIDA, Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida), y trastornos relacionados, como asl también para
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modular la actividad de la proteasa del virus de la hepatitis C (VHC), prevenir el
VHC, o aliviar uno o més sintomas de la hepatitis C. _

Los compuestos de Férmula 1 pueden utilizarse para la fabricacién de un
medicamento para tratar trastornos asociados con la proteasa de VHC, por
ejemplo el método comprende poner en contacto Intimo un compuesto de
Férmula 1 con un vehiculo aceptable desde el punto de vista farmacéutico.

En ofra realizaciébn, esta invencién proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden el compuesto o los compuestos de la invencién
como componente activo. Laes composiciones farmacéuticas generalmente
comprenden, de manera adicional, por lo menos un diluyente vehiculo, excipiente
o vehiculo aceptable desde el punto de vista farmacéutico (denominados en forma
colectiva aquf materiales vehiculo). Debido a su actividad inhibidora del VHC,
tales composiciones farmacéuticas poseen utilidad en el tratamiento de la
hepatitis C y trastornos relacionados.

Incluso en otra realizacién, la presente invencién describe métodos para
preparar composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos da. la
invencién como componente activo. En las composiciones farmacéuticas y los
métodos de la presente invencion, los componentes activos se administrarén,
normalmente, mezclados con materiales vehiculo apropiados seleccionados de
manera apropiada con respecto a la forma de administraciéon pretendida, es decir
comprimidos orales, cdpsulas (ya sea rellenas con sélidos, rellenas con
semisélidos o rellenas con llquidos), polvos para constitucién, geles orales,
alixires, granulos dispersables, jarabes, suspensiones y similares, y consistentes
con practicas farmacéuticas convencionales. Por ejemplo, para administraciéon
oral en forma de comprimidos o cépsulas, el componente farmacoldgico activo
puede combinarse con cualquier vehfculo inerte no tdxico aceptable desde el

punto de vista farmacéutico, tal como lactosa, almidén, sacarosa, celulosa,
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estearato de magnesio, fosfato dicélcico, sulfato de calcio, talco, manitol, alcohol
etllico (formas-iiquidas) y similares. Mas ain, cuando se desean o se necesitan,
también pueden incorporarse agiutinantes, lubricantes, agentes desintegrantes y
agentes colorantes apropiados en la mezcla. Los polvos y los comprimidos
pueden estar formados de desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 95
por ciento ds la composicion de la invencién,

Los aglutinantes apropiados incluyen almidén, gelatina, azucares naturales,
edulcorantes a base de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como acacia,
alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol y ceras. Entre los
lubricantes pueden mencionarse para usar en estas formas de dosificacion, &cido
bérico, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, y similares. Los
desintegrantes incluyen almiddn, metilcelulosa, goma guar y similares.

Los agentes saborizantes y edulcorantes y los conservantes pueden
incluirse también cuando corresponda. Algunos de los términos mencionados
anteriomente, es decir, desintegrantes, diluyentes, lubricantes, agiutinantes y
similares, se describen a continuacién en mayor detalie.

En forma adicional, las composiciones de la presente invencion
pueden formularse en forma de liberacidén prolongada para proporcionar la
velocidad de liberacién controlada de cualquiera de uno © mas de los
componentes © componentes activos para optimizar los efectos terepéuticos, es
decir actividad inhibidora de VHC y similares. Las formas de dosificacion
apropiadas para liberacidn prolongada incluyen comprimidos estratificados que
contienen capas de diferentes velocidades de desintegracién o matrices
poliméricas de liberacién controlada impregnadas con los componentes activos y
con forma de comprimido o cépsulas que contienen dichas matrices poliméricas

porosas impregnadas o encapsuladas.
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Las preparaciones de forma llquida incluyen soluciones, suspensiones y
emulsiones. Como ejemplo puede mencionarse agua o solucionss de agua-
propilenglical para inyecciones parenterales o el agregado de edulcorantes u
opacantes para soluciones oreles, suspensiones y emulsiones. Las preparaciones
de forma liquida pueden incluir, ademaés, soluciones para administracién
intranesal.

Las preparaciones en aerosol para inhalacién pueden incluir soluciones y
sélidos en forma de polvo, que pueden astar en combinacién con un vehliculo
aceptable desds el punto de vista farmacéutico tal como gas comprimido inerte,
por &j. nitrégeno.

Para preparar supositorios, primero se funde una cera de bajo punto de
fusion tal como una mezcla de glicéridos de acidos grasos tales como manteca de
cacao, y el componente activo se dispersa de manera homogénea con agitacién o
un mezclado similar. La mezcla homogénea fundida se vierte, luego, en moldes
de tamafio conveniente, se deja enfriar y por consiguiente solidificar.

Se incluyen, ademas, praparaciones- en forma sdélida que tienen como
finalidad convertirse, inmediataments antes de usar, en preparaciones de forma
liquida ya sea para administracién oral o parenteral. Dichas formas flquidas
incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse también por via
transdérmica. Las composiciones trans.dérmicas pueden tener la forma de
cremas, lociones, aerosoles y/o emulsiones y pueden incluirse en un parche
transdérmico del tipo de matriz o de depdsito que son convencionales en el arte
para este fin.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse, ademas, por via

oral, endovenosa, intranasal o subcutdnea.
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Los compuestos de [a invencion pueden comprender, ademds,
preparaciones que se encuentran en una forma de dosificacién unitaria. En dicha
forma, la preparacién se subdivide en dosis unitarias de tamafio apropiado que
contienen cantidades apropiadas de los componentes activos, por €j., una
cantidad efectiva para lograr la finalidad deseada.

La cantidad de la composicién activa de la invencién en una preparacion de
dosis unitaria puede variarse o ajustarse generalmente desde aproximadamente
1,0 miligramo hasta aproximadamente 1.000 miligramos, con preferencia desde
aproximadamente 1,0 hasta aproximadamente 950 miligramos, con mayor
preferencia desde aproximadamente 1,0 hasta aproximadamente 500 miligramos,
y normalmente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 250
miligramos, de acuerdo con la aplicacion particular, La dosis real empleada puede
variar dependiendo de la edad, el sexo, el peso del paciente y la gravedad de la
afeccién tratada. Dichas técnicas son conocidas para aquellas personas con
experiencfa en el arte.

.Generalments, la forma de dosificacién oral para humanos que contiene los
componentes activos puede adminsitrarse 1 o 2 veces por dla. La cantidad y la
frecuencia de la administracidn se regulard de acuerdo con el criterio del médico
tratante. Un régimen generaimente recomendado de dosificacion diaria para
administracién oral puede variar desde aproximadamente 1,0 miligramo hasta
aproximadamente 1.000 miligramos por dla, en una o varias dosis.

A continuacién se describen algunos términos (Hiles:

Cépsula - se refiere a un contenedor o envase especial hecho con metil
celulosa, alcoholes polivinilicos o gelatinas desnaturalizadas o almidén para
retener 0 contener las composiciones que comprenden ios componentes activos.
Las cipsulas de recubrimiento duro se realizan generaimente con mezclas de

gelatinas de pisel de cerdo y hueso de resistencia de gel relativamente elevada. La
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cépsulas misma puede contener pequefias cantidades de colorantes, agentes
opacantes, plasfificantes y conservantes.

Comprimido - se refiere a una forma de dosificacién sdlida comprimida o
moldeada que contiene los componentes activos con diluyentes apropiados. El
comprimido puede prepararse por compresion de mezclas o granulaciones
obtenidas por granulacién en himedo, granulacién en seco o0 por compactacion.

Gel oral - se refiere a los componentes activos dispersos o solubilizados en
una matriz hidrofilica semisdlida.

Polvo para constitucién se refiere a mezclas de polvos que contienen los
componentes activos y diluyentes apropiados que pueden suspenderse en agua o
jugos.

Diluyente - se refiere a sustancias que usualmente conforman la mayor
porcién de la composicién o forma de dosificacion. Los diluyentes apropiados
incluyen aziicares tales como lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; aimidones
derivados del malz, trigo, amoz y papa; y celulosas tales como celulosa
microcristalina. La cantidad de diluyente en la composicion puede variar desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 90% en peso de la composicion
total, con preferencia desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 75%,
con mayor preferencia desde aproximadamente 30 hasta aproximadamente 66%
en peso, incluso con mayor preferencia desde aproximedamente 12 hasta
aproximadamente 60%.

Desintegrante - se refiere a materiales agregados a la composicién para
ayudar a romper (desintegrar) y liberar los medicamentos. Los desintegrantes
apropiados incluyen almidones; almidones modificados "solubles en agua frla"
tales como carboximetil almidén sddico; gomas naturales o sintéticas tales como
acacia, caraya, guar, fragacanto y agar, derivados de celulosa tales como

metilcelulosa y carboximetilcelulosa sédica; celulosas microcristalinas y celulosas



microcristalinas entrecruzadas tales como croscarmeiosa sddica; alginatos tales
como écido alginico y alginato de sodio; arcillas tales como benfonitas; y mezclas
sfervescentes. La proporcidn de desintegrante en la composicién puede variar
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 15% en peso de la
composicién, con mayor preferencia desde aproximadamente 4 hasta
aproximadamente 10% en paso.

Aglutinante - se refiere a sustancias que aglutinan o "pagan” los paolvos y
los hacen cohesivos para formar grénulos, sirviendo asl como el "adhesivo” de la
formulacién. Los aglutinantes agregan fuerza cohesiva ya disponible en el agente
diluyente o aglomerante. Los aglutinantes apropiados incluyen azticares tales
como sacarosa; a@lmidones derivados de malz, irigo, aroz y papa; gomas
naturales tales como acacia, gelatina y tragacanto; derivados de algas marinas
tales como &cido alglnico, alginato de sodio y alginato de amonio y calcio;
materiales que contienen celulosa tales como metiicelulosa y carboximetilcalulosa
sédica @ hidroxipropilmetilcelulosa; polivinilpirrolidona; e inorgénicos tales como
silicato de magnesio y aluminio. La proporcién de aglutinante en la compasicidn
puede variar desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 20% en peso de
la composicidn, con mayor preferencia desde eproximadamente 3 hasta
aproximadamente 10% en peso, incluso con mayor preferencia desde
aproximadamente 3 hasta aproximadamente 6% en peso.

Lubricante - se refiere & una sustancia agregada a la forma de dosificacién
para permitir que el comprimido, los grénulos, etc. luego de haberse comprimido,
se liberen del molde o matriz reduciendo la friccion o roce. Los lubricantes
apropiados incluyen estearatos metdlicos tales como estearato de magnesio,
estearato de calcio 0 estearato de potasio; dcido esteérico; ceras de alto punto de
{fusidn; y lubricantes solubles en agua tales como cloruro de sodio, benzoato de

sodio, acetato de sodio, oleato de sodio, polietilenglicoles y d'l-leucina. Los
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lubricantes normalmenta se agregan en el Gltimo paso antes de la compresién, ya
que deben estar presentes en las superficies de los grénulos y entre ellos y las
partes de la prensa para comprimidos. La proporcion de lubricante en la
composicion puede variar desde aproximadamente 0,2 hasta aproximadamente
5% en peso de la composicién, con preferencia desde aproximadamente 0,5
hasta aproximadamente 2%, con mayor preferencia desde aproximadamente 0,3
hasta aproximadamente 1,5% en peso.

Deslizante - material que evita la aglomeracién y mejora las caracter(sticas
de fluidez de las granulaciones, de modo que el flujo sea suave y uniforme. Los
deslizantes apropiados incluyen didxido de silicio y talco. La proporcién de
deslizante en la composicién puede variar desde aproximadamente 0,1% hasta
aproximadamente 5% en peso de la composicién total, con preferencia desde
aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 2% en peso.

Agentes coloranies - excipientes que proporcionan coloracion a la
eor_nqosicién o la forma de dosificacién. Dichos excipientes pueden incluir
colorantes de grado alimenticio o colorantes de grado alimenticio adsorbidos
sobré un adsorbente apropiado tal como arcilla u éxido de aluminio. La proporcién
de agents colorante puede variar desde aproximadamente 0,1 hasta
aproximademente 5% en peso de la composicién, con preferencia desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 1%.

Biodisponibilidad - se refiere a la velocidad y medida en que el ingrediente
farmacolégico activo o resto terapéutico se absorbe en la circulacién sistémica a
partir de una forma de dosificacién administrada, en comparacién con un esténdar
o control.

Los métados convencionales para preparar comprimidos son conocidos.
Dichos métodos incluyen métodos en seco tales como compresién directa y

compresion de granulacién producida por compactacién, 0 métodos en himedo u
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otros procedimientos especiales. Los métodos convencionales para realizer otras
formas de administracién tales como, por ejemplo, capsulas, supositorios y
similares son asimismo conocidos.

Otra realizacién de la invencién describe el uso de los compuestos de la
invencibn o composiciones farmacéuticas descritos anteriormente para el
tratamiento de enfermedades tales como, por ejemplo, hepatitis C y similares. El
método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de
compuesto o composicidn farmacéutica de la invencién a un paciente que tiene
dicha enfermedad o enfermedades y que necesita dicho tratamiento.

Incluso en otra realizacién, los compuestos de la invencién pueden
utilizarse para el tratamiento del VHC en humanos en modalidad de monoterapia
o en una modalidad de terapia combinada (por ej. combinacién dual, combinacién
triple, etc.) tales como, por ejemplo, en combinacién con agentes antivirales y/o
inmunomoduladores. Algunos ejemplos de dichos agentes antivirales ylo
inmunomeduladores incluyen Ribavin'n_ (de Schering-Plough Corporation,
Madison, New"J;rs-a;) y Levovirin™ (de ICN Pharma-ceuticals. Cosla Mesa,
California), VP 50406™ (de Viropharma, Incorporated, Exton, Pennsylvania), ISIS
14803™ (de ISIS Pharmaceuticals, Carlsbad, California), Heptazyme™ (de
Ribozyme Pharmaceuticals, Boulder, Colorado), VX 497™ (de Vertex
Pharmaceuticals, Cambridge, Massachuselts), Thymosin™ (de SciClone

Pharmaceuticals, San Mateo, California), Maxamine™

(Maxim Pharmaceduticals,
San Diego, California), mofetil micofenolato (de Hoffman-LaRoche, Nutley, New
Jersey), interferén (tal como, por ejemplo, interferén-alfa, conjugados de PEG-
interferdn alfa) y similares. Los "conjugados de PEG-interferbn alfa" son
moléculas de interferdn alfa unidas de manera covalente a una molécﬁla de PEG.
Los conjugados de PEG-interferdn alfa ilustrativos incluyen interferén alfa-2a

(Roferon™, de Hoffman La-Roche, Nutley, New Jersey) en forma de interferén
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alfe-2a pegilado (por e]., comercializado con la mearca Pegasys™), interferén alfa-
2b (Intron™, de Schering-Plough Corporation) en forma de interferén alfa-2b
pegilado (por e]., comercializado con el nombre comercial PEG-Intron™),
interferdn alfa-2c (Berofor Alfa™, de Baehringer Ingelheim, Ingelheim, Alemania) o
interferédn de consenso como se define por detarminacion de una secuencia de
consenso de interferones alfa naturales {Infergen™, de Amgen, Thousand Oaks,
California).

Como ss indicd anteriormente, la invencién incluye también tautémeros,
rotémeros, enantiémeros y otros estereoisémeros de los compuestos de la
invencién. De esie modo, como o apreciara una persona ¢on experiencia en el
arte, algunos de los compusstos de la invencién pueden existir en formas
isoméricas apropiades. Dichas variaciones se consideran dentro dsl alcance de la
invencion.

Otra realizacion de la invencién describe un método de preparacién de los
compuestos descritos aqui. Los compuestos pueden prepararse por varias
técnicas conocidas en el arte. Los procedimientos ilustrativos se definen en los
siguientes esquemas de reaccidn. Las ilustraciones no deben considerarse
limitantes del alcance de la invencién que se define en las reivindicaciones
anexas. Las vias mecanisticas y estructuras andlogas alternalivas serdn cbvias
para los expertos en el arte.

Se debe entender que aunque los siguientes esquemas ilustrativos
describen la preparacion de algunos compuestos representativos de la invencion,
la sustitucién apropiada de cuelquiera de los aminoécidos tanto naturales como
no naturales dara lugar a la formacién de los compuestos deseados en base a
dicha sustitucién. Tales variaciones se consideran dentro del alcance de la

invencién.
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Para los procedimientos descritos a continuacién, se usan las siguientes

ebreviaturas: -~

THF: Tetranidrofurano

DMF: N,N-Dimetilfformamida

EtOAc: Acetato de etilo

AcOH: Acido acético

HOOBt: 3-Hidroxi-1,2,3-benzotriazin4{3H)-ona
EDCI: 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbadiimida clorhidrato
NMM: N-Metiimorfolina

ADDP: 1,1'{Azodicarbobil)dipiperidina

DEAD: Dietilazodicarboxilato

MeOH: Metanol

EtOH: Etanol

Et20: Dietil éter

DMSO: Dimetilsulféxido

HOBt: N-Hidroxibenzotriazol

PyBrOP: Bromo-tris-pirrolidinfosfonio hexafluorofosfato
DCM: Diclorometano

DCC: 1,3-Diciclohexilcarbodiimida

TEMPO: 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloxi

Phg: Fenilglicina

Chg: Ciclohexilglicina

Bn: Bencilo

Bzl: Bencilo

Et: Etilo
" Ph: Fenilo

iBoc: isobutoxicarbonilo
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iPr: isopropilo

'Bu o Bu': ter-Butilo -

Boc: ter-Butiloxicarbonilo

Cbz: Benciloxicarbenilo

Cp: Ciclopentildienilo

Ts: p-toluensulfonilo

Me: Metilo

HATU: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il}-1,1,3,3-tetrametiluronio
DMAP: 4-N,N-Dimetilaminopiridina

BOP : Benzotriazol-1-il-oxi-tris(dimetilamino)hexafluorofosfato

PCC: Clorocromato de piridinio

KHMDS: Hexametildisilazida de Potasio o Bis(trimetilsililamida) de potasio
NaHMDS: Hexamstildisilazida de Sodio o Bis(trimetilsililamida) de sodio
LiIHMDS: Hexametildisilazida de Litio o Bis(trimetilsililamida) de litio

10% Pd/C; Paladio sobre carbon al 10% (en peso).

Ejemplo de Preparacién A4

PSB!
e 4 ) A,
SR
ENj)k "o A h
1
Paso A
[ij\JH + CIeHgN OMe - [N\ ou oM
N ® N o
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Una solucién de &cido pirazincarboxllico 1a (3 g) en 150 ml de
diclorometanc anhidro y 150 ml de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con
HATU (1.4 eq, 6,03 g). Se agregd clorhidrato de L-ciclohexilglicina 1b (1,2 eq,
6,03 g) en pequefias parciones. Luego, se agregd N-metiimorfolina (4 eq, 10 ml, d
0,920) gota a gota. La mezcla de reaccién se entibié en forma gradual hasta la
temperatura ambiente y se agitd durante 20 h. Se eliminaron todos ios volétiies af
vaclo y se disolvid el residuo en 500 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase
organica con agua (100 ml), HCI 1N acuoso (100 ml), solucién acuosa saturada
de bicarbonato de sodio (100 ml), y salmuera (100 ml). Se secd la fase orgénica
sobre sulfato de magnesio, se fillrb y se concentrd a presién reducida. Se
cromatogrefid el residuo sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 5:85 a
3:7) para obtener el producto como un sélido blanco.

Paso B

o 0
N OMe . N o
*ap o

Una solucidn del metil 8ster 1¢ (6,5 g) en 270 ml de una mezcla 1:1:1 de
THFMaOQH/agua se enfrié hasta 0°C y se traté con hidréxido de litio monohidrato
(2,5 eq, 2,45 g). Se agitd la mezcia y se monitored por TLC (acetona/hexanos;
2:8). Una vez que se habla consumido la fotalidad del material inicial, ia mezcla
de reaccién se tratd con 100 ml de HCI 1N acuoso y se concentrd ia mezcia en el
evaporador rotativo. Se agregé diclorometano (250 ml) y se separaron Ias fases.
Se extrajo la fase acuosa con diclorometano (3 x 80 ml). Se secaron las fases
orgénicas combinadas sobre suifato de magnesio, se filtraron y se concentraron

para obtener el producto como un sélido blanco.

Paso C
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El aminoéster 1e se prepard siguiendo el método de R. Zhang and J. S.
Madalengoitia (J. Org. Chem. 1898, 64, 330), con la excepcién de que el grupo
Boc se escindid por reaccién del aminoécido protegido con Boc con HCI
metandlico (HCI 4M en dioxano se empleé también para la desprotaccion).

(Nota: En una variacién de la sintesis mencionada, se reemplazd el iluro de

sulfonio con el comraspondianta iluro de fosfonio).

Paso D
~~
\._-—_/ o K
kel BocHN
e A Bt Ao
10 i T~ 1a

Una solucidn de Boc-ter-Leu 1f (Fluka, 5,0 g, 21,6 mmol) en CHCl;
anhidro/DMF (50 ml, 1:1) se enfri6 hasta 0°C y se tratd con el clorhidrato de amina
1f (5.3 g, 25,7 mmol), NMM (6,5 g, 64,8 mmol) y reactivo BOP (11,6 g, 257
mmol). La reaccién se agité a temp. amb. durante 24h, se diluy6 con HCl acuoso
(1 M) y se extrajo con CHzCl2. Se lavaron las fases orgénicas combinadas con
HCI acuoso 1M, NaHCOs saturado, salmuera, se secaron (MgSOs4), se filtraron y
se concentraron al vacio y se purificaron por cromatografia (SiOz,
Acetona/Hexano 1:5) para obtener 1g como un sélido incoloro.

Paso E
N N

K o 5
BOCHN\:(E.OIOC HCl.HzN\i?:oroc
AN . AN
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Una solucién del metil éster 1g (4,0 g, 10,46 mmol) se d.isol\'rio en HCI 4M

en dioxano y se agité a temp. amb. durante 3 h. La mezcla de reaccién se

' [ 1Y

concentrd al vaclo para obtener el clorhidrato de amina 1h, que se usd sin

purificacion.
Paso F '
~ :
(;)\'rocn. _ " Ms
[N]i%““ * Hcl.H,NYko 0 E— [N]in ”}J"o
N I~ n N ™ 1

Una solucién del acido 1d (100 mg) en 5 ml de diclorometano anhidro y 5
ml de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 202 mg). Se
agregd el clorhidrato de amina 1h (1,2 eq, 146 mg). Luego, se agregd también N-
metilmorfolina (4 eq, 0,17 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agité a 0°C
hasta la mafiana siguiente. Se eliminaron todos los volétlles al vacio y se disolvié
el residuo en 80 mi de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (10 ml),
HCI 1N acuoso (10 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10
ml), y saimuera (10 ml). Se sacd |la fase organica sobre sulfato de magnesio, se
filtrd y se concentrd a presién reducida. Se cromatografié el residuo sobre gel de
sllice (gradiente: acetonathexanos; 1:8 a 4:6) para obtener el producto 11 como un
s6lido blanco.

Paso G
Y Y
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Una solucién del metil éster 11 (180 mg) en 8 mi de una mezcla 1:1:1 de
THF/MeOH/agua se enfrié hasta 0°C y se tratd con hidréxido de litio monohidrato
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(2,5 eq, 35 mg). Se agit6é la mezcla y se monitored por TLC (acetona/hexanos;
3:7). Una vez que se habla consumido la totalidad del material inicial, la mezcla
de reaccibn se traté con 50 ml de HCI 1N acuoso y se concentré la mezcla sobre
el evaporador rotativo. Se agregd diclorometano (80 ml) y se separaron las fases.
Se extrajo la fase acuosa con diclorometano (3 x 50 ml). Se secaron las fases
orgédnicas combinadas sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron

para obtener el producto 1j como un sélido blanco.
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Una solucién del 4cido 1k (2 g) en ‘iOO ml! de diclorometano anhidro y 5 mi
de DMF se tratd con N,O-dimetilhidroxilamina clorhidrato (1,1 eq, 986 mg),
reactivo BOP (1,1 eq, 4,47 g), y N-metiimorfolina (3,3 eq, 3,3 mi, d 0,920) en ese
orden. Se calenté la mezcla hasta 50°C hasta la mafiana siguiente. La mezcia de
reaccién se concentrd hasta la mitad de su volumen y se diluyé con 400 ml de
acetato de etilo. Se lav6 la fase orgénica con agua (80 ml), HCI acuoso 1M (80
ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (80 ml), y salmuera (80
mi). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentrd a
presién reducida. Se cromatografié el residuo sobre gel de sllice (gradiente:
acetona/hexanos; 5:85 a 3.7) para obtener el producto 11 como un aceite
fransldcido.

Paso |
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Una solucién de amida 11 (2,2 g) en 100 ml de THF anhiciro' sle enfrié hasta
°C. Se agregé gota a gota solucién de hidruro doble de litio y aluminlo (1,3 eq). Se
retiré el bafio refrigerante luego de 5 min y se dejé que la mezcla alcanzara ia
temperatura ambients. El andlisis por TLC (acetato de etilo/hexanos; 2:8) mostrd
que se habla consumido todo el material inicial. E! exceso da-LAl-ll 8o desactivd
cuidadosamente con el agregado de gotas de hidrégano' sulfato de sodio acuoso
saturado. Se diluyé la mezcla con 200 ml de éter y se agregd hidrégeno sulfato de
sodio acuoso saturado en pequefias porciones hasta que precipitd un sdlido
blanco. Se filtré la mezcla a través de celite y se lavé el fitrado con 50 ml de
salmuera. Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se
concantrd. Se cromatografié el residuo sobre gel de sllice (gradients: acetato de
etilohexanos; 5:95 a 4:6) para obtener el producto aldehidico 1m como un aceite
incoloro.

Paso J
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Una solucion del aldehido 1m (1,8 g) en 100 mi de diclorometano anhidro
se {ratd con isonitrilo (1,1 eq, 680 mg) y 4cido acético (2 eq, 1,02 mi, d 1,014S).
Se agitd la mezcla hasta la mafiana siguiente. Se eliminaron todos los volétiles al
vaclo y se cromatografid el residuo sobre gel de sflice (gradiente: acetato de
etilo/hexanos; 2:8 a 6:4) para obtener sl producto 1n como un sélido blanco.

Paso K
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Una solucién del acetato 10 (1,6 g) en 60 ml de una mezcia 1:1:1 de
THF/MeOH/agua se traté con hidréxido de litio monohidrato y se agité du:aﬁte
aproximadamente 1 h hasta que se habia consumido todo el material inlcial. segln
lo determind el andlisis por TLC (acetato de etilo/hexanos; 1:1). Se eliminaron los
volatiles en evaporador rotativo y se diluyd el residuo con diclorometano (150 mi).

Se separaron las fases y se diluys la fase acuosa con 30 ml de solucién acuosa

saturada de bicarbonato de sodic y se extrajo con diclorometano (3 x 80 ml). Se

secaron las fases orgénicas combinadas sobre sulfato de magnesio, se filtraron y -

se concentraron para obtener el producto 1p como un sélido blanco.
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La amina N-Boc protegida 1p (1,5 g) se disolvié en 20 ml de HCI 4M en

Paso L

dioxano. La mezcla de reaccién se agité durante aproximadamente 1 h hasta que
se habla consumido todo el material inicial. Se eliminaron todos los volétiles al
vaclo para obtener el producto 1q como un sélido blanco.

Paso M
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Una solucién del &cido 1] (50 mg) en 2 ml de diclorometano anhidro y 2 ml

de DMF anhidra se agitd a 0°C y se tratd con HATU (1,4 eq, 52 mg). Se agregd
clorhidrato de amina 1q (1,2 eq, 26 mg). Luego, se agregd también N-
metiimorfolina (4 eq, 0,042 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agité a 0°C
hasta la mafiana siguiente. Sa eliminaron todos los volatiles al vaclo y se disolvié

¢! residuo en 80 ml de acetato de etilo, Se lavd la fase orgénica con agua (10 ml),




HCI 1N acuoso (10 mi), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10
ml), y selmuera (10 ml). Se sect la fase orgédnica sobre sulfato de magnesio, se

filtrd y se concentrd a presidn reducida. El producto 1r se usd sin purificacién
adicional.
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Una solucién del alcohol 1r (65 mg) en & m! de diclorometano anhidro se
traté con periocdinano de Dess-Martin (3 eq, 121 mg). Se agité la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 45 min. Se traté la mezcla con solucién
acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y solucién acucsa saturada de
bicarbonato de sodio (10 ml) y se agitd durante 15 min. Se extrajo la mezcla con
diclorometano (3 x 20 ml). Se secaron las fases orgénicas comblnadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de silice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a 5:5) para obtener el
producto 1 como un sélido blancoe. HRMS (FAB) calculado para CssHs«N7Og [M+H]
680,4136; experimental 680,4131.

Ejemplo de Preparacién 2

[”Ji%“?@ ,,

Paso A



63

A una solucién de 4-pentin-1-ol, 2a (4,15 g; Aldrich) se agregé periodinano
de Dess-Martin (30,25g; Aldrich) y la mezcla resultante se agité durante 45 min.
antes del agregado de (ter-Butoxicarbonilometilen)trifenilfosforano. (26,75 g;
Aldrich). La reaccién oscura resultante se agité hasta la mafiana siguiente, se
diluyd con acetato de etilo, se lavé con sulfito de sodio acuoso, bicarbonato de
sodio acuoso saturado, agua, salmuera y se secd, Se eliminaron los volétiles a
preslén reducida y se purificd el residuo por cromatografia en columna de gel de
silice usando acetato de etilo al 1% en hexanos como eluyente para dar el
compuesto deseado 2b (3,92g). Se obiuvieron ademés algunas fracciones

impuras pero se dejaron de lado en este momento.

Paso B
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Usando sl alqueno 2b (1,9 g) en n-propanol (20ml; Aldrich)), carbamato de
bencilo (4,95g; Aldrich) en n-propancl (40ml), NaOH (1,29g) en agua (79ml),
hipoclorito de ter-butilo (3,7mi), (DHQ)2PHAL (0,423g; Aldrich)) en n-propanol
(37,5ml), y osmiato de potasio:dihidrato (0,1544g; Aldrich) y el procedimiento
expuesto en Angew. Chem. Int. Ed. Engl (1998), 35, (23/24), pp. 2813-7, dio un
producto bruto que se purificé por cromatografia en columna de gel de sllice
usando EtOAc:Hexanos (1:5) para dar el amino alcohol deseado 2¢ (1,37 g, 37%)
como un sélido blanco.

Paso C
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Al éster 2c (0,700g) se agregd HC| 4M en dioxano (20ml; Aldrich) y la
mezcla resultante se dejd reposar a temperatura ambiente hasta la mafiana
siguients. Se eliminaron los volétiles a presién raducida- para der el 4cido 2d
(0,621g) como un sdlido blanco.

Paso D
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Se agregaron reactivo BOP (3,65 g; Sigma) seguido de trietilamina (3,45
mi) a una solucién en diclorometano (20 ml) del dcido carboxflico 2d (2,00 g) y alil
amina (0,616 ml) a temperatura ambiente y la mezcla resultante se agité hasta la
mafana siguients. La mezcla de reaccién se repartié entre EtOAc y HCI acuoso al
10%. Se separd la fase orgénica, se lavé con bicarbonato de sodio acuoso
salurado, agua, se secd (sulfato de magnesio). El producto de reaccién en bruto
se purific6 por cromatografla en columna de gel de sllice usando
(EtOAc:Hexanos; 70:30) como eluyente para dar la amida dese_ada 2e (1,73 Q)
como un aceite amarillo viscoso.

Paso E
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Una solucién de N-Cbz amina 2e (85,8 mg) en 5 ml de una mezcla 4:1 de

R

écido triflucroacético/sulfuro de metilo se agitd a temperatura ambiente durante



aproximadamente 3 h., Se eliminaron todos los volétiles a presitn reducida, E!

producto 2f se sometié a alto vacio durante aproximadamente 3 h y se usé sin

purificacién adicional.
Paso F
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Una solucién del &cido 1) (50 mg) en 2 ml de diclorometano anhidro y 2 mi
de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 72 mg). La sal de
amina 2f (1,3 eq, 72 mg) se agregd en diclorometano. Luego, se agregd también
N-metilmorfolina (4 eq, 0,042 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agitd hasta la
mafiana siguiente (temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétlles.al vacio y se
disolvié el residuo en 80 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua
(10 ml), HCI 1N acuoso (10 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de
sodio (10 ml), y salmuera (10 mi). Se sect la fase orgénica sobre sulfato de
magnesio, se filtré y se concentré a presién reducida. El producio 2g se usé sin
purificacién adicional.

Paso G
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Una solucién de la hidroxiamida 2g (67 mg) en 5 ml de diclorometano
anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 123 mg). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 45 min. Se traté la mezcla con
solucién acuosa 1M de tiosuifato de sodio (10 mi) y bicarbonaio de sodio acuoso

saturado (10 ml) y se agitd durante 15 min. Se extrajo la mezcla con




diclorometano (3 x 20 ml). Se secaron las fases orgénicas c-omb.indas scbre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatbgraﬁé el residuo
sobre gel de silice (gradients: acetona/hexanos; 2.8 a 4.6) para obtener el
producto 2 como un sélido blanco. HRMS (FAB) calculado para CuHaN;»Og (M+H]
690,3979; experimental 690,3985.

EJemplo de Preparacién 3
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La amina N-Boc protegida 3a (3 g) se disolvid en 60 ml de solucién 4M de
HCI en dioxanos. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente hasta que se habla
consumido todo el material inicial segln la determinacién realizada por TLC
(acetato de etilo/hexanos; 6:4). Luego de 2h, se eliminaron todos los volétiles a
presién reducida para obtener el producto 3b (2,4 g, 98%) como un sélido blanco
que se usd sin purificacién adicional.
Paso B
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Una solucién del écido 1} (150 mg) en 3 mi de diciorometano anhidro y 3 mi
de DMF anhidra se agitd a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 155 mg). El
clorhidrato de amina 3b (88 mg) se agregd seguido de N-metiimorfolina .(4 eq,
0,13 ml, d 0,920). La mezcla de reaccion se agité hasta la mafiana siguiente
(temp O a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvié el residuo
en 50 ml de acetato de etilo. Se lavd la fase orgénica con agua (10 ml), HCI
acuoso 1N (10 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y
salmuera (8 ml). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magneslo, se filtrd y se
concentrd a presidn reducida. El producto en bruto 3¢ (210 mg) se usd sin
purificacion adicional.

Paso C
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Una solucién de la hidroxiamida 3¢ (214 mg) en 10 ml de diclorometano
anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 371 mg). La mezcla de
reaccion se agitd a tempseratura ambiente durante 30 min. Se traté la mezcla con
solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se ‘agité durante 5 min. Se
agregd también solucién acuosa saturada de bicarbonato de sadio (10 ml) y se
continud con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se extrajo ia mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgdnicas combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a 45:55) para obtener el
producto 3 como semisdlido que se disolvié en 2 ml de diclorometano y 10 ml de
hexano, se elimind el solvente a presién reducida para dar el producto 3 como un
sblido blanco (150 mg, 70% para dos pasos). HRMS (FAB) calculado para
CagHs1FaN70s [M+H] 734,3853; experimental 734,3850.



Ejemplo de Preparacién 4
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Una solucitn del dcido 1 (150 mg) en 3 mi de diclorometano anhidro y 3 mi
de DMF anhidra se agitd 2 0°C y se fraté con HATU (1,4 eq, 155 mg). EI
clorhidrato de amina 4a (71 mg) se agregé seguido de N-metilmorfolina (4 eq,
0,13 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agité hasta la mafiana siguiente
(temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvié el residuo
en 50 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (10 ml), HCI 1N
acuoso (10 ml), bicarbonato de sodio acuoso saturado (10 ml), y salmuera (8 ml).
Se secd la fase orgdnica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se conceniré a
presién reducida. El producto en bruto 4b (190 mg) se usd sin purificacion
adicional. -

Paso B
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Una solucién de la hidroxiamida 4b (199 mg) en 10 m| de diclorometano

anhidro se traié con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 371 mg). La mezcla de
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reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté la mezcla con
solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 mi) y se agité durante 5 min, Se
agregd también solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 mll) y 8o
continué con la agitacién durante un adicional de 10 min, Se extrejo la mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas combinadas sobre
sulfato de magnasio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a 4.6) para obtener el
producto 4 coma semisélido que se disolvié an 2 ml de diclorometano y 10 ml de
hexano, se eliminé el solvente a presién reducida para dar el producto 4 (150 mg,
76% para dos pasos) como un s6lido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CasHs4N70g [M+H] 680,4136; experimental 680,4165.

Ejemplo de Preparacldn §
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Una solucitn del écido 1] (150 mg) en 3 mi de diclorometano anhidro y 3 ml
de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 155 mp). El
clorhidrato de amina 5a (76 mg) se .agregd seguido de N-metilmarfolina (4 eq,
0,93 mil, d 0,920). La mezcla de reaccién se apgité hasta la mafiana siguiente
(temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volatiles al vaclo y se disolvid el residuo

en 50 ml de acetato de etilo. Se lavd [a fase orgénica con agua (10 mil), HCI 1N
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acuoso (10 ml), bicarbonato de sodio acuoso saturado (10 mi), y salmuera (8 mi).
Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se concentré a
presién reducida. El producto en bruto §b (200 mg) se usé sin purificacion
adicional.

Paso B

Una solucién de la hidroxiamida 5b (202 mg) en 10 ml de diclorometano
anhidro se tratdé con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 371 mg). La mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambisnte durante 30 min. Se traté la mezcla con
solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agitd durante 5 min. Se
agreg6 también solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml) y se
continud con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se extrajo la mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concantraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de silice (gradiente: acetonahexanos; 2:8 & 45:55) para obtener el
producto 8 como semisdlido que se disolvié en 2 ml de diclorometano y 10 ml de
hexano, se elimind el solvente a presion reducida para dar el producto § (170 mg,
84% para dos pasos) como un sélido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CarHzaN70s [M+H] 684,4292; experimental 694,4294.

Ejemplo de Preparacioén 6
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Una solucién del &cido 1] (150 mg) en 3 mi de diclorometano anhidro y 3 mi
de DMF anhidra se agitb a 0°C y se tratd con HATU (1.4 eq, 155 mg). El
clorhidrato de amina 6a (80 mg) se agregd seguido de N-metilmorfolina (4 eq,
0,13 ml, d 0,920). La mezcla de reaccidén se egité hasta la mafiana siguiente
(temp. O a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvid el residuo
en 50 ml de acatato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (10 mi), HCI 1N
acuoso (10 ml), bicarbonato de sodio acuogo saturado (10 ml), y salmuera (8 mi).
Se sect la fase orgdnica sobre sulfato de magnesio, se filird y se concentrd a

presion reducida. El productio en bruto 8b (205 mg) se usd sin purificacion
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Una solucién de la hidroxiamida 8b (206 mg) en 10 ml de diclorometano
anhidro se trat6 con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 371 mg). La mezcla de
reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté la mezcia con
solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 mi) y se agité durante 5 min. Se
agreg6 bicarbonato de sodio acuoso saturado (10 ml) también y se continué con
la agitacion durante un adicional de 10 min. Se extrajo la mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgédnices combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuc

sobre gel de sllice (gradiente: acelonahexanos; 2:8 a 45:55) para obtener el
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producto 8 como semisélido que se disolvié en 2 m! de didororﬁéténp y 10 mide
hexano, se eliminé el solvente a presién reducida para dar el pfoducto 6 (169 mg,
82% para dos pasos) como un solido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CasHssN70s [M+H] 706,4292; experimental 706,4280,

EjJemplo de Preparacién 7
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Una solucién del écido 1] (80 mg) en 3 ml de diclorometano anhidro y 3 ml
de DMF anhidra se agit6 a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 83 mg). El clorhidrato
de amina 7a (1,1 eq, 40 mg) se agregd seguido da N-metilmorfolina (4 eq, 0,07
ml, d 0,520). La mezcla de reaccién se agité hasta la mafiana siguients (temp 0 a
25'(_.‘.). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvié el residuc en 50 mi
de acetato de etilo. Se lavd Ia fase orgénica con agua (10 mi), HCI 1N acuoso (10
ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y s-almuera (8 ml).
Se secod la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se ﬁltrﬁ y se concentrd a
presion reducida. El producto en bruto 7b (105 mg) se usé sin purificacién
adicional.

Paso B
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Una solucién de la hidroxiamida 7b (108 mg) en 10 ml de diciorometano

anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (3 eq, 198 mg). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté la mezcla con
solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agitd durante 5 min. Se
agregd bicarbonato de sodio acuoso saturado (10 ml) y se continué con la
agitacién durante un adicional de 10 min. Se exirajo la mezcla con diclorometano
(3 x 30 ml). Se secaron las fases orgdnicas combinadas sobre sulfato' de
magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo sobre gel de
sllice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a 45:55) para obtener el producto 7 como
semisodlido que se disolvid en 2 ml de diclorometano y 10 mi de hexano. Se
eliminé el solvente a presién reducida para dar el producto 7 (86 mg, 80% para
dos pasos) como un sélido blanco. HRMS (FAB) calculado para CsHs¢N7Os '
[M+H] 692,4136; experimental 892,4145.

EJemplo de Preparacién 8
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Una solucién del dcido picolinico 8a (1,0 g) en 50 ml de bMF anhidra y 50
ml de diclorometano anhidro se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 4,3 g).
Se agregd metil éter de ciclohexilglicina, clorhidrato (1,1 eq, 1,85 g) seguido de N-
metilmorfolina (4 eq, 3,6 mi, d 0,920). La mezcla de reaccién se agitdé hasta la
mafiana siguiente (temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se
disolvié el residuo en 500 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con
agua {100 ml), HCI 1N acuoso (100 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato
de sodio (100 ml), y salmuera (100 mi). Se secé la fase orgénica sobre sulfato de
magnesio, se filtré y se concentrd a presion reducida. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradienta: acetona/hexanos;, 5:95 a 35:65) para obtener ei

producto 8¢ (1,9 g, 85%) como un semisélido transiucido.
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Una solucién del metil éster 8¢ (1,9 g) en THF/MeOH/H20 (100:100:50) se

traté con hidréxido de litio monohidrato (2,5 eq, 2,82 g) e 0°C. La mezcla de

reaccién se agité hasta que se habla consumido todo el material inictal segun lo

Paso B

determind el andlisis por TLC (acetona/hexanos; 15:85). La mezcla de reaccién se
traté con 100 ml de HCI 1N acuoso (pH de |a mezcla fue de aproximadamente 1)
y se eliminaron todos los volétiles a presién reducida. Se extrajo el residuo con
diclorometano (3 x 100 ml). Se secaron los extractos orgénicos combinados sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El produéfo en bruto 8d (1,6 g,
90%) se usé sin purificacién adicional.

Paso C




Una solucién del écido 8d (235 mg) en 10 ml de DMF anhidra y 10 ml de
diclorometano se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 480 mg). La sal de

* amina 1h (1,1 eq, 300 mg) se agregd seguida de N-metilmorfolina (4 eq, 0,4 ml, d

0,920). La mezcla de reaccion se agitd hasta la mafiana siguiente (temp 0 a
25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvid el residuo en 100 ml
de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (20 mi), HCI 1N acuoso (20
ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y saimuera (10
mi). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filiré y se concentrd
presidn reducida. Se cromatogrefié el residuo sobre gel de sflice {(gradiente:
acetona/hexanos; 5:95 a 4.8) para obtener el producto 8e (440 mg, 83%).

Paso D
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Una solucién del metil éster 8o (440 mg) en 30 ml de una mezcla de
THF/MeOH/H20 (1:1:1) se tratd con hidroxido de litio monohidrato (2,5 eq, 88 mg)
a 0°C. La mezcla de reaccién se agitd hasta que se habla consumido todo el
material inicial segtin la determinacién realizada por TLC (acetona/hexanos; 3:7).
La mezcla de reaccién se traté con 20 m! de HCI acuoso 1N (pH de ia mezcla fue
de aproximadamente 1) y se eliminaron todos los volétiles a presion reducida. Se

extrajo el residuo con diclorometano (3 x 60 ml). Se secaron los extractos
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orgénicos combinados sobra sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron.
El producto en bruto Bf (419 mg, 98%) se usd sin purificacién adicional.
Paso E
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Una solucién del écido 8f (80 mg) en 2 mi de dicloromeﬁno anhidroy 1 m!
de DMF anhidra se agitd a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 85 mg). La sal de
amina 1g (1,1 eq, 38 mg) se agregé seguida de N-metiimorfolina (4 eq, 0,07 ml, d
0,920). La mezcla de reaccién se agité hasta la mafiana sigulente (temp O a
25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vacio y se disolvié el residuo en 50 mi
de acetato de etilo. Se lavd la fase organica con agua (20 ml), HC! 1N acuoso (10
ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sedio (10 ml), y salmuera (10
ml). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y sa concentrd e
presién reducida. E| producto en bruto 8g (105 mg) se usd sin purificacién
adicional.

Paso F
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Una solucibn de la hidroxiamida 8g (0,156 mmol) en 10 ml de
diclorometano anhidro se tratd con periodinano de Dess-Martin (2,3 eq, 152 mg).
La mezcla de reaccitn se agitd a temperatura embiente durante 30 min. Se trat6
la mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agitd durante
5 min. Se agregd solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml) y se
continué con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se axtrajo [a mezcla con

diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases organicas combinadas sobre
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sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 1:9 a 45:55) para obtanar' el
producto 8 como un sélido que se disolvié en 0,5 ml de diclorometano y 5 m{ de
hexano, se elimind el solvente a presién reducida para dar el producto 8 (59 mg,
56% para dos pasos) como un sdlido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CarHssNeOs [M+H] 679,4183; experimental 679,4181.

EJemplo de Preparaclén 9
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Una solucidn del dcido 8f (80 mg) en 2 ml de diclorometenc anhidro y 1 mi
de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 83 mg). Le sal de
amina 4a (1,1 eq, 38 mg) se agregd seguida de N-metilmorfolina (4 eq, 0,07 ml, d
0,920). La mezcla de reeccidn se agité hasta la mafiana siguiente (temp 0 a
25°C). Se sliminaron todos los volétiles al vacfo y se disolvié el residuo en 50 ml
de acetato de etilo. Se lavd la fase orgénica con agua (20 ml), HCI acuoso 1N (10
ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y salmuera (10
mi). Se sech la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se concentrd a
presién reducida. El producto en bruto 9a (105 mg) se usd sin purificacion
adicional.
Paso B
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Una solucién de la hidroxiamida 9a (0,156 mmol) en 10 ml de

diclorometano anhidro se tratd con periodinano de Dess-Martin (2,3 eq, 152 mg).
La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante_ 30 min. Se tratd
la mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 mi) y se agité durante
5 min. Se agregd solucién acuosa saturada de bicarbonato de sb&lo (10ml) y se
continué con la agitacién durante un adicional de 10 min, Se extrajo |a mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgédnicas combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografid el residuo
sobre gel de sllice {gradiente: acetona/hexanos; 1.9 a 4:6). para obtener el
producto 8 como un sélido que se disolvié en 0,5 ml de diclororﬁatano y § ml de
hexano, se eliminé el solvente a presién reducida para dar el producto 8 (68 mg,
64% para dos pasos) como un sélido blanco. HRMS - (FAB) calculado para
CsyHssNeOs [M+H]: 679,4183; experimental 679,4181.

Ejemplo de Preparacion 10
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Una solucién del dcido 8f (80 mg) en 2 ml de diclorometano anhidro y 1 ml
de DMF anhidra se agité a 0°C y se trat6 con HATU (1,4 eq, 83 mg). La sal de

‘amina 5a (1,1 eq, 41 mg) se agregd seguida de N-metiimorfolina (4 eq, 0.67 mi, d

0,820). La mezcla de reaccién se agitd hasta la mafiana siguiente (temp O a
25°C). Se eliminaron todos los volétiles &l vaclo y se disolvié el residuo en 50 mi
de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (20 ml), HCI 1N acuoso (10
ml), solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y salmuera (10
ml). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filiré y se concentrd a

presion reducida. El producto en bruto 10a (105 mg) se usd sin purificacién

SO R

Una solucién de la hidroxiamida 10a (0,156 mmol) en 10 mi de
diclorometano anhidro se tratd con periodinano de Dess-Martin (2,3 eq, 152 mg).
La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se tratd
ia mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agitd durante
5 min. Se agregd bicarbonato de sodio acuoso saturado (10 ml) y se continud con
ia agitacién duranie un edicional de 10 min. Se exirajo la mezcla can
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas-combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de silice (gradiente: acetonahexanos; 1:9 a 4:6) para obtener el
producto 10 como un sélido que se disolvié en 0,5 ml de diclorometano y § ml de
hexano, se elimind el solvente a presion reducida para dar el producto 10 (68 mg,
63% para dos pasos) como un sdlido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CsaHs7NsOp [M+H] 693,4340; experimental 693,4310.
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Ejemplo de Preparacién 11
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Una solucién de N-Boc-cHex-Glicina 11a (916 mg) en 20 hl de DMF
anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 1,88 g). La sal de amina 1h
(1,1 eq, 1,2 g) se agregd en 30 mi de diclorometano anhidrp seguida de N--
metilmorfolina (4 eq, 1,55 mi, d 0,920). La mezcla de reaccién se agitd hasta la
mafiana siguiente (temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se
disolvié el residuo en 250 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase orgénica con
agua (100 ml), HC! 1N acuoso {50 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato
de sodio (50 ml), y salmusera (50 ml). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de
magnesio, se filtré y se concentré a presion reducida. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 5:95 a 25:75) para obtener el
producto 11b (1,65 g, 89%) como un sélido blanco.

Paso B
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Una solucién del metil éster 11b (1,64 mg) en 60 mi a THF/MeOH/MH20

mezcia (1:1:1) se tratd con hidroxido de litio monohidrato (2,5 eq, 330 mg) a 0°C.
Se retiré el bafio de frlo y la mezcla de reaccién se agité hasta que se habla
consumido todo el material inicial segin la determinacién realizada por TLC

(acetona/hexanos; 3.7). La mezcla de reaccién se traté con 50 ml de HCI acuoso

1N (pH de la mezcla fue de aprox. 1) y se eliminaron todos los volétiles a presién’

reducida. Se extrajo el residuo con diclorometano (3 x 100 ml). Se secaron los -

extractos orgdnicos combinados sobre sulfato de magnesio, se fillraron y se
concentraron. El producto 11¢ was obtained como un sélido blanco (1,61 g, 98%)
y se usd sin purificacién adicional.

Paso C
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Una solucién de dcido 11c (248 mg) en 10 ml de diclorometano anhidro y 5
m! de DMF anhidra se agité a O;C y se traté con HATU (1,4 eq, 120 mg). Se
agrego la sal de amina 1g (1,1 eq, 120 mg) seguido de N-metilmorfolina (4 eq,
0,22 mi, d 0,820). La mezcla de reaccién se agité hasta la mafiana sigulente
(temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vaclo y se disolvié el residuo
en 150 ml de acetato de etilo. Se lavd la fase orgéanica con agua (40 ml), HCI 1N
acuoso (20 ml), solucidn acuosa saturada de bicarbonato de sodio (20 ml), y
salmuera (20 ml). Se sec) la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filtré y
se concentrd a presién reducida. El producto en bruto 11d (330 mg) se usé sin
purificacién adicional.

Paso D



Una solucién de ‘la hidroxiamida 11d (0,489 mmol) .en 20 ml de
diclorometano anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (2,3 eq, 152 mg).
La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se tratd
la mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agité durante
5 min. Se agregé solucidn acuosa saturada de bicarbonato de -s.odio (10 ml) y se
continud con la agitacion durante un adicional de 10 min. Se extrajo la mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sdbra éal dé .slli:-:e fgradiente: acetonall'aexantlas; 19 a 4:'6) para =t:btemelr el
producto 11e como un sdlido que se disolvié en 1 m! de diclorometano y 8 ml de
hexano, se elimind el solvente a presidén reducida para dar el producto 11e (280
mg, 85% para dos pasos) como un sélido blanco. HRMS (FAB) calculado para
CaeHeoNsO7 [M+H]: 674,4492; experimental 674,4507. '
EJemplo de Preparacién 12
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La amina N-Boc protegida 11 (80 mg) se disolvié en 5 m'l de 4cido férmico.
La solucién resultante se agito a temperatura ambiente hasta que se habla
consumido todo el material inicial segtn la determinacié:_'l realizada por TLC
(acetona/hexanos; 3:7). Luego de 4 h, se eliminaron los voldtiles a presién
reducida y el residuo se colocd bajo alto vaclo. No se realizé puriﬁchcién adicional
para el producto 12a (70 mg, 98%). '

Paso B
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La sal de amina 12a (0,118 mmol) se disolvié en 5 mi de didommqtano
anhidro y se enfrié hasta 0°C. Se agregé N-metilmorfolina (2,5 eq, 0,032 ml, d
0,920) seguida de anhfdrido pivélico (1,2 eq, 0,028 ml, d 0,810) en 2 ml de
diclorometano anhidro. Se agité la mezcla hasta la mafiana siguiente (temp 0 a
25°C). La mezcla de reaccion se diluyé con 50 mi de diclorometano. Se lavé la
solucién con 10 ml de HCI acuocso 1M, 10 ml de solucién acuosa saturada de
bicarbonato de sodio, y 10 ml de salmuera. Se secé la fase orgénica sobre sulfato
de magnesio, se filtré y se concentré a presién reducida. Se cromatografié el
rasiduo sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 1:9 a 1:1) para obtener el
producto 12 (28 mg, 36%) como un sélido blanco. HRMS (FAE) calculado para
C3aHeoNsOs [M+H] 658,4543; experimental 658,4558.

Ejemplo de Preparacién 13
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Una solucién del écido 1d (90 mg) en 5 m! de diciorometano anhidro y 3 mi
de DMF anhidra se agité a 0°C y se tratd con HATU (1,4 eq, 180 mg). El
clorhidrato de amina 13a (1,0 eq, 128 mg) se agregd seguido de N-metilmorfolina
(4 eq, 0,15 ml, d 0,920). La mezcla de reaccion se agitd hasta la mafiena
siguiente {temp O & 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vacio y se disolvié
el residuo en 80 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase organica con agua (20 ml),
HCI 1N acuoso (15 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (15
ml), y salmuera (15 ml). Se secd la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se
fitrd y se concentrd a presién reducida. Se cromatografid el residuo sobre gel de
gilice (gradiente: acetona/hexanos; 1:9 a 4.6) para dar el producto 13b (160 mg,
80%) como un sélido blanco.
Paso B



El metil éster 13b (160 mg) se disolvié en 15 ml de una mezcla 1:1:1 de
THF/metanol/agua y se tratd con hidréxido de litio monohidrato (25069, 28 mg) a
0°C. La mezcla de reaccidn se entibié en forma gradual up hasta la temperatura
ambiente y se agit6é durante 2 h hasta que se hablia consumido todo el material
inicial. Se agregé HCI acuoso 1M (30 ml) y se eliminaron todos los volétiles en
evaporador rotativo. Se exirajo el residuo con diclorometano (3 x 30 ml). Se
secaron los exiractos orgdnicos combinados sobre sulfato de magnesio, se
filtraron y se concentraron. El producto en bruto 13c (150 mg, 88%) se usé sin
purificacién adicional.

Paso C
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Una solucién del acido 13c (75 mg) en 4 ml de diclorometano anhidro y 2
ml de DMF anhidra se agité a 0°C y se traté con HATU (1.4 eq, 69 mg). El
clorhidrato de amina 7a (1,2 eq, 37 mg) se agregd seguido de N-metilmorfolina (4
eq, 0,06 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agité hasta la mafiana siguiente
(temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los voldtiles al vacio y se disolvié el residuo
en 50 ml de acetato de etilo. Se lavd la fase organica con agua (20 ml), HCI 1N

acuoso (10 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y
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salmuera (10 mi). Se sac) la fase orgénica sobre sulfato de magnesio, se filird y
se concentrd a presion reducida. El producto en bruto 13d se usd sin purificacién
adicional. o
Paso D
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Una solucién de la hidroxiamida 13d (0,130 mmol) en 10 ml de
diclorometano anhidro se tratd con periodinano de Dess-Martin (2,0 eq, 110 mg).

" La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté

la mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agitd durante
5 min. Solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (20 ml) se agregd
también y se continué con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se exirajo
la mezcla con diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas
combinadas sobre sulfato de magnesio, se filiraron y se concentraron. Se
cromatografid el residuo sobre gel de silice (gradiente. acetona/hexanos; 2:8 a
5.5) para obtener el producto 13 (69 mg, 70% para dos pasos) como un sélido
blanco. HRMS (FAB) calculado para Ca2Hs«NyOg [M+H]: 752,4136; experimental
752,4122,

EJemplo de Preparacién 14
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Una solucién del 4cido 13¢ (75 mg) en 4 ml de diclorometano anhidro y 2
ml de DMF anhidra se agité a 0°C y se tratd con HATU (1,4 eq, 69 mg). El

Iz

clorhidrato de amina 4a (1,2 eq, 35 mQ) se agregd seguido de N-metilmorfolina (4
eq, 0,08 mi, d 0,920). La mezcla de reaccion se agitd hasta la mafiana siguiente
(temp 0 a 25°C). Se eliminaron todos los volétiles al vacio y se disolvié el residuo
en 50 mi de acetalo de etilo. Se lavé la fase orgénica con agua (20 ml), HCI 1N
acuoso (10 ml), solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), y
salmuera (10 m!l). Se secd la fase organica sobre sulfato de magnesio, se filtré y
se concentré a presion reducida. El producto en bruto 14a se usé sin purificacién
adicional.

Paso B
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Una solucibn de la hidroxiamida 14a (0,130 mmol) en 10 ml de
diclorometano anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (2,0 eg, 110 mg).
La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté
la mezcla con solucién acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agité durante

5 min. Solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (20 ml) se agregd
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también y se continub con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se exirajo
la mezcla con diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénlbas
combinadas sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se
cromatografié el residuo sobre gel de silice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a
5:5) para obtener el producto 14 (66 mg, 69% para dos pasos) como un sélido
blanco. HRMS (FAB) calculado para C1HsiN7Os [M+H] 740,41386; experimental
740,4146.

EJempio de Preparacién 15

O ..N- n\:)oHrH
. o*%:?’ WY

WM c&w
X A

. 4y m

La amina N-Boc protegida 11 se disolvid en 5 ml de solucion 4M de HCI en

dioxanos. La solucién resuitanie se agitd a temperatura ambiente duranie
aproximadamente 45 min. Se eliminaron todos los volétiles a presién reducida
para obtener el producto 16a (60 mg, 98%) como un sélido blanco. No se llevd a
cabo purificacién adicional para el producto.

Paso B
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Una solucién del dcido nicotinico 15b (12 mg) en 1 mi de DMF anhidra se'
agité a 0°C y se tratd con HATU (1,4 eq, 54 mg). El clorhidrato de amina 15a (1,0
eq, 62 mg) se agregd en 3 ml de diclorometano anhidro seguido de N-
metiimorfolina (4 eq, 0,05 ml, d 0,920). La mezcla de reaccién se agité hasta la
mafiana siguiente {temp 0 a 25°C). Se sliminaron todos los volétiles el vecio y se
disolvié el residuo en 50 ml de acetato de etilo. Se lavé la fase orgdnica con egua
(20 mil), HCI 1N acuoso (10 ml), solucién acuosa saturade de bicarbonato de
sodio (10 ml), y salmuera (10 ml). Se secé la fase orgénica sobre sulfato de
magnesio, se filtrd y se concentrd a presidn reducida. Se cromatografié el residuo
sobra gel de sflice (gradiente: acetona/hexanos; 2:8 a 1:1) para dar el producto 15
(16 mg, 23%) como un sdlido blanco, HRMS (FAB) calculado para Cs7HssNsOg
[M+H] 679,4183; experimental 679,4193,
EJemplo de Preparacién 18

N
A Ik

mﬁgéﬁ X Oi%“,éjﬁ v

Una solucidn del dcido 1) (B0 mg) en 2 ml de diclorometano anhidro y 2 ml
de DMF anhidra se agit6é a 0°C y se traté con HATU (1,4 eq, 83 mg). El clorhidrato
de amina 16a (1,2 eq, 40 mg) se agregd seguido de N-metilmorfolina (4 eq, 0,07

ml, d 0,820). La mezcla de reaccién se agitdé hasta la mafiana siguients (temp O a

25°C). Sa eliminaron todos los volétiles al vacio y se disolvié el residuo en 50 ml
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de acetato de etilo. Se lavd la fase orgénica con agua (20 mi), HCI 1N acuoso (10
ml), bicarbonato de sodio acucso saturado (10 mi), y salmuera (10 mi). Se gect la
fase organica sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se concentrd a _'presién
reducida. El producto en bruto 16b se usé sin purificacién adicional.

Paso B

X
B O Ot
m"lig@m by _ (::*?5“,% (ﬁf N

Una solucién de la hidroxiamida 18b (0,155 mmol) en 10 mi de
diclorometano anhidro se traté con periodinano de Dess-Martin (2,0 eq, 131 mg).
La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. Se traté
la mezcla con solucion acuosa 1M de tiosulfato de sodio (10 ml) y se agité durante
5 min. Se agregé también bicarbonato de sodio acuoso saturado (20 ml) y se
continud con la agitacién durante un adicional de 10 min. Se extrajo la mezcla con
diclorometano (3 x 30 ml). Se secaron las fases orgénicas combinadas sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. Se cromatografié el residuo
sobre gel de sllice (gradiente: acetona/hexanos; 2.8 a 5:5) para obtener el
producto 16 (55 mg, 51%) como un sélido blanco. HRMS (FAB) calculado para
Cs7HsaN70s [M+H] 694,4292; experimental 694,4310.

La presente invencion se refiere a nuevos inhibidores de la proteasa del
VHC. Esta utilidad puede manifestarse en su capacidad de inhibir la NS2/NS4a
serina proteasa del VHC. Un procedimiento general usado para dicha
manifestacién se detalla a través del ensayo in vitro que sigue.

Ensayo para Determinar la Actividad Inhibidora de |a Proteasa del VHC;
Ensayo_aspectrofotométrico; El ensayo espectrofotométrico para la serina

proteasa del VHC se realizé sobre los compuestos de la invencion siguiendo el



procedimiento descrito por R. Zhang et al, Analytical Biochemish]./. 270 (1999)
268-275, cuya descripcién se incorpora aqui a modo de referencia. El ensayo,
basado en la protedlisis de sustratos cromogénicos con grupos éster, es
apropiado para el monitoreo continuo de la actividad de NS3 proteasa del VHC.
Los sustratos derivaron del lado P de la secuencia de unién NS5SA-NS5B (Ac-
DTEDVVX(Nva), donde X = A o P) cuyos grupos carboxilo C-terminales se
esterificaron con uno de cuatro alcoholes croméforos diferentes (3- 0 4-nitrofenal,
7-hidroxi-4-metil-cumarina o 4-fenilazofenol). A continuacién se ilustran la sintesis,
caracterizacién y aplicacién de estos nuevos sustratos espectrofotométricos con
grupos éster a la seleccién sistemética de alto rendimiento y la evaluacién cinética
detallada de los inhibidores de la NS3 proteasa del VHC. '

Materiales y Métodos:

Matsriales: Los reactivos quimicos para buffers relacionados con el ensayo
se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, Missouri). Los reactivos
para la sintesis de péptidos fueron de Aldrich Chemicals, Novabiochem (San
Diego, California), Applied Biosystems (Foster City, Califomia) y Perseptive
Biosystemns (Framingham, Massachusetts). Los péptidos se sintetizaron en forma
manual o en un sintetizador automatizado AB| modelo 431A (de Applied
Biosystems). El UV/VIS Spectrometer modelo LAMBDA 12 fue de Perkin Eimer
(Norwalk, Connecticut) y las placas UV de 96 pocilios se obtuvieron de Coming
(Corning, New York). El bloque de precalentamiento fue de USA Scientific {Ocala,
Florida) y el vortexer para la placa de 86 pocillos es de Labline Instruments
(Melrose Park, lllinols). Se obtuvo un lector de placas de microtitulacién
Spectramax Plus con monocromador de Molecular Devices (Sunnyvale,
California).

Preparacién de |as Enzimas; Se prepar6 NS3/NS4A proteasa de VHC
heterodimérica recombinante (cepa 1a) usando los procedimientos publicados con
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anterioridad (D. L. Sall ef &/, Biochemistry, 37 (1998) 3392-3401). Se determinaron

las concentraciones de protelnas por el método del colorante Biorad usar‘ldo

‘proteasa recombinante de estdndares de VHC cuentificados previaﬁteﬁta per

andlisis de aminoécidos. Antes de iniciar el ensayo, se intercambié el buffer de

almacenamiento (fosfato de sodio 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, glicerol al 10%,

lauril mattésido 0,08% y DTT 10 mM) por el buffer de ensayo (MOPS 25 mM pH

8,5, NaCl 300 mM, glicerol al 10%, lauril maltéside al 0,05%, EDTAS yMy DTT §-
KM) utilizando una columna pre-empacada Biorad Bio-Spin P-8.

Slntesis del sustrato y purificacién; La sintesis de los sustratos se realiz6 como lo
informd R. Zhang ef al, (ibid.) y se inicia anclando Fmoc-Nva-OH a resina de
cloruro de 2-clorotritilo usando un protocolo esténdar (K. Barios et al, int. J. Pept.

Protein Res., 37 (1991), 513-520). Se montaron posteriormente los péptidos,

usando quimica de Fmoc, ya sea en forma manual o0 en un sintetizador de
péptidos automatico ABI modelo 431. Los fragmentos de péptido N-acetilados y
totaimente protegidos se disociaron de la resina ya sea por écido acético al 10%

(HOAC) y trifluoroetanol al 10% (TFE) en diclorometano (DCM) durante 30 min, o
por acido trifluorcacético al 2% (TFA) en DCM durante 10 min. El filtrado
combinado y lavado de DCM se evaporé azeotrGpicamente (0 se extrajo

reiteradamente con solucién acuosa de Na2CQ3) pera sliminar el 4cldo usado en
la ruptura. La fase de DCM se seco sobre Na2S04 y se evapord.

Los ésteres sustratos se ensamblaron usando procedimlentos de
acoplamiento écido-alcohol estandar (K. Holmber ef &/, Acta Chem. Scend., B33
(1979) 410-412). Se disolverion los fragmentos de péptido en piridina anhidra (30-
60 mg/ml) a los cuales se agregaron 10 equivelentes molares de croméforo y una
cantidad catalltica (0,1 eq.) de &cido para-toluensulfénico (pTSA). Se agregd
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 3 eq.) para iniciar las reacciones de acoplamiento.

La formacién de producto se monitoredé por HPLC y se encontré que era completa
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luego de 12-72 horas de reaccion a temperatura ambiente. Se avaporb el solvente
piridinico al vacio y se sliminé adicionalmente por evaporacién azeotrpica con
tolueno. E! éster peptidico se desprotond con TFA al 95% en DCM durante dos
horas y se extrajo tres veces con etil éter anhidro para eliminar el exceso de
croméforo. El sustrato desprotegido se purificé por HPLC de fase reversa en una
columna C3 o C8 con un gradiente de acetonitriio de 30% a 60% (usando sqis
volimenes de columna). El rendimiento global luego de la puﬁiicacién por HPLC
fue de aproximadamente 20-30%. La masa molecular puede confirmarse por
espectroscopia de masa por ionizacién con electroaspersién. Los sustratos se
almacenaron en forma de polvo seco con desecacion.

Espectros de Susiratos y Productos; Los espectros de los sustratos y los
productos croméforos correspondientes se obtuvieron en el buﬂ'a-r de ensayo de
pH 6,5. Se determinaron los coeficientes de extincién a la longitud de onda dptima
de! pico principal en cubetas de 1 cm (340 nm para 3-Np y HMC, 370 nm para
PAP y 400 nm para 4-Np) usando diluciones muiltiples. La longitud éptima del pico
principal se definié como la longitud de onda que produjo la diferencia fraccional
maxima en absorbancia entre el sustrato y el producto (DO del producto — DO del
sustrato)/DO del sustrato).

Ensavo de Proteasa: Se realizaron ensayos de proteasa de VHC a 30*C usando
una mezcla de reaccién de 200 pl en una placa de microtitulacién de 86 pocillos.
Las condiciones del buffer de ensayo (MOPS 25 mM pH 6,5, NaCl 300 mM,
glicerol al 10%, lauril maltdsido al 0,05%, EDTA 5 uM y DTT 5 uM) se oplimizaron
para el heterodimero NS3/NS4A (D. L. Sali ef al, /bid.)). Normalmente, se
colocaron mezclas de 150 ul de buffer, sustrato e inhii:idor en los pocillos
(concentracion final de DMSO < 4% viv) y se dejé pre-incubar a 30°C durante
aproximadamente 3 minutos. Luego se usaron cincuenta ul de proteasa

pracalentada (12 nM, 30°C) en buffer de ensayo para iniciar la reaccién (volumen
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final 200 yl). Se monitorearon las placas mientras duré el ensayo (60 minutos)
para determinar el cambio en la absorbancia a la longitud de onda apropiada (340
'nm para 3-Np y HMC, 370 nm para PAP, y 400 nm para 4-Np) usando un_é placa
de microtitulacién Spectromax Plus equipada con un monocromador (se
obtuvieron resultados aceptables con lectores de placa que utilizan filtros de
corte). Se monitored la ruptura proteciitica del enlace éster entre el Nva y el
croméforo a la longitud de onda apropiada contra un blanco sin enzimas como
control para la hidrdlisis no enzimética. La evaluacién de los pardmetros cinéticos
del sustrato se realiz6 en un rango de concentracién de sustrato de un factor 30
(~6-200 pM). Las velocidades iniciales se determinaron usando regresion lineal y
las constantes cinéticas se obtuvieron adaptando los datos a la ecuacién de
Michaelis-Menten usando andlisis de regresién no lineal (Mac Curve Fit 1,1, K
Raner). Se calcularon los nimeros resultantes (kcat) suponiendo que la enzima
es completamente activa. |

Evaluacién de Inhibidores e Inactivadores:  Se determinaron
experimentalmente las constantes de inhibicidn (Ki) para los inhibidores
compelitivos Ac-D-{D-Cla)-L-I-(Cha)-C-OH (27), Ac-DTEDVVA(Nva)-OH y Ac-
DTEDVVP{Nva)-OH a conceniraciones fijas de enzima y sustrato trazando un
gréfico de volvj vs. concentracién de inhibidor ([lJo) de acuerdo con la ecuacién
reordenada de Michaelis-Menten para una cinética de inhibicidon competitiva: volv
= 1 + [lJo /(Ki (1 + [Slo /Km)), donde Vo es la velacidad inicial no inhibida, vi es la
velocidad inicial en presencia de inhibidor a una concentracion de inhibidor
determinada ([lJo) ¥ [S]o es la concentracién usada de sustrato. Se ajustaron los
datos resultanies usando regresion lineal y se usd la pendiente resultante,
1/{Ki(1+{Slo/Km), para calcular el valor de Ki*. Los valores asi obtenidos de Ki*
para algunos de los compuestos de la invencién se muestran en [a Tabla 2y en Ila
Tabla 3.
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Aunque la prasente invencién ha sido descripta en conjunto con las
realizaciones especificas establecidas anteriormente, muchas altemativas,
modificaciones y otras variantes de las mismas seran evidentes para los expertos
en la técnica. Todas estas alternativas, modificaciones y variantes deberan caer

dentro del espiritu y alcance ds la presente invencion.




REIVINDICACIONES
Habiendo asl descripto y determinado la naturaleza de la presente invencitn y la
forma como la misma ha de ser llevada a la préctica, se declara reivindicar como
de propiedad y derecho exclusivo:
1. Un compuesto, o enantidémeros, esteraoisémercs, rotdmeros, tautémeros,
diasteredmeros o racematos de dicho compuesto, o una sal, solvato o éster
acaptable para uso farmacéutioo de dicho compuesto, teniendo dicho compuesto

la estructura general que se muestra en la Férmula I

E J
(o]
ﬂ R!
R5 4 N
H 2
G N (o) R o)
" o
o RS
Fémmula |

en la cual:

R! es H, OR®, NR?R' o0 CHR®R'?, donde R®, R® y R'® pueden ser iguales o
diferentes, selecciondndose cada uno en forma independiente del grupo integrado
por H, alquilo-, arilo-, heteroalquilo-, heteroarilo-, cicloalquilo-, cicloalquilo-,
arilalquilo-, y heteroarilalquilo;

E y J pueden ser iguales o diferentes, seleccionandose cada uno en forma
independiente del grupo integrado por R, OR, NHR, NRR’, SR, halo y S(02)R, 0 E
y J pueden conectarse directamente entre sl para formar ya sea un cicloalquilo de
tres a ocho miembros, ¢ un resto heterociclilo de tres a ocha miembros;

Z es N(H), N(R) u O, con la salvedad de que cuando Z sea O, G esté

presente 0 ausente y si G estd presente cuando Z es O, entonces G es C(=0),




109 @57

G puede estar presente o auseﬁte, y 8i G esta presente, G es C(=0) o
$(0,), y cuando G esté ausente, Z esté directamente conectado a Y;

Y se selecciona del grupo integrado por:

"
R
N '|,'. Y R N CE‘N
X X
] XN O/Q'\ g ST Ve
oﬂ:_ O)—NH , _ J—NH \
X=0,5, NH X=0,5,NH %=0,8, NH
N R SN
oS O R Y
- N
N ) 7
(Y wiyery (Y HT D
N~ NN 1=04 X=0,8,NH
R OR
A S G VIR
R ! X=0,§,NH X=0, S, NH
H o .
d)Nl o/N1 :l ':l ' é) i NH
d ¥ N N- ’ K"r
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X=0,5 NH
j\ A
F;C"; . \"A\i A\i AN e %
’ I y 0
A=0O,NH

R, R, R% R3 R*y R® pueden ser iguales o diferentes, seleccionéndose
cada uno en forma independiente del grupo integrado por H, alquilo-, elquenilo-,
alquinilo-, cicloalquilo-, heteroalquilo-, heterociclilo-, arilo-, heteroarilo-,
(cicloalquil)alquilo-, (heterociclil)alquilo-, aril-alquilo- y heteroaril-alquilo~, donde
cada uno de dichos heterocalquilo, heteroarilo y heterocicliio en forma
independiente tiene de uno a seis dtomos de oxlgeno, nitrégeno, azufre, o fésforo;
donde cada uno de dichos restos alquilo, heteroaiquiio, alquenilo, alquinilo, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo y heterocicliio pueden estar no sustituidos u
opcionalmente sustituidos en forma independiente con uno o més restos
seleccionados del grupo integrado por alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo,
cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, tio, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, amino,
amido, éster, acido carboxilico, carbamato, urea, cetona, aldehido, ciano, nitro,
sulfonamido, sulféxido, sulfona, sulfonil urea, hidracida e hidroxamato.

2.  El compuesto de la reivindicacion 1, donde R' es NR*R'° y R® es H, R'® es

H o R™ donde R es alquilo, arilo, heteroalquilo, heteroarilo, cicloalquilo, alquil-

arilo-, alquil-heteroarilo-, aril-alquilo-, alquenilo, alquinilo o heteroaril-alquilo-.

3.  El compuesto de la reivindicacion 2, donde R'* se selecciona del grupo

integrado por:
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4, El compuesto de la reivindicacién 1, donde R? se selecciona del grupo
integrado por los siguientes restos:




y 0

” CHa éH; Crs g:::m
M _ F.
£.8.6.X.%
FF ' n=03 n=0-3
& 2L, 6
F F F
S g P Y

5. El compuesto de la reivindicacidn 1, donde R® se selecciona del grupo

integrado por:
Cng;o

chCHg | CHy :_gHa J\CHB ©) CHaq:scH,

v CHs ’ . HsC

Oes oae) 5] | Q Ry o
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donde R*' es OH u O-alquilo; y
R* as H, C{0)CHs, C(0)OtBu o C{O)N(H)tBu.

6. El compuesto de la reivindicacién 5, donde R® se selecciona del grupo

IS S S Y
58800



7. El compuasto de la reivindicacion 1, donde
RS

se selecciona del grupo integrado por:

IR S sl

8o
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donde
Y* se selecciona del grupo integrado por: OR, NHR y NRR?
)

Y* se selecciona del grupo integrado por
P 0 .lll. ~ /\ ..l"
H A >r \g/ \rof cfs'o y \!0(

8. E! compuesto de la reivindicacién 1, donde Z es NH.

9. El compuesto de la reivindicacién 1, donde Z es N(R).

10. El compuesto de la reivindicacién 1, donds Z es O, G estd presente o
ausente y si G esté presente G es C(=0).

11.  El compuesto de Ia reivindicacion 1, donde G esté presente y es C(=0) o
S(02).

12. E! compusesto de la reivindicacion 1, donde Y se selecciona del grupo

integrado por:
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R =
N R
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EN)\,H' HNN’ 1-01-4 NN ;—% S, NH

R x-OS.NH' x-z.SNH

N_o Wl
¥ o Vi ¥le oP o1
R N

13. El compuesto de ia reivindicacién 1, donde:
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se selecciona del grupo integrado por:

Cli _Cl Bro Br FF

Ay
&%

5 By Gy

/l**oo /l*‘oo /k‘o-o
v. . \/

OYOYOY heg

O \

14. El compussto de la reivindicacién 1, donde G esta ausente.

15. Una composicién farmacéutica que comprende como componente activo al
menos un compuesto de la reivindicacién 1.

16. Una compaosicion farmacéutica de la reivindicaciéon 15 para el uso en el
tratamiento de trastornos asociados con el VHC.

17. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 15 que comprende

ademas al menos un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.
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18. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 17, que contiene ademés
al menos un agente antiviral.

19. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 18, que ain ademas
contiene al menos un interferdn.

20. La composicién faqmmacéutica de la reivindicacidn 19, donde dicho al menos
un agente antiviral es ribavirina y dicho al menos un interferén es a-interferdn o
interferdn pegilado.

21. Un método para tratar trastomos asociados con el VHC, comprendiendo
dicho método la administracién a un paciente que necesita tal tratamiento de una
composicién farmacéutica que comprendes cantidades terapéuticaments eficaces
de al menos un compuesto de la reivindicacién 1.

22. El método de la reivindicacién 21, donde dicha administracién es oral o
subcutadnea.

23. El uso de un compuesto de la reivindicacién 1 para la fabricacién de un
medicamento para tt:atar trastornos asociados con el VI-!C.

24, Un método para preparar una composicién fanmacéutica para ftratar los
trastornos asociados con el VHC, comprendiendo dicho método poner en contacto
intimo al menos un compusesto de la reivindicacién 1 y al menos un vehlculo
aceptable para uso farmacéutico.

25. Un compuesto que exhibe actividad inhibidora de la proteasa del VHC, o
enantidmeros, esterecisdmeros, rotdmeros, tautémeros, diasteredmeros o
racematos de dicho compuesto, o una sal, solvato o éster aceptable para uso
farmacéutico de dicho compuesto, seleccionéndose dicho compuesto de los

compuestos de las estructuras enumeradas a continuacién:

(312”,?’ W (::12[“,;%"?%
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26. Un compuesto, o enantibmeros, esterecisbémeros, rotdmeros, tautdbmeros,
diasteredmeros o racematos de dicho compuesto, o una sal, solvato o éster
aceptable para uso farmacéutico de dicho compuesto, seleccionéndose dicho

compuesto de los compuestos de las estructuras enumeradas a confinuacién:

AT mﬁé" 2

O% N NH H\_/Looﬁ‘\g

ﬂ\/k_.oo o NI s

[:J)L” : év I [:D)L Q/ :
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27. Una composicion farmacéutica para tratar trastomos asociados con el
VHC, comprendiendo dicha composicién una cantidad terapéuticamente eficaz de
uno o mas compuestos en la reivindicacién 26 y un vehlculo aceptable para uso
farmacéutico.

28, La composicién farmacéutica de la reivindicacién 27, que contiene ademéds
al menos un agente antiviral,

29. La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 28, que contiene ademas
aun al menos un interferén o conjugado PEG-interferon alfa.

30. Lacompaosicién farmacéutica de la reivindicacién 29, donde dicho al menos
un agente antiviral es ribavirina y dicho al menos un interferén es a-interferén o
interferdn pegilado.

31. Un método de tratamiento de un trastomo asociado con el virus de la
hepatitis C, que comprende la administracién de una cantidad eficaz de uno o

mas compuestos de la reivindicacion 26.
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32. Un método para modular la actividad de la proteasa del virus de la hepatitis
C (VHC), que comprende poner en contacto la proteasa del VHC con uno o0 més
compuestos de la reivindicacion 26.
33. Un método para tratar, prevenir o aliviar uno o mas sintomas de la hepatitis
C (VHC), que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno 0 més compuestos de ia relvindicacion 26.
34. EI método de Ila reivindicacién 33, donde la proteasa del VHC es la
NS3/NS4a proteasa.
35. El método de la reivindicaciéon 33, donde el compuesto o compuestos
inhiben la NS3/NS4a proteasa del VHC.
38. Un método para modular el procesamiento del polipéptido del virus de la
hepatitis C (VHC), que comprende poner en contacto una composicién que
contiene el polipéptido del VHC en condiciones en las cuales dicho polipéptido es
procesado con uno 0 més compuestos de la reivindicacion 26.
37. Uncompuesto de la reivindicacién 1 en forma purificada.

p.: SCHERING CORPORATION
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La presente invencién revela compuestos novedosos que tienen actividad

inhibidora de la proteasa del VHC como asl también métodos para preparar tales
compuestos. En otra realizacidn, la invencién revela composicicnes farmacéuticas
que comprenden tales compuestos como asi también métodos para utilizarlos

para tratar trastomos asociados con la proteasa del VHC.



TRATADO DE CO PERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencie del expediente del solicitante 0 mandatario: INO6139
Solicitud Internacional No.: PCT/US2004/041579

Fecha de presentacién internacional: 09.12.2004

Fecha de prioridad: 11.12.2003

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: CO7D 209/52, CO7D 403/12, CO7D 409/12, CO7D
401/12, CO7D 417/12, CO7K 5/107, A61K 31/401.

Solicitante;: SCHERING CORPORATION et. al.

1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad,
se establece por esta Administracion encargada del examen preliminar
internacional segiin el Articulo 35 y se transmite al solicitante conforme
el Articulo 36.

2. Este INFORME consta de un total de 14 hojas, incluida la
presente hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [ (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de ___ hojas, descritas a continuacion:

[ hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han side modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[0 hoijas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden més alla de la
divulgacion de la invencibn tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido tinicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electronico(s)) ;
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccion
Administrativa 802),



4, El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:
& Recuadrol Base de este informe
[l Recuadroll Prioridad
D4 Recuadrolll  Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial
[0 Recuadro 1V Falta de unidad de Invencién
X RecuadroV Declaracién motivada segin el Arl:lculo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacién industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion
[0 RecuadroVl  Ciertos documentos citados
X RecuadroVII  Defectos en la Solicitud Internacional
X] Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacion de la demanda: 27.06.2005

Fecha de elaboracifn de este reporte: 02.02.2006

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea — Gitschiner Str. 103

D-10958 - Berlin
Tel: +49-30 25901 - O,
Fax: +49-30 25901 - 840

Funcionario Autorizado: Frelon, D

Tel: + 49-30 25901-



Recuadro 1. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idloma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacién en contra sefialada a continuacién.

[C] Este informe esti basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
roporcionada a los fines de:

btsqueda internacional (segin Reglas 12.3 y 23.1 (b))

[0 publicacién de la solicitud internacional (segiin Regla
12.4)

[0 examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/o 55.3)

2. Por lo que respecta a los elomentos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segiin el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas”® y no se anexan al informe):

Descripeién, Piginas

1-113 tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, NGmeros

1-37 tal como se presentaron inicialmente

[[] unalista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuenciaa

3. Las modificaciones ha ocasionado la cancelacién de:

la descripcion, péaginas

las reivindicaciones, Noa.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

OO0O00

'S
l

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas &
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban
més alla de la divulgacion de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).
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la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

loe dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s] relativa(s} a la lista de secuencias (especificar}:

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas pAginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, Ia actividad inventiva y Ia aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacién industrial, por lo que respecta.

]
&

al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 21, 22, 31-36 con respecto a la

aplicacién industrial.

debido a gue:

O

O

la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. en
cuestién se refieren al objeto, reapecto del cual no requiere
examen preliminar internacional (especifique):

a descripcién, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacién} o tales reivindicaciones Nos. en
cuestidn no son claras, de manera que no es poaible
formular una opinién significativa {especifique):

las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestién
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinion significativa.

no se ha emitido informe de biliaqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos. 21, 22, 31-36 (con respecto a
Ia aplicacién industrial)

la lista de de secuencias nucleétidas y/o de aminoécidos no
cumplen la norma estindar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:

La lista en papel 0 no se presents

[0 nocumple con la norma esténdar

ol



La lista en formato legible por ordenador
[l no se presents
[0 nocumple con la norma esténdar
O las tablas relativas a las listas de secuencias de nuclettidas
y/o de aminoécidos, si 1inicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con los
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[0 Ver recuadro suplementario para mas detalles.

Recuadro No. V Declaracién razsonada segfin el Articnlo 35(2)
con respecto a la novedad, nivel inventive o aplicacién industrial:
anterioridades y explicaciones gue soporian tal declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 7, 14, 25, 26

No: Reivindicaciones 1-6, 8-13, 15-24,
27-37
Nivel Inventivo (NI} 8i: Reivindicaciones

Nc-:: Reivindicaciones 1-37

Aplicacion Industrial (Al) 8Si: Reivindicaciones 1-20, 23-30, 37
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

wver hoja separada.

Recuadro No. VII Defectos on Ia solicitud internacional

Se han comprobado los siguientes defectos, respecto de la forma o del
contenido de la solicitud internacional.

Ver hoja adjunta

Recuadro No. VIII Obserwaciones relativas a la solicitad
internacional.

Se formulan las observaciones siguientes sobre la claridad de las
reivindicaciones, de la descripcidn y de los dibujos o sobre si las
reivindicaciones se fundan totalmente en la descripcion:

ver hoja adjunta




REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA q%
Solicitud Internacional No. PCT/US2004/041579

ftem 111
No formulacién de concepto con respecto a novedad, nivel inventivo y aplicacién
Industrisl

E! reporte de biisqueda internacional (ISR) no fue realizado para las reivindicaciones
21, 22, 31- 36. El presentc concepto escrito por lo ianto no cubriré esias
reivindicaciones (regla 66. i(¢) del PCT).

Las reivindicaciones 21, 22, 31- 36 se relacionan con métodos de tratamiento para el
cuerpo humano o animal mediante cirugfa o terapia como también métodos de
diagnéstico. Se relacionan con materia considerada por esta Autoridad cubierta por las
provisiones establecidas en la Regla 67.1(iv) del PCT. Bajos los {érminos de la Regla
39.1(iv) del PCT, la Autoridad de Bisqueda Internacional (ISA) no estaba obligada a
realizar una biisqueda sobre dichas reivindicaciones, pero tal cual se indicé en el reporte
de bisqueda internacional (ISR), la blisqueda efectivamente se realizd y con base en los
supuestos efectos de los compuestos. De manera similar, la IPEA (que es a Autoridad
de Biasqueda Internacional (ISA)) no estd obligada a llevar a cabo una evaluacién
preliminar intemnacional para dichas reivindicaciones, pero tal cual sucedié con el
reportc de bisqueda internacional (ISR), el IPER (reporte internacional de evaluacién
preliminar) sc basard en los supucstos efectos de los compuestos (Regla 67.1(iv) del
PCT).

Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 21, 22, 31- 36 de si son
industrialmente aplicables, no existcn criterios unificados en los Estados pertenecientes
al PCT. La patentabilidad también puede estar sujeta a Ia formulacién de las
reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable
aquella materia de las reivindicaciones con respecto al uso de un compuesto en
tratamiento médico, pero si permite, sin embargo, reivindicaciones sobre un compuesto
conocido en su primer 1iso en tratamiento médico y el uso de tal compuesto en la
manufactura de un medicamento para un nuevo tratamiento médico. De manera que no
sc formulard concepto alguno con respecto a la aplicacién industrial de la materia de
estas reivindicaciones (Articulo 34(4) del PCT).

ftem ¥

Declaracién razonada bajo Ia Regla 66.2(n)(ii) con respecto s Ia novedad, nivel
inventivo y aplicacién industrial; citas y explicaclones soportando dicha
declaracién

L

DI: USO03 216325
D2: WO 02/08244
D3: WO 03/062265
D4: WO 02/48172
D5: WO 02/18369
D6: WO 03/062228
D7: WO 01/74768



2. Novedad

DI- D3 divulgan compuesios que se encuentran dentro del alcance reivindicado en la
presenie. D3- D5 coinciden con la presente solicitud. D6 y D7 también son
antecedentes cercanos los cuales se diferencian solo por el grupo que corresponde a R
cl cual representa un anillo que conticne N. Todos los documentos cilados se relacionan
con compucstos que son activos para los mismos objetivos bioldgicos.

Solo las reivindicaciones de compuesto 7, 14, 25 y 26 (compucstos especificos en las
reivindicaciones 25 y 26) pueden considerarse novedosas puesto que comprenden
caracter{sticas adicionales las cuales no han sido encontradas cn los antecedentes
citados.

3. Obseryaciones sobre Nive! laventive
3.1. Carencia de Unidad de Invencién

Las coincidencias con los antecedentes D1- DS y de manera particular los compuestos
divulgados en D1- D3 citados en el reporte de blisqueda internacional (ISR) y Gtiles
como inhibidores de la proteasa del VHC, desvirtia Ia novedad de la presente solicitud.
Esto significa que se carece de un Gnico concepto inventivo general para caraclerizar
(estructural y funcionalmente) un invento Gnico sobre Ia totalidad del alcance
reivindicado. .

Los requerimientos de unidad no se cumplen cuando se carece de un elemento
estructural significativo compartido por todas las alternativas reivindicadas para as(
aportar Ia “misma o correspondiente caracterfstica técnica especial™ (regla 13.1 del
PCT) que claramente defina la misma invencion como contribucion al estado de la
técnica y com(n a todos los compuestos reivindicados (es decir, abarcando “un Gnico
concepto inventivo general” tal como lo requiere la Regla 13.1 del PCT).

De manera mis especifica en relacion con las ilustraciones, tal como se reivindica en las
reivindicaciones 25 y 26, los nicleos comunes son estructuras conocidas y por ende no
pudo considerarse como la formacién de una caracterfstica técnica especial comin (ver
también la Gaceta del PCT, instrucciones administrativas, edicién especial, anexo B,

parte 1 ().

El concepto general tal como se reivindica en Ia presente no cs novedoso. Esta
“caracteristica” conocida Ia cual cs comin para loda la materia reivindicada no puede
considerarse que defina una contribucién novedosa sobre ¢l estado de la técnica anterior
y, consecuentemente, no puede constituir la caracteristica técnica especial requerida por
las reglas 13.1 y 13.2 del PCT.

En este momento, una invencion Gnica no puede ser claramente caracierizada mediante
una caracteristica estructural diferenciadora y bicn definida. En otras palabras, carece
de un concepto inventivo general (inico puesto que no ticne la constante presencia de
una estructura la cual diferencia claramente la materia de la presente del estado de la
técnica anterior conocido. La primem caracteristica diferenciadora que aparece en las
definiciones variantes estd en la variable Y la cual permite distinguir cuantos inventos

9%



como grupos Y pucda representar, cada grupo en particular posiblemente incluyendo
variantes usualmente consideradas como equivalentes; cada uno de estos grupos podria
entonces presentar una caracteristica esencial de un invento especifico: por ejemplo, un

anillo (hétero)aromético, un anillo no (hétero)aromético, una estructura no ciclica,
etcétera.

Se solicita que el Solicitante indique sobre cuél invento debe basarse el procesamiento
de la evaluacién y de limitar la solicitud como corresponde.

Una caracter{stica iécnica especial que defina una contribucién sobre el estado de la
técnica anterior carece de ser comiin a cada sub- invento diferenciable del alcance
reivindicado en la presente. Hastia que dicha caracteristica especifica haya sido
claramente definida por ¢l Solicitante, no podrd realizarse decisién alguna con respecto
al nivel inventivo.

3.2. Para llever adelante con el caso, las siguientes declaraciones se hicieron.

E! problema que sustenta la presente solicitud es visto en el proporcionar compuestos
adicionales tetrapéptidos (Z=N) y andlogos (Z=0) de los mismos dGtiles como
inhibidores de Ia proteasa NS3/NS4A del VHC.

El estado de la técnica més cercano es representado por D1- D3 los cuales divulgan
también inhibidores de la proicasa NS3/NS4A del VHC y compuesios que de manera
particular desvirtian la novedad. Adicionalmente, debido a las coincidencias, la
presente solicitud también puede considerarse como una seleccitn de la divulgacion del
estado de la técnica anterior. De mancra que aquella persona capacitada esperard que
los presentes compuestos tengan la actividad reivindicada.

3.3. Empezando a partir de Jos documentos del estado de Ia técnica anterior, una
solucién podrd verse en la proporcién de los compuestos definidos en las
reivindicaciones 7, 14, 25 (entradas 1- 72 dc la tabla 1) y 26 (entradas |- 24 de la tabla
3) los cuales se consideran novedosos. Sin embargo, estos compuestos se caracterizan
por diferentes caracteristicas 1écnicas las cuales no se vinculan entre si de tal manera
que formen un dinico concepto inventivo: hay para encontrar inventos como lo hay para
diferenciar caracteristicas estructurales (ver unidad anterior).

Por lo tanto exisie una necesidad de que el Solicitante explique de manera no ambigua
cual criterio diferenciador com(n debe ser tomado en consideracién para definir una
solicitud unitaria: esta caracteristica comin es esencial puesto que con base en un efecto
sorprendente claramente ligado a esta diferencia estructural es que un nivel inventivo
puede ser reconocido.

34. Observe que los compuestos que deavirtiian la novedad del cstado de la técnica
pertenecen a dicha clase Ki* o rango C (es decir, > 1000 nM) y los compuestos
evaluados de las tablas 1 y 3 parecen pertenccer a la clasc Ki* o rango A (es decir, <
100 nM). Esto podria ser un indicio a favor de la altura inventiva de los compuestos
cvaluados, siempre y cuando sc demucstre que cstén ligados de tal manera para asl
formar un inico concepto inventivo.

A pesar de lo anterior, una gran cantidad de compuestos divulgados en el estado de la
técnica anterior también pertenecen a la clase Ki* o rango A.



Sin embargo, la solicitud es inconsistcnte al entregar diferentes resultados de pruebas 9/ L
para un mismo compuesto: en la tabla 1, el Ki* para el compuesto de la primera entrada

es 10 nM; cn la tabla 3, el Ki* para la entrada 11 (mismo compuesto) es 13 nM. Por

otro lado, se aprecia el mismo Ki* (6 nM) para la entrada 2 de la tabla | y entrada 5 de

la tabla 3, los cuales son de hecho el mismo compuesto.

3.5. Consideraclones adlclonales

Se llama la atenci6n del Solicitante al hecho que las reivindicaciones tal cual estén
redactadas ashora no cumplen a cabalidad los requisitos del PCT. De manera particular,
la proteccion buscada debe cumplir con una amplitud razonable de alcance que cubra
solo variantcs y/o compuestos que rcsuelvan el problema que sustenta el invento.

Se entiende que el Solicitante tiene el derecho de reivindicar todas las modificaciones
obvias de lo descrito concretamente y que variaciones altcrnas deben estar soportadas
por la descripcidn, es decir, un cierto nimero de ejemplos.

Expresiones o términos abiertos y no limitantes (que generalizan) como “alquilo, arilo,
heteroalquilo, heteroarilo, cicloalguilo, efc.”, y derivados de los mismos extienden (de
manera no realista) el alcance de las reivindicaciones més all4 de lo que realmente haya
sido verificado en los ejemplos irabajados que reposan archivados (esto es de particular
importancia si, luego de realizar modificaciones para corregir las objeciones pendientes,
estas expresiones finalmente cubren caracteristicas esenciales para el invento).

Términos no definidos vuelven las reivindicaciones obscuras en su alcance y no
permiten la delimitacién correcta y especifica de un alcance donde una solicitud aplica y
para lo cual se busca proteccién/puede realmente ser otorgada (ver también las
Directrices del PCT C- 111, 4.1 a 4.4, regla 6.3 dcl PCT, caracteristicas técnicas).

El asunto es si un efecto técnico se lograria o no por todas Ias realizaciones cubiertas
por las reivindicaciones cuando este efecto técnico termina siendo la Gnica razén para la
supuesia altura inventiva de cstos procesos. Una consecuencia es que tales expresiones
amplias son objetables bajo el Articulo 33(3) del PCT.

Los ejemplos dados representan una ilustracién relativamente estrecha del alcance
reivindicado. Todos ilustran los casos en donde:
- R' es amino opcionalmente sustituido por ciclopropilo, alilo, y propilo;
- R? es propilo, butinilo, butilo, trifluoropropilo, difluoroetilo, ciclopropilmetilo y
ciclobutilmetilo;
- E ’yJ son ambos metilo;

R? es tert- butilo, metil- 1- ciclohexilo, indan y ciclohexilo;
R* es ciclohexilo o metil- - ciclohexilo y
R’ es siempre H;
Z es siempre NH;
Ges CO 6 8SO;;
- Y es pirazing, tiofeno, piridina, tiazol, tert- butilo, quinolina, triflucrometila,
triazol, tert- butiloxilo, etoxilo, tert- butilsulfonil- 1- ciclohexiloxilo, fenoxilo, tert-
butilamino, etilamino, tert- butilsulfonil- 1- ciclohexilamino, fenilamino, tetrazol,
benzimidazol, etilo y fenilo.



Con excepcién de la relativa gran variacion de Y, los otros sustituyentes ilustrados
muestran poca o ninguna variacién, particularmente E, J, R*, R%, Z y G de tal manera
que todos los compuestos reivindicados (ejemplificados) corresponden a un nicleo
bésico comiin (que posiblemente cumplirfa con el requisito de unidad si 1a solicitud
estuvicra resiringida a estos compuesios).

Puede entonces ser cuestionado si la presencia constanie de ciertas caracteristicas en los
ejemplos ilusirativos es una caracteristica necesaria y esencial del invento la cual no
deberia permitirse variar por {ucra dc una extensién razonable de usuales equivalentes y
(bio)isdsteras de estas variantes (especialmente teniendo en cuenta que la diferencia con
el estado de la técnica anterior puede ser relativamente pequefia, del cual su efecto (de
ser inesperado) podria ser obstaculizado por otros efectos inclertos de variaciones
estructurales més grandes de otros grupos variantes).

Sin conlar con ninguna evidencia en su contra, ¢l alcance reivindicado en la presente no
representa una generalizacion razonable del mismo invento tal como lo demuestran los
ejemplos.

Las formulaciones abiertas y demasiado amplias también pueden llevar a
especulaciones inaceptables por parte de aquellos expertos en el estado de la técnica con
respecto al mismo invento y sus aspectos futuros; podria inclusive sugerir que el alcance
reivindicado carece de altura inventiva y que no estd adecuadamente sustentado por la
descripcion y, en particular, de los ejemplos. Adicionalmente, esto privaria a cualquier
tercero de una proleccién legitima para un invento genuino con relacién a un objeto que
no estuviera ni descrito ni previsto inclusive sino que apenas hubiera sido solamente una
hipétesis en el marco del presente invento.

Una formulacién general, compuesta de muchas variables o grupos definidos por
ilimitados y/o ambiguos 1érminos o expresiones no limitadas (incluyendo puntos
inespecificos de unién), constituye una generalizacion excesive que abarcan formas que
van més all que lo que una persona capacitada (también tomando en cuenta
consideraciones fisico- quimicas y biolégicas) pueda considerar como obvias
modificaciones, equivalentes y/o valores (bio)isostéricos de sustituyentes de los
cjemplos presentados en la descripeitn.

Existe sin lugar a dudas una gran variedad de posibilidades estructurales reivindicadas
(y que afin no han sido exploradas por el Solicitante), de las cuales el efecto no puede
preverse con respecto al problema que sustenta la presente solicitud y, de manera
consecuente, las cuales no son soluciones del problema. Adicionalmente, definiciones
no limilantes crean coincidencias innecesarias y situaciones de seleccion (por ejemplo,
una expresién como “heterociclo opcionalmente sustituido” abarca cualquier otro
heterociclo incluyendo cualquier otra fraccion posiblemente conocida en ser Gtil en
aplicaciones contrarias) y la eventual unién de otras moléculas
bioféricas/farmacoféricas como también bioconjugados se toman en cuenia, de tal
manera que Ia actividad biolégica real de tales “moléculas hibridas” es impredecible.

El nivel inventivo requerido por el Articulo 33(3) del PCT puede ser reconocido
solamente para un alcance muy bicn definido el cual abarca un dominio especifico
gracias a una genemlizacién razonable del mismo invento, tomando en cuenta el alcance
de la ilustracién de los ejemplos, el soporte de la descripcion, lo cercano del estado de la

A



técnica (por cjemplo las coincidencias), Ia capacidad de reproduccién y Ia factibilidad
del invento en todos sus aspectos. En otras palabras, la proteccion que se busca debe
cumplir con un alcance reivindicado razonablemente amplio de tal manera que solo
comprenda compuestos, sus variantes y equivalentes que resuelven el problema que
sustenta ¢l invento (Directrices PCT C- 111, 6.1, 6.2 y 6.4).

La objecidn sobre la falta de claridad con respecio al nive] inventivo debe entenderse en
el sentido que un alcance reivindicado serfa “no claro” no solamente con respecto a
términos no definidos tomados tal cual, pero de manera comprehensiva, en considerar
que dichos términos no definidos conllevan cierta incertidumbre si es justificado para
extender el nivel inventivo reconocido para una parte (¢specifica) del dominio
reivindicado hasta la totalidad (sin limite) del dominio reivindicado. Cuando
permanece abierto la totalidad del dominio reivindicado, es decir, inespecificamente o
incompletamente especifico, no puede ser crelble que el nivel inventivo (el efecto
sorprendente) esté presente en todo lugar en la presente.

De mancra que las reivindicaciones deben ser modificadas con el fin de mostrar los
limites necesarios del alcance del invento para no solo permitir que aquel experto
reproduzca el invento, sino también delimitar el particular dominio quimico y/o
biolégico donde aplica el invento, es decir, donde esté crefblemente presente el nivel
inventivo.

Puesto que Ias especies quimicas pueden definirsc precisamente mediante la identidad y
el ndmero de dtomos involucrados, es necesario especificar las expresiones y términos
disputados por medio de la incorporacitn de las definiciones y/o sustitutos entregados
por la descripeion.

4. Miscelineos

4.1  La descripcion tendrd que ser adaptada segtin cualquicr juego modificado de
reivindicaciones; debe tenerse cuidado durante la revisidn, cspecialmente con respecto a
la porcion introductoria incluyendo cualquier declaracion de problema o ventaja, de no
afladir materia que vaya més alld del contenido de la solicitud tal cual fue presentada
originalmente (Articulo 34(2)(b) del PCT). Cualquier materia que no sea parte de las
reivindicaciones debe ser removida de la descripcién.

4.2  Puesto que los ejemplos son por definicién ilustrativos del invento, normalments
no deberian servir ningiin propdsito limitante. Cualquier expresién como por gjemplo
“1as jlustraciones no deben considerarse en limitantes del alcance del invento” (pégina
54) deben evitarse.

Cualquier expresion u oracién la cual pueda también referirse a una exiensitn de la
proteccion més alla de la presente invencién, como por ejemplo en la pagina 55, “vies
mecénicas elternas (...) serén aparenies... ctc.), “se debe entender que (...) sustitucion
adecuada de cualquiera de tanto aminodcidos naturales y no naturales resulta en la
formacién de los compuestos descados” y “tales variaciones estdn contempladas en
estar dentro del alcance del invento” también son objetables asl como la oraci6n de
cierre en In pégina 113 que reza “todas dichas altenativas, modificaciones y
variaciones, etc.”.



La adicién de talcs oraciones sugerirla que la matcria tal como de divulga cn la presente
no cubre adecuadamente el alcance reivindicado. Cualquier expresién que pueda ser
interpretada como una extensién injustificada del alcance reivindicado debe ser
objetada. La especificacidn debe ser clara y suficiente por sf sola. Por lo tanto, una
medida preventiva sobre los limites del alcance es superflua e inclusive confusa puesto
que en Gltimas previene una definicion adecuada del invento y abre caminos a
especulaciones (de personas capacitadas y entrenadas en el estado de la técnica) sobre Ia
misma maleria inventiva. Dc manera que cualquier elemento en contra de la claridad
debe ser eliminada.

43  Se observa de manera adicional que los términos y/o expresiones como “etc.”,
“y similares” usadas on cstas definiciones no son especificas. No pueden servir oomo
soporte de{ invento y por lo anto deben ser eliminadas.

Referencias a métodos de tatamiento o métodos de diagndstico como “realizaciones”
del invento (pégina 53) deben evitarse puesto que son consideradas por la Autoridad de
Bisqueda Intcrnacional (ISA) cubiertas por las provisioncs de la regla 67.1(iv) del PCT.
La descripcién puede ser redactada nuevamente con el fin de cumplir con los requisitos
del PCT.

Sobran los términos y/o pasajes los cuales no sean esenciales a la definicién y al
eniendimiento del invento al cual se reivindica, y por ende no necesitan estar y estar
definidos en la descripcién (ver, por ejemplo, el término “profirmaco™). También se
hace mencidn en la pgina 43 a “cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamentc
efecliva” con refercncia a un efecto inhibidor de CDK (47?) lo cual parece no pertenecer
a la materia presente.

4.4 Con el fin de facilitar Ia evaluacién de la solicitud modificada conforme con los
requisitos del Articulo 34(2)(b) del PCT, se invita al Solicitante identificar claramente
las modificaciones realizadas, sin imporiar si son modificaciones por adicién, reemplazo
o remocion, e indicar los pasajes de la solicitud tal cual fue presentads originalmente
sobre los cuales se basan estas modificaciones (ver también la regla 66.8(a) del PCT).

El no cumplir con esta invitacién resultard en la no evaluacién de las modificaciones.

Se le pide al Solicitante presentar modificaciones por medio de hojas de rcemplazo de la
manera cstablecida por la regla 66.8(a) del PCT. Si ¢l Solicitante lo considera
apropiado, estas indicaciones pueden ser presentadas a mano en una copia de las partes
rclevanies de la solicitud original, Las hojas modificadas deben ser presemndas
preferibiemente en triplicado. Las hojas modificadas a mano deben ser reimpresas, a
excepcion de aquellas que contengan solamente remociones. Adicionalmente, se llama
la atencién del Solicitante al hecho que, como consecucncia de la regla 66.8(a) del PCT,
el examinador no puede realizar ninguna modificacion scgiin lo establecido en el
procedimiento del PCT.

ftem VIE

Clertos defectos en la solicitud internacional

Contrario a los requisitos de la regla 5.1(a)(ii) del PCT, todo el estado de la técnica
relevante no se menciona en la descripeién.



ftem vIIX
Falta de claridad - Inconsistenclas — Discrepancias

Considerando el soporte de la especificacién lo cual permite definir términos
inespecificos como alquilo, arilo, heteroarilo, etc., parece ser que el término alquilo no
puede comprender (y normalmente es asf) alquenilo o alquinilo. Lo mismo ocurre para
grupos alquilo- arilo y alquilo- heteroarilo que no estén en la reivindicacién 1. De
manera que las reivindicaciones 2 y 3 no pueden depender de la reivindicacién 1 en la
presente.

La definicién de E y J incluye repeticiones innecesarias con NHR y NHRR? puesto que
Ry R’ estén cubiertos por la misma definicién que incluye H. La definicién de Z
también es redundante cuando se dice que representa N(H) 6 N(R) puesto que R puede
representar H.

En ausencia de una especificacion de los varios grupos alquilo, arilo, etc., parece ser
ilégico enumerar alquilos, arilos, etc. adicionales como posibles sustitutos de estos
grupos. Adicionalmente, la “definicién” de estos sustitutos comprende variables de
distinia naturaleza, en particular, variantes estructurales como cicloalquilo, halo, etc., y
variantes funcionales tales como amido, éster, hidrazida, etc. Tales redacciones son la
fuente de principalcs imprecisiones y falta de claridad las cuales son, de manera
consecuente, no aceptables para definir adecuadamente el alcance de una reivindicacion.

Ademads tomar en cuenta que los términos como heteroarilo y heterociclilo no se definen
de la misma manera en la reivindicacién 1 como en la descripcién (pdgina 35). Existen
discrepancias las cuales infringen los requisitos de claridad. El término cicloalquilo se
repite de manera innecesaria en la reivindicacién 1.

La reivindicacién 12 1a cual depende de la reivindicacién 1 sobra puesio que memmente
repite la misma definicién para Y,
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Box No.! Basis of the report #

1. With regard to the language, this report is based on the international application in the language In which it was
fited, unless otherwise indicated under this item.

O This report is based on transiations from tha original language into the following language ,
which is the language of a translation fumished for the purposes of:
O Intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O Intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard 1o the elements® of the intemational application, thie report is basad on (replacement sheets which
have besn furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
raport as “originally filed” and are not annexed to this report).

Description, Pagea '
1-113 as originally lited

Clalmes, Numbers

1-37 as originaily flled

0 asequence listing andbr any related table(s) - ses Supplemental Box Relating to Sequence Listing

8. O The amendments have resulted in the cancefiation of:
O the description, pages
0 the claims, Nos.
O the drawings, sheetefigs
O the saquenca listing (specity):
O any table(s) related to sequence listing (spacify):

4. O This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considared 1o go bayond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2{c)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, shestafigs

O the sequence listing (apecify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "supergaded.”
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Box No. Il Non-eatablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step lnd'induwhl?/’
applicability

1. The questions whether the clalmed invention appears to be novel, to Involve an Invonﬁve step (to be non-
obvious), or to be industriaily applicable have not been exarmined In respect of

g

the entire intemational application,
claims Nos. 21,22,31-38 with regard to Industria! applicabllity
becauee:

the said Interational application, or the said claime Nos. relate to the following subjoct matter which does
not require an intemational preliminary examination (specify):

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said chlms Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed {specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the deecription that no meaningful opinlor
could be formed.

no Intemational search report has been established for the said clalms Naos. 21.22.31-38 with regard to
industrial applicability

the nuclectide andbr amino acld sequence listing doas not comply with the standard provldad for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the writlen form 0O has not been fumished
B does not comply with the standard
tha computer readable form  [1  has not been fumnished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleatide andbr amino acid sequence listing, if in computsr readable form only, ¢
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-big of the Admmlstmtlve instructions.

See separate sheet for further details
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step o ustrial
spplicablity; citations and explanstiona supporiing such statement )

1. Statement
Novelty (N) Yas: Claims 7.14,2528
No: Claims 1-6,8-138,15-24,27-37
Inventive step {IS) Yes: Claims
No: Claims 137
industrial applicability (lA) Yas: Claims 1-20,23-30,37
No: Claims

2. Citations and explanations {Rule 70.7):
see sgparais sheet

Box No. VIl Cerialn defects In the Interational application

The following defects in tha form or contents of the intemational application have been noted:
seo separate shest

Box No. Vill Certain observations on the international application

The following obeervations on the clarity of the claime, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separaie shoet
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Be ltem [l

Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabillty

The Intemational search report (ISR) was not established for claims 21, 22, 31 to 36. The
pressnt written opinion will therefore not cover these claims (rule 66.1(e} PCT).

Claims 21, 22, 31 1o 36 are directed to methods for treatment of the human or animal body
by surgery or therapy as well as diagnostic methods. They relate to subject-matter
considered by this authority o be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT.

Under the terms of Rule 39.1(iv) PCT, the ISA was not required to cany out a search of
such claims, but as indicated in the ISR, the search was carried out and based on the
alleged effects of the compounds. Similarly, the IPEA (which is the ISA) Is not required to
carry oul an Intemational preliminary examination of such claims, but as for the ISR, the
IPER will be based on the alleged effects of the compounds (Rule 67.1 (iv) PCT).

For the assessment of the present claims 21, 22, 31 to 36 on the question whether they
are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known
compound for first use in medical treament and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment. Consequently, no opinion will
be formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).

BeltemV
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Cited prior art

Form PCT/Saparate Bheel/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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D1: US 038218325
02: WO 02/08244
D3: WO 03/062265
D4: WO 02/48172
DS: WO 02/18369
D8: WO 03/062228
D7: WO 01/74768

2. Novelty

D1 to D3 disciose compounds which fall in the presently claimed scope. D3 to D5 overlap
with the present application. D6 and D7 are also close prior art which differentiates only by

@ the group comresponding to R' which represents a N-containing ring. All cited documents
relate to compounds active for the same biclogical targets.

Only compound claims 7, 14, 25 and 26 (specific compounds in claims 25 and 26) can be
considerad as novel since they comprise additional features which have not been found in
the cited prior ar.

3. Notes on Inventive step
3.1 Lack of unity of invention

The overlaps with the prior art documents D1 to D5 and particularly the compounds
disclosed in D1 to D3 cited in the ISR and useful as HCV protease inhibitors destroy the

@ novelty of the present application. This means that a single general inventive concept lacks
to characterize (structurally and functionally) one unique invention over the whole claimed
SCOpPe.

The requirements of unity are not met when a significant structural element shared by all

the claimed altematives lacks to qualify a required "same or corresponding special
technical feature" (rule 13.1 PCT) that clearly defines the very invention as a contribution

Fom PCY{Seperate Shest/400 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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over the art and that is common to all the claimed compounds (/. 6. covering "a single
general inventive concept" as required by rule 13.1 PCT)).

More specifically considering the illustrations, as claimed in claims 25 and 26, the common
cores are known structures and therefore could not be considered as forming a common
special technical feature (see also PCT Gazette, administrative instructions, special issue,
annex B, part 1 (f)). '

The general concept as presently claimed is not novel. This known "feature” common to
the whole claimed subject-matter cannot be considered to define a novel contribution over
the prior art and, consequently, cannot constitute the special technlcal feature required
by rules 13.1 and 13.2 PCT.

Presently a unique invention cannot to be clearly characterised by a well-defined
distinguishing structural feature. In other words a singie general inventive concept is
absent in the sense that it lacks the constant presence of a structure which differentiates
clearly the present subject-matter from the known prior art. The first differentiating feature
which comes in the variant definitions appears in the variable Y which aliows to distinguish
as many inventions as groups Y can represent, each particular group possibly including
variants usually seen as equivalent; each of these groups wouid therefore feature an
essential characteristic of a specific invention: for instance, a (hetero)aromatic ring,-a non
(hetero)aromatic ring, a non cyclic structure, etc.

The Applicant is required to indicate on which invention the prosecution of the examination
should be based and to limit the application accordingly.

A special technical feature which defines a contribution over the prior art lacks to be
common to each distinguishable sub-invention of the presently claimed scope. Until such a
specific feature has been clearly defined by the Applicant, no decislon can be made
conceming the inventive step.

3.2 In order to prosecute with the case, the following statements are made.

The problem underlying the present application is seen in the provision of further
tetrapeptide (Z = N) compounds and analogues (Z = O) thereof useful as HCV NS3/NS4A

Form PCT/Separate Shoet408 (Sheet ) (EPO-January 2004)
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protease inhibitors.

The closest prior art Is reprasented by D1 to D3 which disclose also HCV NS3/NS4A
protease inhibitors and particularly novelty destroying compounds. Moreover, due to the
overlaps, the present application can aiso be considered as a selection of the prior art
disclosure. Consequently, a skilled person will expect that the present compounds have
the claimed activity.

3.3 Starting from the prior art documents, a solution might reside in the provision of the
compounds defined in the dependent claims 7, 14, 25 (entries 1-72 of table 1) and 26
(entries 1-24 of table 3) which are considered novel. However, these compounds are
characterised by different technical features which are not linked together so that they fom
a single inventive concept: there are as many inventions o be found as different structural
features can be distinguished (see above unity).

There is consequently a fundamental need that the Applicant specifies unambiguously
which common differentiating criterion is to be taken into account to define an unitary
application: this common feature is essential because it is on the basis of a surprising
effect clearly linked to this structural difference that an inventive step should be
acknowledged.

3.4 Note that the novelty destroying compounds of the prior art belong to the said Ki*
class or range C (i.e., > 1000 nM) and tested compounds of tables 1 and 3 appear to
belong to the Ki* class or range A (.e., < 100 nM). This could be an indication in favour of
the inventiveness of the tested compounds, provided they are shown to be so linked as to
form a single inventive concept.

Despite of that, a large amount of compounds disclosed in the prior art belong also to the
Ki* class or range A.

Nevertheless, the application is inconsistent when giving different test results for a same
compound: in table 1, the Ki* of compound of entry 1 is 10 nM; in table 3, Ki* of entry 11
(which is the same compond) is 13 nM. On the other hand, the same KI* (6 nM) is given for
the entry 2 of table 1 and entry 5 of table 3, which are in fact the same compound.

Form PCT/Separais Sheal/408 (Shoet 4) (EPO-January 2004)
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3.5 Further remarke

The Applicant's attention is drawn to the fact that the claims as presently drafted do not
fully satisfy PCT requirements. Particularly, the protection which is sought should comply
with a reasonable breadth of a scope covering only variants and/or compounds which
solve the problem underiying the invention.

It is realized that the Applicant is entitled to claim all obvious modifications of what was
concretely described and that attemative variations have to be supported by the
description, i.6. a certain number of examples.

Open and non limitative {generalizing) expressions or terms like "alkyl, aryl, heteroalkyi,
heteroaryl, cycloalkyl, eic’, derivativas thereof extend (irrealistically) the scope of the
claims beyond what has actually been verified in the worked examples on file (this is
particularly important if, after amendements made to overcome the pending objections,
these expressions finally cover features which are essential for the invention).

Undefined terms render the claims obscure in scope and do not aliow to correctly and

specifically circumscribe a scope where the invention applies and for which protection Is
sought/can actually be granted (see also PCT Guidelines C-1ll, 4.1 to 4.4, rule 6.3 PCT,
technical features).

The question is whether or not a technical effect is to be achieved by all the embodiments
covered by the claims when this technical effect tums out to be the sole reason for the
alleged inventiveness of these processes. A consequence is that broad expressions are
objectionable under Art. 33(3) PCT.

The given examples represent a relatively narrow illustration of the claimed scope. All of
them illustrate the cases wherein

- R is amino optionally substitued by cyclopropyl, allyl and propyl;

- R? is propyl, butynyl, butyl, trifluoropropyl, difluoroethyl, cycloprpylmethyl and
cyclobutylmethyi;

- E and J are both methyl;

- R? is tert-butyl, methyl-1-cyclohexyl, indan and cyclohexyl;

Form PCT/Saparsia ShestM08 (Sheet 5) (EPO-January 2004)
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- R* is cyclohexyl or methyl-1-cyclohexyl and

- R*is always H;

- Zis always NH;

- G is CO or SO,;

- Y is pyrazine, thiophene, pyridine, thiazole, tert-butyl, quinoline, iriflucromethyle, triazole,
tert-butyloxy, ethoxy, tert-butylsulfonyl-1-cyclohexyloxy, phenoxy, tert-butylamino,
ethylamino, tert-butylsulionyl-1-cyclohexylamino, phenylamino, tetrazole, benzimidazle,
ethyl and phenyl.

Except the relatively large variation of Y, the other illustrated substituents show little or no
variations, particularly, E, J, R*, R®, Z and G such that all claimed (examplified) compounds
correspond to a basic common core (likely to fulfit the unity requirement if the application
were restricted to these compounds).

it can be therefore questioned whether the constant presence of certain features in the
ilustrative examples is a necessary and essential characterisitic of the invention which
should not be allowed to vary out of the reasonable extent of the usual equivalents and
(bio)isosters of these variants (especially keaping in mind that the difference with the prior
art may be relatively smali, the effect (to be unexpected) of which can be hindered by other
unpredicted etfects of larger structural variations of other variant groups).

Without any evidence of the contrary, the presently claimed scope do not represent a
reasonable gensralization of the very invention as shown by the examples.

Open and too broad formulations may also lead to unacceptable speculati ns from the
skilled people as to the very invention and its future aspects; it may even suggest that the
claimed scope lacks any inventive merit and is not properly covered by the description and,
particularly, the examples. Furthermore this would deprive any third party from a legitimate
protection for a genuine invention in relation with an object which was neither described
nor even foreseen but would have only been a hypothesis in the frame of the present
invention,

A general formulation, made up of many variables or groups defined by unlimited and/or
vagues terms or non limitative expressions (including unspecific points of attachement),

Form PCT/Seperats Sheat/400 (Sheel 6) (EPO-January 2004)
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constitutes an excessive generelization encompassing forms which go far beyond what the
skilled person, aiso taking into account physico-chemical and biological considerations,
can regard as including obvious modifications, equivalents and/or (bio)isosterical values of
substituents/of the examples given in the description.

There is indeed a great variety of structural possibilitias which are claimed (and not yet
explored by the Applicant), the effect of which cannot be foreseen having regard to the
problem underlying the prasent application and, consequently, which are not solutions of
the problem. Moreover, non limitative definitions create unnecessary overlap and selection
situations( &.g. an expression like "optionally substituted heterocycle® encompasses any
other heterocycle -including any other moiety possibly known to be useful In contrary
applications) and the eventual attachment of other biophoric/pharmacophoric molecules as
well as bioconjugates are embraced, so that the actual biological activity of such "hybrid
moiecules® is unpredictable.

The inventive step required by Art. 33(3) PCT can be acknowledged only for a well-defined
scope embracing a specific domain thanks to a reasonable generalisation of the very
invention, taking into account the extent of the illustration of the examples, the suppont of
the specification, the closeness of the prior art (for instance, the overlaps), the
reproducibility and the feasability of the invention in all its aspects. in other words, the
protection which is sought should comply with a reasonably broad claimed scope such that
it comprises only compounds, their variants and equivalents which solve the problem
underlying the invention (PCT guidelines C-ill, 6.1, 6.2 and 6.4).

The objection of unclarity in the context of tha inventive step should be understood in the
sense that a claimed scope would be “unciear” not only in view of undefined terms taken
as such but, more comprehensively, in considering that undefined terms bring an
uncertainty whether it is justified to exiend the inventiveness recognized for a (specific)
part of the claimed domain to the whole (unlimited) claimed domain. When the whole
claimed domain remains open, that is, unspecific or uncompletely specific, it cannot be
credible that the inventive step (the surprising effect) is present everywhere therein.

The claims must be amended consequently in order to show the necessary limits of the
scope of the invention in order, not only to allow a skilled person to reproduce the inventior
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but also, to circumscribe the particular chemical and/or biological domain where the
invention applies to, i.e. where the inventiveness is credibly present.

As chemical species can be precisely defined by the identity and the number of the atoms
involved, it is necessary to specify the disputed expressions and terms by means of the
Incorporation of the definitions and/or substituents given in the specification.

4. Miscellangous

4.1 The description will have to be adapted according to any amended seét of claims; care
should be taken during revision, especially of the introductory portion including any
statement of problem or advantage, not {o add subject-matter which extends beyond the
content of the application as originally filed (Art. 34(2)(b) PCT). Any subject-matter which is
not pant of the claims has to be deleted from the description.

4.2 Since examples are, by definition, illustrative of the invention, they normally should
not serve any limiting purpose. Any expression like “the illustrations should not be
construed to limit the scope of the invention® (page 54) should be avoided.

Any expression or sentence which may also refer to an extent of protection beyond the
actual invention) like, on page 55, "altamative mechanistic pathways {..} will be apparent...
etc”, "it is to be understood that (...) suitable substitution of any of both the natural and
unnatural amino acids result in the formation of the desired compounds® and “such
variations are contemplated to be within the scope of the invention® are also objectionable
like the closing sentence on page 113 about “all such alternatives, modifications and
variations, etc”.

The insertion of such sentences would suggest that the subject-matter as presently
disclosed does not cover properly the claimed scope. Any expression which can be
interpreted as an unjustified extension of the claimed scope should be objacted. The
speacification should be clear and sufficient by itseif. A precautionary measure on the limits
of the scope is therefore superfluous and even misleading as it finally prevents a proper
definition of the invention and opens the way to speculations (of skilled persons) about the
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very inventive subject-matter. Consequently any element against clarity has to be deleted.

4.3 It is additionaily noted that the terms and/or expressions like "etc®, "and the lik * used
in these definitions are unspecific. They cannot serve as a support for the invention and
therefore should be deletad.

\
References to mathods of treatment or diagnostic methods as "embodiments”of the
invention (page 53) must be avoided since they are considered by the ISA to be covered
by the provisions of rule 67.1(iv) PCT. The description can be redrafted in order to fulfil the
PCT requirements. :

Terms and/or passages which are not essential to the definition and the understanding of
the invention as claimed are superfluous and therefore do not need to appear and to be
defined in the description (see, for instance, "prodrug"). Mention is also made on page 43
to "effective amount® or "therapeutically effective amount® in reference to a CDK (?)
inhibiting effect which does not seem to belong to the present subject-matter.

4.4 In order to facilitate the examination of the conformity of the amended application with
the requirements of Art. 34(2)b) PCT, the Applicant is invited to clearly identify the
amendments carried out, irespective of whether they concem amendments by addition,
replacement or deletion, and to indicate the passages of the application as filed on which
these amendments are based (see also rule 66.8(a) PCT). Fallure to comply with this
invitation will result in the amendments not being examined.

The Applicant is requested to file amendments by way of replacement pages in the
manner stipulated by rule 66.8(a) PCT. If the Applicant regards it as appropriate, these
indications could be submitted in handwritten form on a copy of the relevant paris of the
application as filed. The amended pages should preferably be filed in triplicate. Pages
amended in handwriting should be retyped, except those which contain deletions only.
Moreover the Applicant's attention is drawn to the fact that, as a consequence of rule
66.8(a) PCT, the examiner is not permitted to carry out any amendments under the PCT
procedure.
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. Be ltem VII
Certain defects in the international application

Contrary to the requirements of rule 5.1(a)il} PCT, all the relevant background art is not
mentioned in the description. '

Re item Vill

Unclarities - Inconsistencles - Discrepancies

Considering the support of the specification which allows to define unspecific terms like
alkyl, aryl, heteroaryl, etc, it appears that the term alkyl cannot comprise (and it is nomally
the case) alkenyl or alkynyl. The same remark applies for the groups alkyl-aryl and alkyl-
heteroaryl which are not in claim 1. Consequently, claims 2 and 3 cannot presently depend
on claim 1.

The definition of E and J includes unnecessary repetitions with NHR and NHRR’ since R
and R’ are covered by the same definition which includes H. The definition of Z is also
redundant when it is said to represent N(H) or N(R) since R can represent H.

In the absence of specification of the various groups alkyl, aryl, etc, it appears inconsistent
to list further alkyl, aryl, etc, as possible substituents to these groups. Furthemmore, the
"definition® of these substituents comprise variabies of different nature, particularly,
structural variants like cycloalkyl, halo, etc, and functional variants like amido, ester,
hydrazide, etc. Such wordings are source of major unclarities which are consequently not
accepiable to appropriately define the scope of a claim.

Note also that terms like heteroaryl and heterocyclyl are not defined the same way in claim
1 and in the description (page 35). There are discrepancies which contravene the
requirements of clarity. Cycloalkyl is unnecassarily repeated in claim 1.

Claim 12 which is dependent on claim 1 is superfluous since it merely repeats the same
definition for Y.
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