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Traduccién oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del 1;;’
Ministerio de Justicia de Colombia
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2. ha sido firmado por James Kerr Milligan
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E1 14 agosto 2003 .
Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
axteriores y de la Mancomunidad
8. No. G228474
8. Gran Sello de 1a Oficina da Asuntos exteriores y de 1a Mancomunidad
10. Firma legible de J. Garbrah- Por el Secretario de Estado

Si el documento se usa en un pais que no pertenece a 1a Convencidn de 1a Haya del
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Yo, el infrascrito JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por 1a Autoridad Real debidamente admitido y juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio y letra
del Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS, cuya identidad me consta, Apoderado de
ln Sociedad inglesa denominada “GLAX0O GROUP LIMITED”, Sociedad
legalmente constituida y existente de acuerdo con las leyes de Inglaterra, e inscrita
en la Oficina de Registro de Sociedades bajo el niimero 806979, con domicilio social
en Glaxo Wellcome House, Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN,
Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don PETER JOHN GIDDINGS esté debiday suficientemente
autorizado para firmar documentos de esta clase en nombre y representacién de

dicha Sociedad en virtud de un Poder otorgadoe por la referide Sociedad fechado 3 de
julio de 2002.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro de los
objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura Constitutiva

y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como eonvel.nga y fuere necesario expido el

5 resente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, ¢l dia de hoy

ece de agosto del afio dos mil tres.
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APOSTILLE
(Hagnx Convention of 3 Octoher 1961 / Convention de Ls Haye du J actobre 1961)
UNITED KONGDPOM OF GREAT RRITAIN AND NORTIHERN IRELAND

I. Cowntry: United Kingdom of Groet Britain snd Northem fretand
Pays: Roymme-Uni de Qrande-Brotagne o d'Fienda du Nord

This puhlio docment / La présent acte public
2. Has been signed by James Karr Milligan

u &4 sigod par
3. Actinghthecapacityof Notary Publie
aglssant en qualité de
4. Bemstbeseal/stampof  The Sald Notary Public
st revity du peeantimbes do
Cartified/Attegté
5. o London/l Londrs 6. thefls 14 Angust 2003

7. by Her Majeaty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affsirs /
par la Sccritaire d"Eit Principal de Sa Majesté sux Affuires Etrangires et du Commonwealth.

£  Numbec/sou No G229474

10. Signatwre: 3. Garbrah

o

Fur the Scyeary of Dute / Pour s Sepriieirs 5ot
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Power of Attorney Poder
The undersigned, El suscrito,
Glaxo Group Limited

domiciled in
Glaxo Wellcome House, Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, GB

by means of these presents hereby grants 1o Carlos
R. Olarte, J. 1an Raisbeck and Ana

Maria Frieri full and sufficient Power of
Atlomey io file, prosecuie, obiain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Indusirisl Deslgns in the
Republic of Colombia, to which end it emnpowers
them to take sl ateps necessary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replics
and oppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents and securities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby gmnied to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those .
who arc to represent the company judicially and
, extrajudicinlly, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions.

Sig'nalureJFirma:

por medio del presente otorga 2 Carlos R.
Olarte, J. Ian Rafsbeck y Ana Maria
Frierl poder especial, anyplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hiacer
respeiar todas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utllidad y Disefios Industriales de la .
compafiia en la Reptblica de Colombie, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autorided administrativa
o judicial de cualquier jerarquia pars cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
Tespuesias y oposiciones, pager impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y pexcibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
& nombro de la compafiia, otorgar poderes a
quicnes vayan & representar a [ compahia judicial
y extrajudicialments, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, déindoles
asimismo facultad para sustituir ¢l presente y
revocar dichas sustituciones.

Peter John GID

Date/Fecha: 13 August 2003

S as ftlomcy and Authorised Official

wasior gue 4ty Feig

Coma Notarig Veiatigiery de este Gf-ulo

10N £u origisal qua he fanido a Ig vmu,

<15 HAR zmz

City,Country/Ciudad,Pais: Brentford, Middlesex, England
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A-METHOXYMETHYL-PYRROLIDINE-2-CARBOXYLIC ACID COMPOUNDS AND DERIVATIVES

THEREOF AS HEPATITIS C VIRUS INMIBITORS

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to novel C(4)-methoxymethyl acyl pyrmolidine derivatives
useful as antl-viral agents. Speclfically, the present invention involves novel Hepatitis C
Virus (HCV) inhibitors.
BACKGROUND OF THE INVENTION

Infection with HCV Is a major cause of human liver disease throughout the world. In the
US, an estimated 4.5 milion Americans are chronicalfly infected with HCV. Although only
30% of acute infections are symptomatic, greater than 85% of infected individuals develop
chronic, persistent infection. Treatment costs for HCV infection have been estimated at
$5.46 billion for the US in 1997. Worldwide aver 200 million people are estimated to be
infectad chronically. HCV infection is responsible for 40-860% of all chronic liver disease
and 30% of al liver transplanis, Chronic HCV infection accounts for 30% of all cimhosis,
end-stage liver disease, and liver cancer In the U.8. The CDC estimates that the number
of deaths due to HCV will minimally increase 1o 38,000/year by the year 2010.

Due to the high degree of variability in the viral swface antigens, existence of multiple viral
genotypes, and demonstrated specificity of immunity, the development of a successful
vaccine In the near future Is unilkely. Alpha-interferon (alone or in combination with
ribavirin} has been widely used since its approval for treatment of chronic HCV Infection.
However, adverse side effects are commonly associated with this treatment: flu-tke
symptoms, leukopenia, thrombocytopenia, deprassion from interferon, as well as anemia
induced by ribavirin {Lindsay, K.L. (1897) Hepatology 26 (suppl 1) 71S8-77S). This
therapy remains less effectiva against infections caused by HCV genotype 1 (which
constitutes ~75% of all HCV infections In the daveloped markeis} compared 1o infections
caused by the other 5 major HCV genciypes. Unfortunately, only ~50-80% of the patienis
respond to this treatment (measured by a reduction in serum HCV RNA levels and
normalization of liver enzymes) and, of those treated, 50-70% relapse within 6 months of

cessation of treatment. Recently, with the introduction of pegylated intarferon, both initial.

and sustained response rates have improved substantially, and combination treatment of
Peg-IFN with ribavirin constitutes the gold standard for therapy. However, the side effecls
associated with combination therapy and the Impaired response in patients with genotype
1 present opportunities for improvement in the management of this disease.

First identifled by molecular cloning in 1989 (Choo, Q-L et al (1988) Sclence 244.359-
362), hepatitis C virus (HCV) is now widely accepled as the most common causalive
agent of post-transfusion non A, non-B hepatitis (NANBH) (Kuo, G el al {1988) Scienca
244:362-364). Due to its genome structure and sequence homology, this virus was
assighad as a new genus in the Flaviviridae family. Like the other members of the
Flaviviridee, such as flaviviruses (e.g. yellow faver virus and Dengue virus types 1-4) and
pestiviruses (e.9. bovine viral diamhea virus, border disease virus, and classic swine fever

(\
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virus) (Choo, Q-L el al (1989) Science 244:359-3; Miller, R.H. and R.H. Purcell {1990)
Proc. Natl. Acad. Sd. USA 87:2057-2061), HCV is an enveloped virus contalning a single
strand RNA molecule of posilive polarily. The HCV genome is approximately 8.6
kilobases (kb) with a long, highly conserved, noncapped 5" nontranslated reglon (NTR) of
approximalely 340 bases which functions as an internal ibosome entry site (IRES) (Wang
CY et al 'An RNA pseudoknot is an essential structural element of the intemnal ribosome
entry site located within the hepatitis C virus §' noncoding region' RNA- A Publication of
the RNA Sociely. 1(5): 526-537, 1895 Jul.). This element Is followed by a region which
encodes a single long open reading frame (ORF) encoding a polypeptide of ~3000 amino
aclds comprising both the structural and nonstructural viral proteins.

Upon entry Into the cyloplasm of the cell, this RNA is directly transiated Into a polypeptide
of ~3000 amino acids comprising both the structural and nonstructural viral proteins. This
large polypeptide is subsequently processed inta the Individual structural and
nonstructural proteins by a combination of host and virally-encoded proteinases (Rice,
C.M. (1866} in B.N. Fields, D.M.Knipe and P.M. Howley (eds) Virology 2™ Edition, p931-
960; Raven Press, NY.). Following the termination codon at the end of the long ORF,
there is a 3' NTR which roughly consists of three regions: an ~ 40 base region which is
poorly conserved among various genotypes. a variable length poly(U)/polypyrimidine tract,
and a highly conserved 98 base element also called the "3' X-tall* (Kolykhalov, A. el al
(1996) J. Virology 70:3363-3371; Tanaka, T. et al (1995) Blochem Biophys. Res.
Commun. 215:744-749, Tanaka, T. et al (1996) J. Virology 70:3307-3312; Yamada, N. et
al (1996) Virology 223:255-261), The 3' NTR is predicted to form a stable secondary
structure which Is essential for HCV growth In chimps and Is believed to function in the
initiation and regulation of viral RNA replication.

Tha NS5B protein (591 amino aclds, 65 kDa) of HCV (Behrens, S.E. et al (1996) EMBO J. .

15:12-22), encodes an RNA-dependent RNA potymerase (RdRp) activity and contains
canonical motifs present in other RNA viral polymerases. The NSSB protein is fairly well
conserved both intra-typically (~95-88% amino acid {(aa) identity across 1b isolates) and
Inter-typically (~85% aa identity between genotypa 1a and 1b isolates). The essentislity
of the HCV NS5B RdRp activity for the generation of infectious progeny virions has been
formally proven In chimpanzees (A. A. Kolykhalov et al.. (2000) Journal of Virology. 74(4).
p.2046-2051). Thus, inhibition of NS58 RdRp activily (inhibition of RNA repfication) is
predicted 10 cure HCV infection.

Although the predominant HCV genotype worldwide is genotype 1, this itself has two main
subtypes, denotad 1a and 1b. As seen lrom entries Into the Los Alamos HCV database
(www.hcv.lanl.gov) (Table 1) there are regional differences in the distribution of these
subtypes: while genotype 1a is most abundant in lhe United States, the majority of
sequences in Europe and Japan are from genotype 1b.
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Table 1
% of sequences
in the database World USA Europe Japan
Genotype 1 71.8 B7.8 758 80.2
Genotype 1a 28.4 66.4 21.7 1.6
Genotype 1b 434 214 542 78.6

The prevalance of genotype 1a in some regions makes it highly desirable to identify an
anti-viral agent that is able to inhibit both genotype 1a and genotype 1b. This means a
wider patlent pool would be able to benefit from treatment with the same agent.

Based on the foregoing, there exists a significant need to |dentify syntﬁeﬂc or biologlcal
compounds for their ability to inhibit replication of both genotype 1a and genotype 1b of
HCV. '

PCT publication number WO2004/037818 generically discloses certain compounds,
including certain acyl pyrrolidine compounds, having HCV inhibitory activity. The assay is
directed to the 1b genotype. The compounds disciosed have the formula (1)

whaerein:
A represents hydroxy;
D represents aryl or heteroaryf,
E represenis hydrogen, C,salkyl, aryl, hetercaryl or heterocyciyl;
G represenis hydrogen or C,4alkyl optionally subslituied by one or more substituents
selocted from halo, OR', SR’, C(OINR’R?, COH, C(O)R!, CO.R*, NR’R?, NHC(O)R*,
NHCO;R', NHC{ONR'R’, . SO.NR'R®, SO R‘, nitro, cyano, aryl, heteroaryl and
heterocyciyl;
R’ represents hydrogen, C,.salkyl, arylalkyl, or helercarylalkyl;
R? and R? are independently selected from hydrogen, C,4alkyl, aryl and heteroaryl; or R?
and R® together with the nitrogen alom to which they are attached form a 5 or 6
membered salurated cyclic group;
R' is selected from the group consisting of Cialkyl, aryl, hetercaryl, arylakyl, and
heteroarylalkyl;
R® and R® are independently selected from the group consisting of hydrogen, C,ealkyl,
aryl, heteraaryl, arylaikyl, and heteroarylalkyl; or R® and R* together with the nitrogen atom
to which they are atlached form a 5 or 6 membered saturaied cyclic group; and
J represents C,¢alkyl, heterocyclylalkyl, arylalkyl or heteroarylaliyt;

3
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and safis, solvates and esters thereof, provided that when A Is esterified to form -OR
where R is selected from straight or branched chain alkyl, aralkyl, aryloxyalkyl, or aryl,
then R is ather than teri-butyl, '

Surprisingly, it has now been found that compounds according to the present invention,
generically disclosed in W02004/037818, and having a specific substitution pattemn,
exhibk improved properties over those compounds specifically disclosed In
WQO2004/0378186.

SUMMARY OF THE INVENTIO|
The present Invention involves C(2'}-heteroaryimethyl-C(4}-methoxymethyl acyl
pyrrolidine compounds represented hereinbelow, pharmaceutical compositions comprising
such compourxds and use of the compourds in treating viral infection, especially HCV
Infaction.

DETAI RIPTION OF THE INVENTION

The present invention provides at least one chemical entity chosen from compounds of
Formula (la) :

Ji | |
A N E (la)
° A
O b»
whernein:
A represents hydroxy;

D represents 4-teri-butyl-3-methoxypheny!;
E represents 1,3-thlazol-2-yi or 5-methyl-1,3-thiazol-2-yl;
G represents meathoxymethyl;

J represents 1,3-thlazol-2-yimathyl, 1.,3-thlazol-4-yimethyl, 1,2-thiazol-3-yimethyl, or
1H-pyrazol-1-yimethyi;

and salts, solvates and esters thereof; provided that when A Is esterifled to foom -OR
where R Is selected from straight or branched chain alkyl, aralkyl, aryloxyalkyl, or aryl,
then R is other than tert-butyl. )

In one aspect, the relative stereochemistry of racemic compounds of Formula (la), is
representad by Formulae (Ip) or (Ig):

\L
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G G
Ju, | I Joy I |
.. (P
A Y A e (9
—(’:I) )N\ E reletive stareochemistry _g )N\ E relative stereochemistry
O D 0 D
wherein A, D, E, G and J are as defined above for Formula (la).

In a further aspect, the absolute stereochemistry of chiral compounds of Formuia (la) is
represented by Formulaa (Ipp) or (laq):

G
J\ | | Ja | I
{ep) ""E (o)

)\ mm _" J\ absolute stereochamisty
O D (0 '}
wherein A, D, E, G and J are as defined above for Formula (la).

The following substiluent groups are preferred, where applicable. in respect of each of
Formulae la, Ip, Ipp Iq and Iqgq:

In one aspect, A Is hydroxy (that is, not esterified).

in one aspect, J represents 1,3-thlazol-4-yimethyl or 1H-pyrazol-1-yimethyl. In a further
aspect, J represents 1H-pyrazol-1-yimethyl. In another aspect, J represenis 1H-pyrazol-
1-yimethyl and E represents 1,3-thlazol-2-y1.

In one aspect, the compourxis of Formula (la) are represented by compounds of Formula
(Ipp).

It Is to be understood that the present invention covers all combinations of aspects,
sultable, convenient and preferred groups described herein.

The chemical entities of the present invention exhibit an improved genotype-1a/1b profile
against HCV polymerase, and therefora have the potential to achieve efficacy in man over
@ broad patient population.

The term 'genotype-1a/1b profile’ means polency as an inhibitor of HCV polymerase
enzyme In wildtype HCV of the 1a genotype and of the 1b genotype. High potency in both
genatypes |s considered to be advantageous.

There Is provided as a further aspect of the present invention at least one chemical entity
chosen from compounds of Formula (la) and physiologically acceptable salls, solvates or
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asters thereof for use in human or veterinary medical therapy, particularly In the treatment
or prophylaxis of viral infection, particularly HCV infection.

It will be appreciated that refarence herein to therapy and/or treatment includas, but is not
limited to prevention, retardation, prophylaxis, therapy and cure of the disease. It will
further be appreciated that references herein to treatment or prophylaxis of HCV infection
includes treatment or prophylaxis of HCV-assoclated dlsease such as liver fibrosis,
cirrhosis and hepatocefiular carcinoma,

According to another aspect of the invention, there is provided the use of at least one
chemical entity chosen from compourxis of Formula (1a) and physlologically acceptable
salts, solvates or esters thereof in the manufacture of a medicament for the treatment
and/or prophylaxis of viral infection, particularly HCV infection.

In a further or altemative aspect there is provided a method for the treatment of a human
or animal subjecl with viral infection, particularly HCV Infection, which method comprises
administering to sald human or animal subject an effeclive amount of at least one
chemical entity chosen from compounds of Formula (la) and physiologically acceptable
salts, solvales or esters thereof.

It will be appreclated that the compounds of the present invantion may contain one or
more asymmelric carbon atoms and may exist In racemic, diastereoisomeric, and optically
active forms. All of these racemic compounds, enantiomers and diasterecisomers are
contemplated to be within the scope of the present invention.

In one aspect, chemical entities usefu in the present invention may be chosen from
compounds of Formula (la) selected from the group consisting of:

rel-(2R 48 5R)-1-{3-Methoxy-4-ferf-butylbenzoyl}-4-(mathoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-vl)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;
reH{2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbanzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(1 a-thlaznl-z-yl)-z-
(1,3-thiazol-4-yimethyl)pymrolidine-2-carboxylic acid;
re{2R,48,5R)~1-{3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)}-4-(methoxymethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yi)-2-
(1.2-thiazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;
rei-(2R,48,5R)-1-{3-Methoxy-4-teri-butyibenzoyl)-4-(methaxymethyl)-2-( 1H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;
reH{2R,4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)}-4-(methoxymethyl)-5-(S-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-(1,3-thlazol-2-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid; '
reH2R 48,5R)-1-{3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyi)-5-({5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-{1,2-thlazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid; and
rei{2R,45,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-y1)-2-( 1 H-pyrazol- 1-yimethyl)pyrrolidine-2-carbaxylic add;

and saits, solvates and esters, and Individual enantiomers thereof.

\k
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In a further aspect, chemical entities useful in the present invention may be chosen from
compounds of Formula (la) selected from the group conslsting of:
re-(2R,45,5R)-1-(3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyi-1,3-
thiazol-2-yi)-2<(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

rel-(2R 4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-fert-butyibenzoyi)-4-(methoxymethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)-2-
(1,3-thiazol-4-yimethyl }pywrolidine-2-carboxylic acid;

re{2R, 45, 5R)-1-(3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-2-(1H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)pymolidine-2-carboxylic acid;

rak{2R 4S,5R)~1-(3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl}-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyi-1,3-
thlazol-2-yl)-2-(1H-pyrazol-1-yimethyi)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

and salts, solvates and esters, and individual enantiomers thereof.

In a yet further aspect, chemical entities useful in the present invention may be chosen
from compounds of Formula (la) selected from the group conslsting of:

reH{2R 48,5R)-1<(3-Methoxy-4-fer-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-2-(1H-pyrazol-1- .
yimathyl)-5<{1,3-thiazol-2-yi)pyrrolidine-2-carboxylic acid;
rel-(2R,4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-ferf-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-(1 H-pyrazol-1-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

and salts, solvates and esters, and Individual enantiomers theraof.

In another aspect, chemical entities useful In the present invention may be chosen from
compounds of Formula (la) selected from the group consisting of:
reH{2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-{ert-butylbenzoyl}-4-(methaxymethyl)-2-{ 1H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yi)pyrrolidine-2-carbaxylic acid;

and salts, solvates and esters, and individual anantiomers thereof.

Also included in the present invention are pharmaceutically acceptable sall complexss.
The present invention also covers the physiologically acceptable salts of the compounds
of formula (la). Suitable physiologically accepiable salts of the compounds of formula (la)
include ackd salls, for example sodium, polassium, caldum, magnesium and
tetraalkylammonium and the like, or mono- or di- basic salts with the appropriate acld for
example organic carbaxylic acids such as acelic, lactic, lartaric, malic, Isethionic,
lactobionic and succinic aclds; organic sulfonic acids such as methanesulfonic,
ethanesulfonic, benzenesulfonic and p-toluenesulfonic acids and inorganic acids such as
hydrochioric, sulfuric, phosphoric and sulfamic acids and the kke.

The present Invention also relates to solvates of the compounds of Formula (la), for
aexample hydrates.

The present Invention also relates o pharmaceutically acceptable esters of the
compounds of Formula (la), for example carboxylic acid esters -COOR, In which R is

7
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selected from straight or branched chain alkyl, for example n-propyl, n-butyl, alkkoxyakyl
(e.g. methoxymethyl), alkoxycarbonylalky! (e.g. methoxycarbonyimethyl), acyloxyalkyl
(e.g. pivaloyloxymethyl), aralkyt (e.g. benzyl), aryloxyalkyi (e.q. phenoxymethyl), aryl (e.g.
phenyl - optionally substituted by halogen, C,4alkyl or Cyalkoxy or amino). Unless
otherwise specified, any alkyl moiety present in such esters preferably contains 1 to 18
carbon atoms, particularly 1 to 4 carbon atoms. Anyarylmolelypresamlnsudlastars
preferably comprises a phenyl group.

In one aspect, the compound of Formula (1a) Is In the form of a parent compound, a salt or
a solvate.

As used herein, the term “pharmaceutically acceptable™ used in relation to an Ingredient
(active ingredient such as an actlve ingredient, a salt thereof or an excipient) which may
be included in a pharmaceutical formulation for administration to a patient, refers to that
Ingredient being acceptable in the sense of being compatible with any other ingredients
present in the pharmaceulical formulation and not being deleterious to the recipient
thereof.

It will further be appreciated that certain compounds of the present invention may exist In
different tautomeric forms. All tautomers are contemplatad to'be within the scope of the
present invention.

Compounds of Formula (la) in which A is hydroxy may be prepared from a compound of

Formula (ll)
G

J
A N £ (1))

0

in which A’ Is a prolected hydroxy group, for example an alkoxy, benzyloxy or silyloxy, for
example tri-(C,..alkyl)-silyloxy group, and D, E, G and J are as defined above for Formula
(1a), by deprotection. Suitable prolecting groups can be found, but ere not restricted to,
those found in T W Greene and P G M Wuls 'Proleclive Groups in Organic Synthesis’, 3
Ed (1999), J Wiley and Sons.

For example when A’ is tert-butoxy, and D, E, G and J are as defined above for Formula
(1a), by treatment with an appropriate acid, for example triflucroacetic acid or aqueous
concentrated hydrochloric acld soluion. Optlonally, the reaction is camied out In a
gsolvent, for example dichicromethane or dimethoxyethane. In one aspect, the
temperature is in the range 0 to 60°C, In a further aspect 20 to 30°C.

For example when A’ is benzyloxy, and D, E, G and J are as deflned above for Formula
(la), by hydrogenolysis In the presence of a suitable catalyst for exampie palladium-on-

\o
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carbon. Sullably, the reaction s carried out in a solvent, for example ethanol. Preferably,
the temperature is in the range O to 50°C.

For example when A' is allyloxy, and D, E, G and J are as defined above for Formula (la),
by treatment with a suitable catalyst for example tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
and a sultable proton source, for example phenylisilane. The reaclion is carmried out in a
sultable solvent, for example dichloromethane.

For example when A’ is tri{methyl)silyloxy, and D, E, G and J are as defined above for
Formula (la), by treatment with a suitable fluoride source for example tetrabutylammonium

" fiuoride. The reaction Is carried out in a sultable solvent, for example tetrahydrofuran.

Compounds of Formula (la) or (I} may be prepared by reaction of a compound of Formula

(m)
G

()
Aﬂ N . E

H
0
in which A" is hydroxy or an alkoxy, benzyloxy or tri{C;_alkyl)-silyloxy group, and E, G,

. and J are as defined above for Formula (la); with a suitable acylating agent, for example

D-C(O)-hal, wherein hal is a halo atom, preferably chloro or bromo, and D is as defined
above for Fomula (la). Preferably the reaction Is cared out In a suitable soivent, for
example dichloromethane, in the presence of a suitable base, for example tristhylamine.
Suitably, the temperature is in the range 0 to 50°C, more suilably 20 to 30°C. Optionally,
the reaction may be carried out at the reflux temperature of the solvent.

Compounds of Formula (la) or (Il) may also be prepared by methylation of a compound of

formula (IV) -

AN e W

A

O D

in which A" is as defined above for Formula (lll), and G’ represents hydroxymethyl using a
suilable base for axample sodium hydride or sodium fertbutoxide and a suitable
methylating agent such as methyl iodide. In one aspect, the reaction is carried out in a
sultable solvent or mixiure thereof, for example dimethyfformamide, methyl-fert-butyl
ether, dimethoxyethane and/or acatoniirile. In one aspect, the reaction is carried out at a
temperature in the range -30 to 50°C, suitably 20 to 30°C or -25°C. In a further aspect,
the reaction is carried out using a mixiure of methyl-terf-butyl ether and dimethoxyethane
as solvent at -25°C.

O
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Compounds of Formula (IV) may be prepared by appropriate manipulation of a compound

of Formula (V)
L

O D
in which A" is as defined above for Formula (lif), and D, E and J are as defined above for
Formula (la), and L represents CHO or CO,Y wherein Y represants hydrogen or alkyl. For
example, by reduction of a compound of Formula (V) in which L represents CHO or CO,Y
wherein Y represents hydrogen or akyl, using a suitable reducing agent, for example
lithium  borohydride, lithium triethyiborohydride, sodium borohydride, sodium
triacetoxyborohydride, borana/dimethyl sulfide complex or lithium aluminium hydride, or
suilable combinations thereof, in a suitable solvent or mixture thereof for example
tetrahydrofuran and/or methanol. In one aspect, the reaction may be carried out at a
temperature In the range -78 to 40°C. In a further aspect, the reaction may be carried out
at a temperature in theé range 30 to 40°C. In a further aspect, the reaction is carried out

using a mixiure of sodium borohydride and sodium trlaceloxyborohydride in a
tetrahydrofuran and methanol solvent mixture.

A compound of Formula (V) in which L represents CO,Y wherein Y represents hydrogen
may ba prapared from a compound of Formula (V) in which L represents CO,Y wherein Y
represents alkyl. For example, a compound of Formuda (V) in which L represents COMe
may be converted into a compound of Formula (V) in which L represents COH by
hydrolysis, for example base calalysed hydrolysis using a suftable base such as sodium
methoxide in a suilable solvent such as methanol.

A compourki of Formula (V) in which L represents CHO or CO,Y wherein Y reprasents
hydrogen or alkyl may be prepared from a compfuml of Formula (V1)

J
A N E

0
in which L represents CHO or CO.Y wherein Y represents hydrogen or alkyl, and A", E,
and J ere as defined above for Formula (Ill); with a suitable acylating agent, for example
D-C(O)-hal, wherain hal is a halo atom, preferably chioro or bromo, and D is as defined
above for Formula (1a). Preferably the reaction is carmied out in a suitable solvent, for
example dichloromethane, methyl-terf-butyl ether and/or acetonitrile, In the presence of a
suitable base, for example friethylamine or pyridine. in one aspedt, the reaction is camied
out at a temperature in the range 0 to 50°C, sultably 20 to 30°C. Optionally the reaction
may be camied out under reflux.. In one aspect, where pyridine is used as base, all races
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of pyridine are suitably removed, for example by washing with aqueous acld, for
hydrochloric acid, and/or additionally with water, before proceding to the next synthetic
step.

A compound of Formula (V) in which A” Is hydroxy, may be converted to a compound of
Formula (V) in which A" is an alkoxy, benzyloxy or sllyloxy group by standard hydroxy
protecting techniques. Similarly, a compound of Formula (V) in which A" Is an alkoxy,
benzyloxy or silyloxy group, may be converted to a compound of Formula (V) in which A"
is hydroxy by standard deprotecting techniques. Suitable protecting groups can be found,
but are not restricted to, those found in T W Greene and P G M Wuts 'Protective Groups
in Organic Synthesis’, 3™ Ed (19€8), J Wiley and Sons.

A compound of Formula (V1) may be prepared by reaction of a compound of Formuta (VIl)
E H
T con
N
\( (vii)

J

in which E and J are as defined above for Formula (la) and A” is as defined above for
Formula (111) with a compound of Formula (Vill)

L
ﬁ (vill)

wherein L represents CHO or CO,Y wheraln Y represents hydrogen or alkyl. In one
aspact, the reaction is camried out in a suitable solvent, for example THF or acetonitrile,
optionally in the presence of a Lewis acid catalyst, such as lithium bromide or sliver
acetate, and a base, such as triethylamine, 1,8-diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-ene (DBU), or
tatramethyl guanidine. Altematively, the reaction is carmied out in a suitable solvent, for
example THF or acetonitiile, In the presence of an acid, such as acetic acid, or the
reaction may be carried out by heating compounds of Formula (VIl) and Formula (VIll}in a
sultable solvent, for example toluene, xylene or acetonitrile in the absence of a catalyst.

A compound of Formula (V1) may also be prepared In a one pot synthesis by reaction of a
compound of Formula (X) with a compound of Formula {VIll) and a compound of Formula
E-CHO. Preferably, the reaction Is camried out In a suitable solvent, for example THF or
acetonitrile, optionally in the presence of a Lewis acki catalyst, such as lithium bromide or
sliver acetate, and a base, such as triethylamine, 1,8-diazabicycio5,4,0lundec-7-ene
(DBU) or tetramethyl guanidine. Preferably the reaction is carmried out at a temperature in
the range 0 to 50°C, suitably 20 to 30°C. - Optionally a drying agent is used in the process,
for example molecular sieves. '

A compaound of Formula (lll) may be prepared by appropriate manipulation of a compound
of Formula (1X) '

11
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o N~ NE {1X)

in which G’ represents hydroxymethyl, and A", E, and J are as defined above for Formula
(1), by firat protecting the N-atom of the pyrrolidine ring with a suitable N-protecting
grouyp, for example benzyloxycarbonyl (CBZ) or {-butoxycarbonyl. In a similar manner to
that described above in relation o conversion of compounds of Formula (IV) into
compounds of Formula (ll), an N-protected compound of Formula (IX) may be converted
into a compound of Formula (Jil), in which G represents methoxymethyl and the N-atom [s
protectad, by methylation. Deprotection of the N-atom by standard procedures resuits in
the compound of Formuia (lll).

Compounds of Formula (1X) may be prepared by reduction of an optionally N-prolected
compound of Formula (VI) in which L represents CO,Y and Y represents alkyl, using a
suitable reducing agent, for exampie Iithium borohydride or sodium borohydride, in a
suitable solvent for example telrahydrofuran. Deprotection of the N-atom by standard
procedures results In the compound of Formula (IX). For exampie, when the N-protecting
group is CBZ, deprolection may be achieved by catalytic hydrogenolysis. For example,
when the N-protecting group is ibutoxycarbonyl, deprotection may be achieved by
trealment with a suitable acld, for example trifluoroacetic acld.

Compounds of Formula (V1l) may be prepared by reaction of a compound of Formula (X)
COA"
H:N\(
{X)
J
In which J is as defined above for Formula (1a) and A" is as defined above for Formula (llf)
with a compound of Fermula E-CHO In which E Is as deflned above for Formula (la). In
one aspect, where Formula (X) Is provided as an acid addition sait, for example the
hydrochloride, the reaction may be camied out in the presence of a sultable base, for
example tristhylamine. In a further aspect, the reaction may be carried out in the

presence of a suitable drying agent, for exampie magnesium sulphate. The reaction may
be carried out in a suftable solvent, for example dichloromethane or toluene.

Compounds of Formula (X) in which J is 1H-pyrazol-1-yimethyl, and A" is hydroxy, may
be preparad by treatment of a compound of (XI)
O

Co, '™

HN\{ (X1)
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in which J is 1H-pyrazol-1-yimethyl, and M Is a metal cation, for example potassium, with-

a suitable acid, for example 10% aqueous hydrochloric acid, in the presence of Amberlyst
120 (H').

Compounds of Formula (X) in which J is 1,3-thiazol-2-yimethyl or 1H-pyrazol-1-yimathyi,
and A" is an alkoxy, benzyloxy or tri{C,.alkyl)-sllyloxy group, may be ‘prepared by
treatment of a compound of Formula (X) in which J is 1,3-thlazol-2-yimethyl or 1H-pyrazol-
1-yimethyl, and A" s hydroxy, by conventional eslerfication or protecting group
procedures. For example, a compound of Formula (X) in which J is 1,3-thiazol-2-yimethyl
or 1H-pyrazol-1-yimethyl, and A" Is tert-buloxy may be prepared by trealment of
compound of Formula (X) in which J is 1,3-thiazol-2-yimethyl or 1H-pyrazol-1-yimethyl,
and A" is hydroxy, with an appropriate tert-butyl transfer agent, such as terf-butylacetate
in the presence of a sultable acid catalyst, such as 70% aqueous perchloric acid. In one
aspect, the thus-lormed free base compound of Formula (X) in which A" is an akoxy,
benzyloxy or tri-(C,.alkyl)-sllyloxy group, may be converiad to a suilable salt, for example
the hydrochloride salt, by treatment with a suitable acld, for example hydrochloric acid in
dioxane.

Compounds of Formula (XI) in which J is 1H-pyrazol-1-yimethyl, may be prepared by
reaction of a compound of Formula (XII)

YO
o

with 1H-pyrazole, in the presence of a sultable base, for example potassium carbonate
when M is potassium, and in the prasence of a sultable solvent, such as aqueous
acetonitriie. Prefarably the reaction Is carrled out at a tamperature in the mngo 50-70°C,
suitably 60°C.

Compounds of Formula (X) in which J is 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-thiazol-4-yimethyl or

1,2-thiazol-3-yimethyl and A” Is an alkoxy, benzyloxy or tri-(C,,alkyf)-silyloxy group, may
be prepared by treaiment of a compound of Fomlula iy

Ph J ‘( (X

in which J Is 1.3—ﬂllazol-2-ylmeﬂ|yl. 1,3-+hiazol-4-yimethyl or 1,2-thiazol-3-yimethyl and A"
is an alkoxy, benzyloxy or tri-{Ci.alkyl)-sllyloxy group with an acid, for example 15%
aqueols citric acld. Preferably, the reaction is carried out in a suitable solvent, for
example THF and/or water.

Compounds of Formula (Xlil) may be prepared by reaction of a compound of Formula
(XIv)

13
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Ph—~ -N—_—COA"
Ph (XV)

In which A" is an alkoxy, benzyloxy or tri-{C,,akyli)-sllyloxy group with a compound of
Formula J-hal in which J Is 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-thiazol-4-yimethyl or 1,2-thiazoi-3-
yimethyl, and hal is a halo atom, preferably chioro or bromo. Preferably, the reaction Is
camried out in the presence of a sultable base such as potassium {-butoxide. Preferably,
the reaclion is carried out in a suitable solvent, for exampla THF. The reaction may be
carried out in the presence of a suitable calalyst, for example lithium lodide. Preferably
the reaction is camied out at a temperature in the range -10°C to room temperam
suitably at 0°C.

- The compound of Formula D-C(O)-hal in which D Is 3-methoxy-4-teri-butylphenyl may be

prepared by reaclion of a compound of Formula (XV)
CO,H

(xXv)

o
with a suitable acid halide forming reagent, for example oxalyl chioride or thionyl chioride.
in one aspect, the reaction Is camried out in the presence of a suitable catalyst, for
example dimethylformamkie or diethylformamide. Optionally, the reaction is carried out in
a sultable salvent, for example dichloromethane, at a temperature in the range 0 to 50°C,

for example 20 to 30°C. In an altemative aspect, the reaction is carried out using thionyl
chioride under reflux,

Compourxis of Formula (VIlI), (XH), (XIV), {XV), J-hal and E-CHO are known in the art,
commercially avallable, or may be prepared by standard literature procedures.

Compounds of Formula (1a) in which A Is an ester may be prepared by esterification of a
compound of Formula (la) in which A Is hydroxy by standard fterature procedures for
eslerification.

It will be appreciated that compounds of Formula {1a), {11), (ill}, {IV), (V), (V1) and/or (IX)
which exist as diastereocisomers may optionally be separated by techniques well known in
the art, for example by column chromalography.

it will also be appredatéd that the present invention provides a method for the
interconversion of C(4)-epimers of a compound of foormula (V) or (VI) in which L
represents CHO or CO,Y wherein Y represents hydrogen or alkyl, and A", E, and J are as
defined above for formula (lll). For example the rel{2R, 45, 5R)-dlasierecisomer of a
compound of formula (V) and/or (VI} may be converted into the rel{2R, 4R, 5R}-
diastereolsomer whers appropriate.  Such epimerisation of these rel-{4S, 5R)-
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diasterecisomers inio the coresponding rel-(4R, S5R)-diaslerecisomers may be
accomplished by treatment of a compound of formula (V) and/or (VI) with a sultable base,
in the presence of a sultable soivent. For example the conversion of the rel{4S, 5R)-
diasterecisomer of a compound of Formula (V) when L represents CO.Me into the rel-{(4R,
SR)-diastereoisomer may be accomplished by frealment of the rel{4S, 5R)-
diastereoisomer with a sultable base, such as sodium methoxide, in the presence of 8
suitable solvent, such as methanol.

It will be appreciated that racemic compounds of Formuia (la), (Il), (li1), (IV), (V). (V1)
and/or {1X) may be optionally resolved into their individual enantiomers. Such resolutions
may convenlently be accomplished by standard methods known in the art. For example,
a racemic compound of Formula (la), (1), (llt), {IV), (V}, (V1) and/or (IX) may be resolved
by chiral preparative HPLC. Altematively, racemic compounds of Formula (ia), (ll), (Iil),
{1v), (v}, (M) and/or (IX) which contain an appropriate acidic or basic group, such as a
carboxylic acid group or amine group may be resolved by standard diastereoisomeric salt
formation.with a chiral base or acid reagent respectively as appropriate. Such technigues
are well eslablished in the art. For example, a racemic compound of Formula (V1) where
L Is CO;Me may be rescived by trealment with a chiral acid such as (R)-(-)-1,1-
binaphthyl-2,2’-diyl-hydrogen phosphats, In a sultable solvent or mixture thereof, for
example dichloromethane, isopropanol, isopropyl acetale and/or acetonitrile. In one
aspect a mixture of dichioromethane and lsopropyl acelale is used as solvenl. The
enantiomer of Formula (V1) may then be obtained by treating the sait with a suitable base,
for example triethylamine, in a suitable salvent, for example melhyl ferf-butyl ether.
Individual enantiomers of Formula (I}, (lil), (IV), {V), (VI) and/or (1X) may then be
progressed to an enantiomeric compound of Formula (la) by the chemistry described
above in respect of racemic compounds.

It will aiso be appreciated that individual enantiomeric compounds of Formula (It1), (VI)
and/or (IX) may be prepared by general methods of asymmetric synthesis using, where
appropriate, chiral auxiliaries or chiral catalytic reagents and additionally performing any
suitable functional group Intercorwersion step as herainbefore described, including the
addition or removal of any such chiral auxiliary. Such general methods of asymmetric
synthesis are well known In the art and Include, but are not restricted to, those described
in "Asymmetric Synthesls,” Academic Press, 1884 and/or "Chiral Audllaries and Ligands
in Asymmetric Synthesls®, Wiley, 1985. For example, suilable general chiral auxikaries
include chiral alcohols such as menthal or_1-phenylethancl; chiral oxazolidinones such as
4-benzyloxazolidin-2-one or 4-isopropyloxazolidin-2-one; chiral sultams such as camphor
sultam; or chiml amines such as 1-phenylaethylamine or 2-amino-2-phenylethanol.
Sultable general chimal catalylic reagents include chiral basic amines and chiral ligands
such as N-methylephedrine, 1-phenyl-2-(1-pymolidinyl)-1-propanol, 3-{dimsthylamino)-
1,7,7-trimathyibicyciof2.2. 1}-heptan-2-0f,  3,4-bls{diphenylphosphanyl)-1-(phenylmethyl)-
pyrrolidine, chinchonine, chinchonidine, spartelne, hydroquinine or quinine, BINAP or
chiral bis{oxazofine) (BOX) igands and derivatives, optionafly In the presence of a metal
15
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sait, for example M,X, where M is sliver, cobalt, zinc, ttanlum, magnesium, or
manganese; and X is halide (for example chioride or bromide), acetate, trifluoroacetats, p-

. toluenesulfonate, trifluocromethyisulfonate, hexafluorophosphate or nitrate, and ,, and , are

1, 2, 3 or 4, and optionally In the presence of a base, for example triethylamine, All of
these chiral auxiliaries or chiral catalytic reagents are well described in the art. General
dlustrative examples of the preparation of various chiral pymolidines by asymmetric
synthesis using chiral auxiliaries or chiral catalytic reagents include, but are not limited to,
those described In Angew. Chem. Int, Ed., (2002), 41: 4238; Chem. Rev., (1068), 98: 863;
J. Am. Chem. Soc., (2002), 124: 13400; J. Am. Chem. Soc., (2003), 125: 10175; Orp.
Lett, (2003), 5, 5043; Tetrahedron, (1995), 51: 273; Tetrahedron: Asymm., (1995), 6:
2475; Tetrahedron: Asymm., (2001), 12: 1977; Tetrahedron: Asymm., (2002), 13: 2099
and Tet Lelf., (1001), 41: 5817.

In a particular aspect, a chiral pyrrolidine compaund of Formula (Via)
L

in which L' represents CO.Y or CO,Y' wherein Y represents hydrogen or alkyl, Y’
represents a chiral auxiliary, and A", E, and J are as defined above for Formula (V1), and *
denotes an enantioenriched chiral cantre can be prepared by reaction of a compound of
Formuia (VII), as hereinbefore defined, m‘th a compound of Famula (Viila)

L

ﬁ (Villa)

in which L' represents a chiral ester group CO,Y' wherein Y' reprasents a chiral auxiliary
and thereafier optionally carrying out any conversion of CO,Y' into CO;Y by standard
methods for removal of chiral auxiiaries. Such chiral ester CO,Y' may be derived from a
chiral alcohol Y'OM, for example menthol, by standard esterification techniques.
Preferably, the reaction of a compound of Formula (VIl) with a compound of Formula
(Vllia) is carried out in a sultable solvent, for exampie THF or acetonitrile, optionally in the
presence of a Lewis acid catalyst, such as lithium bromide or silver acetate, and a base,
such as friethylamine, 1,8-diazablcyclo]5,4,0]undec-7-ane (DBU) or tetramethyl guanidine.
Alternatively, the reaction is camied out in a suitable soivent, for example THF or
aceicnitrile, In the presence of an acld, such as acetic acid, or the reaction may be camea
out by heating compounds of Formula (VII) and (Vlila) in a suitable solvent, for example
foluene, xylene or acetonitrile in the absence of a catalyst. The preparation of compounds
analogous to those of Formula (Via) and (Villa) is described in Teirahedron. Asymm.,
(1995), 6: 2475.
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in a further aspect, a chiral pymoliiine compound of Formuta (Vib)
L

in which L represents CO.Y wherein Y represents hydrogen or alkyl, and A", €, and J are
as defined above for Formula (VI), and * denotes an enantloenriched chiral centre can be
prepared by reaction of a compound of Formula (VIl} with a compound of Formula (VIi1)
as herein before defined, under asymmetric reaction conditions. It will be appreciated by
those skllled in the art that such asymmetric reaction conditions may be afforded by, for
example, the inclusion in the reaclion mixture of a chiral catalytic reagent as herein before
defined.

In one aspaci, the reaction is caried out in the presence of a suitable chiral catalytic
reagent, for example (-)-N-methylephedrine, and a sultable metal sait, for example
manganese () bromide, in a suitable solvent, for example acetonitrile. Preferably the
reaction is carried out at a temperature in the range -30°C fo room temperature, suitably
at -20°C,

In an allemative aspect, the reaction is camied out in the presence of a suitable chiral
catalytic reagent, for example (8)-(-)}-2,2"-bis(dIphenylphosphino)-1'1-binaphthyl (S-
BINAP), and a suitable metal salt, for example silver acetats, in the presence of a sultable
base, for example diisopropylethylamine, in a sultable solvent, for example acetonitrile
optionally co-solvated with toluene. Preferably the reaction is carried out at a temperature
in the range -15°C to room temperature, suitably st -5°C. '

Optionally, the major chiral diasterecisomer of a compound of Formula (Via) or Formula
(Vib) arising from such an asymmetric reaction may be further enantioenriched by
conventional purification fechniques well known in the art, for example by
chromatography, or by fractional crystaliisation. A favourable crystailisation method is the
fractional crystaliisation of a salt of the major chiral diastereoisomer, for exampie the
hydrochlarida salt or the (R)-(-}-1,1'-binaphthyi-2,2'-diyl-hydrogen phosphate salt.

The hydrochloride salt of a compound of Formula (Via) or Formula (VIb) may be prepared
by treating a compound of Formula (Via) or Formula (VIb) with anhydrous hydrogen
chloride in a sultable solvent, for example diethyl ether. Preferably the reaction Is carried
out at a temperature In the range —10 to 10°C.

The (R){-}-1,1-binaphthyl-2,2'-diyl-hydrogen phosphate salt of a compound of Forrmua
(Via) or Formula (Vib) may be prepared as herein before described for the resolution of a
racemic compound of Formula (V1).

Optlonal removal of a chiral auxiliary from a group in which L' represents CO,Y' to afford
a group in which L' represents CO.Y is readily accomplished by standard methods, for
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example treatment with a hydrolylic reagent such as sodium hydroxide or an alkoxide
such as sodium methoxide as appropriate, in a suitable solvent such as methanol.

Optionally, a chiral eompouhd of Formula (Via) or Formula (Vib) may be converted into a

,chiral compound of Formuia (IX) in which G’ represents hydroxyalkyl, and A", E, and J are

as defined above for Formula (il!) by treatment with suitable reagents for accomplishing
the functional group interconversion of the group L or L' into group G*. For example a
compound of Formula (Vla) in which L' represents CO,Y" and Y' is as defined above may
be treated with a suitable raducing agent, for axample lithium aluminium hydriae, in @
suitable solvent, for example tetrahydrofuran.

Jptionedly, a chiral compound of Formula (Via) or Formula (Vib) may be converted into a

chiral compound of Formula {IV) in which G’ repressnis hydroxyalkyl, by first acylating the
pymalidine nitrogen atom as described above for the transformation of a compound of
Formula (VI) into @ compound of Formula (V) and then subsequently by treatment with
suitable reagents for accomplishing the functional group interconversion of the group L or
L' into group G’ as described above for the transformation of a compound of Formula
(Via} or Formula (Vib) into a chirat compound of Formula (I1X).

it will be appreciated that, with suitable additional conversion steps as described above,
chiral compounds of Formula (la), (I), (IV)} end/or (V) may be prepared from chiral
compounds of Formula (i), (VI) and (IX).

With appropriate manipulation and protaction of any chemical funclionality, synthesis of
compounds of Formula (J) is accomplished by methods analogous to those above and to
those described in the Experimental section. Suitable protecting groups can be found, but
are not restricied to, those found In T W Greene and P G M Wuts ‘Protective Groups in
Organic Synthesis', 3" Ed (1998), J Wiley and Sons.

EXAMPLES

It will be appreciated by those skilled in the art that when solvents are used in reactions it
is desirable to use anhydrous solvents. It is further desirable to conduct reactions under
an inert atmoaphere, for exampie under nitrogen or argon, where appropriate.

intermediate 1

2-|N-{Diphenyimeathylene)amino]-3-(1,3-thlazol-4-yl)propanoic acld, ferf-butyl ester
N=R

2L

PartA
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To a cooled (ice-bath) solution of 2-{N-{diphenylmethylene)aminclethanoic acld, terf-butyl
ester (J. Org. Chem., 1982, 47, 2663; 42.3 g, 143 mmol) in dry THF (450 mL) under an
almosphere of nitrogen, was added a 1M solution of potassium t-butoxide in THF
(148 mL) dropwise (dropping funnel) over 25 minutes. The mixture was allowed to stir for
a further 45 minutes in the ice-bath.

PartB

independentlly during this tme, 4-(chioromethyl)-1,3-thiazole hydrochloride (25.5 g,
150 mmol) was freshly converted to the free base as follows: The hydrochloride was
mixed with dichloromethane (500 mL) and washed with a 5% w/v aqueous sodium
bicarbonate solution (375 mL). The organic layer was separated, dried over sodium
sulphate and carefully evaporated (rotary evaporator; 80 torr, water bath 25°C) to give the
frea base. '
PartC

The 4-(chloromethyl)-1,3-thiazole (formed in Part B) was dissolved in THF (100 mL) and
added dropwise (dropping funnel) over 30 minutes to the reaction mixture from Part A,
keeping the reaction at ice-bath temperature. .Solid anhydrous lithium iodide (1 g,
7.5 mmol) was added directly to the reaction mixiure § minules after addition of the
akylating agent had started. The dropping funnel was rinsed with further dry THF (50 mL)
which was added to the reaction. The reaction was stimed at [ce-bath temperalure for 45
minutes, aliowed to warm fo room temperature over 30 minutes and was stimed at room
temperature for an additional 2,5 hours before being partitioned beiween a mixture of
saturated brine (400 mL), water (200 mL) and ethyl acetate (800 mL). The organic layer
was separated and the aqueous layer re-extracted with further ethyl acetate (2 x 300 mL).
The combined organic layers were dried over sodium sulphate and evaporated to give the
titte compound (57.8 g, crude) which was usad without further purification.

'H NMR (CDCL,): 8 8.65 (d, 1H), 7.55-7.82 (m, 2H), 7.2-7.55 (m, 6H), 7.05 (d, 1H), 6.78-
6.87 (m, 2H), 4.36-4.41 (m, 1H), 3.47-3.54 (m, 1H), 3.36-3.44 (m, 1H)} and 1.44 (s, 9H).

late 2
2-Amino-3+{1,3-thlazol-4-yl)propanoic acid, fert-butyl ester
HN._COS-Bu
s\..—slu

To a solution of 2-[N-{diphenylmethylene)amino}-3-(1,3-thiazol-4-yl)propanoic acld, feri-
butyl ester (prepared in a simllar manner to that described In Intermediate 1; 20 g) In THF
(150 mL) under argon was added a solutlon of dtric acid in water (15% wiv, 150 mL). The
mixture was stirmred at room temperature for 6 hours, left ovemight and then the maljority of
the THF was removed under reduced pressure (rotary evaporalor; waler bath at 25°C)
and 1 M aqueous hydrochioric acid (60 mL) addad. The mbdure was extracled with
diathyl ether (2 x 200 mL) and the combined ether exiracts back extracted with water
(50mL). The combined aqueous layers were extracted with further diethyl ether
(100 mL). Al of the ether layers were discarded. The aqueous layer was then carefully
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adjusted to pH 9.5 with polassium carbonate, brine (100 mL) was added and the mixture
.xiracted with diethyl ether (4 x 200 mL). These combined ether layers were dried over

sodium sulphale. Removal of the solvent under reduced pressure gave the fitle

compound, an oll.

'HNMR (CDCL): 58.77 (d, 1H), 7.08 (d, 1H), 3.77-3.85 (m, 1H), 3.22-3.32 (m, 1H), 3.02-
3,13 (m, 1H) and 1.42 (s, 9H). Amine protons not observed.

ntermediate 3
2-[[N-{5-Mathyl-1,3-thlazol-2-yl)methylens]amino]-3-(1,3-thiazol-4-yl}propanoic acid,

tort-butyl ester }Nj\lrn
ey

N

A mixdure of 2-amino-3<(1,3-thiazol-4-yl)propanocic acid, feri-butyl ester (Intermediate 2;
290 g, 12.7 mmol), $methyl-1,3-thiazole-2-carboxaldehyde (1.62 g, 12.7 mmol) and
magnesium sulfate (ca. 1g) in dichloromethane (70 mL) was stired at room temperature
for 18 hours. The reaction mixture was flitered, and the filtraie was evaporated to remove
solvent, to give the titte compound as an oll.

'H NMR (CDCl,): & 8.75 (d, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.55(br, 1H), 7.02 (d, 1H), 4.45 (dd, 1H),
3.56 (dd, 1H). 3.33 (dd, 1H), 2.50 (br s, 3H) and 1.44 (s, 9H).

intermediate 4
rei<{2R 48,5R)-5-(5-Methyi-1,3-thiazol-2-yl}-2-(1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2 4-
dicarboxylic acld, 2-tert-butyl ester, 4-methyl ester

A solution of 24IN-(5-methyl-1,3-thiazol-2-yl)methylenelamino}-3(1,3-thiazol-4-y1)-
propanoic acid, fert-butyl ester (Intermediate 3, 4.3g, 12.75 mmol) in tetrahydrofuran (125
mL) was stimed under nitrogen. Methyl acrylate (2.15g, 25 mmol), lithium bromide
(2.20g, 25 mmol) and triethylamine (1.73 mL, 12.5 mmol) were added successively, and
the resulling mixture was stirred for 18 howrs. Saturated ammonium chiloride solution (100
mlL) was added and the mixture was exiractad with ethyl acelate (2 x 150 mL). Combined
extracts were washed with water {100 mL) and saturated brine (100 mL), dred over
magnesium sulfate and evaporated. The residue was purified by chromatography on
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silica gel using ethyl acetate-cyclohexane (1:1 v/v then 2:1 viv) as eluent to give the tille
compound as an oll.

MS calcd for (CraHpuaNsOS; + H)': 424,

MS found (electrospray): (M+H)* = 424

Intermediate 5
re/{2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-5-{5-methyl-1,3-thlazol-2-yi)-2-{(1,3-
thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid, 2-fert-butyl ester, 4-methyl ester

A mixture of reF(2R 48,5R)-5(5-methyl-1,3-thlazol-2-yl)-2<{1,3-thlazol-4-yimethyl)-
pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid, 2-feri-butyl ester, 4-methyl ester (Intermediate 4, 3.90g,
9.2 mmol) in dichloromethane (50 mL), 3-methoxy-4-fert-butylbenzoyi chioride’ (3.28g,
15.6 mmol) and triethylamine (3.52 mL) was stimed at room temperature under nitrogen
for 3 days. The mixture was washed with waler (100 mL) and brine (50 mL), dried by
passage through a hydrophobic frit and evaporaled. The residue was purified by
chromatography on silica gel using cycichexane-ethyl acetate (3:1 v/v) as eluent to give
the titlta compound as a foam.

MS calcd for {(CyHxNs0aS; + H)": 614

MS found (electrospray): (M+H)' = 814.

Ref. (1): Synthesised from 3-methoxy-4-tert-butylbenzoic acid (J.Orp.Chem., 26, 1961,
1732-1737).

Intermediate &
rel{2R,48,5R)-4-{Hydroxymethyl)-1-{3-methoxy-4-tert-butyibenzoyl)-5<{5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)}-2-{1,3-thiazol-4-yimethyl)pymolidine-2-carboxylic acid, fert-butyl ester

s

tBuO,C™ Ny \éiz Relative stersochamisiry shawn
s
o

s

OMe
A solution of re-(2R.4S,5R)-1-{3-methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-5-(5-methyl-1,3-thiazol-2-
yl)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-terf-butyl ester, 4-methyl
ester (Intermediate S, 4.80g, 7.82 mmol) in tetrahydrofuran (200 mL) was sfimed under
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nitrogen and cooled to -78°C. A 1.0 M solution of lithium aluminium hydride in diethyl
ether (8.1 mL) was added dropwise. When addiion was complele tha mixture was
wammed to -45°C and held at that temperature for 3.5 hours. The mixture was quenched
with 1M aqueous potassium carbonate solution (100 mL) and extracied with ethyl acetate
(2 x 200 mL). Extracts were washed with water (100 mL) and brine (100 mL), dried over
magnesium sulfate and evaporated. The residue was purified by chromatography on

. sllica gel using cyclohexane-ethyl acetate (initially 2:1 v/v then 1:2 v/v) as eluent to give

the title compound as a foam.

MS calcd for (CaHyNyOsS; + H)'": 586

MS found (electrospray): (M+H)* = 586

Intermedigte 7

rel{2R 43,5R)-1-{3-Methoxy-4-ferf-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyi-1,3-
thiazok2-yl)-2+(1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolldine-2-carboxylic acld, fert-butyl ester

A solution of rel{2R.4S,5R)-4-(hydroxymethyl)-1-(3-methoxy-4-teri-butylbenzoyl)-5-(5-
methyl-1,3-thiazol-2-yl)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acld, fert-butyl
ester (Intermediate 6, 0.585g. 1 mmol) In N,N-dimethylformamide (10 mL) was stimed
under nitrogen and cooled to -10°C. A 80% dispersion of sodium hydride in mineral oil
(69 mg, 1.725 mmol) was added and the reaulting mixture was stirred balow 0°C for 30
min. lodomethane (0.425 mL) was added and the mixture was stimed for a further 4
hours, maintaining the temperature of the reaction mixture between 0°C and 20°C. The
mixture was quenched with methanol (10 mlL) and evaporaied. The residue was
partitioned belween water (50 mL) and ethyl acetate {100 mL). The organic layer was
collected, washed with water and brine, dried over magnesium sulfate and evaporated.
The residue was purifiad by chromatography on silica gel using cyclohexane-ethy! acetate
(initially 2:1 v/v then 1:1 viv) as eluent o glve the title compound as a foam.

MS calcd for (CaHy N3OS, + H)': 600

MS found (electrospray): (M+H)" = 600

Intermediate 8 .
2-{N-{1,3-Thiazol-2-ylmethylene)aminoc]-3-(1,3-thlazol-4-yl)propancic acld, tert-buty
ester ;
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\=n

The litle compound was prepared In a similar manner to Inlermediate 3, using 1,3-
thiazole-2-carboxaldehyde in place of 5-methyl-1,3-thiazole-2-carboxaldehyde.

'H NMR (CDCly): 5 8.75 (d, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.90 (d, 1H), 7.43 (dd. 1H), 7.03 (d, 1H),
4.50 (dd, 1H), 3.58 (dd, 1H), 3.34 (dd, 1H) and 1.45 (s, 9H).

Intermediate 8

re/(2R,48,5R)-5(1,3-Thiazol-2-yl)-2-{1,3-thlazol-4-yimethyl}pyrrolidine-2,4-
dicarboxylic acid, 2-ferf-butyl ester, 4-methyl aster

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediate 4, using
Intermediate 8 in place of Intermedlate 3. The mixture was cooled to 0°C prior to addition
of methyl acrylate, and allowed to wamm lo RT before quenching.

MS calcd for (CysH23N304S2 + H)': 410

MS found (electrospray): (M+H)* = 410

Intermediate 10
rel{2R,4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-terf-butylbenzoyl)-5-(1,3thlazol-2-yl)-2-{1,3-thiazol-4-
yimethyl)pymrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-tert-butyl ester, 4-methy! ester

N mmh shown
‘: J try

Tha fitle compound was prepared in a similar manner to Intermediate 5, using
Intermediate 8 in place of Intermediate 4. Cyclohexane - ethyl acetats (gradient elution
from 50:1 to 1:1) was used as the eluent for chromatography.

MS calcd for (CxoHyN3OeS2 + H)": 600

MS found (electrospray). (M+H)" =600

| fate 11
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rel{2R 48, 5R)}-4-(Hydroxymethyl)-1-{3-methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-5-(1,3-thiazol-2-
yl)-2-{1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxyllc acid, feri-butyl ester

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediate 8, using
intermediate 10 in place of Intermediate 5. Cyclohexane — ethyl acetate (gradient elution
from 50:1 to 2:3) was used as the eluent for chromalography.

MS calcd for (CsHaNyOsS; + H)": 572

MS found (electrospray): (M+H)* = 572

Intermediate 12
rel{2R,4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-feri-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-(1,3-thiazol-2-
yl)=2-{1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid, terf-butyl ester

N ~OMe

LBUO,C™ N (.N Relptive sisreochamistry shown
0 sJ

Weg

OMe
The ftitle compound was prepared in a similar manner o Intermediate 7, using
intermediate 11 in place of Inlermediate 6. Cyclohexane — ethyl acetate (gradient elution
from 50:1 to 1:1) was used as the eluent for chromatography.
MS cailcd for (CagHagNyOsS3 + H)': 586
MS found (electrospray): (M+H)* =586

intermediate 13
2-{N-{Diphenylmethylene)amino]-3-(1,2-thiazol-3-yl)propanclc acld, tert-butyl ester

X

Ph co.t-Bu

The title compound was prepared in a similar manner to intermediate 1, using 3
(bromomethyl)-1,2-thiazole In place of 4-{chioromethyl)-1,3-thiazole.

H NMR (CDCl,): & 8.51 (d, 1H), 7.61-7.18 (m, 8H), 7.08 {dd, 1H), 6.83 (m, 2H), 4.38 (dd,
1H), 3.48 (d, 2H) and 1.43 (s, SH).

24



10

15

20

25

30

WO 2006045613 ) PCT/EPIU0NU11532 %

Inte: late 14
2-Amino-3-(1,2-thiazol-3-yl)propancic acid, terf-butyl! ester
HN_-CO#-Bu
m;r
s—N
The fitle compound was prepared in a similar manner to Intermediate 2, using
Intermediate 13 in place of Intermediate 1.

'H NMR (CDCls): & 8.60 (d, 1H), 7.13 (d, 1H), 3.84 (dd, 1H), 3.29 (dd. 1H).315(dd 1H)
and 1.43 (s, 9H). Amine prolons not seen.

Intermediate 15
2{N-{(1,3-Thiazol-2-yirmethylene)aminc]-3-(1,2-thiazol-3-yl)propanoic acid, tert-butyl

ester (Ni\\(‘ i

N
@;
s

The fitle compound was prepared In a simifar manner to Intermediate 3, using
Intermediate 14 in place of intermediate 2, and 1,3-thiazole-2-carboxaldehyde in place of
5-methyl-1,3-thiazole-2-carboxaidehyde . The reaction was healed under reflux for 1.5
howrs.

'H NMR (CDCl,): & 8.54 (d, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.92 (d, 1H), 7.44 (dd, 1H), 7.10 (d, 1H),

4.54 (dd, 1H), 3.60 (dd, 1H), 3.42 (dd, 1H) and 1.43 (s, 8H).

n 16
re{2R4S,5R}-2-(1,2-Thiazol-3-yimethyl)-5{1,3-Thiazol-2-yl)pyrrolidine-2,4-
dicarboxylic acld, 2-terf-butyl ester, 4-methyl ester

The title compound was prepared In a simllar manner to Intermediate 4, using
intermediate 15 In place of Intemmediate 3. Cyclchexane - ethyl acetale (3:2 viv) was
used as the eluent for chromatography, followed by evaporation of the solvent to pro\nda
the title compound as a foam.

TH NMR (CDCly): § 8.58 (d, 1H), 7.86 (d. 1H), 7.24 (d, 1H), 7.22 (d, 1H), 4.85 (d. 1H),
3.46 (s, 3H), 3.34{d, 1H), 3.28-3.22 (m, 1H), 3.20 (d, 1H), 2.85 (dd, 1H), 2.31 (dd, 1H) and
1.43 (s, BH). Amine proton not seen.
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Intermediate 17
rel-(2R,43,5R)-1-{3-Methoxy-4-ferf-butylbenzoyl)-24{1,2-thlazol-3-yimethyl)-5-{1,3-
thiazol-2-yl}pymolidine-2,4-dicarboxylc acld, 2:tert-butyi ester, 4-methyl ester

N LOoMe
vy N mmmwm
Y
o S

+Bu
OMe

The titte compound was prepared in a similar manner to Intermediate 5, using
intermediate 16 in place of Intermediate 4. After the brine wash, saturaled aqueous
sodium bicarbonate was added with stirring for 25 mins. Cycichexane - ethyl acetate (4:1
viv) was used as the eluent for chromatography.

MS caled for (CyoHyyN30eS: + H)': 600

MS found (electrospray): (M+H)" = 8600

Intermediate 18
rel{2R.4S5,5R)-4-{Hydroxymethyl)-1-{3-methoxy-4-ferf-butylbenzoyl)-2-(1,2-thlazol-3-
ylmothyl)-s-ﬂJmlmI;qu)pmlldIn&Zﬂrboxylle acld, tert-butyl ester

.“—.OH
- Relalive starecchemistry shown
P QY
0
OMe

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediate 6, using
Intermediale 17 in place of Intermediate 5 and ammonium chioride in place of agueous
potassium carbonate.

MS caled for (CxH3Ny0sS3 + H)': 572

MS found (electrospray): (M+H)* = 572

| iate 19

rei(2R,43,5R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-2-{1,2-thiazo}-3-
yimethyl)-5-{1,3-thlazol-2yl)pyrrolidine-2-carbaxylic acid, terf-butyl ester
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t-Bu

The iitle compound was prepared in a simiiar manner to Intermediate 7, using
Intermediate 18 in place of Intermediate 6.

'H NMR (CDCl;): & 8.86 (d, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.15 (d, 1H), 7.10 (d, 1H).
8.71 (d, 1H), 6.52 (s, 1H), 5.17 (d, 1H), 4.18 (d, 1H), 3.61 (d, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.94 (s.
3H), 2.76 (dd, 1H), 2.66 (dd, 1H), 2.45 (dd, 1H), 2.34 (t, 1H), 2.02-1.91 (m, 1H), 1.64 (s,
8H) and 1.29 (s, SH). '

nermediats 20
2-Amino=-3-{1MH-pyrazol-1-yi}propanocic acld, tart-butyl ester
) HN +Bu

a

To a stired suspension of 2-amino-3-(1H-pyrazol-1-yl)propanolc acid (10.2g, 65.9 mmol)
in tert-butyl acetate (400 mL) was added a solution of 70% aqueous perchloric acld (15.7
mL). The mixture was allowed to stir at room temperature for 30 minutes and was then
aliowed to stand for 20 hours. The reaction mixture was diluted with ethyl acetate and
then neutrallsad using a combination of salurated aqueous sodium bicarbonate and solid
sodlum bicarbonate. The aqueous phase was separated off and extracled with ethyl
acetate. The organic phases were combined, dried over sodium sulfate and evaporated
to give the title compound as an oil.

MS caled for (CygHiNyO2 + H)™: 212

~ MS found (electrospray): (M+H)' = 212.

In ate 21
2-[N<{1,3-Thlazoi-2-yimethylene)amino}-3-{1H-pyrazol-1-yl)propanoic acid, terf-butyl

ester [Nj{ »
o

The tille compound was prepared in a similar manner to Intermediate 3, using 1,3-
thiazole-2-carboxaldehyde In place of 5-methyt-1,3-thiazole-2-carboxaldehyde and using
Iintermediate 20 in place of inlsrmediate 2.

27
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"HNMR (CDCls): 8.0 (s 1H), 7.0 (d, 1H). 7.51 (d, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.33 (d, 1H), 8.12
{t, 1H), 4.78 (dd, 1H), 4.50 (dd, 2H), 1.46 (s, 9H).

| 22
rel{2R AS 5R)-2-(1 H-Pyrarol-1-yimethyl)-5-{1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2,4-
dlcuboxylic acid, 2-tert-hutyl ester, 4-methyl ester

wm,ckq) ("_3 ——

The iitle compound was prepared In a similar manner to Intermediate 4, using
Intermediate 21 in place of Intermediate 3. Ethyl acetats — cyclohexane (1:2 then 1:1 viv)
was used as the eluent for chromatography.

MS calcd for ‘c“Hquoqs + H)‘: 383

MS found (electrospray): (M+H)* = 383

Iintermediate 23
rel{2R 4S,3R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-2-{1H-pyrazol-1-yimethyl)-5-(1,3-

thlazol-24f)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid, 2-fert-butyl ester, 4-methyl ester
My”  coMe

N ﬁ":‘a"“n..."‘ l shown
bm&'(:)'-.\: J starsochemisiry

Hu

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediate 5, using
intermediate 22 in place of Intermediale 4.

MS calcd for (CxpHagN4OeS + H)': 583

MS found (elecirospray): (M+H)* = 583

Intermediate 24
rel{2R 4S,5R)-4-Hydroxymethyi-1-{3-methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-2-{1H-pyrazol-1-
ylmelhyl)-s-ﬂ,l-thluol-z-yllpyrrolldlm-z.kdlclrboxyllc acld, 2-fert-butyl ester

LQ
e

Hllln stereochomiyiry shown
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The title compound was prepared in a similar manner o Intermediate 6, using
Intermediate 23 in place of Intermediate 5. Cyclohexane — ethyl acetate (gradient elution
from 50:1 to 1:2 viv) was used as the eluent for chromatography.

MS caled for (CxHuNOsS + H)*: 555

MS found (electrospray); (M+H)* = 555

Intermediate 25
rel-(2R,48,3R})-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-2-(1 H-pyrazol-1-
yimethyl)-5<{1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid, 2-terf-butyl ester

Vst T

S
OMe
The litle compound was prepared in a similar manner lo Intermediate 7, using
Intermediate 24 in place of Intermediate 5. Cyclohexane - ethyl acetale (gradient elution
from 50:1 to 3:2 viv) was used as the eluent for chromatography.
MS calcd for (CagHeoN,OsS + H)': 569

MS found (electrospray): (M+H)" = 569

Interme: 26
2-Amino-3{1,3-thiazol-2-yl)propanoic acid, ferf-butyl ester
::'J/GO:"'"

!
70% Aqueous perchloric acid (1.47 mL) was added dropwise to a slirred suspension of 2-
amino-3-(1,3-thiazol-2-yl)propanoic acld (1.077g, 6.25 mmol) in ferf-butyl acetate (34 mL).
The suspension was stiired under nitrogen at room temperature ovamight. Ethyl acetate
(100 mL) was added and the mixture was basified to ~pH 8 with saturated sodium
hydrogen carbonate solution and solid sodium hydrogen carbonate. The organic solution
was separated, dried over magnesium sulfate and concentrated o give the Utle compound
as a colourless oil.

'H NMR (CDClh): 57.75 (d, 1H), 7.27 (d, 1H), 3.88 (dd, 1H), 3.50 (dd, 1H), 3.32 (dd, 1H),
1.47 (3. 8H).

intermedigte 27 '
2-{IN<{5-Methyl-1,3-thiazol-2-yl)methylens]amino]-3-{1,3-thlazol-2-yl)propanoic acid,
tert-butyl ester

29
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0o
o

The tite compound was prepared In a similar manner to Intermediate 3, using
Intermediate 26 in place of Intermediate 2,

'H NMR (CDCly): & 8.28 (s, 1H), 7.69 (d, 1H), 7.80 (d, 1H), 7.19 (d, 1H), 4.46 {m, 1H),
3.75 (dd, 1H), 3.58 (dd, 1H), 2.50 (s, 3H) and 1.42 (s, SH).

intsrmediate 28
rel(2R,4S,5R)-5~(5-Mathyl-1,3-thiazol-2-yl)-2-{1,3-thiazol-2-yimethyl)pyrrolidine-2,4-
dicarboxylic acld, 2-tert-butyl ester, 4-methy! ester

N LOMe  Rocamic

The lite compound was prepared in a similar manner to Intermediate 4, using
Intermediale 27 in place of Intermediate 3.

MS calcd for (CigHzaNy04S2 + H)': 424

MS found (electrospray): (M+H)" = 424

| iate 29

rei-{2R 45,3R})-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenxoyl)-5«(5-methyl-1,3-thiazol-2-yl)-2-{1,3-
thiazol-2-yimethyl)pymrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-ferf-butyl ester,

4-methyl ester

e S
e
tHu )R

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediate 5, using
Intermediate 28 in place of Intermediate 4.

MS caled for (CyyHaoN;OSz+ H)': 614

MS found (electrospray): (M+H)’ = 614

intermediate 30

30



10

15

20

WO 2006/045613 PCT/EP2005/011532

mH!R.4S,5R)4{Hydrnxynnlhyl)-1 ={(3-methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-5-(S-methyl-1,3-
thiazol-2-y{)-2<{1,3-thiazol-2-yimethyt)pyrrolidine-2-carboxylic acid, tert-butyl ester

N —o

Racemic;
HBUOC™ {_( Relalive siereachemisiry shown
o
tBu

The tile compound was prepared in a similar manner o Inlermedlate 6, using
Intermediate 29 in place of iIntermediate 5.

MS calcd for (CyHyaN;OS2+ H)': 588

MS found (electrospray): (M+H)" = 586

Intermediate 31
relH{2R,48,3R)-1-(3-Methoxy-4-terf-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyi-1,3-
thiazol-2-yl)-2(1,3-thiazol-2-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid, tert-butyl ester

OMe .
The title compound was prepared in a similar manner lo Inlermediate 7, using
Intermediate 30 in place of inlermediate 6,
MS calcd for (CyHayNyO3Sy+ H)': 600
MS found (electrospray): (M+H)' = 600

Intermediate 32
2-{IN<{5-Mathyi-1,3-thlazol-2-yl)methylenejamino}]-3-{1,2-thlazol-3-yl)propanocic acid,

terf-butyl ester
ba
"‘;\‘f COHBu

o

The litle compound was prepared in a similar manner o Intermediate 3, using
intermediate 14 in place of Inlermediate 2.
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'H NMR (CDCl): & 8.53 (d, 1H), 8.23 (d, 1H), 7.58 (d. 1H), 7.08 (d, 1H), 4.50 {dd, 1H),
3.57 (dd, 1H), 3.38 (dd, 1H), 2.50 (d, 3H) and 1.44 (s, BH).

Intermediate 33 :
rel4{2R 45,5R)-3-({5-Methyi-1,3-thiazol-2-yi)-2-{1,2-thlazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2,4-
dicarboxylic acld, 2-fert-butyl ester, 4-methyl ester

N coMe
u0c Q

The fitle compound was prepared in simllar manner to Intermediate 4, using
intarmediate 32 in place of Inteernediate 3.

MS calcd for (CigHxN:O4S2 + H)": 424

MS found (electrospray); (M+H)" = 424

Receamic;
Ralative stergochemistry shown

Intermediate 34

re{2R,4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-5-(5-methyl-1 3-thlazol-2-yl)-24{1,2-
thiazol-3-yimethyt)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acid, 2-tert-butyl ester,

4.methyl ester

N COMe

- v, N mmmm
+OLC! ¢ ‘l
Q

OMe
The tille compound was prepared in a simliar manner 1o Intenmediate 5, using
Intermediaie 33 In place of intermadiate 4.
MS calcd for (CaHuN:OsS; + H)': 614
MS found (electrospray): (M+H)* = 614

Intermediate 35

rel{2R 48,5R)-4-{Hydroxymethyl)-1-{3-methoxy-4-fert-butytbenzoyl)-3-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-y1)-2-(1,2-thlazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carhoxylic acid, tert-butyl ester

32



10

15

WO 2006/045613 PCT/EP2005011532 u\

(N Ratative viersochemistry shown
<

w

Bu
OMe

The title compound was prepared in a similar manner to Intermediale 6, using
Intermediate 34 in place of Intermediale 5. )

MS calcg for (CaxoHyeN:OsS; + H)': 588

MS found (electrospray): (M+H)* = 586

Intermediate 36
rel{2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tarf-butylbenzoyl)4-(methoxymethyl)-3-{5-methyi-1,3-
thlazol-2-yl)-2-{1,2-thiazol-3-yimethyt)pyrrolidine-2-carboxylic acid, fert-butyl ester

N —OMe

o v, N mmmw shown
+-BuO,C" (_z
8
o

+Bu
OMe

The title compound was prepared in a simllar manner to Intermediale 7, using
Inlermediate 35 In place of Intermedials 6. '
MS calcd for (C31H4N3O0sS; + H)': 600

MS found (electrospray): (M+H)" = 600

Intermedi 7
2-[[N-{5-Methyl-1,3-thlazol-2-yl)methylenelamino]-3-{1H-pyrazol-1-yl)propancic acid,

B o
o

The title compound was prepared In a similar manner to Intermediate 3, using
intermediate 20 in place of Inlermediate 2.

'H NMR (CDCl,): 5 7.98 (8, 1H), 7.56 (bd, 1H), 7.50 (bd, 1H), 7.34 (d, 1H), 6.13 {t, 1H),
4.82-4.73 (m, 1H), 4.50-4.43 (m, 2H), 2.51 (s, 3H) and 1.47 (s, SH).
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rel<{2R,4S,5R)-5-(5-Methyi-1,3-thiazol-2-yl)-2-{1H-pyrazoi-1-yimethyl)pyrrolidine-2, 4-
dicarboxylic acid, 2-fert-butyl ester, 4-methyl ester
Racamic;

0 o
Relgtive ateraochamistry shown
+Buo,c " N \:"_z

The ftite compound was prepared in a similar manner to Intermediate 4, using
intermediate 37 in place of Intermediate 3.

MS caled for (CioHasN4O(S + H)': 407

MS found (electrospray): (M+H)" = 407

Intermediate 39

ral{2R 4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-terf-butylbenzoyl-5-{3-methyi-1,3-thlazol-2-yl)-2-{1H-
pyrazol-1-yimethyl)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-fert-butyl ester, 4-methyl
astar

The title compound was prepared in a similar manner o Inlermediale 5, using
Intermediate 38 in place of Intermediate 4.

MS calcd for (CaHagN4OeS + H)": 597

MS found (electrospray): (M+H)* = 597

Intermediate 40

nHZRAs,SR)-O-(Hydroxymthyl)-‘la(a-lmﬂloxy-l-lor!-butylb-nmyl)-s-(smathyl-ta-
thlazol-2-yl)-2-{1H-pyrazol-1-yimethyi)pymrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-fert-butyl

ester
4
WT\(:},(N Eﬂ’&hm shown
§<
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The title compound was prepared in a similar manner fo Intermediate 6, using
Intermediate 39 in place of Intermediate 5.

MS calcd for (CxHzNOsS + H)': 569

MS found (electrospray): (M+H)' = 569

Intermegdiate 41 :
rel-(2R,45,5R)-1-{3-Methoxy-4-terf-hutylbenzoyi)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methy}-1,3-
thiazol-2-yl)-2-{1H-pyrazol-1-ylmethyl)pyrrolidine-2,4-dicarboxylic acld, 2-ferf-butyl

ester
0
WKO\::( m stareochemistry shown

S—OMe

+Bu

The blle compound was prepared in a similar manner to Intermediate 7, using
Intermediale 40 in place of Intermediale 6.

MS caled for (C:|H4:N4°§s + H)’: 583

MS found (electrospray): (M+H)' = 583

Example |

- rel{2R,4S,5R)-1-{3-Mathoxy-4-ferf-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyl-1,3-

thiazol-2-yl)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid

& S—OMe

mm shown
HOL™ N .,,"i » mistry
8
(o]

Neg

OMe

A solution of reF(2R.485,5R)-1-(3-methoxy-4-teri-butylbenzoyl}-4-{methoxymethyl)-5-(5-
methyl-1,3-thiazol-2-y1)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyi)pymolidine-2-carboxylic  acid, teri-butyl
ester (Intermediate 7, 0.205g, 0.34 mmol) In dichloromethane (3 mL) was treated with
trifluoroacetic acid (3 mL) at room temperature for 4 hours. The mixture was evaporaled
and the residue was triturated with diethyl ether to give the title compound as a white
solid.

MS calcd for (CHuN-OsS; + H)': 544

MS found (electrospray): (M+H)" = 544

35
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'H NMR (cﬁ,ou): 5 8.09 (d, 1H), 8.31 (d, 1H), 7.53 (d, 1H), 7.51 (d, 1H), 7.21 (d, 1H),
6.79 (dd, 1H), 6.55 (d, 1H), 5.05 (d, 1H), 4.07 (d, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.55 (d, 1H), 2.98 (s,
3H), 2.95 (dd, 1H), 2.50 {t, 1H), 2.40 (dd, 1H), 2.36 (d, 3H), 213 (1, 1H) and 1.32 (s, BH).

Example 2 ’
Enantiomer A of rel{iRAS,5R)-1-(3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-4-{methoxy-
methyl)-5-(5-methyi-1,3-thiazol-2-yl)-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-
carboxylic acld

Chiral; Enantiomer A
o - (N Refative stareochemistry shown
o

1-Bu

reH2R,45,5R)-1-(3-methoxy-4-fer-butylbenzoyl }-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl}-2-(1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (Example 1) was
resolved by preparative chiral HPLC on a Chiralpak AD column using heptane-ethanol
(75:25 viv) containing 0.1% trifluoroacelic acid as eluent to give the first and second
eluting enantiomers. The second eluting enanliomer was friturated with diethyl ether to
give the title compound.

MS calcd for (CyHzNyOsS:2 + H)': 544

MS found (electraspray): (M+H)" = 544 _

H NMR (CD;0D): & 9.08 (d, 1H), 8.31 (d, 1H), 7.53 (d, 1H). 7.51 (d, 1H), 7.21 (d, 1H),
6.78 (dd, 1H), 6.55 (d, 1H), 5.05 (d, 1H), 4.07 (d, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.55 (d, 1H), 2.98 (s,
3H), 2.95 (dd, 1H), 2.50 (t, 1H), 2.40 (dd, 1H), 2.36 (d, 3H), 213 (1, 1H) and 1.32 (s, SH).

Example 3
rel-{2R AS,5R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)}-4-(methoxymethyl)-5-{1,3-thlazol-2-
yl)-2-{1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxyll: acld

This compound was prepared in a similar manner to Example 1, using Intermediate 12 in
place of Intermediate 7 and was purified by column chromatography on silica gel eluting
initiafly with cyclohexane-ethyl acetate (gradient elution from 5:2 to 2:3 viv) followed by
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further elution with dichioromathane, then dichioromethane-methanol (gradient elution
from 60:1 to 19:1) to give the title compound.

MS calcd for (C=H3|N;0553 + H)‘: 530

MS found (electrospray): (M+H)" = 530

'H NMR (CDCl,): & 8.87(d, 1H), 7.79 (d, 1H), 7.25 (dd, 2H), 7.10 (d. 1H), 6.61 (dd, 1H),
6.40 (d, 1H), 5.18 (d, 1H), 4.22 (d, 1H), 3.70 (d, 1H), 3.62 (s, 3H), 3.11 {(dd, 1H), 3.01 (s,
3H), 2.48 (dd, 1H), 2.31 (m, 1H), 2,16 (m, 2H), 1.89 (br. 1H) and 1.30 (s, 9H).

Example 4
rel{2R4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(1,3-thiszol-2-
y1)-2-{1,2-thiazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid

T =
gt Relafiva sterenchemisiry shown
HO.C f_p

(o]

+Bu
Me

The compound was prepared in a similar manner to Example 1, using Intermediate 19 In
neat ftriftuorcacetic acid in place of Intermediate 7 in trifluoroacetic acid and
dichloromethane, and re-evaporating from dichioromethane in place of tritureting with
diethyl ether. Purification by reverse phase HPLC on a C,; column, using a two-solvent
gradient elution with (A) water contalning formic acid (0.1%) and (B) acetonitrile-water
(95:5 viN) containing formic acid (0.05%) as the eluents, and analysis of the fractions by
electrospray mass spectroscopy provided the title compound.
MS calcd for (CagH31N30sS2 + H)': 530
MS found (electrospray): (M+H)" = 530
'H NMR (CDCly): 58.70 (1H, d), 7.78 (1H, d), 7.31 (1H.d), 7.27 (1H,d), 7.12 (1H, d), 6.63
(1H, dd), 6.45 (1H, d), 5.19 (1M, d), 4.22 (1H, d), 3.73 (1H, d), 3.64 (3H, s), 3.08 (1H, dd),
3.00 (3H, s), 242 (1H, dd). 2.31 (1H, ), 2.17 (1H, t), 2.04-1.94 (1H, m) and 1.29 (8H, 8).
Acid prolon not seen.

Enantiomer A of rel{2R,4S,5R)-1«{3-Methoxy-4-fart-butyibenzoyl)-4<{methoxy-
methyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)-2-(1,2-thlazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acld
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re{2R 4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butyibenzoyl)}-4-{methoxymethyl)-5-( 1,3-thiazol-2-yl}-2-
(1.2-thiazol-3-yimethyl)pymolidine-2-carboxylic acld (Example 4) was resolved by
preparative chiral HPLC on a Chiralpak AD column using heptane-ethanol (85:15 viv)
containing 0.1% triflu racelic acid as eluant to give the fi'st and second eluting
enantiomers. The second eluting enantiomer was dissolved in dichioromethane, washed
with sodium hydrogen carbonate solution; dried (hydrophobic frit) and solvent removed to
give the litle compound.

MS calcd for (CaeHyiN2OsS; + H).: 530

MS found (electrospray): (M+H)" = 530

'H NMR (CDCly): 5 8.70 (d, 1H), 7.78 (d, 1H), 7.31 (d, 1H), 7.27 (d, 1H), 7.12 (d, 1H),
6.63 (dd. 1H), 8.45 (d, 1H), 5.18 (d, 1H), 4.23 (d. 1H), 3.74 (d, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.08 (dd,
1H), 3.00 (s, 3H), 2.43 (dd, 1H), 2.31 {t, 1H), 2.17 (t, 1H), 2.06-1.84 (m, 1H), 1.29 (s, BH).
Acid prolon not seen.

Example 6
rel<{2R,45,5R)-1-{3-Methoxy-4-tfert-butylbenzoyl}-4-{(methoxymethyl)-2-{1 H-pyrazol-1-
yimethyl)-3-{1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2-carboxyiic acld

"@ +—OMe

Hoc™ )-.,(,N A."'?-."F slereochemisiry shown
(_J

1By

Me
Thae compound was prepared in a similar manner to Example 1, using Intermediate 25 in
place of Intermediate 7. Purification by column chromatography on silica gel eluting
initially with cyclohexane-ethyl acetale {gradient elution from 50:1 viv to 1:9 v/v) followed
by further elution with dichloromethane-methanol (9:1 viv) gave the titte compound.
MS calcd for (CHaaN4OsS + H)*: 513
MS found (electrospray): (M+H)* = 513
'H NMR (CD,0D): 87.81 (m, 2H), 7.66 (d, 1H), 7.58 (d, 1H), 7.17 (d, 1H), 6.71 (dd, 1H),
8.62 (d, 1H), 8.42 (m, 1H), 5.20 (m, 2H), 4.83 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 2.98 (s, 3H), 2.91 (m,
1H). 2.45 (m, 2H), 2.14 {t, 1H), 1.49 (m, 1H) and 1.31 (s, SH).

38



10

15

20

35

WO 2006/045613 PCT/EP2005/011532

ample 7
(2R, 45,5R)-1-{3-Mathoxy-4-terf-butyibenzoyl)-4-{methoxymethyi)-2-(1H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-{1,3-thlazol-2-yl)pyrrolidine-2-carbaxylic acld
[Enantiomer A of rel{2RAS,5R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyi)-4-{methoxy-
methyi)-2-{1H-pyrazol-1-yimethyl)-5-{1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylic acid]

., -“_m
K{j Chiral; Enantiomer A
vy N Absolule slereochemistry shawn
HOC ‘\:J Stereochemistry detanminad by X-nmy crysialography
o )
t-Bu
OMe
Altemative Method A

ml-(2R.4s.5R)-1-(s-hbmm-ten-butylbeﬁzoyl)-ﬂmhoxymalhyl)-z-(1H-pyrazn|-1-
yimethyi)-5-(1,3-thiazol-2-yi)pymrolidine-2-carboxylic acid (Example 6) was resolved by
preparative chiral HPLC on a Sumichiral OA4900 column using heptane-ethanol (70:30
viv) containing 0.1% trifluoroacetic acid as eluent to give the first and second eluting
enantiomers. The second eluting enantiomer was dissolved in dichloromsthane, washed
with water (x4), washed wilh brine, and then dried (sodlum sulfaia) and solvent removed
to give the titie compound.

MS caled for (CaaHaaNOsS + H)': 513

MS found (electrospray): (M+H)" =513

'H NMR (CD5OD): & 7.81 (m, 2H), 7.66 (d, 1H), 7.57 (d, 1H), 7.17 (d, 1H), 6.70 (dd, 1H),
6.61 (d. 1H), 8.42 (m, 1H), 5.20 (m, 2H), 4.85 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 2.97 (s. 3H), 2.91 (m,
1H), 2.44 (m, 2H), 2.15 (t, 1H), 1.47 (m, 1H) and 1.31 (s, BH).

Alternative Method B

Part1 ]

rel-(2R 48 5R)-1-{3-Methoxy-4-ter-butylbenzoyl)-4-(methoxy-methyl)-2-{ 1 H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)pymrolidine-2-carboxylic acid, 2-ferf-butyl ester (prepared in a
similar manner to thal described in Intermediate 25; 1.85 g) was resolved by preparative
chiral HPLC on a Chiralpak AD column using heptane-lsopropanol (80:10 viv) as eluent.
Fractions containing the first eluling enantiomer (retention time 7.25 minutes) were
dissolved in dichloromethans, washed with saturaled agueous sodium bicarbonate
solution and the dichloromethane evaporaled to afford Enantiomer A (0.76 g), used
directly in Part 2, below. The slower eluting enantiomer (retention time 10 minutes) was
not required further.

The chiral HPLC resolution was repeated in a similar manner using an additional allquot of
rel(2R 4S,5R)-1-{3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)}-4-{methoxy-methyl)-2-{ 1H-pyrazol-1-
yimethyl)}-5-(1,3-thiazol-2-yl)pymolidine-2-carboxylic acld, 2-terf-butyl ester (1.55 g), to
afford an additional batch of the fast eluting Enantiomer A (0.56 g), used directly in Part 2,
below.

Part 2
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The two combined baiches of Enantiomer A of rel(2R 4S,5R)-1-{(3-methoxy-4-fert-
butylbanzoyl)-4-{methoxy-methyl)-2-(1H-pyrazol-{-yimethyl}-5-(1,3-thiazol-2-yi)-
pyrrolidine-2-carboxylic acid, 2-fertbutyl ester (Part 1 above; combined 1.31 g,
2.32 mmol) were dissolved in trifluoroacetic acid (20 mL) and the resulting solution stirmed
at room temperature for 3 hours. The mixture was evaporated and the residue partitionad
between dichloromethane and salurated aqueous sodium bicarbonate solution. The
aqueous phase was removed using a hydrophobic frit and the organic solution evaporated
to afford a gum. This was dissolved in diethyl ether in a stoppered flask and allowed to
crystallize slowly ovemight. The crystals were flitered, washed with a small quantity’ of
diethyl ether and drled In vacuo to afford the title compound.

MS calcd for (CasHaaN.OsS + H)': 513

MS found (electrospray): (M+H)* = 513

'H NMR (CD,0D): 8 7.83 (m, 2H), 7.66 (d. 1H), 7.57 (d, 1H), 7.18 (d, 1H), 6.72 (dd, 1H),
8.63 (d, 1H), 6.45 (t, 1H), 5.21 (m, 2H), 4.86 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.94 (m,
1H), 2.44 (m, 2H), 2.18 (t, 1H), 1.48 (m, 1H) and 1.31 (g, 8H).

The absolute stersochemistry of this compound was determined by X-ray crysialiography
and shown to be (2R,4S,5R), as drawn. ’

Example 8
rel{2R,4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-teri-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-{1,3-thiazol-2-yimethyi)pyrrolidine-2-carboxylic acid

\Q;)o-—gz Ratative stervochamisky shown

HO,C

&

OMe
The compound was prepared In a similar manner to Example 1, using intarmadiata 31 In
place of Intermediate 7. The impure product was dissolved in dichloromethane and
washed with sodium hydrogen carbonate solution, dried (hydrophobic frit) and the solvent
removed. The residue was triturated with diethyl ether to give the title compound.
MS calcd for (CHauNyO5S; + H)': 544
MS found (electrospray): (M+H)* = 544
'H NMR (CDCly): 57.85 (d, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.38 (d, 1H), 7.15 (d, 1H), 6.80 (dd, 1H),
6.43 (d, 1H), 5.08 (d, 1H), 4.34 (d, 1H), 3.95 (d, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.10 (dd,. 1H), 3.01 (dd,
1H), 3.01 (s, 3H), 2.48 (dd, 1H), 2.43-2.33 (m, 4H), 2.13 (t, 1H), 1.92-1.80 (m, 1H) and
1.31 (s, BH).

Example 9
rel-{2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyi-1,3-
thiazol-2-yl)-2-(1,2-thlaxol-3-yimethyl)pyrroildine-2-carboxyllc acid
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The compound was prepared in a similar manner to Example 1, using Intermediate 36 in
neat lrifluorcacetic acid in place of Intermediate 7 in trifluoroacetic acid and
dichioromsthane. The Impure product was purified by reverse phase HPLC on a Cys
column, using a two-solvent gradient elution with (A) water containing formic acld (0.1%)
and (B) acelonitrile-water (95:5 viv) containing formic acld (0.05%) as the eluents.
Analysis of the fraclions by electrospray mass spectroscopy provided the title compound.
MS calcd for (CyyHaaNyO5S, + H)'- 544

MS found (electrospray): (M+H)" = 544

'H NMR (CDCl,): & 8.89 (d, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.30 (d, 1H), 7.14 (d, 1H), 8.66 (dd, 1H),
6.42 (d, 1H), 5.04 {(d, 1H), 4.22 (d, 1H), 3.72 (d, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.08 (dd, 1H), 3.02 (s,
3H), 2.46-2.39 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2.14 (t, 1H), 1.99-1.88 (m, 1H) and 1.31(s, 9H). Acid
proton not seen

Exampie 10
rel{2R.48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-{1H-pyrazol-1-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acld

'

OMe
The compound was preparad in a similar manner 1o Example 1, using Intermediate 41 in
place of intermediate 7. The impure product was purified by reverse phase HPLC on a
Chs column, using a two-solvent gradient elution with (A) water contalning formic acid
(0.1%) and (B) acetonitrile-water (85:5 viv) contalning formic acid (0.05%) as the eluents.
Analysis of the fractions by electrospray mass spectroscopy provided the fitle compound.
MS calcd for (Cz7H3N,OS + H)*: 527
MS found (electrospray): (M+H)" =527
'H NMR (CDCL): 3 7.62 (d, 1H), 7.54 {d, 1H), 7.41 (d. 1H), 7.16 (d, TH), 6.66 (dd, 1H),
6.41 (d, 1H), 6.38 (t, 1H), 5.31 (d, 1H), 5.03 (d, 1H), 4.92 (d, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.11 (dd,
1H),' 3.04 (s, 3H), 254 (dd, 1H), 2.41 (1, 1H), 2.36 (s, 3H), 2.11 (t, 1H). 1.84-1.73 (m, 1H)
and 1.31 (5. 8H). Acid proton not seen.

By
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Example 11

_Enanlhmw A ol rel{2R48,5R)-1-{3-Methoxy-4-tert-butyibenzoyl)-4-{meathoxy-

methyl)-5-(5-methyl-1,3-thiazol-2-yl)-2-{1H-pyrazol-1-yimethyl)pyrrolidine-2-

carboxylic acld
/ \5
NI\ -‘..‘oh
Chiral; Enantiomer A

gy S

el

: OMs
re{2R,4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-teri-butylbenzoyl}-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazoi-2-yl)-2-(1H-pyrazol-1-yimethyl)pymolidine-2-carboxylic acid (Example 10) was
resolved by preparative chiral HPLC on a Chiralpak AD column using heptane-sethanol
(80:20 viv) containing 0.1% triflucroacetic acid as eluent fo give the first and second
eluting enantiomers. The second eluling enantiomer was dissolved in dichloromethane,
washed with sodlum hydrogen carbonate solution; dried (hydrophobic frit) and solvent
rermoved to give the title compound.

MS calcd for (CxHaNOsS + H): 527

MS found (electrospray): (M+H)' = 527

'H NMR (CDChL): 5 7.62 (d, 1H), 7.54 (d, 1H), 7.41 (d, 1H), 7.15 (d, 1H), 6.86 (dd, 1H),
6.40 (d, 1H), 6.38 (t, 1H), 5.31 (d, 1H), 5.03 (d, 1H), 4.92 (d, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.11 (dd,
1H), 3.04 (s, 3H), 2.54 (dd, 1H), 2.40 (t, 1H), 2.36 (d, 3H), 2.11 {t, 1H), 1.83-1.72 (m, 1H)
and 1.31 (s, 9H). Acld proton not seen.

Example 12
Enantiomer A of rel{2R4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-tari-butylbenzoyl)-4-{methoxy-
maethyl)-3-(1,3-thiazol-2-yi)-2{1,3-thiazol-4-yimethyl)pyrmrolidine-2-carboxylic acld

Chiral; Enantiomer A

5 ==

rol(2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-(methoxy-methyl)-51,3-thiazol-2-yi)-

2-{1,3-hiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (prepared in a similar manner to that
described in Example 3; 0.530 g) was resolved by preparative chiral HPLC on a
Sumichiral OA-4900 column, using heptans-ethanol (685:35 viv) contalning 0.1%
triflucroacetic acid as aluent to give the first and second eluting enantiomers. The second
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eluting enantiomer was parlitioned beiween dichloromaethans and saturatsd aqueous
sodium bicarbonate solution. The dichloromethane solulion was separaled using a

. hydrophobic frit and evaporated in vacuo to afford the title compound, a foam.

MS calcd for (CagHaN3O5S; + H)': 530

MS found (electrospray): (M+H)" = 530

'H NMR (CDClL,): & 14.59 (1H, s), 8.88 (1H, s), 7.80 (1H, d), 7.20-7.28 (2H, parily
obscured by chioroforrn signal), 7.12 {1H, d), 6.83 (1H, d), 6.42 (1H, s), 5.17 (1H, d), 4.24
{1H, d), 3.73 (1H, d), 3.63 (3H, s), 3.16-3.08 (1H, m), 3.01 (3H, s), 2.55-2.45 (1H, m),
2.36-2.26 (1H, m), 2.24-2.10 (2H, m) and 1.30 (9H, s).

The compounds according to the invention may be formulated for administration in any
convenlent way, and the invention therefore also includes within its scope pharmaceutical
compositions for use in therapy, comprising a compound of formula (la) or. a
physiologically acceplable salt or solvate theraof in admixture with one or more
physiologically acceplable diluents or carrlers.

The compounds of the present invention can be adminisiered by diflerent routes including
intravenous, Intraperitoneal, subcutaneous, intramuscular, oral, topical, transdermal, or
transmucosal administration. For systemic administration, oral administration is preferred.
For oral administration, for example, the compounds can be formulated into conventional
oral dosage forms such as capsules, tablets and liquid preparations such as syrups, ellxirs
and concentrated drops.

Alternatively, injection {(parenteral administration) may be used, e.g., intramuscular,
intravenous, intraperiioneal, and subcutaneous. For Injection, the compounds of the
invention are formulated in liquid solutions, preferably, in physiologically compatible
buffers or solutions, such as saline solution, Hank's solution, or Ringer's solution. In
addition, the compounds may be formulated in solid form and redissoived or suspanded
immediately prior to use. Lyophilized forms can also be produced.

Systemnic administration can also ba by transmucosal or transdermal means. For
transmucosal or transdermal administration, penetrants appropriate to the barrier to be
permeated are used In the formulation. Such panetrants are generafly known in the art,
and include, for example, for transmucosal administration, blle salts and fusidic acdd
derivatives. In addition, delergenis may be used to facililate permeation. Transmucosal
administration, for example, may be through nasal sprays, rectal suppositories, or vaginal
suppositories.

For topical administration, the compounds of the invention can be formulated into
ointments, salves, gels, or creams, as is generally known in the art.
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The amounts of various compounds to be administered can be determined by standard
procedures taking into account faciors such as the compound (ICyg) potency, (ECs)
efficacy, and the biological half-iife (of the compound), the age, size and weight of the
patient, and the disease or disorder associated with the patient. The importance of these
and other factors to be considered are known to those of ordinary skill in the art.

Amounts administered also depend on the routes of administration and the degree of oral
bicavailability. For example, for compounds with low oral bioavaliabllity, relatively higher
doses wil have to be adminisiered. Oral administration Is a preferrad method of
administration of the present compounds.

Preferably the composition is in unit dosage form. For oral application, for example, a
tablet, or capsule may be administered, for nasal application, a metered aerosol dose may
be administered, for transdermal application, a topical formulation or patch may be
administered and for transmucosal delivery, a buccal patch may be administered. In each
case, dosing is such that the patient may aedminisier a single dose.

Each dosage unit for oral administration contains suilably from 0.01 to 500 mg/Kg, and
preferably from 0.1 to 50 mg/Kg, of a compound of Formula (la) or a pharmaceutically
acceplable salt thereof, calculaled as the free base. The daily dosage for parenteral,
nasal, oral inhalation, transmucosal or transdenmal routes contains sultably from 0.01 mg
to 100 mg/Kg, of a compound of Formula (la). A topical formulation contains suitably 0.01
to 5.0% of a compound of Formula (la). The active ingredient may be administered from 1
to 6 times per day, preferably once, sufficient 1o exhibit the desired activity, as is readily
apparent 1o one skilled in the art.

Compositions of Formula (la) and thelr pharmaceutically acceptable saits which are active
when given orally can be formulated as syrups, tablets, capsules and lozenges. A syrup
formulation will generally consist of a suspansion or solution of the compound or saltin a
liquid carrier for exampile, ethanol, peanut o, clive oll, glycerine or water with a flavoring
or coloring agent. Where the composition is in the form of a tablet, any pharmaceutical
carrier routinely used for preparing solid formulations may be used. Examples of such
camiers include magnesium stearate, terra alba, talc, gelatin, ecacia, stearic acid, starch,
lactose and sucrose. Where the composition is in the form of a capsule, any routine
encapsulation is suitable, for example using the aforementioned carriers in a hard gelatin
capsule shell. Where the composition is in the form of a soft gelatin shell capsule any
pharmaceutical carrier routinely used for praparing dispersions or suspensions may be
consldered, for example aqueous gums, celiuloses, silicates or oils, and are incorporated
in a soft gelatin capsule shell.

Typical parenteral compositions conslst of a solution or suspension of a compound or salt
in a sterile aqueous or non-aqueous carrier optionally containing a parenterally acceptable
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oil, for example polyethylene glycol, polyvinylpyrrolidone, lechthin, arachis oll or sesame
oil.

Typical compositions for Inhalation are in the form of a solutlon, suspension or emulsion
that may be administered as a dry powder or in the form of an aerosol using a
conventional non-CFC propellant such as 1,1,1,2-tetrafluoroethane or 1,1,1,2,3,3,3-
heptaflucropropans.

A typlcal suppository formulation comprises a compound of Formula (la) or a
phammaceutically acceptable salt thereof which is active when administered in this way,
with a binding and/or lubricating agent, for exampla polymeric glycols, gelatins, cocoa-
butter or other iow melting vegetable waxes or fals or their synthetic analogs.

Typical dermal and transdermal formulations comprise a conventional aqueous or non-
aqueous vehide, for example a cream, cintment, lotion or pasie or are in the form of a
medicated plaster, patch or membrane.

No unacceptable toxological effects are expected when compounds of the present
invention are administered in accordance with the present invention.

ABSAYS
The potential for chemical entites of the invention fo inhibit NSSB wikilype HCV
polymerase activity, genotype 1a and genotype 1b, may be demonstrated, for example,
using the following in vitro assays:

In Vitro Detection of Inhib HCV R 50
Incorporation of [¥P]-GMP into RNA was followed by absorption of the biotin labelied RNA
polymer by streptavidin conlaining SPA beads. A synthefic template consisting of
bictinylated 13maer-oligoG hybridised to polyrC was used as a homopolymer substrate.

a) Genotype 1a C-Terminally Truncated (deita21) Enzyme

HCV RNA Polymerase [Recombinant NS5B with C-terminal 21 amino acid deletion and C-
terminal 8His-tag (Ferrari et al. J. Virol. 73(2), 1899, 1649. ‘Characterization of soluble
hepatitis C virus RNA-dependent RNA polymerase expressed in Escherichia coll.)
expressed in E. coll and purified 1o homogeneity] was added 1o 25 nM final concentration.
Polymerase of genotype 1a was from strain H77 (Yanagi, M., Purcell, R. H., Emerson, S.
U. & Bukh, J. (1987), Procesdings of the National Academy of Sciences, USA 94, 8738-
8743) containing a sequence change from vallne to isoleucine at position 180.

Reaction Canditions were 25 nM enzyme, 1.5 pg/mi oligo-rG1¥poly-rC and 0.2 uCi a-=P-
GTP In 0.5 yM GTP (20 CiimMol) , 20 mM Tris pH 7.5, 23 mM NaCl, 3 mM DTT, 5 mM
MgClz. 1 mM MnCl.
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Enzyme was diluted to 500 nM concantration in 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM NaCl .and
3 mMDTT.

4x concentrated assay buffer mix was prepared using 1M Tris-HCI, pH7.5 (1 mL), 5M

NaCl (0.25 mL), 1M DTT (0.12 mL) and Water (8.63 mL), Tole/ 10 mL.

2x concenﬁnled first reagent was prepared using 4x concentrated assay buffer mix (SuL),

40 u/pl. RNasin (0.1 pL), 20 pg/ml polyrCibiotinylated-oligorG (1.6 pl.), 500 nM enzyme
(1 pL ) and Water (2.3 pL), Total 10 uLiwell.

2x concentrated second reagent was prepared using 1M MgCl; (0.1 uL), 1M MnCi; (0.02
uL), 25 yM GTP (0.4 pulL), a{*P} GTP (10 pCi/uL, 0.02uL) and water (9.5 uL), Total 10
pLiwell, '

The assay was set up using compound (1L in 100% DMSO), first reagent (10 pL), and
second reagent (10 uL), Tolal 21 pL.

The reaction was performed in a U-bottomed, white, 96-well plate. The reaction was
mixed on a plate-shaker, afler addition of the Enzyme, and incubated for 1h at 22°C. After
this time, the reaction was stopped by addition of 60 ul. 1.5 mg/ml streptavidin SPA beads
(Amersham} in 0.1 M EDTA in PBS. The beads were incubated with the reaction mixture
for 1h at 22°C after which 100 uL 0.1 M EDTA in PBS was added. The plate was sealed,
mixed centrifuged and Incorporated radioactivity determined by counting in a Trilux
(Wallac) or Topcount (Packard) Scintillation Countsr.

After subtraction of background levels without enzyme, any reduction in the amount of
radloactivity incorporated In the presence of a compound, compared {o that in the
absence, was taken as a measwre of the level of inhibitlon. Ten concentrations of
compounds were tested in three- or fivelold dilutions. From the counts per minute,
percantage of inhlbition at highest concentration tesied or ICxs for the compounds were
calculated using GraFit 3, GraFit 4 or GraFit 5 (Erithacus Software Lid.) software
packages or a data evaluation macro for Excel based on XLFit sofiware (IDBS).

b) Genotype 1b Full-Length Enzyme

Reaction Conditions were 0.5 uM [“P}-GTP (20 CYmMol), 1 mM Dithiothreitol, 20 mM
MgCl;, 5SmM MnCl; 20 mM Trds-HCI, pH7.5, 1.6 pg/mlL polyC/0.256 pM bictinylaled
oligoG13, 10% glycerol, 0.01% NP-40, 0.2 w/uL RNasin and 50 mM NaCl.

HCV RNA Polymerase (Recombinant fulHength NS58 (Lohmann et al, J. Virol. 71 (11),

1997, 8416. 'Biochemical properties of hepalitis C virus NS5B RNA-dependent RNA
polymerase and identification of amino acid sequence motifs essaential for enzymatic
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activity’) expressed in baculovirus and purified to homogeneity) was added to 4 nM final
concantration,

Sx concentrated assay buffer mix was prepared using 1M MnCl; (0.25 mL), glycerol
(2.5mL), 10% NP-40 (0.025 mL) and Water (7.225 mL), Tota/ 10 mL.

2x concentrated enzyme buffer contained 1M-Tris-HCl, pH7.5 (0.4 mL), 5M NaCl (0.2
mL), 1M-MgCl. (0.4 mL), glycerof (1 mL), 10% NP-40 {10 pL), 1M DTT (20 pl.) and water
{7.87 mL), Total 10 mL.

Substrate Mix was prepared using 5x Concentrated assay Buffer mix (4uL), [*P]-GTP (10

pCipl, 0.02ul), 25 yM GTP (0.4 pL), 40 wpl RNasin (0.1 ul), 20 pgiml

polyrCibiotinylated-oligorG (1.8 pL), and Water (3.94 pl), Total 10 pL.

Enzyme Mix was prepared by adding 1mg/ml fulllength NS5B polymerase (1.5 put) to
2.81mL 2x-concentrated enzyme buffer.

The Assay was sel up using compound (1uL), Substrate Mix (10 pL), and Enzyme Mix
(added last to start reaction) (10 pL), Tola/ 21 pl..

The reaction was performed in a U-bottomed, white, 86-well plate. The reaction was
mixed on a plate-shaker, after addition of the Enzyme, and incubated for 1h at 22°C. ARer
this hme, the reaction was stopped by addition of 40 pb 1.875 mg/ml sireplavidin SPA
beads in 0.1 M EDTA. The beads were Incubated with the reaction mixture for 1h at 22°C
after which 120 uL 0.1 M EDTA in PBS was added. The plate was sealed, mixed
centnfuged and incorporated radioactivity determined by counting in a Trilux (Wallac) or
Topcount {Packard) Scintillation Counter.

After subtraction of background levels without enzyme, any reduction in the amount of
radioactivity incorporated Iin the presence of a compound, compared to that In the
absence, was laken as a measure of the level of inhibition. Ten concentrations of
compounds were tested In three- or fivefold dilutions. From the counts, percentage of
inhibition at highest concentration tested or ICes for the compounds were calculated
using GraFit 3, GraFit 4 or GraFit 5 (Erithacus Sofiware Lid.) software packages or a data
evaluation macro for Excel based on XLFit software (IDBS).

The potential for compounds of the invention fo inhibit NS58 wildtype HCV polymerase
activity, genotype 1a and genotype 1b may be demonstrated, for example, using the
following cell based assays:

Replicon ELISA cell based assay
Method
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100 ulL of medium containing 10% FCS were added to each wall of clear, flat-botiomed 96
well microplates, excepling wells in the top row. Test compound was diluted in assay
medium to twice the final required starting concentration from a 40 mM stock solution in
DMSO. 200 pl of the starting dilution were infroduced into two wells each in the top row
and doubling dilutions made down the plate by the sequential transfer of 100 ul_ aliquots
with thorough mixing in the wells; the final 100 pL were discarded. The two bottom rows
were not used for compound dilutions. Huh-7 HCV replicon cell monolayers nearing
confluency were stripped from growth flasks with versene-trypsin solution and the cells
were resuspended in assay medium at either 2 x 10° cells/mL (sub-line 5-15; genotype
1b; Lohmann, V., Komer, F., Koch, J-O., Herlan, U., Thieimann, L. and Bartenschiager,
R., 1999, Science, 285, pp 110-113) or at 3 x 10° cells/mL (genotype 1a; Gu, B., Gates,
AT, Isken, O., Behrens, S.E.and Sarisky, R.T., J. Virol., 2003, 77, 5352-5359). 100 ulL of
cell suspension were added to all wells and the plates incubated at 37°C for 72 hours in a
5% CO; almosphere.
Following incubation, the assay medium was aspirated from the plates. The cell sheets
were washed by genlle immersion In phosphate buffered saline (PBS), which was then
aspirated off, and fixed with acetone:methanol (1:1) for 5§ minutes. Following a further
wash with PBS, 100 ul. of ELISA diluent (PBS + 0.05% v/v Tween 20 + 2% wiv skimmed
milkk powder) were added to all wells and the piates incubated at 37°C for 30 minutes on
an orbital platform. The diluent was removed and each well then recelved 50 ul. of a
17200 dilution of anti-HCV specific, murine, monoclonal antlbody (either Virostat #1872 or
#1877), excapt for wells in one of the compound-free control rows which received diluent
alone to act as negative controls. The plates were incubated at 37°C for 2 hours and
washed 3 times with PBS/0.05% Tween 20, then 50 uL of horseradish peroxidase
conjugated, anti-mouse, rabblt polyclonal serum (Dako #P0260), diluted 1/1000, were
added to all wells. The plates were incubated for a further hour, the antibody removed
and the cell shesets washed 5 times with PBS/Tween and blotted dry. The assay was
developed by the addition of 50 ul. of ortho-phenylenediamine/peroxidase substrate in
urea/citrate buffer (SigmaFast, Sigma #P-9187) to each well, and colour allowed to
develop for up to 15 minutes. The reaction was stopped by the addition of 25 pL. per well
of 2 M sulphuric acid and the plates were read at 480 nm on a Fluostar Optima
spectrophotometer.
The substrate solution was removed and the plaies were washed in tap water, blotied dry
and the cells stained with 5 % carbol fuchsin in water for 30 minutes. The stain was
discarded and the cell sheets washed, dried and examined microscopically to assess
cytotaxicity.

a is
The absorbance values from all compound-free wells that had recelved both primary and
secondary antibodies were averaged to obtain a positive control value. The mean
absorbance value from the compound-free wells that had not received the primary
antibody was used lo provide the negalive (background) conlrol value. The readings from
the duplicale wells at each compound concentration were averaged and, after the
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subtraction of the mean background from all valuas, were axpressed as a percentage of
the positive control signal. The quantifiable and specific reduction of expressed protein
detectad by the ELISA in the presence of a drug can be used as a maasure of replicon
Iinhbition. GraFit sofiware (Erithacus Sofiware Lid.) was used to plot the curve of
percentage inhibition against compound concentration and derive the 50% Inhibitory
concentration (ICx) for the compound.

Compound ICae in daita- | ICg In full ICw In 1a ICuin1b
21 1aenzyms | length 1b replicon replicon
Inhibition enzyme cell-based | cell-based
assay (M) inhibition | assay (UM) | assay (uM)
assay (pM)
| Example 1 * # + a
Example 2 . # + @
| Example 3 . # + a
Example 4 * # + a
| Example 5 * . + a
Example 6 . # + @
Example 7 * # + -}
Example 8 . .4 + aa |
Example 9 * # + @
Example 10 * # + @
Example 11 * # + aQ
Example 12 * # + a
Compound A aind _h ++ _af
Compound B - i ++ _aa
Compound C i Hith + o’
Compound D - it ++ _a|
Compound E i # 4+ aa

t Bis compound was nol tesiad in e 5-18 celf Ing; nelead, the 11-7 call kng (N32-58), conisining one addiions] gens was usad in this
ssmny, giving compexsbis reaults (Lahmann, V. ot al, 1009, Gclonca, 286, pp 110-113).

Activity ranges
enzyme .
raplicon +
cell-based ++

+4+

Genolype 18
<0.75 pM

0.75-1.00 uM

>1.00 yM

<10.00 yM
10.00 ~ 100 pM

>100 yM

49

Genotype 1b
<0.20 uM

0.20 - 0.50 pM
>0.50 upM

<0.15 uM

0.15 - 10.00 uM

>10.00 uM
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Compound A comesponds to the racemic compound disclosed as Example 11 in

WO2004/037818, rel(2S.4S,5R)-2-isobutyi-1-{3-methoxy-4-fert-butylbenzoyl4-

methoxymethyl-5-(1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylic acid.
Compound B corresponds to the enantiomeric compound disclosed as Example 15 in

WO2004/037818, (25,4S,5R)-2-isobutyl-1-{3-methoxy-4-terf-butylbenzoyi)-4-

methoxymethyl-5-(1,3-thiazol-2-yi)pyrrolidine-2-carboxylic acld.

Compound C corresponds to the racemic compound disclosed as Example 24 In
WO02004/037818, rel<(2S,48,5R)-2-Isobutyl-1-{3-methoxy-4-{ert-butylbenzoyl)-4-
methoxymethyl-5-(5-methyl-1,3-thiazol-2-yi)pyrrolidine-2-carboxylic acid.

Compound D comesponds to the enantiomeric compound disclosed as Example 25 in
WO02004/037818, Enantiomer A of nel(2S,4S,5R)-2-Isobutyl-1-{3-methoxy-4-tert-
butylbenzoyl)-4-methoxymethyl-5-(5-methyl-1,3-thiazol-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylic add. -
Compound E comesponds to the racemic compound disclosed as Example 33 In
WO2004/037818, rel-(2R 4S,5R)-2-benzyl-1-(3-methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-
methoxymethyl-5-(1,3-thlazol-2-yl)-pyrrolidine-2-carboxylic acid.

Compaounds A, B, C, D and E may be made according to the processes described in
wWO2004/037818.

Structures of Compounds A-E are shown below for the avoldance of doubt.

\(O—-om SO
> o, N Racemic; 4P Buiknw A
HOCY "N '{ J Reistive stersochemistry showd HOC® " mmm
o A 8
1By
OMe Ove
SO
. Racemic; N
D
Qv
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b N Racemic
HOC" f_? Relative starsochermiairy shown
o blank
E
1By
OMa

The compounds of the present invention which have been tested demonstrate a
surprisingly superior genotype-1a/1b profile, as shown by the ICg values In the enzyme .
and cell-based assays across both of the 1a and 1b genotypes of HCV, compared to
Compounds A - E. Accordingly, the compounds of the present invention are of great
polential therapeutic benefit In tha treatment and prophylaxis of HCV.

The pharmaceutical compositions according (o the invention may also be used In
comblination with other therapeutic agents, for example immune therapies (eg. interferon),
therapeutic vaccines, antifibrotic agents, antiHnflammatory agents such as corticosteroids
or NSAIDs, bronchodilators such as beta-2 adrenergic agonists and xanthines (e.g.
theophyliine), mucolytic agents, anti-muscarinics; antiHeukotrienes, inhibitors of cell
adhesion (e.g. ICAM antagonists), anti-oxidants (eg N-acetyicysteine), cytokine agonists,
cytokine antagonists, lung surfactants and/or antimicrobial and anti-viral agents (eg
ribavirin and amantidine). The compositions according to the invention may also be used
in combination with gene replacement therapy.

The invention thus provides, in a further aspect, a combination comprising at Isast one
chemical entity chosen from compounds of formula (1a) and physlologically acceptable
salts or solvates theréof, iogether with at least one other therapeutically active agent.

The combinations referred to above may conveniently be presented for use in the form of
a phamaceutical formulation and thus phamaceutical formulations comprising a
combination as defined above together with at least one pharmaceulically acceptable
diluent or carrier thereof represent a further aspect of the Invention.

The individual components of such combinations may be administered either sequentially
or simultaneously In separate or combined pharmaceutical formulations. . Appropriate
doses of known therapeutic agents will be readily appreciated by those skilled in the arl.

All publications, including but not limited to patents and patent applications cited in this
specification are herein incorporated by reference as if each individual publication were

o1
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spaciically and individually indicated to be incorporated by reference as though fully set
forih.
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Claims
1. At least one chemical entity chosen from compounds of Formula (la);

G
J
A e @

° A

O »p
wherein:
A represents hydroxy;

D represents 4-tert-butyl-3-methoxypheny;
E represents 1,3-thiazol-2-yl or 5-methyl-1,3-thiazol-2-yi;
G represents mathoxymethyl;

J represenis 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-thiazol-4-yimethyl, 1,2-thiazol-3-yimethyl, or
1H-pyrazol-1-yimethyl;

and salis, solvates and eslers thereof, provided thal when A Is esterified to form -OR
where R is selected from straight or branched chain alkyl, aralkyl, aryloxyalkyl, or aryl,
then R is other than fert-butyl.

2 At leasl one chemical entity chosen from compounds of Formula (la) selected from
the group consisling of: )
re-(2R,435,5R)-1-{3-Methoxy-4-fert-butylbenzoyl)-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-yl)-2-(1,3-thlazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;
re-{2R.4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-fert-butyibenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-(1,3-thiazol-2-y1)-2-
(1.3-thiazol-4-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic ackd;
rek(2R,48,5R)-1-(3-Methoxy-4-{arnt-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5-{1,3-thiazol-2-yl)-2-
(1,2-thiazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

rel-(2R ,4S,5R}-1-(3-Methoxy-4-teri-butylbenzoyl)}-4-{methoxymethyl)-2-( 1 H-pyrazol-1-
yimethyl)-5-(1,3-thiazol-2-yl)pymolidine-2-carboxylic acid;

rel-(2R 4S,5R)-1-(3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl)-4-{methoxymethyi)-5-(5-methyi-1,3-
thiazol-2-y1)-2-(1,3-thiazol-2-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

rel{2R 48,5R)-1-{3-Methoxy-4-tert-butylbenzoyl}-4-(methoxymethyl)-5-(5-methyl-1,3-
thiazol-2-y1)-2-{1,2-thlazol-3-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acld; and

rel{2R 48 ,5R)-1-(3-Methoxy-4-feri-butytbenzoyl)-4-{methoxymethyl)-5{(5-methyi-1,3-
thiazol-2-yl)-2-{1 H-pyrazol-1-yimethyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid;

and salts, solvates and esters, and individual enantiomers thereof.

53



0y

10

16

20

30

35

WO 2006045613 PCT/EP2005/011332

3. A method of treating or preventing viral infection which comprises administering to
a subject in need thereof, an effective amount of at least one chemical entity chosen from
compounds of Formula (la) and salts, solvates and estars thereof as claimed in daim 1.

4, A method as claimed In claim 3 wherein the viral infection is HCV.

5. A method as daimed in claim 3 in which the chemical entity is adminisiered In an
oral dosage form.

6. At least one chemical entity chosen from compounds of Formula (la)

G
J
A N (@

0 . )\D
wherein:

A represents hydroxy;

D represents 4-ferf-butyl-3-methoxyphenyl;

E represents 1,3-thiazol-2-yl or 5-methyl-1,3-thiazol-2-yl;
G represents methoxymethyt;

J represents 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-thlazol-4-yimethyl, 1,2-thiazol-3-yimethyt, or
1H-pyrazol-1-yimethyl;

and salts, solvates and esters thereof, provided that when A {s esterified to form -OR
where R Is selected from straight or branched chain alkyl, aralkyl, aryloxyalkyl, or aryl,
then R is other than fertbutyll for wuse in medical therapy.

7. At least one chemical entity chosen from compounds of Formula {la) and salts,
solvates and esiers thereof as claimed In claim 6, wherein the medical therapy Is the
treatment of viral infection.

8. At least one chemical entity chosen from compounds of Formula (la) and salts,
solvates and eslers thereof as claimed in claim 7 wherein the viral infection is HCV.

9. Use of at least one chemical entity chosen from compounds of Formula (la)
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O b
wherein;
A represents hydroxy,

D represents 4-feri-butyl-3-methoxyphenyl;
E represents 1,3-thlazol-2-yl or 5-methyl-1,3-thiazol-2-y};

G represenis methoxymethyl;

J represents 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-thiazol-4-yimethyl, 1,2-thlazol-3-yimethyl, or
1H-pyrazol-1-yimethyl;

and salts, solvates and esters thereof, provided that when A is esterified to form -OR
where R is selected from straight or branched chain alkyl, aralkyl, aryloxyalkyl, or aryi,
then R is other than terf-butyl; in the manufacture of a medicament for the treatment of
viral infection.

10. Use as claimed In claim 8, wherein the viral infection is HCV.

11. A pharmaceutical formulation comprising at least one chemical e-nlity chosen from
compounds of Formula (la) and salls, solvates and esters thereof as claimed in claim 1 in
conjunction with at least one pharmaceutically acceptable diluent or carrler.

12. A process for the preparation of a compound of Formula (la) as defined in claim 1
comprising deprotection of a compound of Formula (1)

G
:‘ﬂ m
A N E
(o]
A,
in which A' is a protected hydroxy group, for example an alkoxy, benzyloxy or silyloxy,
D represents 4-fert-butyl-3-methoxyphenyl; E represents 1,3-thiazol-2-yl or 5-methyl-1,3-

thiazol-2-yi; G represents methoxymethyl; and J represents 1,3-thiazol-2-yimethyl, 1,3-
thiazol-4-yimethyl, 1,2-thiazol-3-yimethyl, or 1H-pyrazol-1-yimethyl.
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COMPUESTOS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a nuevos derivados de C(4)-metoximetll acll
pimolidina utlles como agentes antivirales. Especlificamente, la presente invencion
implica nuevos inhibidores del Virus de la Hepatitis C (VHC).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La infeccién con VHC es una causa importante de enfermedad hepética en los

seres humanos en todo el mundo. En los Estados Unidos, se estima que 4,5 millones
de americanos estén infectados con VHC de manera crdnica. Aunque sélo 30% de las
infecciones agudas son sintométicas, més de 85% de los individuos Infectados
desarrollan una infeccidn crénica persistente. Los costes de tratamiento para la
infecclién por VHC en los Estados Unidos en el afio 1807 se han estimado en 5,48
billones de ddlares. En todo el mundo, se ha estimado que estan infectadas de
manera crénica mas de 200 millones de personas. La Infecclén por VHC es responsa-
ble de 40-60% de todas las enfermedades hepéticas cronicas y de 30% de todos los
transplantes de higado. La infeccidn crénica por VHC es responsable de 30% de
todas las clrrosis, enfermedades hepéticas en fase terminal y cancer de higado en los
Estados Unidos. Los CDC estiman que el nimero de muertes debidas a VHC
aumentard como minimo a 38.000/afio para el afio 2010.

Debido al elevado grado de variabilidad en los antigenos de la superficie del
virus, a la existencia de miiltiples genotipos virales y a la demostrada especificidad de
la inmunidad, es poco probable el desarrollo de una vacuna eficaz en un futuro
cercano. El interferén alfa (solo o junto con ribavirina) se ha usado ampliamente desde
su aprobacion para el tratamiento de la infeccion cronica por VHC. Sin embargo,
frecuentemente se han asociado efectos secundarios adversos con este tratamiento:
sintomas de tipo gripal, leucopenia, trombocitopenia, depresién por el uso de interfe-
rén, asl como anemia induciia por la ribavirina (Lindsay, K. L. (1897), Hepatology 26
(supl. 1): 71S-77S). Esta terapia sigue siendo menos eficaz contra las infecciones
provocadas por el VHC de genotipo 1 (que constituye ~75% de todas las infecciones
por VHC en los mercados desarrollados) en comparacién con las infecciones provo-
cadas por los otros 5 genotipos principales de VHC. Desafortunadamente, sélo ~50-
80% de los pacientes responden a este tratamiento (medido por una reduccion de los
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niveles en suero de ARN de VHC y la normalizaciéon de las enzimas hepéticas) y, de
los tratados, 50-70% recaen en los 6 meses posteriores a la suspension del tratamien-
to. Recientemente, con la introducclén del interferdn pegilado, han mejorado sustan-
claimente los porcentajes de respuesta Inicial y sostenida, y el tratamiento de combi-
nacién de Peg-IFN con ribavirina constituye el patrén de oro para la terapia. Sin
embargo, los efectos secundarios asociados con |a terapia de combinacion y la peor
respuesta en los pacientes infectados con el genotipo 1 presentan oportunidades para
mejorar el tratamiento de esta enfermedad.

Actuaimente se acepia abiertamente que el virus de hepatitis C (VHC),
identificado por primera vez por clonacién molecular en 1989 (Choo, Q-L et al. (1989)
Science 244: 356-362), es el agente causante mas comin de la hepatitis no A no B
asociada a la transfusion (NANBH) (Ku, G et al. (1988) Science 244: 362-384). Debido
a su estructura genémica y a la homologla de secuencias, este virus se asigné como
un nuevo género de la familia Flaviviridee. Como los otros miembros de la familia
Flaviviridae, tales como los flavivirus (por ejemplo, el virus de la fiebre amarilla y el
virus Dengue de los tipos 1-4) y los pestivirus (por ejemplo, el virus de la diarrea viral,
el virus de la enfermedad de la frontera (border disease) y el virus de la fiebre clsica
porcina) (Choo, Q-L et al. (1888) Science 244: 359-3; Miller, R. H. y R. H. Purceli
(1880) Proc. Netl. Acad. Sci. USA B87: 2057-2061), el VHC es un virus con envuelta
que contiene una molécula de ARN monocatenaria de polaridad positiva. El genoma
de VHC tiene aproximadamente 9,8 kilobases (kb) con una regidn 5 no traducida
(NTR) y no protegida terminalmente, muy conservada de aproximadamente 340 bases
que funciona como sitio Intemo de entrada de ribosomas (IRES) (Wang CY et al ‘An
RNA pseudoknot is an essential structural element of the internal ribosome entry site
located within the hepatitis C virus 5' noncoding region' RNA- A Publication of the RNA
Society. 1(5): 526-537, 1895 Jul.). Este elemento va seguldo de una regién que
codifica una sola fase de lectura abierta (ORF) larga que codifica un polipéptido de
~3000 aminoécidos que comprende tanto las protelnas virales estructurales como las
no estructurales.

Tras la entrada en el citoplasma de la célula, este ARN se traduce directamen-
te en un polipéptido de ~3000 aminoécidos que comprende tanto las proteinas virales
estructurales como las no estructurales. Este polipéptido grande posteriormente se
procesa en protelnas estructurales y no estructurales individuales por una combina-
cién de proteinasas codificadas por el hospedador y por el virus (Rice, CM. (1998) en

6
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B.N. Fields, D.M.Knipe y P.M. Howley (eds) Virology 2™ Edicién, p 931-880; Raven
Press, N.Y.). Después del codén de terminacién en el extremo de la ORF larga, hay
una NTR 3' que consiste en lineas generales an tres regiones: una regidn de - 40
bases que estd poco conservada entre diversos genotipos, un tracto de po-
li{U)/polipirimidina de longitud variable y un elemento de 88 bases muy conservado
tamblén denominado "cola X 3" (Kolykhalov, A. et al (1996) J. Virology 70:3363-3371;
Tanaka, T. et al (1995} Blochem Blophys. Res. Commun. 215:744-749; Tanaka, T. et
al (19896) J. Virology 70:3307-3312; Yamada, N. et al (1988) Virology 223:255-281). Se
predice que la NTR 3' forma una estructura secundaria estable que e3s esenclal para el
crecimiento de VHC en chimpancés y se cree que funciona en la iniciacién y regula-
cién de la replicacion del ARN viral.

La protelna NS5B (591 aminoacidos, 85 kDa) de VHC (Bshrens, S.E. et al
(1996) EMBO J. 15:12-22), codifica una activilad ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) y contiene motivos candnicos presentes en otras ARN polimerasas
virales. La protelna estd bastante blen conservada tanto intratipicaments (Identidad de
aminoécidos (aa) de -95-98% entre los aislados 1b) como inter-tipicamente (identidad
de aa de -85% entre aislados del genctipo 1a y 1b). La esenclalidad de la actividad
RdRp de NS5B de VHC para la generacién de viriones de la progenie infecciosa se ha
demostrado formaimente en chimpancés (A. A. Kolykhalov et al.. (2000) Joumnal of
Virology, 74(4), p.2046-2051). De esta manera, se prevé que la inhibicion de la
actividlad RdRp de NS5B (inhibicién de la replicacidon de ARN) cure la infeccldn por
VHC.

Aunque el genotipo predominante de VHC a nivel mundial es el genotipo 1,
éste a su vez tiene dos subtipos principales, denominados 1a y 1b. Como puede verse
por la entrada en la base de datos de VHC Los Alamos {(www.hcv.lanl.gov) (Tabla 1)
hay diferencias regionales en la distribucién de estos subtipos: aunque el genotipo 1a
es el més abundante en los Estados Unidos, la mayoria de las secuencias en Europa
y Japodn son det genotipo 1b.
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Tabla 1

% de secuen- Mundo Estados Europa Japdn
cias en la base Unidos

de datos

Genotipo 1 71,8 878 75,9 80,2
Genotipo 1a 284 86,4 21,7 16
Genotipo 1b 434 21,4 54,2 78,6

La prevalencia del genotipo 1a en algunes regiones hace que sea muy
deseable Identlficar un agente antiviral que pueda inhibir el genotipo 1a y el genotipo
1b. Esto significa que un mayor grupo de pacientes podrian beneficiarse del tratamien-
to con el mismo agente.

Basdndose en lo anterior, existe una necesidad significativa de identificar
compuestos sintéticos o biologicos por su capacidad para inhibir la replicacién del
genotipo 1a y el genotipo 1b de VHC.

La publicacién PCT namero WO2004/037818 describe genéricamente clertos
compuestos, incluyendo ciertos compuestos de acil pirrolidina, que tienen actividad
inhibidora de VHC. El ensayo se refiere al genotipo 1b. Los compuestos descritos
tienen la fdrmula (1)

(¢]
S o
A N E
(o]
N
en la que:
A representa hidroxi;

D representa arilo o heteroarilo;

E representa hidrégeno, alquilo C,, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

G representa hidrégeno o alquilo Cy¢ opcionalmente sustituido con uno o méas
sustituyentes seleccionados entre halo, OR’, SR, C(O)NR?R?, CO;H, C(O)R*, CO.R*,
NR?R?, NHC(O)R*, NHCO,R*, NHC(O)NR°R®, SO,NR°R?, SO;R*, nitro, ciano, arilo,
heteroarilo y heterociclilo;

R' representa hidrégeno, alquilo C.., arilaiquilo o heteroarilalquilo;

R?y R? se seleccionan independientemente entre hidrégeno, alquilo Cy, arllo y
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heteroarilo; o

R? y R? junto con el 4tomo de nitrdgeno al que estén unidos forman un grupo
ciclico saturado de 5 6 6 miembros;

R* se selecciona entre el grupo compuesto por alqullo Cy., arilo, heteroarilo,
arllalquilo y heteroarilalquilo;

R® y R® se seleccionan independientemente entre el grupo compuesto por
hidrégeno, alquilo Cy., arilo, heteroarilo, arilalquilo, y heteroarilalquilo; o

R® y R® junto con el dtomo de nitrégeno al que estén unidos forman un grupo
ciclico saturado de 5 6 6 miembros; y

J representa alquilo C,., heterociclilaiquilo, arlialquilo o heteroarilalquilo;
y las sales, solvalos y ésteres de los mismos; con la condicién de que cuando A se
esterifica para formar -OR donde R se selecciona entre alquilo de cadena lineal o
ramificada, aralquilo, ariloxialquilo, o arilo, entonces R es diferente de lerc-butlio.

Sorprendentemente, ahora se han descubierto que los compuestos de acuerdo
con la presente invencién, descritos genéricamente en el documento
WO2004/037818, y que tienen un patrdn especifico de sustitucién, muestran prople-
dades mejoradas sobre los compuestos descritos especificamente en el documento
WO02004/037818.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién Implica compuestos C(2')-heteroarilmetil-C(4)-
metoximetil acil pirrolidina representados a continuacién en este documento, composi-
ciones farmacéuticas que comprenden tales compuestos y el uso de los compuestos
para tratar una infeccién viral, especialmente una infeccién por VHC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona al menos una entidad quimica seleccionada

entre los compuestos de Férmula (la):

J
A_é:Nj:E (1a)
° A
O b
en la que:
A representa hidroxi;

D representa 4-terc-butil-3-metoxifenilo;

Q[O



10

15

20

6

E representa 1,3-tlazol-2-llo o 5-metil-1,3-tiazol-2-ilo;

G representa metoximetilo;

J representa 1,3-tiazol-2-limetilo, 1,3-tiazol-4-imetilo, 1,2-tiazol-3-ilmetilo 0 1H-
pirazoi-1-ilmetllo;
y las sales, solvatos y ésteres de los mismos; con la condicién de que cuando A se
esterifica para formar -OR donde R se selecciona entre alquilo de cadena lineal o
ramificada, aralquilo, ariloxialquilo o arilo, entonces R es diferente de terc-butilo.

En un aspecto, la estereoquimica relativa de los compuestos racémicos de
Férmula (la) se representa por las Férmulas (Ip) o (Iq):

o G G
J (tp) J\I | (l9)
A o ",

A—“"' N~ “E estereoquimica < N E estereoquimica
0 relativa o
0" D O b
en las que A, D, E, G y J son como se han definido anteriormente para la Férmula (la).
En un aspecto més, la estereoquimica absoluta de los compuestos quirales de
Férmula {la) se representa por [as Formulas (lpp) o (lqq):

.G
J (1pp) Uﬁ (Ig)
A - oty

A'(ll; estereoquimica T N "E  estereoquimica

N"™E
A absoluta o absoluta
(o M ») ¢ »

en las que A, D, E, G y J son como se han definido anteriormente para la Férmula (la).

Se prefieren los sigulentes grupos sustituyentes, donde puedan aplicarse, con
respecto a cada una de las Férmulas la, Ip, Ipp lq vy Iqq:

En un aspecto, A es hidroxi (esto es, no esterificado).

En un aspecto, J representa 1,3-tiazol4-iimetilo o 1H-pirazol-1-limetilo. En un
aspecto mas, J representa 1H-pirazol-1-iimetilo. En otro aspecto, J representa 1H-
pirazol-1-limetilo y E representa 1,3-tiazol-2-ilo.

En un aspecto, los compuestos de Férmula (la) se representan por los
compuestos de Férmula (Ipp).

Debe entenderse que la presenta invencién abarca todas [as combinaciones
de los aspectos y grupos adecuados, convenientes y preferidos descritos en este
documento.

relativa
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Las entidades quimicas de la presente invencién muestran un perfil mejorado
del genotipo-1a/1b contra la polimerasa de VHC y, por lo tanto, pueden conseguir
eficacia en seres humanos en una amplia poblacion de paclentes.

La expresitn “perfil de genotipo-1a/1b® significa potencia como inhibidor de la
enzima polimerasa de VHC en VHC de tipo silvestre de genctipo 1a y de genotipo 1b.
Se considera que la elevada potencia en los dos genotipos es ventajosa.

Como un aspecto més de la presente invencién se proporciona al menos una
entidad quimica seleccionada entre los compuestos de Férmula (la) v las sales
fisioldgicamente aceptables, solvatos o ésteres de los mismos para el uso en la
terapia médica humana o veterinarla, particularmente en el tratamiento o profilaxis de
una infecclén viral, particularmente una infeccién por VHC.

Se apreciard que las referencias de este documento a terapia y/o tratamiento
incluyen, pero sin limitacion, prevencion, retardo, profilaxis, terapia y curacién de la
enfermedad. Se apreciard ademds que las referencias de este documento a trata-
miento o profilaxis de una infeccién por VHC incluyen tratamiento o profilaxis de
enfermedades asocladas a VHC tales como fibrosis hepética, clrrosis y carcinoma
hepatocelular.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona @l uso de al
menos una entidad quimica seleccionada entre los compuestos de Férmulas (la) y las
sales fisiolégicamente aceptables, solvatos o ésteres de los mismos en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de una infeccién viral, particular-
mente una infeccién por VHC,

En un aspecto mas o como aspecto alternativo se proporciona un método para
el tratamiento de un sujeto humano o animal con una infeccién viral, particularmente
una infecclén por VHC, donde dicho método comprende administrar a dicho sujeto
humano o animal una cantidad eficaz de al menos una entidad quimica seleccionada
entre los compuestos de Férmula (la) y las sales fisloldgicamente aceptables, solvatos
0 ésteres de los mismos.

Se apreciard que los compuestos de la presente invencién pueden contener
uno o més dtomos de carbono asimétricos y pueden existir en formas racémica,
diastereoisomérica y dpticamente activa. Se contempla que todos estos compuestos
racémicos, enantiémeros y diasterecisdmeros estan dentro del alcance de la presente
invencion.

En un aspecto, las entidades quimicas ttiles en la presente invencién pueden
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elegirse entre los compuestos de Férmula (la) selecclonados entre el grupo que
consiste en:

Acido rel-(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butiibenzoll)}-4-{metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tlazol-2-il}-2-{1,3-tiazol-4-iimetil)pirrolidina-2-carboxflico;

Acido rei-{2R,4S,5R)-1-{3-metoxi-4-forc-butilbenzoil}-4-(metoximetil}-5-{1,3-
tiazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-4-ilmetil)pimolidina-2-carboxilico;

Acido rel{2R 48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butiibenzoil}-4-(metoximetil)}-5-(1,3-
tiazol-2-il)-2-(1,2-tiazol-3-ilmetil)pirrolidina-2-carboxllico;

Acido rol-(2R,45,5R)-1-(3-metoxi-4-ferc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)-2-(1H-
pirazol-1-limetil}-5-(1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxilico;

Acido rel-(2R48,5R)-1-(3-metoxl-4-terc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)-5-{5-metil-
1,3-tiazol-2-il}-2-(1,3-tiazol-2-iimetil)pirrolidina-2-carboxllico;

Acido rei-(2R 4S,5R)-1-{3-metoxi-4-ferc-butilbenzoil)}-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il}-2-(1,2-tiazol-3-ilmetil)pirrolidina-2-carboxflico; y

Acido rel-(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-ferc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1H-pirazol-1-iimetil)pirrolidina-2-carboxlilico;

y sales, solvatos, ésteres y enantibmeros individuales de los mismos.

En un aspecto mds, las entidades quimicas Utiles en la presente Invencién
pueden elegirse entre ios compuestos de Férmula (la) seleccionados entre el grupo
que congiste en:

Acido rel(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-4-iimetil)pirrolidina-2-carboxllico;

Acido rel{2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-ferc-butilbenzoll)-4-(metoximetil)}-5(1,3-
tiazol-2-11)-2-(1, 3-tiazol-4-ilmetil)pirrolidina-2-carboxilico;

Acido rel{2R,4S,5R)-1-(3-metaxi-4-terc-butibenzoil)-4-{metoximetil)-2-( 1H-
pirazol-1-limetil}-5-(1,3-tiazol-2-il) pirrolidina-2-carboxllico;

Acldo re/-{(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1H-pirazol-1-iimetil)pirrolidina-2-carboxlilico;

y sales, solvatos, ésteras y enantidmeros Individuales de los mismos.

En un aspecto mas, las entidades quimicas dtiles en la presente Invenclén
pueden elegirse entre los compuestos de Formula (la) seleccionados entre el grupo
que consiste en:

Acido rel~(2R,48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)}-2-(1H-
pirazol-1-ilmetil)-5+(1,3-tiazol-2-il)pimolidina-2-carboxllico;
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Acido rei{2R,45,5R)-1-(3-metoxi-4-ferc-butilbenzoll)-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1H-pirazol-1-imetil)plrrolidina-2-carboxllico;

y sales, solvatos, ésteres y enantibmeros individuales de los mismos.

En ofro aspecto, las entidades quimicas Gtiles en la presente invencién pueden
elegirse entre los compuestos de Férmula {la) seleccionados entre el grupo que
consiste en:

Acido re/-{2R,48,5R)-1-(3-Metox-4-terc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)-2-(1H-
pirazol-1-ilmetil}-5-(1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxllico;

y sales, solvatos, ésteres y enantiomeros Individuales de los mismos.

También sa incluyen dentro de la presente invencién los complejos de sales
farmacéuticamente aceptables. La presente invencion también incluye las sales
fisioldgicamente aceptables de los compuestos de formula (la). Las sales fisiologica-
mente aceptables de los compuestos de féormula (la) incluyen sales de acidos, por
ejemplo de sodio, potasio, cailclo, magnesio y tetraalquilamonio y similares, o sales
mono- o di-basicas con el dcido apropiado, por ejemplo, acidos carboxllicos orgéanicos
tales como los acldos acético, lactico, tartdrico, malico, isotidnico, lactobidnico y
succinico; écidos sulfénicos orgénicos tales como los dcidos metanosulfénico,
etanosulfénico, bencenosulfénico y p-toluenosulfénico y Acidos inorgénicos tales como
los acidos clorhldrico, sulfirico, fosférico y sulfamico y similares.

La presente invencién también se reflere a solvatos de los compuestos de
Fdrmula (la), por ejempio hidratos.

La presente invencion también se reflere a ésteres farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de Férmula (la), por ejemplo ésteres de acido carboxili-
co -COOR, en los que R se selecciona entre alquilo de cadena lineal o ramificada, por
ejemplo, n-propilo, n-butilo, alcoxialquilo (por ajemplo, metoximetilo), alcoxicarbonilal-
quilo (por ejemplo, metoxicarbonilmetilo), aciloxialquilo (por ejemplo, pivalolloximetilo},
aralquilo (por ejemplo, bencilo), ariloxialquilo (por ejemplo, fenoximetilo}, arilo (por
ejemplo, fenilo opclonalmente sustituido con halégeno, alquilo Cia 0 alkoxi Ci4 0
amino). A menos que se aspecifique otra cosa, cualquier resto alquilo presente en
tales ésteras contiene preferiblemente de 1 a 18 atomos de carbono, particularmente
de 1 a 4 atomos de carbono. Cualquier resto arllo presente en tales ésteres compren-
de preferiblemente un grupo fenilo.

En un aspecto, el compuesto de Formula (la) esta en forma de un compuesto
parental, una sal o un solvato.
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Como se usa en este documento, el término “farmacéuticamente aceptabie®
usado con respecto a un ingrediente (ingrediente activo tal como un ingrediente activo,
una sal del mismo o un excipiente) que puede incluirse en una formularon farmacéuti-
ca para ia administracién a un paciente, se reflere a que el ingrediente sea aceptable
en el sentido de que sea compatible con el resto de ingredientes presentes en la
formulacién farmacéutica y que no sea nocivo para el receptor de la misma.

También se apreclara que ciertos compuestos de la presente invencion pueden
existir en diferentes formas tautoméricas. Se contempla que todos los tautdmeros
estan dentro del alcance de la presente invencion.

Los compuestos de Férmula (la) en la que A e hidroxi pueden prepararse a
partir de un compuesto de Formula (l1):

Q
Jd
A'—PFNIE W
0
O)\o

en la que A’ es un grupo hidrox protegido, por ejemplo un grupo alcoxi, benciloxi o
sililoxi, por ejemplo un grupo tri{{alquil C,4)-slllioxd, y D, E, G y J son como se han
definido anteriormente para la Férmula (la), por desproteccién. Pueden encontrarse
grupos protectores adecuados, pero sin restricclén, en T W Greene y PGM Wuts
'Protective Groups in Organic Synthesis’, 3® Ed. (19998}, J Wiley y Sons.

Por ejemplo, cuando A’ es terc-butoxi y D, E, G y J son como se han definido
anteriormente para la Férmula (la), por tratamienio con un écido apropiado, por
ejemplo écido trifluorocacdtico o una solucidn acuosa de dcido clorhidrico acuoso
concentrado. Opclonalmente, la reaccion se realiza en un disolvente, por ejemplo
diclorometano o dimetoxietano. En un aspecto, la temperatura esta en el intervalo de 0
a 80°C, en un aspecto adicional de 20 a 30°C.

Por ejemplo, cuando A' es benciloxi, y D, E. G y J son como se han definido
anteriormente para la Férmula (la), por hidrogendlisis en presencla de un catalizador
adecuado, por ejemplo paladic sobre carbono. Adecuadamente, la reaccién se realiza
en un disolvente, por ejemplo etanol. Preferiblemente, la temperatura estd en el
intervalo de 0 a 50°C.

Por ejemplo, cuando A’ es alqulloxi, y D, E, G y J son como se han definido
anteriormente para la Férmula (la), por tratamiento con un catalizador adecuado, por
elemplo tetraquis(trifenilfosfina)paladic (0) y una fuente de protones adecuada, por
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ejemplo fenilsiiano. La reaccién se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo
diclorometano.

Por ejemplo, cuando A’ es triimetil)sillioxi, y D, E, G y J son como se han
definido anteriormente para la Férmuia (la), por tratamiento con una fuente de fluoruro
adecuada, por ejemplo fluoruro de tetrabutilamonio. La reaccién se realiza en un
disolvente adecuado, por ejemplo tetrahidrofurano.

Los compuestos de Formula (la) o (II) pueden prepararse por reacclén de un
compuesto de Férmula (1)

G
. E )

|
H

an la que A" es hidroxi o un grupo alcoxi, benciloxd o tri(alquil Cy.4)-sililoxi, YE, G, y J
son como se han definido anteriormente para la Férmula (la); con un agentie de
acilacidn adecuado, por ejemplo D-C(O)-hal, donde hal es un atomo de halo, preferi-
blemente cloro o bromo, y D es como se ha definido anteriormente para la Férmula
(la). Preferiblemente, la reaccién se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo
diclorometano, en presencia de una base adecuada, por ejemplo trietiiamina. Adecua-
damente, la temperatura estd en el intervalo de 0 a 50°C, mas adecuadamente de 20
a 30°C. Opcionaimente, la reaccién puede realizarse a la temperatura de refiujo del
disolvente.

Los compuestos de Férmula (la) o (Il) también pueden prepararse por metila-
cién de un compuesto de férmula (IV)

X
A 1 )N\ E

O D
en la que A" es como se ha definido anteriormente para la Férmula (lil), y G' represen-
ta hidroximetilo, usando una base adecuada, por ejemplo hidruro sddico o terc-
butéxido sddico y un agente de metllaciéon adecuado, tal como yoduro de metlio. En un
aspecto, la reaccidn se realiza en un disolvente 0 mezcia de disolventes adecuada,

por ejemplo dimetilformamidea, metil-ferc-butil éter, dimetoxietano y/o acetonitrilo. En
un aspecto, la reaccién se reallza a una temperatura en el intervalo de -30 a 50°C,

(v}
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adecuadamente de 20 a 30°C o a -25°C. En un aspecto més, la reaccién se realiza
usando una mezcla de metil-ferc-butil éter y dimetoxietano como disolvente a -25°C.

Los compuestos de Férmula (IV) pueden prepararse mediante la manipulacion
apropiada de un compuesto de Férmula (V)

en la que A" es como se ha definido anteriormente para la Férmula (lll), D, E y J son
como se han definido anterlormente para la Férmula (la), y L representa CHO o CO,Y,
donde Y representa hidrégeno o alquilo. Por ejemplo, por reduccién de un compuesto
de Férmula (V) en la que L representa CHO o CO.Y, donde Y representa hidrégeno o
alquilo, usando un agente reductor adecuado, por ejemplo borohlidruro de litio,
trietilborohidruro de litio, borohidruro sédico, triacetoxiborohidruro sddico, complejo de
borano/sulfuro de dimetilo o hidruro de litio y aluminio o combinaciones adecuadas de
los mismos, en un disolvente 0 mezcla de disolventes adecuada, por sjemplo tetrahi-
drofurano y/o metanol. En un aspecto, la reaccién puede realizarse a una temperatura
en el intervalo de -78 a 40°C. En un aspecto mas, la reacclén puede realizarse a una
temperatura en el intervalo de 30 a 40°C. En un aspecto méas, la reaccién se realiza
usando una mezcla de borohidruro sédico y triacetoxiborohidruro sédico en una
mezcla de disolventes de tetrehidrofurano y metanol.

Un compuesto de Formula (V) en la que L representa CO,Y, donde Y repre-
senta hidrégeno, puede prepararse a partir de un compuesto de Férmula (V) en la que
L representa CO.Y, donde Y represanta alquilo. Por ejemplo, un compuesto de
Férmula (V) en la que L representa CO;Me puede convertirse en un compuesto de
Férmula (V), en la que L representa CO;H, por hidrdlisis, por elemplo hidrblisis
catalizada con una base, usando una base adecuada tal como metédxido sédico en un
disolvente adecuado tal como metanol.

Un compuesto de Férmula (V) en la que L representa CHO o CO.Y, donde Y
representa hidrégeno o alquilo, puede prepararse a partir de un compuesto de
Férmula (V1)
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J
i)
A N~ E
Yow

en la que L representa CHO o CO.Y, donde Y representa hidrégeno o alqullo, y A", E,
y J son como se han definido anteriormente para la Férmula (lll}; con un agente de
acilacién adecuado, por ejemplo D-C(O)-hal, donde hal es un atomo de halo, preferi-
blemente cloro 0 bromo, y D es como se ha definido anteriormente para la Formula
(la). Preferiblemente, la reaccién se reallza en un disolvente adecuado, por ejemplo
diclorometano, meti-terc-butil éter y/o acetonitrilo, en presencia de una base adecua-
da, por ejemplo trietiiamina o piridina. En un aspecto, la reaccién se realiza a una
temperatura en el intervalo de 0 a 50°C, adecuadamente de 20 a 30°C. Opcionalmen-
te, la reaccion puede realizarse a la temperatura de reflujo. En un aspecto, cuando se
usa piridina como base, todos los restos de piridina se retiran adecuadamente, por
ejemplo lavando con un Acido acuoso tal como écldo clorhidrico, y/o ademés con
agua, antes de realizar la siguiente etapa sintética.

Un compuesto de Formula (V) en la que A" es hidroxi puede convertirse en un
compuesto de Férmula (V) en la que A" 83 un grupo alcox, benclloxl o sililoxi mediante
técnicas de proteccidn de hidroxi convencionales. De igual forma, un compuesto de
Férmula (V) en la que A" es un grupo alcoxi, benciloxi o sililoxi, puede convertiree en
un compuesto de Férmula (V) en la que A" es hidroxi por técnicas de desproteccion
convencionales. Pueden encontrarse grupos protectores adecuados, sin restriccion,
en T W Greene y PGM Wuts 'Protective Groups In Organic Synthesis', 3* Ed. (1889), J
Wilay y Sons.

Un compuesto de Férmula (VI) puede prepararse por reaccion de un compues-
to de Formuia (VII)

E_H
Y con
(vi)

en la que E y J son como se han definido anteriormente para la Formula (la) y A" es
como se ha definido anteriormente para la Férmula (lI) con un compuesto de Férmula
(viin)

%
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L

'( (Vi)

en la que L representa CHO o CO,Y, donde Y representa hidrogeno o alquilo. En un
aspecto, la reacciéon se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo THF o
acetonltrilo, opcionalmente en presencia de un catallzador de écido de Lewis, tal como
bromuro de litio o acetato de plata, y una base, tal como trietlamina, 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) o tetrametiiguanidina. Como altemativa, la
reaccion se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo THF o acetonitrilo, en
presencia de un dcido, tal como écido acético, o la reaccién puede realzarse calen-
tando los compuestos de Férmula (VII) y Férmula (VIII} en un disolvente adecuado,
por ejemplo tolueno, xileno o acetonitrilo en ausencia de un catalizador.

También puede prepararse un compuesto de Férmula (V1) an una sintesis de
una sola etapa por reacclén de un compuesto de Férmula (X) con un cempuesto de
Férmula (VIll) y un compuesto de Formula E-CHO. Preferiblemente, la reaccion se
realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo THF o acetonitrilo, opcionaimente en
presencia de un catalizador de écido de Lewis, tal como bromuro de litio o acetato de
plata, y una base, tal como trietilamina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) o
tetrametilguanidina. Preferiblemente, la reaccién se realiza a una temperatura en el
intervalo qe 0 a 50°C, adecuadamente de 20 a 30°C. Opcionaimente se usa un agente
de sacado en el proceso, por ejemplo tamices moleculares.

Un compuesto de Férmula (lll) puede prepararse mediante la manipulacién
apropiada de un compuesto de Férmula (1X)

Gl

)
Al N E

{

o H
en la que G' representa hidroximetilo, y A", E, y J son como se han definido anterior-
mente pama la Férmula (lll), protegiendo en primer lugar el d4tomo de N del anilio de
pirolidina con un agente protaector de N adecuado, por ejempio benclioxicarbonilo
(CBZ) o i-butoxicarbonlio. De una manera similar a la descrita anterionrmente con
respecto a la conversidn de compuestos de Férmula (IV) en compuestos de Férmula
(1), un compuesto N-protegido de Férmula (I1X) puede convertiree en un compuesto de
Férmula (lil), en la que G representa metoximetllo y el dtomo N se desprotege, por
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metilaclén, La desproteccién del &tomo N mediante procedimientos convencionales da
como resultado el compuesto de Férmula (llI).

Los compuestos de Férmula (IX) pueden preperarse por reducclén de un
compuesto opcionalimente N-protegido de Férmula (Vi) en la que L representa CO,Y e
Y representa alquilo, usando un agente reductor adecuado, por ejemplo borohidruro
de litio o borohidruro sédico, en un disolvente adecuado, por ejemplo tetrahidrofurano.
La desproteccién del 4tomo de N mediante procedimientos convencionales da como
resultado el compuesto de Férmula (IX). Por ejemplo, cuando el grup6 protector de N
es CBZ, Ia desproteccién puede reaiizarse por hidrogendlisis cataiftica. Por ejempio,
cuando el grupo protector de N es i-butoxicarbonilo, la desproteccién puede realizarse
por tratamiento con un écido adecuado, por ejemplo éckdo trifluoroacético.

Los compuestos de Fdérmula (VII) pueden prepararse por reaccién de un

compuesto de Férmula (X)
COA"
HN
\\: 0

en la que J es como se ha definido anteriormente para la Férmula (la) y A" es como se
ha definido anteriormente para la Férmula (lll) con un compuesto de Férmula E-CHO
en ia que E es como se ha definido anteriormente para la Férmula (la). En un aspecto,
donde se proporciona la Férmula (X) como una sal de adicion de &cidos, por ejemplo
el hidrocloruro, la reaccién puede realizarse en presencia de una base adecuada, por
ejemplo trietilamina. En un aspecto mds, la reaccién puede realizarse en presencia de
un agente de secado adecuado, por ejemplo sulfato de magnesio. La reacclén puede
realizarse en un disolvente adecuado, por sjemplo diclorometano o tolueno.

Los compuestos de Férmula (X) en la que J es 1H-pirazol-1-iimetilo, y A" es
hidroxi, pueden prepararse por tratamiento de un compuesto de (XI)

HN,_/COs M
N
en la que J es 1H-pirazol-1-limetilo, y M es un catién metdlico, por sjemplo potasio,
con un dcido adecuado, por ejemplo édcido clorhidrico acuoso al 10%, en presencia de
Ambertyst 120 (H").
Los compuestos de Formula (X) en la que J es 1,3-tiazol-2-iimetllio o 1H-
pirazol-1-iimetilo, y A® @8 un grupo alcoxi, benciloxl o tri-(alquil C,)-sililoxi, pueden
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prepararse por tratamisnto de un compuesto de Férmula (X) en la que J es 1,3-tiazol-
2-iimetilo o 1H-pirezol-1-limetllo, y A" es hidroxi, por procedimientos de esterificacion o
de grupos protectores convencionales. Por ejemplo, un compuesto de Férmula (X) en
la que J es 1,3-tiazol-2-limetilo o 1H-pirazol-1-limetilo, y A" es terc-butoxl puede
prepararse por tratamiento de un compuesto de Férmula (X) en la que J es 1,3-tiazol-
2-iimetilo o 1H-pirazol-1-limetilo, y A" es hidroxi, con un agente de transferencia de
terc-butilo apropiado, tal como acetato de ferc-butilo en presencia de un catalizador
écido adecuado, tal como 4cldo perclérico acuoso al 70%. En un aspecto, el compues-
to de base libre formado de esta manera de Férmula (X) en la que A" es un grupo
alcoxi, benciloxi o tri-(alquil C.4)-sililoxi puede convertiree en una sal adecuada, por
ejemplo la sal hidrocloruro, por tratamiento con un écido adecuado, por ejemplo écido
clorhidrico en dioxano.

Los compuestos de Formula (XI) en la que J es 1H-pirazol-1-iimetilo, pueden
prepararse por reaccién de un compuesto de Formula (XII)

Yo
HN. ,CO:Me
Yo
con 1H-pirazol, en presencia de una base adecuada, por ejemplo carbonato potdsico
cuando M es potaslo, y en presencia de un disolvente adecuado, tal como acetonitrilo
acuoso. Preferiblemente, la reaccién se realiza a una temperatura en el intervalo de
50-70°C, adecuadamente a 80°C.
Los compuestos de Férmula (X) en la que J es 1,3-tinzol-2-iimetilo, 1,3-tiazol-

4-iimetilo o 1,2-tiaxol-3-limetllo y A" @8 un grupo alcoxi, benciloxi o tri-(alqull Cy)-sililoxi
pueden prepararse por tratamiento de un compuesto de Férmula (XIIl)

coa"
th‘\: o)

en la que J es 1,3-tiazol-2-limetilo, 1,3-tiazol-4-iimetilo o 1,2-tlazol-3-iimetllo y A" es un
grupo alcoxi, benciloxi o tri-(alquil C4)-sililoxi con un écido, por ejemplo acido cltrico
acuoso al 15%. Preferiblemente, la reaccidn se resllza en un disolvente adecuado, por
ejemplo THF y/o agua.

Los compuestos de Férmula (XIll) puede prepararse por reaccién de un
compuesto de Férmula (XIV)
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Phw =N~——-COA"
I xv)

en la que A" es un grupo alcoxl, bencilox o tri-(alquil C14)-sililoxl con un compuesto de
Férmula J-hal en la que J es 1,3-tiazol-2-iimetilo, 1,3-tiazol-4-iimetilo o 1,2-tiazol-3-
iimetilo, y hal es un dtomo de halo, preferiblemente cloro o bromo. Preferiblemente, la
reaccién se realiza en presencia de una base adecuada tal como -butdxido potésico.
Preferiblemente, la reaccién se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo THF.
La reaccidn puede realizarse en presencia de un catalizador adecuado, por ejemplo
yoduro de litio. Preferiblemente, la reaccién se realiza a una temperatura en el
Intervalo de -10°C a temperatura amblente, adecuadamente a 0°C.

El compuesto de Férmula D-C(O)-hal en la que D es 3-metoxi-4-terc-butilfenilo
puede prepararse por reaccién de un compuesto de Formula (XV)

CO,H

xv)

o.

con un reactivo formador de haluro de écido adecuado, por ejemplo cloruro de oxalilo
o cloruro de tionilo. En un aspecto, la reaccién se realiza en presencia de un cataliza-
dor adecuado, por ejemplo dimetiformamida o dietiformamida. Opcionaimente, la
reacclén se realiza en un disolvente adecuado, por ejemplo diclorometano, a una
temperatura en el intervalo de 0 a 50°C, por ejemplo de 20 a 30°C. En un aspecto
altemativo, la reaccion se realiza usando cloruro de tionllo a la temperatura de reflujo.

Los compuestos de Formulas (VIII), (XIl), (XIV), (XV), J-hal y E-CHO son
conocidos en la técnica, estdn disponibles en el mercado o pueden prepararae
mediante procedimientos bibliogrificos convencionales.

Los compuestos de Férmula (la) en la que A es un éster pueden prepararse
por esterificaclén de un compuesto de Férmula (la) en la que A es hidroxl mediante
procedimientos bibliogréficos para esterificacién convencicnales.

Se apreciard que los compuestos de Férmula (la), (11), (lll), (IV), (V), (V1) yio
(IX) que existen en forma de diasterecisémeros pueden separarse opcionaimente por
técnicas bien conocidas en la técnica, por ejemplo por cromatografla en columna.

También se apreciara que la presente invencién proporciona un método para la
interconversion de epimeros C(4) de un compuesto de formula (V) o (Vl) en laque L
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representa CHO o CO.Y donde Y representa hidrégeno o alquilo, y A®, E, y J son
como s8 han definido anteriormente para la férmula (lll). Por ejemplo, el diastereoisd-
mero rel-(2R, 48,5R) de un compuesto de férmula (V) y/o (V1) puede convertirse en el
diastereoisdmero rel-(2R,4R,5R) cuando sea apropiado. Tal epimerizacion de estos
diastereoisémeros re/-(4S,5R) en los diasteracisdmeros re~(4R,5R) comrespondientes
puede realizarse por tratamiento de un compuesto de férmula (V) y/o (V1) con una
base adecuada y en presencia de un disolvente adecuado. Por ejemplo, la conversion
del diasterecisémero rel{45,5R) de un compuesto de Férmula (V) cuando L represen-
ta CO;Me en el diasterecisémero rel{4R, 5R) puede realizarse por tratamiento del
diasterecisémero re/-(4S,5R) con una base adecuada, tal como metdxido sddico, en
presencia de un disolvente adecuado, tal como metanol.

Se apreciard que los compuestos racémicos de Formula (1a), (1), (IIl), (IV), (V).
(Vi) y/o (IX) pueden resolverse opcionaimente en sus enantiémeros Individuales. Tales
resoluclones pueden realizarse convenlentemente por métodos convencionales
conocidos en la técnica. Por ejemplo, un compuesto racémico de Férmula (la), (ll),
(i, (v), (V). (V1) ylo (IX) puede resolverse por HPLC preparativa quiral. Como
altemnativa, los compuestos racémicos de Formula (la), (1I), (lll), {IV), (V), (V1) y/o (IX)
que contlenen un grupo acido o bésico apropiado, tal como un grupo écido carboxllico
0 un grupo amina pueden resolverse mediante la formacién de la sal diastereoisomsé-
rica convencional con una base quiral o un reactivo acido respectivamente segin sea
apropiado. Tales técnicas son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, un compues-
to racémico de Férmula (Vi) en la que L es CO;Me puede resolverse por tratamiento
con un &cido quiral tal como (R)-{-)-1,1-binaftil-2,2'-diil-hidrogenofosfato, en un
disolvente o0 mezcla de disolventes adecuada, por ejemplo diclorometano, isopropanol,
isopropil acetato y/o acetonitrilo. En un aspecto, se usa una mezcla de diclorometano
y acetato de isopropilo como disolvente. Después, el enantiSmero de Férmula (V1)
puede obtenerse tratando la sal con una base adecuada, por ejemplo trietilamina, en
un disolvente adecuado, por ejemplo metil ferc-butil éter. Después, los enantidmeros
individuales de Formula (11}, (), {IV), {V), (VI) y/lo (IX) pueden convertirse en un
compuesto enantiomérico de Férmula (la) mediante la quimica descrita anteriormente
con respecto a los compuestos racémicos.

También se apreciard que los compuestos enantioméricos individuales de
Férmula (ill), (V1) y/o (IX) pueden prepararse por métodos generales de sintesis
asimétrica usando, cuando sea apropiado, auxiliares quirales o reactivos cataliticos

'
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quirales y ademés realizando cualquier etapa de interconversién de grupo funcional
adecuada como se ha descrito anteriormente en este documento, incluyendo la
adicién o retirada de cualquier auxiliar quiral. Tales métodos generales de sintesis
asimétrica son bien conocidos en la técnica e Incluyen, pero sin limitacién, los
descritos en "Asymmetric Synthesis,” Academic Press, 1984 y/o “Chiral Audliaries and
Ligands en Asymmetric Synthesis®, Wiley, 1985. Por ejemplo, los auxillares quirales
generales adecuados incluyen alcoholes quirales tales como mentol o 1-feniletanol;
oxazolidinonas quirales tales como 4-benciloxazolidin-2-ona o 4-isopropiloxazolidin-2-
ona; sultamas quirales tales como canfor-sultama; 0 aminas quirales tales como 1-
feniletiamina o 2-amino-2-feniletanol. Los reactivos catallticos quirales generales
adecuados incluyen aminas bdsicas quirales y ligandos quirales tales como N-
metilefedrina, 1-fenil-2-{1-pirrolidinil)-1-propanaol, 3-(dimetilamino)-1,7,7-
trimetilbiciclo[2.2.1]-heptan-2-ol, 3.4-bis(difenlifosfanil)}-1-(fenlimetil)-pirrolidina,
cinconina, cinconidina, esparteina, hidroquinina o quinina, BINAP o ligandos y
derivados de bis(oxazolina) quiral (BOX), opcionaimente en presencia de una sal
metdlica, por ejemplo M,X; donde M es plata, cobalto, cinc, titanio, magnesioc o
manganeso, y X es haluro {por ejemplo cloruro o bromuro), acetato, trifluoroacetato, p-
toluenosulfonato, triflucrometilaulfonato, hexafluorofosfato o nitrato, y mys80n 1, 2, 3
0 4, y opcionalmente en presencla de una base, por ejemplo trietilamina. Todos estos
auxiliares quirales o reactivos catalliticos quirales se describen bien en la técnica. Los
ejemplos ilustrativos generalea de la preparaciéon de diversas pirrolidinas quirales por
sintesis asimétrica usando auxiliares quirales o reactivos catallticos quirales incluyen,
pero sin limitacion, los deacritos en Angew. Chem. Int. Ed., (2002), 41: 4236, Chem.
Rev., (1998), 98: 883; J. Am. Chem. Soc, (2002), 124: 13400; J. Am. Chem. Soc,
(2003), 125: 10175; Ory. Lelt., (2003), 5, 5043; Tetrahedron, (1995), 51: 273; Tetrahe-
dron: Asymm., (1995), 6. 2475, Tetrahedron: Asymm., (2001), 12: 1977, Tetrahedron:
Asymm., (2002), 13: 2090 y Tet. Lett., (1891), 41: 5817.
En un aspecto particular, un compuesto pirolidina quiral de Férmula (Via)

en la que L' representa CO;Y o CO,Y' donde Y representa hidrégeno o alquilo, Y'

8A
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representa un auxillar quiral, y A®, E, y J son como sa han definido anteriormente para
la Formula (VI), y * se refiere a un centro quiral enriquecido enantioméricaments,
puede prepararse por reaccion de un compuesto de Férmula (VIl), como se ha
definido anteriormente en este documento, con un compuesto de Férmula (Villa)

L
ﬁ (Viila)

en la que L' representa un grupo éster quiral CO,Y' donde Y' representa un auxiliar
quiral, y después realizando opcionalmente cualquier converslén de CO.Y' en CO,Y
por métodos convencionales para la retirada de auxiliares quirales. Tal éster quiral
CO,Y' puede obtenerse a partir de un alcohol quiral Y'OH, por ejemplo mentol, por
técnicas de esterificacion convencionales. Preferiblemente, la reaccién de un com-
puesto de Formula (VIl) con un compuesto de Férmula (Vllla) se realiza en un
disolvente adecuado, por ejemplo THF o acetonitrilo, opcionaimente en presencia de
un catalizador de acido de Lewis, tal como bromura de litio o acetato de plata, y una
base, tal como trietilamina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU) o tetrametilgua-
nidina. Como altemativa, la reaccién se realiza en un disolvente adecuado, por
ejemplo THF o acetonitriio, en presencia de un &cido, tal como é&cido acético, o la
reaccion puede reallzarse calentando compuestos de Férmula (Vi) y (Vllie) en un
disolvente adecuado, por ejemplo tolueno, xileno o acetonitriio en ausencia de un
catalizador. En Tetrahedron: Asymm., (1885), 6. 2475 se describe la preparacién de
compuestos andlogos a los de las Formulas (Via) y (Vliia).
En un aspecto mas, un compuesto de pirrolidina quiral de Férmula (Vib)

en la que L representa CO,Y donde Y representa hidrégeno o alquilo, A°, Ey J son
como se han definido anteriormente para la Férmula (V1), y * se refiere a un centro
quiral enriquecido enantioméricamente puede prepararse por reaccién de un com-
puesto de Formula (VIl} con un compuesto de Formula (Vi) como se ha definido
anteriormente en este documento, en condiciones de reaccién asimétricas. Se
apreciara por los especialistas en la técnica que las condiciones de reaccién asimétr-
cas pueden producirse, por ejemplo, por la inclusién en la mezcla de reaccién de un
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reactivo catalltico quiral que se ha descrito anterfiormente en este documento.

En un aspecto, la reaccién se reallza en prasencia de un reactivo catalitico
quiral adecuado, por ejemplo (-)-N-metilefedrina, y una sal metdlica adecuada, por
ejemplo bromuro de manganeso (Il), en un disolvente adecuado, por ejemplo acetonl-
trilo. Preferiblemente, la reaccién se realiza a una temperatura en el intervalo de -30°C
a temperatura ambiente, adecuadamente a -20°C.

En un aspecto alternativo, la reaccién se realiza en presencia de un reactivo
catalitico quiral adecuado, por ejemplo (S)(-)-2.2'-bis{difenilfosfino)-1',1-binaftil{S-
BINAP}, y una sal metélica adecuada, por ejemplo acetato de plata, en presencia de
una base adecuada, por ejemplo diisopropiletiliamina, en un disolvente adecuado, por
ejemplo acetonitrllo opcionaimente co-solvatado con tolueno. Preferiblemente, la
reaccion se realiza a una temperatura en el intervalo de -15°C a la temperatura
ambiente, adecuadamente a -5°C.

Opcionaimente, e! diastereocisémero quiral principal de un compuesio de
Férmula (Via) o de Férmula (Vib) que surge de tal reaccién asimétrica puede enrique-
cerse enantioméricamente por técnicas de purificacion convencionales bien conocidas
en la técnica, por ejemplo por cromatografia o cristalizaciéon fraccionada. Un método
de cristalizacion favorable es la cristalizacién fraccionada de una sal del diastereoiss-
mero quiral principal, por ejemplo la sal hidrocloruro o la sal (R)-(-)-1, 1'-binaftil-2,2'dill-
hidrogenofosfato. La sal hidrocloruro de un compuesto de Férmula (Via) o de Férmula
(Vib) puede prepararse tratando un compuesto de Férmula (Via) o de Férmula (VIb)
con cloruro de hidrégeno anhidro en un disolvente adecuado, por ejemplo éter
dietllico. Preferiblemente, la reaccién se realiza a una temperatura en €l intervalo de -
10 a 10°C.

La sal (R){-)-1,1-binaftil-2,2'-dli-hidrogenofoafato de un compuesto de
Foérmula (Via) o de Férmula (Vib) puede prepararse como se ha descrito anteriormen-
te en este documento para la resolucién de un compuesto racémico de Férmula (VI).

La retirada opcional de un auxiliar quiral de un grupo en el que L' representa
CO,Y" para producir un grupo en e! que L' representa CO,Y se realiza faciimente por
métodos convencionales, por ejemplo por tratamiento con un reactivo hidrolftico tal
como hidréxido sodico o un alcoxido tal como metdxido sédico segln sea aproplado,
en un disolvente adecuado tal como metanol.

Opcionalmente, un compuesto quiral de Férmula (Via) o de Férmula (VIb)
puede convertirse en un compuesto quiral de Férmula (IX) en la que G' representa

@6
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hidroxialqullo y A", E, y J son como se han definido anteriormente para la Férmula (lil})
por tratamiento con reactivos adecuados para reallzar la conversion del grupo
funcional del grupo L o L' en el grupo G'. Por ejemplo, un compuesto de Férmula (Via)
en la que L' representa CO,Y' e Y' es como se ha definido anteriormente puede
tratarse con un agente reductor adecuado, por ejemplo hidruro de litio y aluminlo, sn
un disolvente adecuado, por ejemplo tetrahidrofurano.

Opcionaimente, un compuesto quiral de Férmula (Via) o de Férmula (Vib)
puede convertirse en un compuesto quiral de Férmula (IV) en la que G' representa
hidroxialquilo, acilando primero el dtomo de nitrégeno de la pirrolidina como se ha
descrito anteriormente para la transformacién de un compuesto de Férmula (V1) en un
compuesto de Férmula (V) y posteriormente por tratamiento con reactivos adecuados
para realizar la interconversién del grupo funcional del grupo L o L' en el grupo G'
como se ha descrito anteriormente para la transformacién de un compuesto de
Féormula (Via) o de Férmula (VIb) en un compuesto quiral de Férmula (IX).

Se apreciara que, con las etapas de conversion adicionales adecuadas que se
han descrito anteriormente, pueden prepararse los compuestos quirales de Férmula
({ia), (1), (IV) y/o (V) a partir de compuestos quirales de Férmula (lil), (V1) y (IX).

Con la manipulacién y proteccién apropladas de cualquier funclonalldad
quimica, la sintesis de los compuestos de Férmula (l) se realiza por métodos anélogos
a los anteriores y a los que se describen en la seccibn Experimental. Los grupos
protectores adecuados pueden encontrarse, pero sin limitacion, en T W Greene y
PGM Wuts ‘Protective Groups in Organic Synthesls', 3* Ed. (1999), J Wiley y Sons.

EJEMPLOS

Los especialistas en la técnica apraeciardn que cuando se usan disolventes en
las reacclones, ee desea usar disolventes anhidros. También se desea realtzar las
reacclones en una atmésfera inerte, por ejemplo en una atmésfera de nitrégeno o
argdn, segin sea apropiado.

n lo 1
Acido 2-[N<{difeniimetileno)amino]-3<{1,3-tlazol-4-ll)propancico, éster ferc-

butilico
BV

Parte A

9+



10

15

20

25

30

23

A una solucidn enfiada (baflo de hielo) de écido 2-N-
(difenilmetileno)amino]etanoico, éster terc-butilico (/. Org. Chem., 1982, 47, 2663,
42,3 g, 143 mmol) en THF seco (450 ml) en una atmésfera de nitrdgeno se le afiadio
gota a gota una solucién 1 M de f-butdxido potdsico en THF (146 mil) (embudo de
goteo) durante 25 minutos. La mezcla se dejé en agitacion durante 45 minutos mas en
ol baflo de hielo.

Parte B

Independientements, durante este tlempo, se convirlié hidrocloruro de 4-
{clorometil}-1,3-tiazol recién preparado (25,5 g, 150 mmol) en la base libre como se
indica a continuacién: El hidrocloruro se mezclé con diclorometano (500 ml) y se lavd
con una solucién acuosa al 5% p/v de bicarbonato sddico (375 ml). La capa orgdnica
80 separd, se secd sobre sulfato sddico y se evapord cuidadosamente (evaporador
rotatorio; 80 torr, bafio de agua a 25°C) para dar la base libre.

Parte C

El 4-{clorometlil)-1,3-tiazol (formado en la Parte B) se disolvié en THF (100 ml)
y se afiadié6 gota a gota (embudo de goteo) durante 30 minutos a la mezcla de
reaccion de la Parte A, manteniendo la reaccién a la temperatura del bafio de hielo.
Se afiadié yoduro de Ilitic enhidro sélido (1 g, 7,5 mmol} directamente a la mezcla de
reaccion 5 minutos después del Inicio de Ia adiclén del agente alquilante. El embudo
de goteo se aclard con mas THF seco (50 ml) que se afiadid a la reacclén. La
reaccion se aghté a la temperatura del bafio de hielo durante 45 minutos, se dejd
calentar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se agitd a temperatura
ambiente durante 2,5 horas més antes de repartirse entre una mezcla de saimuera
saturada (400 ml), agua (200 ml) y acetato de etilo (800 ml). La capa orgénica se
separd y la capa acuosa se extrajo de nuevo con mas acetato de etilo (2 x 300 mi).
Las capas orgédnicas combinadas se secaron sobre sulfato sddico y se evaporaron
para dar el compuesto del titulo (57,8 g, bruto) que se usb sin purificacién adicional. "H
RMN (CDCh): & 8,65 (d, 1H), 7,55-7,82 (m, 2H), 7,2-7,55 (m, 6H), 7,05 (d, 1H), 6,78-
6,87 (m, 2H), 4,36-4,41 (m, 1H), 3,47-3,54 (m, 1H), 3,36-3,44 (m, 1H) y 1,44 (s, 9H).
Intermedio 2
Acldo 2-amino-3-(1,3-tlazol-4-l)propanoico, éster ferc-butillco

&
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A una solucibn de 4cido 2-{N-(difenilimetilenc)amino]-3-(1,3-tiazol-4-
il)propanoico, éster terc-butllico (preparado de manera similar a la descrita en el
Intermedio 1; 20 g) en THF (150 ml) en una atmésfera de argdn se le afladid una
solucién de écldo cltrico en agua (al 15% piv, 150 ml). La mezcla se agitd a tempera-
tura ambiente durante 6 horas, se dej6é durante una noche y después la mayor parte
del THF se retird & presién reducida (evaporador rotatorio; bafio de agua a 25°C) y se
afadié écldo clorhidrico acuoso 1 M (60 ml). La mezcla se extrajo con éter dietllico (2
x 200 ml) y los extractos de éter combinados se extrajeron de nuevo con agua {50 ml).
Las capas acuosas combinadas se extrajeron con méds éter dietilico (100 mi). Todas
las capas de éter se desecharon. Después, la capa acuosa se ajustd cuidadosamente
a pH 9,5 con carbonato potasico, se afiadié saimuera (100 ml) y la mezcla se extrajo
con éter dietflico (4 x 200 ml). Estas capas de éter combinadas se secaron scbre
sulfato sddico. La retirada det disolvente a preslén reducida dio el compuesto del titulo,
un acelte.

'H RMN (CDCh): 5 8,77 (d, 1H), 7,08 (d, 1H), 3,77-3,85 (m, 1H), 3,22-3,32 (m,
1H), 3,02-3,13 (m, 1H) y 1,42 (s, 9H). No se observaron protones de amina.
Intermedio 3
Acido 2-{[N<{5-Metll-1,3-tiazol-2-/l)metllenc]amino}-3-(1,3-tiazol-4-i)propanocico,

éster ferc-butillco
@—H

Una mezcla de é&cido 2-amino-3-(1,3-tlazol-4-ll)propancico, éster ferc-butllico
(Intermedio 2; 2,90 g, 12,7 mmol), 5-metll-1,3-tiazol-2-carboxaldehido (1,62 g, 12,7
mmol) y sulfato de magnesio (aprox. 1 g) en diclorometano (70 ml) se agitd a tempera-
tura ambiente durante 18 horas. La mezcla de reaccién se filiré y el filtrado se evapord
para retirar el disolvente, dando el compuesto del titulo en forma de un aceite.

'H RMN (CDCly): & 8,75 (d, 1H), 8,11 (s, 1H), 7,55(a, 1H), 7,02 (d, 1H), 4,45
{(dd, 1H), 3,56 (dd, 1H), 3,33 (dd, 1H), 2,50 (s a, 3H) y 1,44 (s, 8H).

ntermedio 4
Acido dicarboxilico, 2-terc-butll éster, 4-metil éster

21
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Racémico,
Se muestra estereoquimica relativa

Una solucion de dcido 2-[[N-(5-metil-1,3-tiazol-2-)metllenc]amino}-3-(1,3-
tiazol-4-il)-propanoico, éster ferc-butllico (Intermedio 3, 4,3 g, 12,75 mmol) en tetrahi-
drofurano (125 ml) se agité en atmésfera de nitrégeno. Se afadieron sucesivamente
acrilato de metilo {2,15 g, 25 mmol), bromuro de litio (2,20 g, 25 mmol) y trietilamina
(1,73 mi, 12,5 mmol), y la mezcia resultante se agitd durante 18 horas. Se afiadié una
solucién saturada de cloruro amdnico (100 mi) y la mezcla se extrajo con acetato de
etilo (2 x 150 ml). Los extractos combinados se lavaron con agua (100 mi) y saimuera
saturada (100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio y se evaporaron. El residuo
se purificd por cromatografia sobre gel de sflice usando acetato de etlio-ciclohexano
{1:1 viv y después 2.1 v/iv) como eluyente para der el compuesto del titulo en forma de
un aceite.

MS calc. para (C1gHzsN3O.S; + H)*: 424

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 424
Intermedio §

Acido re/<{2R,4S,5R)-1-{3-metoxi-4-terc-butiibenzoll)-5-{5-metil-1,3-tlazol-2-1)-2-
{1,3-tlazol-4-limetil)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-ferc-hutil éster, 4-metil éater

r

o p\"

[COMe Racémico;
-.Q Se muestra estereoquimica relativa

Una mezcla de &cldo rsl(2R,4S,5R)-5-(5-metil-1,3-tlazol-2-11)-2-(1,3-tiazol-4-
iimetil)-pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butil éster, 4-metil éster (Intermedio 4, 3,80
g, 9,2 mmol) en diclorometano (50 ml), cloruro de 3-metoxi-4-terc-butilbenzollo’ (3,28
g, 15,6 mmol) y trietilamina (3,52 ml) se agité a temperatura ambiente en una atmdsfe-
ra de nitrégeno durante 3 dias. La mezcla se lavé con agua (100 mi) y saimuera (50
mi), se secd pasindose a través de una frita hidréfoba y se evapord. El residuo se
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purificd por cromatografia sobre gel de sflice usando ciclohexano-acetato de etilo (3:1
viv) como eluyente para dar el compuasto del titulo en forma de una espuma.

MS calc. para (CsiHagNsOgS; + H)™: 614

MS encontrado (electronebulizaci6n): (M+H)" = 814.

Ref. (1): Sintetizado a partir de écido 3-metoxi-4-ferc-butilbenzoico (J. Org.
Chem., 268, 1961, 1732-1737).
Intermedio 6
Acldo  re/{2R,48,5R)-4-{hidroximetil}-1{3-metoxi-4-terc-butilbenzoll}-5-{5-metil-
1,3-tiazol-2-i1)-2-{1,3-tlazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxilico, éater terc-butilico

Racémico;
Se muestra estersoquimica relativa

Una soluclén de écido re/{2R,4S,5R)-1-(3-metoxl-4-terc-butilbenzoil)-5-(5-
metil-1,3-tiazol-2-i)-2-(1,3-tiazol-4-ilmetil)pirrolidine-2,4-dicarboxllico, 2-terc-butil éster,
4-metil éster (Intermedio 5, 4,80 g, 7,82 mmol) en tetrahidrofurano (200 ml) se agitd
an una atmdsfera de nitrdgeno y se enfrié a -78°C. Se afladi6 gota a gota una solucién
1,0 M de hidruro de litio y aluminio en éter dietflico (8,1 ml). Cuando se complett la
adicién, la mezcla se calentd a -45°C y se mantuvo a esa temperatura durante 3,5
horas. La mezcla se inactivd con una solucién acuosa 1 M de carbonato potasico (100
ml) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 200 ml). Los extractos se lavaron con agua
(100 mi) y salmuera {100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio y se evaporaron.

El residuo se purificé por cromatografla sobre gel de sllice usando ciclohexano-acetsto '

de etilo (inicialmente 2:1 viv y después 1:2 v/v) como eluyente para dar el compuesto
del titulo en forma de una espuma.

MS calc. para {CagHaaN:05S;2 + H)": 588

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 586
Intermedio 7
Acido  rel{2R,48,5R)-1-{3-metoxi-4-ferc-butilbenzoll)-4-(metoximetil)-5-{5-metil-
1,3-tlazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxllico, terc-butll éster

A\
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Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

Me

Una solucibn de 4&cldo re/~{2R,48,5R)-4-(hidroximetil}-1-{3-metox-4-terc-
butilbenzoil)-5«(5-metil-1,3-tiazol-2-1l)-2-(1,3-tiazol-4-iimetil)pirrolidina-2-carboxdlico,
éster ferc-butilico (Intermedio 6, 0,585 g, 1 mmol) en N,N-dimetilformamida (10 ml) se
agité en atmésfera de nitrégeno y se enfrid a -10°C. Se afladid una dispersion al 60%
de hidruro sédico en aceite mineral (60 mg, 1,725 mmol) y la mezcla resuliante se
agitdé por debajo de 0°C durante 30 min. Se afiadié yodometano (0,425 ml) y la mezcla
ge agitd durante 4 horas mas, manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccion
entre 0°C y 20°C. La mezcla se inactivd con metanol (10 ml} y se evapord. El residuo
se repartié entre agua (50 ml) y acetato de etilo (100 ml). La capa orgénica se recogio,
se lavd con agua y salmuera, se secd sobre sulfato de magnesio y se evapord. El
reskiuo se purificé por cromatografla sobre gel de sllice usando ciclohexano-acetato
de etilo (inicialmente 2:1 v/v y después 1:1 v/v) como eluyente para dar el compuesto
del titulo en forma de una espuma.

MS calc. para (CaiH41N2OsS;2 + H)': 800

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 600
Intermedio 8
Acido 2-[N<{1,3-tlazol-2-limetlleno)amino]-3-{1,3-tlazol-4-ll)propanoico, éster terc-

{ H
X

\=

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 3,
usando 1,3-tiazol-2-carboxaldehido en lugar de 5-metil-1,3-tiazol-2-carboxaldehido.

'H RMN (CDCls): & 8,75 (d, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,90 (d, 1H), 7,43 (dd, 1H), 7,03
{d, 1H), 4,50 (dd, 1H), 3,58 (dd, 1H), 3,34 (dd, 1H) y 1,45 (s, 8H).
Intermedio 8

AL
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Acido rel-(2R,48,5R)-5-(1,3-tlazol-2-11)-2-(1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2,4-
dicarboxllico, 2-terc-butll éster, 4-metil éster

SCOMe Racémico;
oo TN_] Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 4,
usando el Intermedio 8 en lugar del Intermedio 3. La mezcla se enfrié a 0°C antes de
la adicién de acrilato de metilo y se dejé calentar a TA antes de inactivarse.

MS calc. para (C1sHzaN30.S; + H)": 410

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 410
Intermedio 10
Acido rei-(2R,48,5R)-1-(3-metoxl-4-terc-butilbenzoil)-5{1,3-tlazol-2-1)-2«(1,3-
tiazol-4-limetil)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butil éster, 4-metil édster

Loge Racémico;

+BuaC™ -,ﬂ Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 5,
usando el Intermedio © en lugar del Intermedio 4. Se uso ciclohexano-acetato de etilo
(gradiente de elucién de 50:1 a 1:1) como eluyente para la cromatografia.

MS calc. para (CxoHsNyOeS; + H)"™: 600

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 800
Intermedio 11 :

Acido re/{2R,4S,5R)-4-{hidroximetil)-1-(3-metoxi-4-terc-butiibenzoll)-5-(1,3-Hazol-
241)-2<(1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxilico, éster terc-butilico

>
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Racémico;
Se muestra esteraoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 6,
usando el Intermedio 10 en lugar del Intermedio 5. Se uso ciclohexano-acetato de etilo
(gradiente de elucion de 50:1 a 2:3) como eluyente para la cromatografia.

MS calc. para (CasHs7N3OgS;z + H)': 572

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 572
Intermedio 12
Acido re/{2R,48,5R)-1<(3-metox]-4-terc-butiibenzoll)-4-{metoximetil)-5-(1,3-tlazol-
241)-2-4{1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxlilico, éster terc-butilico

FOMa Racémico;

e --.Q Se muestra estereoquimica relativa

[+

E! compuesto del titulo se preparé de una manera similar al Intermedio 7,
usando el Intermedio 11 en lugar del Intermedio 6. Se us6 ciclohexano-acetato de etilo
(gradiente de elucién de 50:1 a 1:1) como eluyente para la cromatografla.

MS calc. para (CyHyN3OsS; + H)": 586

MS encontrado (electronebulizdcién): (M+H)* = 586
intermedio 13
Acido 2{N-{difeniimetlleno)aminc]-3{1,2-tlazol-3l)propancico, éster ferc-
butilico

A

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 1,
usando 3-{bromometil)-1,2-tiazol en lugar de 4-(clorometil)-1,3-tiazol.
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'H RMN (CDCls): & 8,51 (d, 1H), 7,81-7,18 (m, 8H), 7,08 (dd, 1H), 8,83 (m, 2H),
4,38 (dd, 1H), 3,48 (d, 2H) y 1,43 (s, BH).
intermedio 14
Acido 2-amino-3-{1,2-tlazol-3l)propancico, éster terc-butilico

?
s‘

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 2,
usando el Intermedio 13 en lugar del Intermedio 1.

'H RMN (CDCh): 5 8,60 (d, 1H), 7,13 (d, 1H), 3,84 (dd, 1H), 3,29 (dd, 1H), 3,15
(dd, 1H) y 1,43 (s, 9H). No se observaron protones de amina.
Intermedio 15
Acldo 2-[N-{1,3-tlazol-2-limetilenc)aminc]-34{1,2-tHazol-3l)propanocico, éster terc-
butflico

8

El compuesto del titulo se preparé de una manera simllar al Intermedio 3,
usando el Intermedio 14 en lugar del Intermedio 2 y 1,3-tlazol-2-carboxaldehido en
lugar de 5-metil-1,3-tiazol-2-carboxaldehldo. La reacclén se calentd a reflujo durante
1,5 horas.

'H RMN (CDCL): & 8,54 (d, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,92 (d, 1H), 7.44 (dd, 1H), 7,10
(d, 1H), 4,54 (dd, 1H), 3,60 (dd, 1H), 3,42 (dd, 1H) y 1,43 (s, 8H).
Intermedio 18
Acido rel-(2R,48,5R)-2-{1,2-tlazol-3-limetll}-5-{1,3-tlazol-2-1l)pirrolidina-2,4-
dicarboxilico, 2-terc-butll éster, 4-metil éster

s Racémico;

COMe
rou0,c -.Q Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se preparé de una manera similar al Intermedio 4,
usando el Intermedio 15 en lugar del Intermedio 3. Se usé ciclohexano-acetato de etilo
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(3:2 viv) como eluyente para ia cromatografia, seguido de la evaporacion del disolven-
te para proporcionar el compuesto del titulo en forma de una espuma.
'H RMN (CDCl): & 8,58 (d, 1H), 7,66 (d, 1H), 7,24 (d, 1H), 7,22 (d, 1H), 4,85
(d, 1H), 3,48 (s, 3H), 3,34 (d, 1H), 3,28-3,22 (m, 1H), 3,20 (d, 1H), 2,85 (dd, 1H), 2,31
5 (dd, 1H) y 1,43 (s, 9H). No se observaron protones de amina.
Intermedio 17
Acido re/{2R,48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butlibenzoll)-2-(1,2-tiazol-3-limetil)-5-(1,3-
tiazol-2-il)pirrolidina-2,4-dicarboxllico, 2-terc-butll éster, 4-metll éster
§

Racémico;

COMe
18000 -.,Q Se muestra estereoquimica relativa

[+

El compuesto del tftulo se prepard de una manera similar al Intermedio 5,
10 usando el Intermedio 16 en lugar del Intermedio 4. Después del lavado con saimuera,
se afiadid bicarbonato sédico acucso saturado con agitacién durante 25 min. Se usé
ciclohexano-acetato de etilo (4:1 v/v) como eluyente para la cromatografia.
MS calc. para (CxoHayzN3OsS2 + H)': 800
MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 800
15 Intermedio 18
Acido rel/-(2R,45,5R)-4-{hidroximetil)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoll)-2-(1,2-ilazol-
3-imetil)-5-(1,3-tlazol-24I)pirrolidina-2-carboxilico, éster terc-butilico

+~—OH Racémico;
$

(]

o Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del tituld se prepard de una manera similar al Intermedio 6,
usando el intermedio 17 en lugar del Intermedio 5 y cloruro aménico en lugar de
20 carbonato potésico acuoso.
MS calc. para (CHyN3O5S; + H)*: 572
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 572
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intermedio 19
Acido rel{2R,48,5R)-1-(3-metox|-4-terc-butiibenzolil}-4-(metoximetil)-2-{1,2-tlazol-

3-ilmetil)-5-(1,3-tlazol-2-ll)pirrolidina-2-carboxlilico, éster terc-butilico

SOMe Racémico;
"~ a, L tra aste imica relati
) ,ﬁ @ muestra astereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 7,
usando el Intermedio 18 en lugar del Intermedio 6.

'H RMN (CDCls): 5 8,68 (d, 1H), 7,42 (d, 1H), 7,32 (d, 1H), 7.15 (d, 1H), 7,10
(d, 1H), 6,71 (d, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,17 (d, 1H), 4,18 (d, 1H), 3,61 (d, 1H), 3,83 (s, 3H),
2,94 (s, 3H), 2,78 (dd, 1H), 2,66 (dd, 1H), 2,45 (dd, 1H), 2,34 (t, 1H), 2,02-1,81 (m,
1H), 1,64 (s, 9H) y 1,29 (s,9H).
Intermedio 20
Acldo 2-amino-3-{1H-pirazol-1-l)propanolco, éster terc-butilico

"':szmnﬂi
i

A una suspension agitada de écido 2-amino-3-(1H-pirazol-1-il)propanoico (10,2
g. 65,9 mmol) en acetato de ferc-butilo (400 ml) se le afiadid una solucién de écido
perclérico acuoso al 70% (15,7 ml). La mezcla se de|6 en agitacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos y después se dejé en reposo durante 20 horas. La
mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo y después se neutralizd usando una
combinacién de bicarbonato sddico acuoso saturado y bicarbonato sodico sélido. La
fase acuosa se retird por separacidn y se extrajo con acetato de etilo. Las fases
orgénicas se combinaron, se secaron sobre sulfato sédico y se evaporaron para dar el
compuesto del titulo en forma de un aceite.

MS calc. para (CigHy7N3O; + H)*: 212

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 212.
Intermedio 21
Acido 2{N-{1,3-tlazol-2-limetileno)aminc]-3{1H-pirazol-1-ll)propanocico, éster
terc-butilico

at
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El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 3,
usando 1,3-tiazol-2-carboxaldehido en lugar de 5-metil-1,3-tlazol-2-carboxaldehido y
usando el Intermedio 20 en lugar del Intermedio 2.

'H RMN (CDCl): 5 8,09 (s 1H), 7,90 (d, 1H), 7,51 (d, 1H), 7,42 (d, 1H), 7,33 (d,
1H), 6,12 (t, 1H), 4,78 (dd, 1H), 4,50 (dd, 2H), 1,46 (s, 8H).

Intermedio 2
Acido rel-(2R,48,5R)-2-{1H-pirazol-1-imetll)-5-(1,3-tiazol-2-l)pirrolidina-2,4-
dicarboxlilico, 2-terc-butil éater, 4-metil éster

ﬂ LOMe Racémico;
40, C™ -.Q Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 4,
usando el Intermedio 21 en lugar del Intermedio 3. Se usé acetato de etlio-ciclohexano
(1:2 y después 1:1 v/iv) como eluyente para la cromatografia.

MS calc. para (CysHaNJO(S + H)": 393

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 383
Intermed|
Acldo  rel<(2R,4S,5R)-1-{3-metoxl-4-terc-butlibenzoll)}-2-{1H-pirazol-1-iimetil)-5-
(1,3-tlazol-2-ll)pirrolidina-2,4-dicarboxlilico, 2-ferc-butil éster, 4-metil éster

SO Racémico;
r8uoc” -.Q Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 5,
usando el Intermedio 22 en lugar del Intermedio 4.
MS calc. para (CxHaaNJOsS + H)*: 583



34

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 583
Intermedio 24
Acido rel-(2R,48,5R)-4-hidroximetll-1-(3-metoxi-4-terc-butiibenzoll)-2-(1H-pirazol-
1-imetil)-5-(1,3-tlazol-2-ll)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butll éster

Racémico;
Se muestra estereocquimica relativa

5 El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 6,
usando el Intermedio 23 en lugar del Intermedio 5. Se uso ciclohexano-acetato de etilo
(gradiente de elucidn de 50;1 a 1:2 viv) como eluyente para la cromatografia.

MS calc. para {CzgHaN4OsS + H)*: 555
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 555
10 |ntermedio 25
Acldo rel-(2R,48,5R)-1-{3-metoxi-4-ferc-butiibenzoil)}-4-{metoximetil)-2-{1H-
pirazol-1-imetll)-5-{1,3-tlazol-2-l)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butil éater

3 Racémico;
HBUOLC™ "'Q Se muestra estereoquimica relativa
0

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 7,
usando el Intermedio 24 en lugar del Intermedio 5. Se usé ciclohexano-acetato de etilo
15 (gradiente de elucidn de 50:1 a 3:2 viv) como eluyents para la cromatografia.
MS calc. para (CxHwoN.OsS + H)*: 589
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 569
Intermedio 26
Acido 2-amino-3{1,3-tlazol-2-1l)propanoico, éster terc-butilico

QA
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Se afladié gota a gota écido perclérico acuoso al 70% (1,47 ml) a una suspen-
sion agitada de dcido 2-amino-3-(1,3-tiazol-2-ll)propanocico (1,077 g, 6,25 mmol) en
acetato de {erc-butilo (34 ml). La suspensién se agité en una atmoésfera de nitrdgenc a
temperatura ambiente durante una noche. Se afiadlé acetato de etilo (100 ml) y la
mezcla se basificd a pH ~8 con una solucién saturada de hidrogenocarbonato sodico e
hidrogenocarbonato sédico sdlido. La solucidn orgénica se separé, se secd sobre
sulfato de magnesio y 88 concentrd para dar el compuesto del titulo en forma de un
aceite incoloro,

'H RMN (CDCkL): 8 7,75 (d, 1H), 7,27 (d, 1H), 3,88 (dd, 1H), 3,50 (dd, 1H), 3,32
(dd, 1H), 1,47 (s, 9H).

Intermedio 27
Acido 2{IN-{5-metil-1,3-tiazol-241)metileno]amino]-3-(1,3-tiazol-2-ll)propanocico,

st bt e

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 3,
usando el Intermedio 28 en lugar del Intermedio 2.

‘H RMN (CDCly): 8 8,28 (s, 1H), 7,69 (d, 1H), 7,60 (d, 1H), 7,19 (d, 1H), 4,46
(m, 1H), 3,75 (dd, 1H), 3,58 (dd, 1H), 2,50 (s, 3H) y 1,42 (s, OH).
intermedic 28
Acldo re/{2R,4S,5R)-5-(5-metll-1,3-tiazol-2-1)-2-(1,3-tiazol-2-iimetil)pirrolidina-2,4-
dicarboxilico, 2-terc-butll éater, 4-metil éster

Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 4,
usando el intermedio 27 en lugar del Intermedio 3.

MS calc. para (CygHasNsO48S; + Hr: 424

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)" = 424
Intermedio 29
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Acldo rel-{2R,48,5R)-1-{3-metoxi-4-terc-butlibenzoil)-5-{5-metil-1,3-tlazol-2-il)-2-
{1,3-tlazol-2-Imetil)pirrolidina-2,4-dicarboxlilico, 2-terc-butll éster, 4-metl! éater

oMo Racémico;
180" -.Q Se muestra estereoquimica relativa
o

OMe
El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 5,
usando el Intermedio 28 en lugar del Intermedio 4.
5 MS calc. para (Cy HoN308Sz+ H)": 614
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 614
Intermedio 30
Acldo rel-{2R,48,5R)-4-(hidroximetil)-1<{3-metox|-4-ferc-butiibenzoil)-5-{5-metil-
1,3-tlazol-2-1)-2-(1,3-tiazol-2-limetil)pirrolidina-2-carboxilico, éster terc-butilico

Racémico,
Se muestra estereoquimica relativa

10 El compuesto del titulo se preparé de una manera similar al Intermedio 6,
usando el Intermedio 29 en lugar del Intermedio 5.
MS calc. para (CaxoH3sN3OsS2 + H)*: 586
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 588
Intermedio 31
15 Acido re/{2R48,5R)-1-(3-metoxi-4-ferc-butlibenzoll)-4-(metoximetll)-5-{5-metil-
1,3-tlazol-2-11)-2-{1,3-tlaxol-2-limetil)pirrolidina-2-carboxflico, éster terc-butilico

\Ol
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Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 7,
usando el Intermedio 30 en lugar del Intermedio 6.

MS calc. para (CyjHi1N3OsS2 + H)': 600 MS encontrado (electronebullzacion):
(M+H)* = 600
Intermedio 32
Acido 2{[N-{5-metil-1,3-tlazol-2-I)metileno}amino}-3-{1,2-tiazol-3-l)propancico,
éster ferc-butllico

8

El compuesto del titulo se prepand de una manera similar al Intermedio 3,
usando el Intermedio 14 en lugar del Intermedio 2.

'H RMN (CDCls): & 8,53 (d, 1H), 8,23 (d, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,08 (d, 1H), 4,50
(dd, 1H), 3,57 (dd, 1H), 3,39 (dd, 1H}, 2,50 (d, 3H) y 1,44 (s, SH).
Intermedio 3
Acido re/<{2R,4S,5R)-5-(5-metll-1,3-tazol-2-11}-2(1,2-tlazol-3-limetil)pirrolidina-2,4-
dicarboxlilico, 2-terc-butll dster, 4-metil éster

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al intermedio 4, '
usando el Intermedio 32 en lugar del Intermedio 3.

MS calc. para (C1oHasN3O(S; + H)": 424

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 424.

+HBuo,G
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Intermedio 34 )

Acldo rel-{2R,48,5R)-1<{3-metox|-4-terc-butiibenzoll)-5-(5-metil-1,3-tiazol-2-il)-2-
(1,2-tlazol-3-limetil)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butll éster, 4-metil éster

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al intermedio 5,
usando el Infermedioc 33 en lugar del Intermedio 4.

MS calc. para (Cs1HaaN3OeSz + H)": 614

MS encontrado (electronebulizacién); (M+H)' = 614
Intermedi
Acido  rel{2R,48,5R)-4-(hidroximetll)-1-{3-metoxi-4-terc-butilbenzoll)-5-{5-metil-
1,3-tiazol-241)-2-(1,2-tlazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxilico, éster terc-butilico

~—OH Racémico;
,YN_{ Se muestra estereoquimica relativa

t8u0,c™

El compuesto dal titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 8,
usando el Intermedio 34 en lugar del Intermedio 5.

MS calc. para (CyoHasN3OsS: + H)': 586

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 588
Intermadio 38
Acldo  rel{2R,48,5R)-14{3-metoxi-4-tarc-butiibenzoil)-4-(metoximetil)-5-{5-metil-
1,3-tiazol-2-1)-2-(1,2-tlazol-34Imetil)pirrolidina-2-carboxllico, éster terc-butilico
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Oble Racémico;
180, c* -..Q Se muestra estereoquimica relativa
o

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 7,
usando el Intermedio 35 en lugar del Intermedio 6.
MS calc. para (CajHijN2O:S2 + H)": 800
MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 800
5 Intermedio 37
Acido 2-J[N-{5-metil-1,3-tlazol-2-il)metileno]lamino}-3<{1H-pirazo}-1-l)propanoico,
éster terc-butilico

0y Sachric:

Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 3,
usando el Intermedio 20 en lugar del Intermedio 2.

10 'H RMN (CDCly): & 7,98 (s, 1H), 7,58 (d a, 1H), 7,50 (d a, 1H), 7,34 (d, 1H),
6,13 (t, 1H), 4,824,73 (m, 1H), 4,50-4,43 (m, 2H), 2,51 (8, 3H) y 1,47 (s, OH).
Intermedio 38
Acido  re/(2R,48,5R)-5-({5-metll-1,3-tlazol-2-/l)-2-(1H-pirazol-1Jimetil)pirrolidina-
2,4-dicarboxllico, 2-terc-butll éater, 4-metll éster

I le o N

15 El compuesto del titulo se prepard de une manera similar al Intermedio 4,
usando el Intermedio 37 en lugar del Intermedio 3.
MS calc. para (C1gHzNs04S + H)": 407
MS encontrado (electronebullzacién): (M+H)" = 407
Intermedio 39



40

Acldo ° rel{2R,48,5R)-14{3-metoxi-4-terc-butilbenzoll-5-{5-meétil-1,3-tiazol-2-11)-2-
(1H-pirazoi-1-limetil)pirrolidina-2,4-dicarboxllico, 2-terc-butll éster, 4-metil éster

TOxMe Racémico;

o --.Q Se muestra estereoquimica relativa
o

El compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 5,
usando el Intermedio 38 en lugar del Intermedio 4.
5 MS calc. para (C31HigNsOoS + H)": 597
MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 597
Intermedio 40
Acldo rel{2R,4S,5R)-4-(hidroximetil)-1-{3-metoxi-4-ferc-butilbenzoll)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-1)-2-{1H-pirazol-1-limetil)pirrolidina-2,4-dicarboxilico, 2-terc-butll
10  éster

Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

£l compuesto del titulo se prepard de una manera similar al Intermedio 8,
usando sl Intermedio 39 en lugar del Intermedio 5.

MS calc. para (CH3sN(OsS + H)*: 569

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 569

15  Intermedio 41

Acido  rel-(2R,48,5R)-1-{3-metoxi-4-ferc-butiibenzoll)-4-(metoximetll)-5-(5-metil-
1,3-tlazol-2-11)-2<(1H-pirazol-1-limetii)pirrolidina-2,4-dicarboxlilico, 2-terc-hutll
éstor
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FTOMe Racémico;
1o e --.Q Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto del fitulo se prepard de una manera similar al Intermedio 7,
usando sl Intermedio 40 en lugar del Intermedio 6.

MS calc. para (C3;HiaNJOsS + H)*: 583

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 583
Ejemplo 1
Acido  rel(2R,48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoll)}-4-{metoximetil)-5-(5-metlil-
1,3-tlazol-2-1I)-2-{1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxlilico

& Ole Racémico;
.r"_( Se muestra estereoquimica relativa

Una solucion de éacido rel-(2R 48, 5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-
(metoximetil)-5-(5-metil-1,3-tiazol-2-il}-2-(1,3-tiazol-4-iimetil)pirrolidina-2-carboxflico,
éster lerc-butllico (Intermedio 7, 0,205 g, 0,34 mmol) en diclorometano (3 ml) se tratd
con &cldo trifluoroacético (3 mil) a temperature amblente durante 4 horas. La mezcla
se evapord y el residuo se friturd con éter dietilico para dar el compuesto del titulo en
forma de un sélido blanco.

MS calc. para (CarH3aNsOsSa + H)': 544

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)" = 544

'H RMN (CD;OD): 3 9,09 (d, 1H), 8,31 (d, 1H), 7.53 (d, 1H), 7,51 (d, 1H), 7,21
(d, 1H), 6,79 (dd, 1H), 6,55 (d, 1H), 5,05 (d, 1H), 4,07 (d, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,55 (d,
1H), 2,98 (s, 3H), 2,985 (dd, 1H), 2,50 (t, 1H), 2,40 (dd, 1H), 2,36 (d, 3H), 2,13 {t, 1H) y
1,32 (s, 8H).

Ejemplo 2
Enantibmero A de écido re/{2R,48,5R)-1{3-metox|-4-terc-butlibenzoil)-4-(metoxi-
metil)-5{metll-1,3-tlazol-2-l1)-2-{1,3-tiazol-4-iimetiil)pirrolidina-2-carboxflico
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Racémico;
Se muesira estereoquimica relativa

Se resolviéd acido re~(2R,45,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butllbenzoll)-4-
(metoximetil)-5-(5-metil-1,3-tiazol-2-il)-2-{1,3-tiazol-4-limetll)pirrolidina-2-carboxilico
(Ejemplo 1) por HPLC preparativa quiral sobre una columna Chiralpak AD usando
heptano-etanol (75:25 viv) que contenla écido triflucroacético al 0,1% como eluyente
para dar el primer y segundo enantidmeros de elucién. El segundo enantidmero de
elucidn se triturd con é&ter dietllico para dar el compuesto del tiulo.

MS calc. para (Cz7HaaN30sS; + H)': 544

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 544

'H RMN (CDyOD): 5 9,09 {(d, 1H), 8,31 (d, 1H), 7,53 (d, 1H), 7,51 (d. 1H), 7,21
(d, 1H), 6,79 (dd, 1H), 6,55 (d, 1H), 5,05 (d, 1H), 4,07 (d, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,55 (d,
1H), 2,98 (s, 3H), 2,95 (dd, 1H), 2,50 (t, 1H), 2,40 (dd, 1H), 2,36 (d, 3H), 2,13 {t, 1H) ¥
1,32 (s, 9H).

Elemplo 3
Acido rel{2R,48,5R)-1-{3-metoxi-4-terc-butlibenzoll)-4-{metoximetil}-5-{1,3-tiazol-
2-1)-2-{1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxilico

Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

Este compuesto se prepard de una manera similar al Ejemplo 1, usando el
Intermedio 12 en lugar del Intermedio 7 y se purificé por cromatografia en columna
sobre gel de sllice eluyendo inicialmente con ciclohexano-acetato de etilo (gradiente
de elucion de 5:2 a 2:3 viv) seguido de otra elucidn con diclorometano y después con
diclorometano-metanocl (gradiente de elucién de 60:1 a 19:1) para dar el compuesto
del titulo.

MS calc. para (CasHsiN3OsS; + H)*: 530

O
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MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 530

'H RMN (CDCL): & 8,87(d, 1H), 7,79 (d, 1H), 7,25 (dd, 2H), 7,10 (d, 1H), 6,61
{(dd, 1H), 6,40 (d, 1H), 5,18 (d, 1H), 4,22 (d, 1H), 3,70 (d, 1H), 3,62 (s, 3H), 3,11 (dd,
1H), 3,01 (s, 3H), 2,48 (dd, 1H), 2,31 (m, 1H), 2,16 (m, 2H), 1,89 (a, 1H) y 1,30 (s,
gH).
Ejemplo 4
Acido re/{2R,4S,5R)-1-{3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-{metoximetil)-5-(1,3-tiazol-
2-11)-2-{1,2-tiazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxilico

F—OMa Racémico;
HoC™ -.f”_} Se muestra estereoquimica relativa

€l compuesto se preparé de una manera similar al Ejemplo 1, usando el
Intermedio 19 en écldo triflucroacético puro en lugar del Intermedico 7 en écido
trifluoroacético y diclorometano, y re-evaporando en diclorometano en lugar de friturar
con éter dietllico. La purificacién por HPLC de fase inversa sobre una columna C,,,
usando un gradiente de elucién de dos disolventes, (A) agua que contenla écido
férmico (al 0,1%) y (B) acetonitrilo-agua (95:5 viv) que contenla édcido férmico (al
0,05%) como eluyentes, y el andlisis de las fracciones por espectroscopia de masas
por electronebulizacion proporcionaron el compuesto del titulo.

MS calc. para (CzsHaN2OsS; + H)': 530

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)" = 530

'H RMN (CDCly): 5 8,70 (1H, d), 7,78 (1H, d), 7.31 (1H, d), 7,27 (1H, d), 7,12
(1H, d), 6,63 (1H, dd), 6,45 (1H, d), 5,19 (1H, d), 4,22 (1H, d), 3,73 (1H, d}, 3,64 (3H,
8), 3,08 (1H, dd), 3,00 (3H, s), 2,42 (1H, dd), 2,31 (1H, t), 2,17 (1H, t), 2,04-1,94 (1H,
m} y 1,28 (8H, s). No se observaron protones de écido.
Ejemplo 5
Enantiémero A de écido re/-{(2R,48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-{metoxi-
metil)-5-(1,3-tiazol-2-11)-2-{1,2-tlazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxllico

\§0
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F—0Me Racémico;
fﬂj Se muestra estereoquimica relativa
o

Se resolvid acido rel-(2R 48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoll)-4-
(metoximetil)-5-(1,3-tiazol-2-il)-2-(1,2-tiazol-3-iimetil)pirrolidina-2-carboxflico  (Ejemplo
4) por HPLC preparativa quiral sobre una columna Chiralpak AD usando heptano-
etanol (85:15 v/v) que contenla dcido trifluoroacético al 0,1% como eluyente para dar
el primer y segundo enantiSmeros de elucién. El segundo enantidmero de elucién se
disolvié en diclorometano, se lavd con una solucién de hidrogenocarbonato sédico, se
secd (frita hidréfoba) y el disolvente se retird para dar el compuesto del ttulo.

MS calc. para (C2gHaiNyOsS2 + H)*: 530

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 530

'H RMN (CDCl): & 8,70 (d, 1H), 7,78 (d, 1H), 7,31 (d, 1H), 7,27 (d, 1H), 7,12
(d. 1H), 6,63 (dd, 1H), 6,45 (d, 1H), 5,19 (d, 1H), 4,23 (d, 1H), 3,74 (d, 1H), 3,64 (s,
3H), 3,08 (dd, 1H), 3,00 (s, 3H), 2,43 (dd, 1H), 2,31 (t, 1H), 2,17 (t, 1H), 2,08-1,84 (m,
1H), 1,29 (s, 9H). No se observaron protones de acido.

Elemplo 6
Acido nl-(ZR.ds.SRH-(3-motoxl-4-torc-butllbenzoll)k-(matoxlmeﬂl)-z-ﬂ H-
pirazol-1-limetil)-5-(1,3-tlazol-2-ll)pirrolidina-2-carboxilico

ND SOba Racémico;
HOG™ ﬁ Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto se prepard de una manera similar al Ejemplo 1, usando el
Intermedio 25 en lugar del Intermedio 7. La purificacién por cromatografia en columna
sobre gel de sllice eluyendo iniciaimente con ciclohexano-acetato de etilo (gradiente
de elucién de 50:1 v/iv a 1:9 viv) seguido de otra elucién con diclorometeno-metanol
{9:1 viV) dio el compuesto del titulo.

MS calc. para (CzgH32N«OsS + H)' 513
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MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 513

'H RMN (CD;OD): & 7,81 (m, 2H), 7,66 (d, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,17 (d, 1H), 6,71
(dd, 1H), 6,62 (d, 1H), 6,42 (m, 1H), 5,20 (m, 2H), 4,83 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 2,96 (s,
3H), 2,91 (m, 1H), 2,45 (m, 2H), 2,14 (t, 1H), 1,49 (m, 1H) y 1,31 (s, BH).
Elemplo 7
Acido (2R,4S,5R)-1-4{3-metoxi-4-terc-butlibenzoil)-4-{metoximetil}-2-{1H-pirazol-1-
limetil)-5-(1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxilico
[Enantibmero A de &cldo rel-(2R,48,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butlibenzolil)-4-
(metoxi-metil)-2<{1H-pirazol-1-limetll)-5-{1,3-tiazol-2-ll)plrrolidina-2-carboxilico]

Racémico;

Se muestra estereoquimica relativa

La estereoquimica se determind por cristalo-
grafla de rayos X

Método afternativo A

Se resolvié écido rel<{2R,4S,5R)-1<(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-
(metoximetil)-2-(1H-pirazol-1-ilmetil}-5-(1,3-tiazol-2-il}pirrolidina-2-carboxilico (Ejemplo
68) por HPLC preparativa quiral sobre una columna Sumichiral OA4900 usando
heptano-etanol (70:30 viv) que contenla &cido trifluoroacético al 0,1% como eluyente
para dar el primer y el segundo enantidmeros de elucién. El segundo enantibmero de
elucién se disolvié en diclorometano, se lavé con agua (x 4), se lavd con salmuera y
después se secd (sulfato sddico) y el disolvente se retind para dar el compuesto del
titulo.

MS calc. para (C2sHyaN4O3S + H)': 513

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 513

H RMN (CDsODY): 5 7,81 (m, 2H), 7,688 (d, 1H), 7.57 (d, 1H), 7,17 (d, 1H), 8,70
(dd, 1H), 6,61 (d, 1H), 6,42 (m, 1H), 5,20 (m, 2H), 4,85 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 2,97 (s,
3H), 2,81 (m, 1H), 2,44 (m, 2H), 2,15 (t, 1H), 1,47 {(m, 1H) y 1,31 (s, SH).
Método aiternativo B
Parte 1

Se resolvid &acido re/2R, 4S,5R)-1-{3-metoxi-4-terc-butlibenzoll)-4-(metoxi-
metil)-2-(1H-pirazol-1-iimetil)-5-(1,3-tiazol-2-if) pirrolidina-2-carboxilico, 2-terc-butil éster
(preparado de una manera similar & la descrita en el Intermedio 25; 1,85 g) por HPLC
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preparativa quiral sobre una columna Chiralpak AD usando heptano-isopropanol
(90:10 viv) como eluyente. Las fracciones que contenlan el primer enantibmero de
elucién (tiempo de retencion 7,25 minutos) se disolvieron en diclorometano, se lavaron
con una solucldon acucsa saturada de bicarbonato sodico y el diclorometano se
evaporé para producir el Enantidmero A (0,76 g), que se usoé directamente en la Parte
2, mostrada a continuaclén. El enantibmero de elucién mas lento (tiempo de retencidn
10 minutos) no se requiri6.

La resolucion por HPLC quiral se repitié de una manera similar usando una
alicuota mas de acido re/{2R, 4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-(metoxi-metil)-
2-(1H-pirazol-1-iimetil}-5-(1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxflico, 2-terc-butil éster (1,55
g) para producir una extraccién més del Enantidmero A de elucién répida (0,55 g), que
se usd directamente en Parte 2, mostrada a continuacion.

Parte 2

Las dos extracciones combinadas del Enantidmero A del dcido rel{2R,4S5,5R)-
1-(3-metoxi-4-fa/f-butilbenzoil)}-4-(metoxi-metil}-2-(1 H-pirazol-1-ilmetil)-5-( 1,3-tiazol-2-
il}-pirrolidina-2-carboxlilico, 2-lerc-butil éster (Parte 1 anterior; 1,31 g combinados con
2,32 mmol) se disolvieron en scido trifluoroacético (20 ml) y la solucién rasultante se
agitd a temperatura amblente durante 3 horas. La mezcla se evapord y el residuo se
repartié entre diclorometano y una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico.
La fase acuosa se retird usando una frita hidréfoba y la solucién organica se evapord
para producir una goma. Esta se disolvid en éter dietllico en un matraz tapado y se
dejo cristalizar lentamente durante una noche. Los cristales se filtraron, se lavaron con
una pequefia cantidad de éter dietllico y se secaron al vaclo para producir el compues-
to del titulo.

MS calc. para (CzsHyuN4OgS + H)*: 513

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 513

'H RMN (CD;OD): 8 7,83 (m, 2H), 7,66 (d, 1H), 7,57 (d, 1H), 7,19 (d, 1H), 8,72
(dd, 1H), 6,83 (d, 1H), 6,45 (t, 1H), 5,21 (m, 2H), 4,86 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 2,97 (s,
3H), 2,94 (m, 1H), 2,44 (m, 2H), 2,18 (t, 1H), 1,48 (m, 1H) y 1,31 (s, 8H).

La estereoquimica absoluta de este compuesto se determind por cristalografia
de rayos X y se mostré que era {(2R,4S,5R), como se ha dibujado.

Ejemplo 8
Acildo  re/{2R,48,5R)-1-(3-metoxl-4-terc-butilbenzoll)-4-{metoximetil)-5-{5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-2-imetii)pirrolidina-2-carboxilico
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Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto se prepand de una menera s'imilar al Ejemplo 1, usando el
Intermedio 31 en lugar del Intermedio 7. El producto impuro se disolvid en diclorome-
tano y se lavd con una solucién de hidrogenocarbonato sédico, se secd (frita hidndfo-
ba) y el disolvente se retird. El residuo se trituré con éter dietllico para dar el compues-
to del tltulo.

MS calc. para (Ca7HssNsOsS; + H)": 544

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 544

'H RMN (CDCh): § 7,85 (d, 1H), 7.42 (d, 1H), 7,38 (d, 1H), 7,15 (d, 1H), 8,80
(dd, 1H), 8,43 (d, 1H), 5,08 (d, 1H), 4,34 (d, 1H), 3,05 (d, 1H), 3,64 (s, 3H), 3,10 (dd..
1H), 3,01 (dd, 1H), 3,01 (s, 3H), 2,49 (dd, 1H), 2,43-2,33 (m, 4H), 2,13 (t, 1H), 1,92-
1,80 (m, 1H) y 1,31 (s, 8H).

Elemplo 8
Acido  rel-(2R,4S,5R)-1-{3-metoxl-4-terc-butilbenzoll}-4-{metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-1l)-2-{1,2-tlazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxllico

Raceémico;
Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto se prepard de una manera similar al Ejempio 1, usando el
Intermedio 36 en dcido trifluoroacético puro en lugar del Intermedio 7 en écido
triflucroacético y diclorometano. El producto impuro se purificé por HPLC de fase
inversa sobre una columna Cys, usando un gradiente de elucion de dos disolventes
con (A) agua que contenla écido formico (al 0,1%) y (B) acetonitriio-agua (95:5 viv)
que contenia écido férmico (al 0,05%) como eluyentes. El andlisis de las fracciones
por espectroscopla de masas por electronebulizacién proporciond al compuesto del
titulo.
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MS calc. para (Cz7HuaNsOuS; + H)': 544

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)* = 544

'H RMN (CDCl): 5 8,69 (d, 1H), 7,41 (s, 1H), 7,30 (d, 1H), 7,14 (d, 1H), 6,66
(dd, 1H), 6,42 (d, 1H), 5,04 (d, 1H), 4,22 (d, 1H), 3,72 (d, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,08 (dd,
1H), 3,02 (s, 3H), 2,46-2,30 (m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,14 (t, 1H), 1,99-1,88 (m, 1H) y
1,31 (8, 9H). No se observaron protones de acido
Ejempio 10
Acido  rel{2R,48,5R)-1-{3-metoxI-4-terc-butiibenzoll)-4-{metoximetil)}-5-(5-metil-
1,3-tiaz0l-2-il}-2-{1H-pirazol-1-dimetil)pirrolidina-2-carboxilico

Racémico;
Se muestra estereoquimica relativa

El compuesto se prepard de una manera similar al Ejemplo 1, usando el
Intermedio 41 en lugar del Intermedio 7. E! producto impuro se purificé por HPLC de
fase inversa sobre una columna C;g, usando un gradiente de elucién de dos disolven-
tes con (A) agua que contenla acldo formico (al 0,1%) y (B) acetonitrilo-agua (95:5 viv)
que contenla acido férmico (al 0,05%) como eluyentes. El andlisis de las fracclones
por espectroscopla de masas por electronebulizacién proporciond el compuesto del
titulo.

MS calc. para (CarHaN4O,S + H)': 527

MS encontrado (electronebulizacién): (M+H)" = 627

'H RMN (CDCls): 8 7,62 (d, 1H), 7,54 (d, 1H), 7,41 (d, 1H), 7,16 (d, 1H), 6,66
(dd, 1H), 8,41 (d, 1H), 6,38 {t, 1H), 5,31 (d, 1H), 5,03 (d, 1H), 4,92 (d, 1H), 3,65 (s,
3H), 3,11 (dd, 1H), 3,04 (s, 3H), 2,54 (dd, 1H), 2,41 (t, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,11 (t, 1H),
1,84-1,73 (m, 1H) y 1,31 (s, 8H). No sa observaron protones de acido.

Ejemplo 11
Enantiémero A de &cldo rel{2R,4S,5R)-1-{3-metoxl-4-terc-butilbenzoll)-4-{metoxi-
metil)-5-(5-metll-1,3-tiazol-2-11)-2-(1H-pirazol-1-limetil)pirrolidina-2-carboxilico

XD
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Quiral; Enantibmero A
Se muestra estereoquimica relativa

Se resolvié écido rel-(2R,45,5R)-1<{3-metoxi-4-ferc-butilbenzoil)-4-
(metoximetil}-5-(5-metil-1,3-tiazol-2-il}-2-(1H-pirazol-1-ilmetil)pirolidina-2-carboxilico
(Ejemplo 10) por HPLC preparativa quiral sobre una columna Chiralpak AD usando
heptano-etanol (80:20 vi/v) que contenla écido trifluoroacético al 0,1% como eluyente
para dar el primer y segundo enantibmeros de elucién. El segundo enantidmeroc de
elucion se disolvid en diclorometano, se lavé con una solucién de hidrogenocarbonato
sddico, se secd (fritado hidrdfobo) y el disolvente se retird para dar el compuesto del
titulo.

MS calc. para (CzHyN4OsS + H)": 527

MS encontrado (electronebulizacion): (M+H)* = 527

'H RMN (CDCly): 5 7,62 (d, 1H), 7,54 (d, tH), 7,41 (d, 1H), 7,15 (d, 1H), 6,68
(dd, 1H), 6,40 (d, 1H), 6,38 (t, 1H), 5,31 (d, 1H), 5,03 (d, 1H), 4,92 (d, 1H), 3,64 (s,
3H), 3,11 (dd, 1H), 3,04 (s, 3H), 2,54 (dd, 1H), 2,40 (t, 1H), 2,36 (d, 3H), 2,11 (t, 1H),
1,83-1,72 {(m, 1H) y 1,31 (s, 9H). No se observaron protones de dcido.

Elemplo 12
Enantidmero A de &cido rel-(2R,4S,5R)-1-{3-metoxi-4-ferc-butilbenzoll)-4-{metoxI-
metll)-5-(1,3-tlazol-2-11)-2-(1,3-tlazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxilico

Quiral; Enantiémero A
Se muestra esteresoquimica relativa

Se resolvid écido re/{2R,4S,5R)-1-{3-metoxi-4-farc-butilbenzoil)-4-(metoxi-
metil)}-5<(1,3-tlazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-4-limetil)pirrolidina-2-carboxilico  (preparado de
una manera similar a la descrita en el Ejemplo 3; 0,530 g) por HPLC preparativa quiral
sobre una columna Sumichiral OA-4800, usando heptano-etanol (65:35 viv) que
contenla acido triflucroacético al 0,1% como eluyente para dar el primer y segundo
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enantimeros de elucién. El segundo enantibmero de elucién ae repartié entre
diclorometano y una solucién acuosa saturada de bicarbonato sddico. La solucién de
diciorometano se separd usando una frita hidndfoba y se evapord al vacio para
producir el compuesto del titulo, una espuma.

MS calc. para (CaaHaiNaOsS; + H)*: 530

MS encontrado (electronebultzacién): (M+H)" = 530

'H RMN (CDCly): 8 14,59 (1H, s), 8,88 (1H, 8), 7,80 (1H, d), 7,28-7,28 (2H,
parciaimente oscurecido con la seflal de cloroformo), 7,12 (1H, d), 6,63 (1H, d), 6,42
(1H, s), 5,17 (tH, d), 4,24 (1H, d), 3,73 (1H, d), 3,63 (3H, s), 3,16-3,08 (1H, m), 3,01
(3H, 8), 2,55-2,45 (1H, m), 2,36-2,26 (1H, m), 2,24-2,10 (2H, m) y 1,30 (8H, s).

Los compuestos de acuerdo con la invencién pueden formularse para la
administracion por cualquier via conveniente y, por lo tanto, la invencion también
incluye dentro de su alcance composiciones farmacéuticas para uso en terapia, que
comprenden un compuesto de férmula (la) o una sal fisioldgicamente aceptable o
solvato del mismo mezclado con uno o mas diluyentes o vehiculos fisiolégicamente
aceptables.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse por diferentes
vias que incluyen la administracién Intravencsa, intraperitonesl, subcutinea, intramus-~
cular, oral, tépica, transdérmica o transmucosa. Para la administracion sistémica, se
prefiere la administracién oral. Para la administracidn oral, por ejemplo, los compues-
tos pueden formularse en formas de dosificacién orales convencionales tales como
capsulas, comprimidos y preparaciones liquidas tales como jarabes, elixires y gotas
concentradas.

Como alternativa, puede usarse la inyeccion (administracion por via parente-
ral), por ejlemplo, intramuscular, intravencsa, Intraperitoneal y subcutdnea. Para la
inyeccion, los compuestos de la invencidn se formulan en soluciones liquidas,
preferiblemente en tampones o soluciones fisloldgicamente compatibles, tales como
solucién salina, solucién de Hank o solucién de Ringer. Ademés, los compuestos
pueden formularse en forma sélida y redisolverse o suspenderse Inmediatamente
antes del uso. También pueden producirse formas liofilizadas.

La administracién sistémica también puede realizarse a través de la mucosa o
por medios transdérmicos. Para la administracién transmucosa o transdérmica, en la
formulacidn se usan penetrantes aproplados para la barrera a atravesar. Tales
penetrantes se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para la
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administracién transmucosa, sales biliares y derivados de acido fusidico. Ademas,
pueden usarse detergentes para facilitar la penetracién. La administracién transmuco-
sa, por ejlemplo, puede realizarse a través de pulverizadores nasales, supositorios
rectales o supositorios vaginales.

Para la administracién tépica, los compuestos de la Invencién pueden formu-
larse en pomadas, unglentos, geles o cremas, como e conoce generaimente en la
técnica.

Las cantidades de los diversos compuestos a administrar pueden determinarse
mediante procedimientos convencionales que tienen en cuenta factores tales como la
potencia del compuesto (Cls), la eficacla (CEx) y la vidla media biolégica {(del
compuesto), la edad, tamafio y peso del paciente, y la enfermedad o trastorno
asociado con el paciente. Se considera que la Importancla de estos y otros factores se
conoce por los especialistas habituales en la técnica.

Las cantidades administradas también dependen de las vias de administracién
y del grado de biodisponibilidad oral. Por ejemplo, para los compuestos con baja
biodisponibilidad oral, habrd que administrar dosis relativamente superiores. La
administracién oral es el método de administracién preferido para los presentes
compuestos.

Preferiblemente, la composicion estd en una forma de dosificacién unitaria.
Para la aplicacion oral, por ejemplo, puede administrarse un comprimido ¢ una
cépsule, para la aplicacién nasal, puede administrarse una dosis de aerosol medida,
para la aplicacién transdérmica, puede administrarse una formulacién topica o parche
y para la liberacién transmucosa, puede administrarse un parche bucal. En cualquier
caso, la dosificacion es tal que el paciente puede administrarse una sola dosis.

Cada unidad de dosificacién para administracién oral contiene conveniente-
mente de 0,01 a 500 mg/kg, y preferiblemente de 0,1 a 50 mg/kg, de un compuesto de
Férmula (la) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, calculada como la
base libre. La dosificacién diaria para la via parenteral, nasal, inhalacién oral, trans-
mucosa o transdérmica contiene convenientemente de 0,01 mg a 100 mg/kg de un
compuesto de Férmula (la). Una formulacién tépica contiene convenientemente de
0,01 a 5,0% de un compuesto de Férmula (Ia). El ingrediente activo puede adminis-
trarse de 1 a 8 veces al dia, preferiblemente una vez, suficiente para mostrar la
actividad deseada, como resulta obvio para un especialista en la técnica.

Las composiciones de Formula (la) y sus sales farmacéuticamente aceptables
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que son activas cuando se administran por via oral pueden formularse como jarabes,
comprimidos, cépsulas y gragees. Una formulacién de jarabe constara generaimente
de una suspensidn o solucidn del compuesto o sal en un vehiculo liquido, por ejemplo
etanol, aceite de cacahuete, aceite de oliva, glicerina o agua con un agente aromati-
zante o colorante. Cuando Ila composicion estd en forma de un comprimido, puede
usarse cualquier vehiculo farmacéutico usado rutinariamente para preparar formule-
ciones stlidas. Los ejemplos de tales vehiculos incluyen estearato de magnesio, terra
alba, talco, gelatina, goma ardbiga, dcido estearico, aimidén, lactosa y sacarosa.
Cuando la composicién estd en fooma de una cépsula, es adecuada cualquier
encapsulacién rutinaria, por ejemplo, usando los vehiculos mencionados anteriormen-
te en una cubierta capsular de gelatina dura. Cuando la composicion esta en forma de
una cublerta capsular de gelatina blanda puede considerarse cualquier vehiculo
farmacéutico usado rutinariamente para preparar dispersiones o suspensionas, por
ejemplo gomas acuosas, celulosas, silicatos o aceites, y se incorporan en una cubierta
capsular de gelatina blanda.

Las composiciones parenterales tipicas consisten en una solucién o suspen-
sion de un compuesto o sal en un vehiculo estéril acuoso o no acuoso que contlene
opcionalmente un aceite aceptable para la via parenteral, por ejemplo polietilenglicol,
polivinilpirrolidona, leclitina, aceite de cacahuete o aceite de sésamo.

Las composiciones tipicas para Inhalacién estdn en forma de una solucion,
suspensidn o emulsién que puede administrarse como un polvo saco o en forma de un
aerosol que usa un propulser convencional no CFC tal como 1,1,1,2-tetraflucroetanc o
1,1,1,2,3,3,3-heptaflucropropano.

Una formulaclén de supositorio tipica comprende un compuesto de Férmula
(la) o una sal fammacéuticamente aceptable del mismo, que es activo cuando se
administra de esta manera, con un agente aglutinante y/o lubricante, por ejemplo
glicoles poliméricos, gelatinas, manteca de cacao u otras ceras o grasas vegetales de
bajo punto de fusién o sus analogos sintéticos.

Las formuiaclones dérmicas y transdérmicas tipicas comprenden un vehiculo
convencional acuoso o0 no acuoso, por ejemplo una crema, pomada, locién o pasta, 0
estan en forma de un emplasto medicado, parche o membrana.

No se esperan efectos tdxicos inaceptables cuando los compuestos de la
presente invencién se administran de acuerdo con la presente invencién.

ENSAYOS
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La capacidad de las entidades quimicas de la invencion para Inhibir la actlvidad
polimerasa de VHC de NS5B de tipo silvestre, genctipo 1a y genotipo 1b, puede
demostrarse, por ejemplo, usando los siguientes ensayos in vitro:

Detecclén In Vitro de Inhibidores de la Actly N ndi
de ARN de VHC

La incorporacién de [PP]-GMP en el ARN se siguld por la absorcion del
polimero de ARN marcado con biotina por perlas SPA que contenlan estreptavidina.
Como sustrato homopolimérico se usé una plantilla sintética que conaistla en un
13mero-oligoG blotinllado hibridado con polirC.

a) Enzima de Genotipo 1a Truncada C-terminalmente (delta21)

Se afadié ARN polimerasa de VHC [NS5B recombinante con una delecion de
21 aminodcidos en el extremo C-terminal y una sefial 6His terminal soluble (Ferrari et
al. J. Virol 73(2), 1999, 16849. "Characterization of soluble hepatitis C virus RNA-
dependent RNA polymerase expressed in Escherichla coll".) expresada en E. coli y
purificada hasta la homogeneidad] a una concentracién final 25 nM. La polimerasa de
genotipo 1a procedia de la cepa H77 (Yanagi, M., Purcell, R. H., Emerson, S. U. &
Bukh, J. (1897), Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 94, 8738-
8743) que contenla un cambio de secuencla de valina a isoleucina en posicién 180.

Las condiciones de reaccién fueron enzima 25 nM, oligo-rG13/poli-rC a una
concentracién de 1,5 pg/ml y a-"P-GTP a 0,2 uCi en GTP 0,5 uM (20 C/mmol), Tris
20 mM pH 7,5, NaCl 23 mM, DTT 3 mM, MgClz 5 mM, MnCl, 1 mM.

La enzima se diluyé a una concentracién 500 nM en Tris-HCI 20 mM, pH 7.5,
NaCl25 mM y DTT 3 mM.

El tampén de ensayo concentrado 4x se prepard usando Tris-HCI 1 M, pH 7,5
(1 ml), NaCl 5 M (0,25 ml), DTT 1 M (0,12 ml) y agua (8,63 ml), total 10 ml.

El primer reactivo concentrado 2x se prepard usando mezcla de tampédn de
ensayo concentrada 4x (5 pl), 40 wul de RNasin (0,1 pl), polirC a 20 pg/ml/oligorG
biotinilado (1,6 pl), enzima 500 nM (1 pl) y agua (2,3 pl), Tofal 10 pVpocillo.

El segundo reactivo concentrado 2x se preparé usando MgCh 1 M (0,1 ul),
MnClz 1 M (0,02 pl), GTP 25 uM (0,4 pl), a{*P]-GTP (10 pCi/ul, 0,02 pl) y agua (9,5
ul), Tolal 10 pVpocilio.

El ensayo se prepard usando compuestio (1 ul en DMSO al 100%), primer
reactivo (10 ul) y segundo reactivo (10 ul), Total 21 ul.
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La reaccién se realizé en una placa de 96 pocllios blanca de fondo en U. La
reaccion se mezcld en un agitador de placas, después de la adicion de la enzima, y se
incubd durante 1 h a 22°C. Después de este periodo de tiempo, la reaccién se
interrumpid por la adicién de 60 ul de perlas SPA con estreptavidina a 1,5 mg/mi
(Amersham) en EDTA 0,1 M en PBS. Las perlas se incubaron con la mezcla de
reaccion durante 1 h a 22°C, después de lo cual, se afiadieron 100 ul de EDTAO0,1 M
en PBS. La placa se sell6, se mezclé en una centrifuga y la radiactividad incorporada
se determind por recuento en un Contador de Centelleo Trilux (Wallac) o Topcount
(Packard).

Después de restar los niveles de fondo sin enzima, cualquier reducciéon en la
cantidad de radiactividad incorporada en presencia de un compuesto, en comparacioén
con la observada en ausencia del compuesio, se considerd una medida del nivel de
inhibicién. Se ensayaron diez concentraciones de compuestos en diluciones de tres o
cinco veces. A partir de las cuentas por minuto, se calculé el porcentaje de inhibicion a
la mayor concentracién ensayada o Clg para los compuestos usando los paquetes de
sofiware GraFit 3, GraFit 4 o GraFit 5 (Erithacus Software Ltd.) o un macro de
evaluacion de datos para Excel basado el software XLFit (IDBS).

b) Enzima de longitud completa de genotipo 1b

Las condiciones de reacclén fueron [FP}FGTP 0,5 uM (20 Ci‘/mmol), Ditiotreitol
1 mM, MgCl; 20 mM, MnCl; 5 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, poliC a 1,6 pg/mlioligoG13
bictinllado 0,256 pM, glicerol al 10%, NP-40 al 0,01%, 0,2 u/ul de RNasin y NaCl 50
mM.

Se afiadid ARN polimerasa de VHC {NS5B de longitud completa recombinante
(Lohmann et al, J. Virol. 71 (11), 1897, 8416. "Blochemical properties of hepatitis C
virus NS5B RNA-dependent RNA polymerase and identification of amino acid sequen-
ce motifs esential for enzimatic activity”) expresada en baculovirus y purificada hasta
la homogeneidad) a una concentracion final 4 nM.

La mezcla de tampdn de ensayo concentrada 5x se prepard usando MnCl; 1 M
(0,25 ml}, glicerol (2,5 ml), NP-40 al 10% (0,025 ml) y agua (7,225 ml), Tota/ 10 ml.

El tampén de enzima concentrado 2x contenia Trie-HCI 1 M, pH 7,5 (0,4 mi),
NaCl 5 M (0,2 mi), MgCl; 1 M (0.4 ml), glicerol (1 ml), NP-40 al 10% (10 pul), DTT 1 M
(20 ul) y agua (7,97 ml), Tota/ 10 mi.

WA
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La mezcla de sustrato se prepand usando mezcla de tampdén de ensayo
concentrada 5x (4 i), [PPI-GTP (10 uCiul, 0,02 pl), GTP 25 uM (0,4 p!), RNasin a 40
u/ul (0,1 pl), polirC a 20 ug/ml/oligorG bictinilado (1,8 pl) y agua (3,84 pl), Total 10 pl.

La mezcla de enzima se prepard aftadiendo 1 mg/ml de polimerasa NS5B de
longltud completa (1,5 ul) a 2,81 ml de tampén de enzima concentrado 2x.

El ensayo se prepand usando compuesto (1 ul), mezcla de sustrato (10 pl) y
mezcla de enzima (afladida en Gitimo lugar para detener la reaccion) (10 pl), Total 21
Al

La reaccion se realizd en una placa de 986 pocllios blanca de fondo en U. La
reaccién se mezclé en un agitador de placas, después de la adicion de la enzima, y se
incubd durante 1 h a 22°C. Después de este periodo de tiempo, la reaccién se detuvo
por la adicion de 40 ul de perlas SPA con estreptavidina a 1,875 mg/ml en EDTA 0,1
M. Las perias se incubaron con la mezcla de reaccién durante 1 h a 22°C, después de
lo cual se afiadieron 120 ul de EDTA 0,1 M en PBS. La placa se selld, se mezclé en
una centrifuga y la radiactividad incorporada se determind por recuento en un
Contador de Centelleo Trilux (Wallac) o Topcount (Packard).

Después de restar los niveles de fondo sin enzima, cualquier reduccién en la
cantidad de radiactividad incorporada en presencia de un compuesto, en comparacién
con la observada en ausencia del compuesto, se considerd una medida del nivel de
inhibiclén. Se ensayaron diez concentraciones de compuestos en diluciones de tres o
cinco veces. A partir de los recuentos, se calcularon los porcentajes de inhibicién a la
mayor concentracién ensayada o Clsx para los compuestos usando los paquetes de
sofiware GraFit 3, GraFit 4 o GraFit 5 (Erithacus Software Lid.) 0 un macro de
evaluacién de datos para Excel basado el software XLFit (IDBS).

La capacidad de los compuestos de la invencion para Inhibir la actividad
polimerasa de VHC de NS5B de tipo silvestre, genotipo 1a y genotipo 1b, puede
demostrarse, por ejemplo, usando los siguientes ensayos basados en células:

Ensavo ELISA de replicén basado en células
Método

Se afiadieron 100 pl de medio que contenla FCS al 10% a cada pocillo de
microplacas de 96 pocilloa de fondo plano, exceptuando los pocillos de la fila superior.
Se diluyé compuesto de ensayo en medio de ensayo hasta dos veces la concentracion
de partida final requerida a partir de una solucién madre 40 mM en DMSO. Se
introdujeron 200 pl de la dilucién de partida en dos pocillos de la fila superior y se
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doblaron las diluciones en la placa por medio de la transferencla secuencial de
alicuotas de 100 ul con mezcla minuciosa en los pocillos; se desecharon los 100 pl
finales. Las dos filas inferiores no se usaron para las diluciones de compuesto. Se
desprendieron monocapas de células del replicon Huh-7 de VHC casi en confluencla
de los matraces de crecimiento con solucién de verseno-tripsina y las células se
resuspendieron en medio de ensayo a 2 x 10° células/mi (sublinea 5-15; genotlipo 1b;
Lohmann, V., Komer, F., Koch, J-O., Herian, U., Thieimann, L. y Bartenschlager, R.,
1999, Science, 285, paginas 110-113) 0 a 3 x 10° células/ml (genctipo 1a; Gu, B.,
Gates, A.T., Isken, O., Behrens, S.E. y Sarisky, R.T., J. Virol., 2003, 77, 5352-5359).
Se afiadieron 100 pl de suspension celular a todos los pocillos y las placas se
incubaron a 37°C durante 72 horas en una atmésfera de CO, al 5%.

Después de la incubacién, se aspird el medio de ensayo de las placas. Las
laminas de células se lavaron por inmersion suave en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), que después se retird por aspiracién, y se fijo con acetona:metanol
{1:1) durante 5 minutos. Después de un lavado adicional con PBS, se afiadieron 100
ul de diluyente ELISA (PBS + Tween 20 al 0,05% v/v + leche desnatada en polvo &l
2% p/v) a todos los pocillos y las placas se incubaron a 37°C durante 30 minutos en
una plataforma orbital. El diluyente se retind y cada pocillo después recibié 50 ul de
una dilucién 1/200 de antlcuerpo monoclonal murino especifico anti-VHC (Virostat n°
1872 o n® 1877), excepto los pocillos en una de las filas de control sin compuesto, que
recibieron diluyente solo para actuar como controles negativos. Las placas se
incubaron a 37°C durante 2 horas y se lavaron 3 veces con PBS/Tween 20 al 0,05%, y
después se afiadieron 50 pl de suero policlonal de conejo anti-ratén conjugado con
peroxidasa de rdbano picante (Dako n° P0280), diluido 1/1000, a todos los pocillos.
Las placas se Incubaron durante una hora més, el anticuerpo se refiré y las ldminas de
células se lavaron 5 veces con PBS/Tween y se secaron con papel secante. El ensayo
se reveld por la adicion de 50 pl de orto-fenilendiamina/sustrato de peroxidasa en
urea/tampén citrato (SigmaFast, Sigma n® P-9187) a cada pocillo, y se dejé que
apareciera el color durante un periodo de hasta 15 minutos. La reaccion se Interrum-
pié por la adiciéon de 25 l por pocllio de écido sulfirico 2 M y las placas se leyeron a
480 nm en un espectrofotémetro Fluostar Optima.

La solucidn de sustrato de retind y las placas se lavaron en agua corriente, se
secaron con papel sacante y las células se tifferon con carbolfuchsina al 5% en agua
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durante 30 minutos. El tinte se desechd y las ldminas de células se lavaron, se
sacaron y se examinaron microscépicamente para evaluar [a citotoxicidad.
ligi ]

Se calcularon los promedios de los valores de absorbancia de todos los
pocillos sin compuesto que hablan recibido anticuerpos tanto primarios como secun-
darios para obtener un valor de control positivo. El valor de absorbancia media de los
pocillos sin compuesto que no hablan recibido el anticuerpo primario se usé para
proporcionar el valor de control negativo (valor de fondo). Se calcularon los promedios
de las lecturas de los pocillos por duplicado a cada concentracién de compuesto y,
después de restar los valores de fondo medios de todos los valores, se expresaron
como un porcentaje de la seflal de control positivo. La reduccién cuantificable y
especifica de la proteina expresada detectada por el ELISA en presencia de un
farmaco puede usarse como una medida de la inhibicion del replicon. Se usd el
software GraFit (Erithacus Software Lid.) para representar la curva de inhibicién en
porcentaje contra la concentracién de compuesto y obtener la concentracién Inhibidora
de 50% (Clg) para el compuesto.

Resultados
Compuesto | Cly en ensayo Clg on el Cls en ol Clg en ol
de inhiblclén ensayo de ensayo de ensayo de
de la enzima | inhibicién de replicén 1a replicén 1b
delta-21 1a la enzima 1b basado en basado en
(uM) de longltud células (pM) células (uM)
completa (uM)
Ejemplo 1 * # + @
Ejemplo 2 * # + @
Ejemplo 3 v # + @
Ejemplo 4 . # + @
Ejemplo 5 . # + @
Ejemplo 8 v # + @
Ejemplo 7 * # + @
Ejemplo 8 . # + ea
Ejemplo 8 . # + @
Elemplo 10 . # +
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Ejemplo 11 * # @
Ejemplo 12 . # e
Compuesto A - ik ++ ae
Compuesto B bk ## + e
Compuesto C - i ++ ea
Compuesto D e 5 ++ Qe
Compuesto E . # +++ ee

Este compuesto no se ensayd en la linea 5-15; en su lugar en este ansayo se usb la
linea celular 11-7 (NS2-5B), que contenia un gen adicional, dando resultados compa-
rables (Lohmann, V. et al, 1999, Science, 285, paginas 110-113).

Intervalos de actividad

Genotipo 1a Genotipo 1b
enzima . <0,75 uM # < 0,20 uM
- 0,75-1,00 uM L 0,20-0,50 uM
i > 1,00 uM W > 0,50 uM
replicén + < 10,00 uM @ < 0,15 uM
basado en células ++ 10,00-100 pM e 0,15-10,00 uM
+++ > 100 uM aea >10,00uM

El compuesto A corresponde al compuesioc racémico descrito en el Ejemplo 11
en el documento WO2004/037818, acido ret(2S,4S,5R)-2-isobutil-1-(3-metoxi-4-terc-
butilbenzoil)-4-metoximetil-5-( 1,3-tiazol-2-if)pirrolidina-2-carboxflico.

El compuesto B comesponde al compuesto enantiomérico descrito en el
Ejemplo 15 en el documento WO2004/037818, dcido (2S,4S,5R)-2-isobutil-1-(3-
metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-metoximetil-5-(1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxflico.

El compuesto C coresponde al compuesto racémico descrito en el Ejemplo 24
en al documento WO2004/037818, acido ref{2S,4S,5R)-2-lsobutil-1-(3-metoxi-4-terc-
butllbenzoll}-4-metoximetil-5-(5-metil-1,3-tiezol-2-il)pirrolidina-2-carboxllico.

El compuesto D comesponde al compuesto racémico descrito en el Ejemplo 25
en el documento W0O2004/037818, Enantiémero A del 4cido re/-{25,45,5R)-2-isobutil-
1-{3-metoxl-4-{erc-butilbenzoll)-4-metoximetil-5-(5-metil-1, 3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-
carboxilico.

El compuesto E corresponde al compuesto racémico descrito en el Ejemplo 33

\T
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en el documento WO2004/037818, acido rel-(2S,4S,5R)-2-bencil-1-{3-metoxi-4-terc-
butilbenzoil}-4-metoximetil-5-( 1,3-tiazol-2-il)pirrolidina-2-carboxilico.
Los compuestos A, B, C, D y E pueden obtenerse por los procesos descritos

en el documento WO2004/037818.

Para evitar dudas, a continuacién se muestran las estructuras de los Compues-

tos A-E.
SOMe Racémico; O Racémico;
Se muestra estereo- Se muesira estereo-
HOC 'i ? quimica relativa He"” hﬁ quimica relativa
[+)
+Bu A B
Racémico; Racémico;
Se muestra estereo- S muesira esterao-
quimica relativa quimica relativa
c D
Racémico;
Se muestra sstereca-
quimica relativa Blanco
E

Los compuestos de la presente invencion que se han ensayado demuestran un

perfil de genotipo 1a/1b sorprendentemente superior, como se muestra por los valores

de Clx en los ensayos de enzima y basado en células tanto en el genotipo 1a como el

genoctipo 1b de VHC, en comparacién con los Compuesio A-E. Por consiguiente, los
compuestos de la presente invencidn tienen un beneficio terapéutico potenclal en el

tratamiento y profilaxis de VHC.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién también pueden
usarse en combinacion con otros agentes terapéuticos, por ejemplo, terapias inmunes
(por ejemplo, Interferén), vacunas terapéuticas, agentes antifibréticos, agentes
antiinflamatorios tales como corticosteroides o AINE, broncodilatadores tales como
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agonistas beta-2 adrenérgicos y xantinas (por ejemplo, teofilina), agentes mucoliticos,
antimuscarinicos, antileucotrienos, inhibidores de la adhesidn celular (por ejemplo,
antagonistas de ICAM), antioxidantes (por ejemplo, N-acetilcisteina), agonistas de
cltoquinas, antagonistas de cltoquinas, surfactantes pulmonares y/o agentes antimi-
crobianos y anlivirales (por ejemplo, ribavirina y amantidina). Las composiciones de
acuerdo con la invencion también pueden usarse en combinacién con una terapia de
reempiazo de genes.

De esta manera, en un aspecio adiclonal, la Invencién proporciona una
combinacién que comprende al menos una entidad quimica seleccionada entre
compuestos de formula (la) y sales fisiologicamentie aceptables o solvatos de los
mismos, junto con al menocs otro agente terapéuticamente activo.

Las combinaciones mencionadas anteriormente convenientemente pueden
presentarse para uso en forma de una formulacion farmacéutica y, de esta manera,
las formulaciones farmacéuticas que comprenden una combinacién como se ha
definido anteriormente junto con al menos un diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable representan otro aspecto de la invencion.

Los componentes individuales de estas combinaciones pueden administrarse
secuencial o simultdneamente en formulaciones farmacéuticas separadas o combina-
das. Las dosis apropladas de agentes terapéuticos conocidos se apreciarén facilmen-
te por los especlalistas en la técnica.

Todas las publicaciones, incluyendo pero sin limitacién las patentes y solicitu-
des de patente citadas en esta memoria descriptiva, se incorporan en este documento
como referencia como si se indicara especifica e individualmente qua cada publicacion
individual se incorpora como referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Al menos una entidad quimica seleccionada entre compuestos de Férmula (la):

J
A SN e ()

en la que:

A representa hidroxi;

D representa 4-terc-butil-3-metoxifenilo;

E representa 1,3-tiazol-2-ilo o 5-metil-1,3-tiazol-2-llo;

G representa metoximetilo;

J representa 1,3-tiazol-2-iimetilo, 1,3-tlazol-4-iimetilo, 1,2-tiazol-3-iimetilo o 1H-tiazol-1-
ilmetilo;

y sales, solvatos y ésteros de ios mimos; con la condicion de que cuando A se
esterifica para formar -OR, donde R se selecciona entre alquilo, aralquilo, ariloxialquilo
o arilo de cadena lineal o ramificada, entonces R es distinto de {erc-butilo.

2. Al menos una entidad quimica selecciona entre compuestos de Férmula (la)
seleccionados entre el grupo que consiste en:

Acido rel(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-4-iimetil)pirrolidina-2-carboxlico;

Acido rel-(2R 4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil}-4-(metoximetil)-5-(1,3-
tiazol-2-11)-2-(1,3-tlazol-4-limetil)pirmolidina-2-carboxllico;

Acido rel-(2R 4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)}-4-(metoximetil)-5-(1,3-
tiazol-2-il)-2-{1,2-tiazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxflico;

Acido rel<(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butilbenzoil)-4-(metoximetil)}-2-(1H-
pirazol-1-limetil)-5<{1,3-tlazol-2-il)pimrolidina-2-carboxllico;

Acido rel(2R 48 5R)-1-(3-metoxi-4-terc-butibanzoil)-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-il)-2-(1,3-tiazol-2-Iimetil)pirrolidina-2-carboxflico;

Acido rel{2R,4S,5R)-1-3-metoxi-4-terc-butilbenzoil}-4-{metoximetil)-5-(5-metil-
1,3-tiazol-2-11)-2-(1,2-tiazol-3-limetil)pirrolidina-2-carboxflico; y

Acido rel-(2R,4S,5R)-1-(3-metoxi4-terc-butiibenzoil}-4-(metoximetil)-5-(5-metil-
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1,3-tiazol-2-11)-2-{1H-pirazol-1-ilmetil)pirrolidina-2-carboxllico;
y sales, solvatos, ésteres y enantidmeros individuales de los mismos.

3. Un método para tratar o prevenir infecciones virales que comprende adminis-
trar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una entidad quimica seleccio-
nada entre compuestos de Férmula (la) y sales, solvatos y ésteres de los mismos, de
acuerdo con la reivindicacion 1.

4, Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 3, donde la infeccion viral es VHC.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que la entidad quimica se
administra en una forma de dosificacién oral.

6. Al menos una entidad quimica seleccionada entre compuestos de Formula (la):
G
J
(0]
O D
en la que;

A representa hidroxi;

D representa 4-terc-butil-3-metoxifenilo;

E representa 1,3-tiazol-2-ilo o 5-metil-1,3-tlazol-2-lio;

G representa metoximetilo;

J representa 1,3-tiazol-2-imetilo, 1,3-tlazol-4-iimetilo, 1,2-tiazol-3-ilmetilo o 1H-tlazol-1-
limetilo;

y sales, solvatos y ésteres de loa mimos; con la condicion de que cuando A se
esterifica para formar -OR, donde R se selecclona entre alquilo, aralquilo, ariloxialquilo
o arilo de cadena lineal o ramificada, entonces R es distinto de terc-butilo; para uso en
terapia médica.

7. Al menos una entidad quimica seleccionada entre compuestos de Férmula (la)
y sales, solvatos y ésteres de los mismos, de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la
terapia médica es el tratamiento de una infeccién viral.
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8. Al menos una entidad quimica seleccionada entre compuestos de Formula (la)
y sales, solvatos y ésteres de acuerdo con la reivindicacién 7, donde la infeccion viral
es VHC.

9. Uso de al menos una entidad quimica seleccionada entre compuestos de
Fdrmula {la)
G
J
A—\PNdE (ta)
° A
O b

en la que:

A representa hidroxi;

D representa 4-terc-butil-3-metoxifenilo;

E representa 1,3-tiazol-2-ilo o 5-metil-1,3-tiazol-2-ilo;

G representa metoximetilo;

J representa 1,3-tiazol-2-iimetilo, 1,3-tiazol-4-ilmetilo, 1,2-tlazol-3-limetilo o 1H-tlazol-1-
ilmetilo;

y sales, solvatos y ésteres de los mimos; con la condicién de que cuando A se
esterifica para formar -OR, donde R se selecciona entre alquilo, aralquilo, ariloxialquilo
o arilo de cadena lineal o ramificada, entonces R es distinto de ferc-butllo; en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de infecciones virales.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la infeccién viral es VHC.

11.  Una formulacién farmacéutica que comprende al menos una entidad quimica
seleccionada entre compuestos de Férmula (la) y sales, solvatos y ésteres de los
mismos de acuerdo con la relvindicacidn 1, junto con un diluyente o vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

12. Un proceso para la preparacién de un compuesto de Férmula (la) comos e
define en la reivindicacidn 1, que comprende |a desproteccion de un compuesto de
Férmula (II)
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G

J
A._?L_NIE (H)

° A
O Do
en la que A' es un grupo protector de hidroxi, por ejemplo un alcoxi, benciloxi o sililoxi,
D representa 4-fterc-butil-3-metoxifenilo; E representa 1,3-tiazol-2-lo o 5-metil-1,3-
tlazol-2-llo; G representa metoximetilo; y J representa 1,3-tiazol-2-ilmetilo, 1,3-tiazol-4-
ilmetilo, 1,2-tiazol-3-limetilo o 1H-pirazol-1-iimetilo.

\‘19\
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

Se proporcionan agentes antivirales de Férmula {la)
G

S

° A

o D
en la que: A representa hidroxi; D representa 4-lerc-butil-3-metoxifenilo; E representa
1,3-tiazol-2-ilo 0 5-metil-1,3-tiazol-2-ilo; G representa metoximetilo; J representa 1,3-
tiazol-2-iimetilo, 1,3-tiazol-4-iimetilo, 1,2-tiazol-3-iimetilo o 1H-tiazol-1-limetilo; y sales,
solvatos y ésteres de los mimos; con la condicién de que cuando A se esterifica para
formar -OR, donde R se selecciona enntre alquilo, aralquilo, ariloxialquilo o arilo de

cadena lineal o ramificada, entonces R es distinto de ferc-butilo; procesos para su
preparacion y su uso en el tratamlento de VHC.



PATENT COOPERATION TREATY

. \
From the \ P
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

Te: : GlaxoSmithKiine PCT
Corporate IP
CRAWLEY, Karen Recalved BRENTFORD
Corporate Inteliectual P CN NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
880 Groat West Road roperty { 22 BEP 2006THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
Middlesex TWB 8GS REPCRT ON PATENTABILITY
GRANDE BRETAGNE aviaomiN: M | (PCT Rule 71.1)
T C
- e A 16.08.2008
Applicant’s or agent's fla reference
KXCABE1030/PCT IMPORTANT NOTIFICATION
inlamational applicaion No. international filing date (dayinonthjeer) i Prioily daie (dmpinanthiear)
PCTEP2005011532 24.10.2005 - 25.10.2004
- I
GLAXO GROUP LIMITED

1. The applicant is heraby notified thal this Intemational Praeliminary Examining Authority transmite herewith the
intemational preliminary report on patantability and its annexes, if any, esiablished on the intemationa
application, .

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitied to the International Bureau for
communication 1o all the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the Intematlonal Bureau will prepare an Engliah tranglation of
tha report {but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
transiations and paying natlonal fees) within 30 months from the priority date {or later in some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTARG01).

Where a transiation of the Intemational application must be fumished to an elecied Office, that iranslation
must contain a translation of any annexses to the International preliminary report on patentabliity. It is the
applicant's responsibility lo prepare and fumish such translation diractly 1o each elected Office concemed.

For further deialls on the applicable time Iknits and requirements of the elecled Offices, see Volume Il of the
PCT Applicant's Quida.

The applicant’s attentlon is drawn to Article 33(5), which provides that the criieria of novelty, inventive step
and industrial applicabllity described in Articla 33(2) to (4} meraly serva the purpoaes of intamalional
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or difterent criteria for the
purposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions is patentable or not" (see also Article
27(5)). Such atiditional criteria may relale, for exampis, to exemptions from patentablity, requirements for
enabling disclosure, clarity and suppont for the claims.

Nams and maliing addiess of the inlematiomal - Authorizad Offiear

pealiminary examining authority: fn-..,
European Palent Offics Bonomelll, Federico h ﬁ\
D-80288 Munich
j Tel. +49 892399 - 0 Tx: 523650 epmu d Tel. +49 B9 2399-8450 ‘\ j
— Fax +49 80 2399 - 4483 -

Form PCTAPEA/418 (Jarmry 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter Ii of the Palent Cooperation Treaty)

\

(PCT Article 36 and Rule 70)
Applicants or agent's fie refarenca
HXCPBE1080 FOR FURTHER ACTION Sea Form PCTIPEAN 16
Iinmmational applioation No. Intamational fling daby {deynontions) Priorty dale (dayimnonthiesr)
PCT/EP2005011532 24.10.2005 25.10.2004
Inlernational Palent Classification (IPC) or national classificalion amd IPC
INV. CO7D417/14 AB1KI1M27 AG1P31IN2
Appiicant
GLAXO GROUP LIMITED
1.  This report s the Intemational preliminary examination report, established by this Intamational Prellminary Examining
Authorily under Article 35 and transmiited to the applicant according to Arlicle 36.
| 2. This REPORT conslels of a total of 8 shaets, Including this cover sheet.
3. Thisreport is aleo accompanied by ANNEXES, comprising:
a. OO0 sent to the applicant and {o the Infematfonal Bureau) a iotal ol  sheets, as follows:
O sheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of this report
andbr sheats conlaining rectiications authorized by this Authority (see Rule 70.16 and Section 607 of the
Administrative Instructions).
O sheets which supersede earlier sheets, but which this Authority conalders contain an amendment that goes
beyond the diaclosure In the inlernational application as filed, as indicated In llem 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.
b. O (¢sent io the intsmational Bureau oniy) a total of {indicate type and number of electronic carrier(s)) , contalning a
secquance listing andbr tablas related therein, in calecthonic form only, as indicatad In the Supplemaental Box
Relating to Sequence Listing (see Seclion 802 ol the Administrative Instructions).
4. This report contalns Indicaons relating to the follawing ltems: T
B BoxNo.!  Basis of the report
O BoxNo.1l  Priority
| B BoxNo.ll Nom-establishment of opinion with regard io novelty, Inventive step and Industrial appficabliity
O BoxNo.IV  Lack of unity of Invention
E BoxNo.V  Reasoned stalemen! under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or induatrial
appicabliity; citations and explanations supporting such statement
O BoxNo.VI Certaln documents clied
O Box No. Vil  Certaln defects In the intemational application
K Box No. Vil Cerlain observations on the intemalional application
Date of submission of the demand = Dak of complation of this raport
17.08.20008 19.008.2006
Name and address of the inlemational Authorized officer
prcll‘ri.my owmmining sukhorlly: /" o,
Europaan Patanl Office h \
j D-80283 Munich Von Daacke, Axel {
Tel. +49 82 2399 - 0 Tx: 523658 epmu d j
Fax: +40 80 23099 - 4485 Telaphone No. +48 B8 2388~ ‘\.—

Form PCTAPEA/409 (Cover Shest) (Aprl 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No. \
ON PATENTABILITY PCTEP2005011532

Box No.l Basle of the report

1. With regard to the language, this report is based on the international application in the language in which it was
fliad, unless otherwise indicated under this item.

O This report is based on translations from the original languags into the following language ,
which Is the language of a translation fumished for the purposes of:
L] intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
I publication of the International application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regand to the elementa* of the inlemational application, this report Is based on (replacement sheels which
have been fumished to the recelving Office In responsae io an Invitation undar Article 14 are referred 1o in this
report as "onginally fited" and are not annexed 1o this repori).

Description, Pages

1-62 as originally fied
|

Claims, Numbars

1-12 as originally jlled

0O a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resuited In the cancellation ol:
O the description, pagas
O the claims, Nos.
{0 the drawings, sheelsafige
O the sequence listing (Bpecily):
O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. 00 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 considered to go beyond the disclosure as filled, as Indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the descripiion, pages
N O the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs

0 the sequencs listing (apecify)
O any tabla(s) related to sequenca liating (speciiy).

* JIf ltem 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/409 (lanuary 2004)
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" INTERNATIONAL PRELIMINARY REP RT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2005011532

Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and Industrial
applcabliity

1. The questicns whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step {to be non-
obvious), or to be Indusirally applicable have not been examined In respect of:

O the entire intemational application,
B claims Nos. 3-5 {IA)
because:

& the said intemational appication, or the sald claims Nos. 3-6 {1A) relate to the following subject matter
which does not require an inlernational preliminary examination (specify):

sow coparaie sheet

1 the description, claims or drawings (indicale particular elements below) or said claims Nos. are 80 unclear
that no meaninglul opinion could be formead (specily):

A O the claims, or sald claims Nos. are 80 inadequately supported by the descripiion that no meaningtul opinion
could be formed.

no Intemational search report has baen eatablished for the sald clalms Nos.

the nucleotide andlor amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form 0 has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readabls form [ has not been fumished

O does not comply with the standard

O the tables related to the nuclectide andbr amino ackl sequence Bsting, if In computer readable form only, do
not comply whth the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O o

O See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATI NAL PRELIMINARY REPORT Intemational appiication No.
N PATENTABILITY PCTEP2005011532

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statament

1. Statement
Novelty (N) Yos: Claims 1-12
No: Clalms
Inventive step (IS) Yos: Claims 112
No: Claims
Industrial applicability (1A) Yos:. Cleims 1,2,6-12
No: Clalms

2. Citations and explanations (Rule 70.7):
see separais sheet

Box No. Vill Ceriain observations on the intamational application

The following cbservations on the clarty of the cleims, description, and drawings or on the quastion whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see ssparate sheet

Form PCTAPEA/400 (January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
{(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/011532

Il NON-ESTABUSHMENT

Claims 3-5 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. 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).

V  REASONED STATEMENT
1. PRIOR ART

Tho document cited in the Intemational Search Report
N : WO 2004/037818 A (GLAXO GROUP LIMITED; HAIGH, DAVID; HAHTLEY
CHARLES, DAVID; HOWES, PET) 6 May 2004 (2004-05-06)
has been considered for the examination procedurs.

2. NOVELTY

Due to the nature of the subsitiuent J In Formula (la), the claimed subject-matter is
considered to be novel selection of that of D1 (Article 33(2) PCT).

3. INVENTIVE STEP

The closest state of the art for the present application is represented by D1. Example
33 of D1 represents the structurally closest compound when compared to the
presently claimed variants. On page 49 of the present description, actlvity data of
most of the present compounds and of several D1 compounds including Example 33
are set out. The results clearly show significant and surprising better IC50 values at
least In dolta-21 1a enzyme inhibition assays and 1a replicon cell-based assays of
the present compounds over several D1 compounds including the closest example
33. An inventive step can thus be acknowledged for the claimed object.

Form PCT/Baparaie Shest/408 (Sheet 1) (EPC-Jammry 2004)

P




(@

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.

REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/011532
4. INDUSTRIAL APPLICABILITY

No objection for Claims 1,2 and 6-12. For the assassment of the present Claims 3-5
on the question whether they are Industrially applicable, no unified criteria exist in the
PCT Contracting Siates. 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 treat-
ment, but may allow, however, claims to a known compound for first use in medical
treatment and the use of such a compound for the manufacture of a medicament for
a new medical treatment. .

CERTAIN OBSERVATIONS (CLAIMS)
The reason for the proviso at the end of Clalm 1 is unclear (Article 8 PCT).

The Applicant has acknowledged "publications™ on page 51, line 31 to page 52, line
2, by the term 'incorporated herein by reference’. This gives rise to clarity objections
under Art. 6 PCT since it is vague and amblguous which technical features are
referred to. Furthermore, it should be noted that this kind of reference contravenes
the basic requirement of each application that the invention must be comprehensible
from the specification by liself. In order to overcome the clarity objection, aither the
phrase incorporated by reference' could simply be deleted or the cited prior art under
R.5.1(a)(ii} PCT could be discussed in a short summary.

Form PCT/Saparaie Sheel’400 (Sheet 2) (EPO-January 2004)




PATENT COOPERATION TREATY \09

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Anicle 18 and Ruios 43 and 44)
Appiicant’s or agant's flle relerence FOR FURTHER o8 Form PCTABATZZD
KXC/PB61030 ACTION aa wel as, wherm appiicable, item 5 below.
inlsmational application No. Intemational fiing Gl {cay/monthyesr) | (Eartest) Prioty Deie (dmwmoninysan)
PCT/EP2005/011532 24/10/2005 25/10/2004
Applicant

GLAXO GROUP LIMITED

TIiIandlmdSaIIﬁnRlpenhnb-nmmwmhhhnmmmmwmdhtimnl-dhh epplicant
according to Articlo 18. A copy s being transmitted 1 the Intemational Buresu.

Thllmnumdmnnpmemlndlwu__a___m
[X] s also sccompanied by a copy of each prior art document cited In this report.

1. Busls of the report

a. With regard to the language, the intemational asarch was carriad out on the basis of the nlermational applicalion In the
language in which i wesa fied, unieas otherwiss indicated under this Hem.

The inwrnational ssarch was cammed out on the basls of a transiation of the inlefmational epplication furnished to
O
this Autharity (Pules 23.1(b)).

b. D With regard o any nucigolide andior amino acld sequance deciosad in the intsmational application, sse Bax Ne. 1.
2. D Ceriain claims wors found unssarchable {See Box 11).
3. [[] unity of nvention ls taoking (see Box Ili).

4. With regard © 1o title,
[] theextis approved as submited by the applicant.
[X] the wxthas been esteblished by this Authority 10 read as follows:

4-METHOXYMETHYL-PYRROLIDINE-3-CARBOXYLIC ACID COMPOUNDS AND DERIVATIVES
THEREOF AS HEPATITIS C VIRUS INHIBITORS .

5. With regand 10 the abstrast,
[X] thetextis approved as submitind by the appiicant.

D the texl has baen salablished, according to Rule 35.2(b), by this Authority as It appears in Box No. IV, The appilcant
may, within ons month from the dals of maling of this inlsmational ssarch report, submit comments to this Authority.

6. Wih regard to the drawings,
a. the figure of the drawings 1o be published with the sbsiract Is Figure No.
[[] escumesdby the applicant
[C]  enseiected by mis Authorty, becatms the appicant aled (o Suggeeta Sgus,
[[] asssiectadby this Authorty, becausa this figure betier characlerizee the Invention.
b. [] none of the figures Is to be published with the abatract.

Form PCTASA/210 {irst shest) (January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REP RT

ntemations! Application Mo
PCT/EP2005/011532

A. CLASSIRCATION OF
S T i

MATTER
A51K31/427 A61P31/12

Acconding 1 intemational Patent Clasalfication (IPC) or v both netional classllication amt IPC

co7D

Mininnam documeniation sasrched {cassification system loliowsd by classificalion symbols)

Documanialion searched othar than minkmurn doasmentation io the edant ihd sech documants are included In the fiskis ssarched

Elactronic detu base consulied during (he inlemations! ssarch (name of date bane and, whore practical, search terms usax)
EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data

€. DOCUMENTS CONBIDERED TO BE FELEVANT

Cutegory * | Clnilon of deautnent, with indication, whee appropriste, of he nilsveni pssages

FRalovan io claim Ne.

cited in the application
the whole document

X W0 2004/037818 A (GLAXO GROUP LIMITED; - 1-12
HAIGH, DAVID; HARTLEY, CHARLES, DAVID;
HOMES, PET) 6 May 2004 (2004-05-06)

[:] Futthgr documonts are lisled In the conlimustion of bax C.

E Palent tamity membets ans Rsled In annex.

* Specinl categories of ched documents

’ of
A" dnn.ﬂﬁﬂ:::num:ilﬂn the ad which Is not

1'1=:dnu-mhluﬂihuuurnmnnhumdmm
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*Or docwwani relesting o an orel discingare, usa, exhibillon or.
ofher moans

b mﬁmwmmmlmmm

'T" iniér documnanl Internalional dale
or priovity date andf not in confict with the bl
dldl.::lhilllm or haory underiying the

*x* documani of tha caimed rvahilon
cannct be conaiderad novel or canwot bo to

such combination obvious kv & whillad
o oS pen

‘4" document mamber of the same pelent famlly

Daia of the actusl complotion of the Inamallonal ssarch

Duda of maling of the inlemational search report

NL — 2280 HV Rfswiik
Tol (+31-70) MD-AM0, Tx. 31 651 apo v,
FRx (+31-70) 340-3018

13 January 2006 20/01/2006
Nt and maling addmes of he A Authorizad ofices
Europamn Palent Office, P.B. 5818 Palentismn 2

Yon Daacke, A

Femmn PCTASAA10 (necond shesl) (lemsisy T004)



INTERNATI NAL :nEAFIcH REPORT —
ISR O ot Sy members PCT/EP2005/011532
Patent document Publication Patont famlly Publication
clied In search report daie membei(s) dole
WO 2004037818 A  06-05-2004 AU 2003276172 Al 13-05-2004
BR 0315417 A 16-08-2005
CA 2503471 Al 06-05-2004
EP 1554274 Al 20-07-2005

Form PCTASAZ10 (palart temily s (Janusry S004)



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCKING AUTHORITY

0\

PCT
WRITTEN OPINION OF THE
sea form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of maliing T
{dayimorhirear) see form PCTASAR10 {second shest)
Applicent's or agent's flle reference
.| see form PCTISARZ0 B T LACTION
Inmationsl application No. Imernatonal Sing date (dayinonthiear) T Priority date (daytmonthyear]
PCTEP2005011532 24.10.2005 25.10.2004

imsmatonal Patent Classiikation (IPC) or both nafional classificafion and IPC
Co7D41714, AG1K31427, ABIPI1N2

Applicant
GLAXO GROUP LIMITED

This opinion containg indications relating fo the following tems:

[ BoxNo.1  Basls of the opinion

O BoxNo.ll  Prority .

¥ BoxNo.llI  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial upplicabiiity
O BoxNo. IV Lack of unity of invention

Bl BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicablity; citalions and explanations supporting auch statament

O BaxNo, VIl Cerialn documents clied .

O BoxNo. VIl Certain defects In the international application

[ Box No. VIll Certaln observations on the Internationa! application
FURTHER ACTION

i a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Autharlty ("IPEA"}. However, this doss not apply whem
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Intemational Bureau under Ruls 88.1bés{b) that writian opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion [s, as provided above, conskiered io be a wiittan opinion of the IPEA, the applicant Is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the axpiration of three
months from the date of malling of Form PCTASAZ20 or bafore the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires |ater.

For further options, see Form PCTASAZ20.

For further detalls, ese notes 1o Form PCTASAZ20.

Name snd maling addrees of the ISA: Authorized Oficar

= .J,---.,.\
j European Patert Office Von Daacke, A 1 @ ’l
T Faemomess T Talaghione No. +40 80 23006286 =

Form (PCTABARZAT) (Cover Shest) (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2005011532

Box No.| Baals of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the International appiication in
the language In which i was filed, unless otherwise Inticated under this kem.

0 This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
languaffe . which is the languags of a franglation furnished for the purposes of intemational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

. With regard to any nucleotide andor amino acld sequencs disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has baen established on the basis of:

a. type of material:
O & sequence lisiing
O tabie(s) related to the saquence Histing
b. format of material:
O  in written format
O in computer readable form
¢. time of filingfumishing:
D contained in the intemational appiication as filed.
O filed togather with the internationl application in computer readable form.
D tumished subsequently to this Authorlly for the purposes of search.
. O In adkiition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andibr table relating thereto

has besn filed or fumished, the required slatements that the information In the subsequent or additional
coples is identical to that In the application as filed or does not go beyend Lthe application aa filed, as

appropriate, were fumished.
. Additional comments:

Form PCTISA 237 (Jaruary 2004)
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WRITTEN PINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2005011532

Box No.lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
appiicablity

The questions whether the claimed Invention appears 1o be novel, to involve an inventive step (o be non
obvious), of to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemational application,
@ clains Nos. 3-5 (IA)
because:

the sald international application, or the said claime Nos. 3-5 (A) relals to the following subject matter
which does not require an intemnational preliminary examination (specify):

ave separate shest

O the description, claime or drawings (indicale particular alementa below) or sakd claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion coukd be formed (apecify):

1 the claims, or said claims Nos. are so inadequatsly supporied by the description that no meaningful opinion
could be formed.

O no intemational search report has been established for the whole application or for sald claims Nos.

0 the nucleotide andlor amino acki sequence lsting does not comply with the standard provided for In Annex
C ot the Administrative Instructions in that:

the written form O has not bean fumished
O does not comply with the standard
the compuier readable form [0  has not been furnished
0 does not comply with the standard
O the tables retated to the nuclectids andbr amina ackd sequance listing. ¥ in computer muiablo‘ form only, do
nat camply with the technical requirements providad for in Annex C-bis of the Administrative Ingiructions.

O See separate sheet for further details

Form PCTIEA/237 (Janusry 2004)
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WRITTEN OPINION F THE Intemakional application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2005011532

Box No.V Reasoned siatement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventive step or
indusirial applicability; citations and sxplanstions supporting such siatement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-12
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Clalms 1-12
No: Claims
industrial applicability (1A) Yes: Claims 1,2,6-12
No: Claims

2. Chations and explanations
seo soparate sheet

Box No. Vil  Certain observations on the intemnational application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

200 sapersie shoet

Form PCTISA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINI N OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTH RITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/011532

Ml NON-ESTABLISHMENT

Claims 3-5 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provislons of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formuiated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34{4)(a)(l) PCT).

V  REASONED STATEMENT

1.  PRIOR ART

The document cited in the International Search Report

D1: WO 2004/037818 A (GLAXO GROUP LIMITED; HAIGH, DAVID; HARTLEY,
CHARLES, DAVID; HOWES, PET) 6 May 2004 (2004-05-06)

has been considered for the examinatlon procedure.

2. NOVELTY

Due to the nature of the subsitiuent J in Formula (la), the claimed subject-matter is
considered to be novel selection of that of D1 (Article 33(2) PCT).

3. INVENTIVE STEP

The closest state of the art for the present application is represented by D1, Example
33 of D1 represents the structurally closest compound when compared to the
presently claimed variants. On page 49 of the present description, activity data of
most of the present compounds and of several D1 compounds including Example 33
are set out. The results clearly show significant and surprising better IC50 values at
least in delta-21 1a enzyme inhibition assays and 1a replicon cell-based assays of
the present compounds over several D1 compounds including the closest example
33. An inventive step can thus be acknowtedged for the claimed object.

Form PCTASA/ZIT (Separnie Shewt) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN PINI N FTHE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/011532

4. INDUSTRIAL APPLICABILITY

No objection for Claims 1,2 and 6-12. For the assessment of the present Claims 3-5
on the question whether they are industrally applicable, no unified criteria exist in the
PCT Contracting States. The patentabillty 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 treat-
ment, but may allow, however, claims to a known compound for first use in medical
treatment and the use of such a compound for the manutacture of a medicament for
a new medical treatment.

Vil CERTAIN OBSERVATIONS (CLAIMS)
1. The reason for the proviso at the end of Claim 1 is unclear {(Article 6 PCT).

2. The Applicant has acknowledged "publications” on page 51, line 31 to page 52, line
2, by the term ‘incorporated herein by reference’. This gives rise to clarity objections
under Art. 6 PCT since It is vague and ambiguous which technical features are
referred to. Furthermore, it shoukd be noted that this kind of reference contravenes
the basic requirement of each application that the Invention must be comprehensible
from the specification by itsell. In order to overcome the clarity objection, either the
phrase Incorporated by reference’ could simply be deleted or the cited prior art under
R.5.1(a)(ii) PCT could be discussed In a short summary.

Form PCTASA/Z37 (Separate Sheet) (Shewt 2) (EPO-January 2004)
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echa: 2007-04-24 1533
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Act. 411 PRESENTAGION © Fiagrs | ASENACIONAL
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION\['] MODELO DE UTILIDAD [ ]

4 Indicacién de que se solicita la concesién de una patente \]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la sélicitu

€ Descripcion de la invencion dﬁ]
4 Dibujos de ser estos pertinentes \\]]

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas '
COMPLETA INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

® Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representaclbn gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muesira del []
material que incorpora el disefio i

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

‘COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

@ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
¢ Representacion grafica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

. ra\eﬁ

Firma Responsable
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[T g S

Fecha &M - QL - Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
: Conmutador: 38208 40"
Fax: 350 52 20
E-mall: Infodpglc.gov.co
www.sic.gov.co
Bogoté, D.C., Colombla
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]
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE .
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
v s am  am s e m— - m— - —— E——— J— — - - - m— e —— )
@ SOLICITUD DE: }
1
x | Patente de Invencién. - Patente de Modelo de Utflidad. .
Capltulo 1. X | Capitulo I1.
@ Nombre: GLAXO GROUP LIMITED IDENTIFICACION j
Direccidén: Glaxo Wellcome House, Berkeley | C.C. NIT '
* Avenue, Greenford, Middlesex UBS ONN : H
SOLT Ty ¢ Naconalidad o Domicllio: _BRITANICA ' e[ oo ‘
Lugar de Constltudén: _INGLATERRA |
o . o ] ‘ Cual
Teléfono: Fax:
E-mall: Ndmero
) IDENTIFICACION
@ - Nombre: J. IAN RAISBECK
_ - cel x | nrr
Direccion: World Trade Center Torre A '
R e oo e Calie 100N5. 8A-37 Piso10_— . ce[ | oo
Teléfona: _601-7700 Fax:_601-7799 Cual .
E-mall: _office@olarteraisbeck.com | Nume ro 79.376. 5"36_5?
TP_135.799
0 Nombre: VER LISTA ADIUNTA _ -

Dlreccién: VER LISTA ADJUNTA
Naclonalldad o Domicllio: VER LISTA ADJUNTA

INVENTOR (ES) -

(72) - . - e e m = =
O

PCT (86) ' .
Sollcitud Internacional No. PCT/EP2005/011532 Fecha Octubre 24, 2005
Publicacién Intemacional No WO 2006/045613 Fecha Mayo 4, 2006

—_— = w— n e > emm=

@ Tituto (54)Wm
ACIDO CARBOXILICO COMO INHIBIDORES DEL VIRUS DE LA HEPATITISC

e e - . [ — —

@ Clasificaclén Internaclonal (51)_CO07D 417/14; A61K 31/427; A61P 31/12

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha _ (31) Nimero de Sollcitud :
?
st %] ro GB Octubre 25,2004 0423673.3
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LISTA DE INVENTORES PCT/EP2005/011532

St e s .

i | B ROSSELLA GUIDETTI

! Gunnels Wood Road, Sievenage,

: Hentfordshire SG1 ANY )

] Reino Unido ) o
{ Nacionalidad: ttaliane.

' 2.  DAVID HAIGH
Gunnels Wood Road, Stevenage,
Hertfordshire SG1 2NY

Reino Unido

Nacionalidad: Briténica,

. 3 CHARLES DAVID HARTLEY
' Gunncls Wood Road, Stevenuge,

{ Henfordshire SG! 2NY

i Reino Unido

Nacionalidad: Britdnica.

; )
! 4, PETER DAVID HOWES
Gunnels Wood Road, Stevenage,
Hertfordshire SGi 2NY

Reino Unida

1 Nacionalidad: Britdnica.

5. FABRIZ10 NEROZZI
Gunnels Wood Road, Stevenage,
Hertfordshire SG1 2NY

Reino Unido

Nacionalidad: ltaliana.

6. STEPHEN ALLAN SMITH
Gunnels Wood Road, Stevenage, °
. Hertfordshire SG1 2NY

) Reino Unida

Nacionalidad: Britdnicu,
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RENVINDICACIONES

1. Al menos una sntidad quimica saleccionada entre compuestos de Férmuls (Ia):

en la que:

A representa hidrox;

D representa 4-ferc-butil-3-matoodfenito;

E representa 1,3-tiszol-2-llo 0 5-metfi-1,3-Hazol-2-lo;

G reprssenta metoximetiio;

J representa 1,3-tazol-2-imetiio, 1,3-exol-4-iimetilo, 1,2-tiaxol-3-{imetlic o tH-tazol-1-
Imetilo; ' :
y sales, soivaios y ésterge da los mimos; con la condicién de que cuando A se
esterifica para formar -OR, donde R se salecciona entre aiquilo, araiquilo, arlioxdaiqullo
o arflo de cadena Eneal o amificads, entonces R es distinto de ferc-butlio.

2. A mencs una entidad quimica selecciona entre compuesios de Formuls (Ia)
seleccionados entre el grupo que conslste en:

Adido rel{2R 48 5R)-1-(3-metoxd-4-terc-butibenzoll)4-(metcximeti)-5-(5-meti-
1,3-tiazol-2-2)-2-(1,3-tezo}-4-Imeti)pirolidine-2-carboudico;

Addo  rei{2R 48 5R)1-{3-matcd-4-tarc-butierol)4-(metcdmeti)-5-(1,3-
tiazol-2-1)-2-(1,3-tiazol-4-lmetiipirolidine-2-carbosiico;

Acido  reH{2R 48 5R)-1<{3-metox-4-ferc-butiibarzoll)-4-(metoximeti)-5-(1,3-
tiazol-2-)-2-(1,2-tinzol-3-imetipirolidine-2-carbodiico;

Acido  rei{ZRA48 5R)-1-(a-nuu4mmm-4-(mmmn-(1u-
pirazol-1-Imetil)-5-{1,3-tiazal-2-)piroldina-2-carboxilico;

Ackio wn&&m—ua-mmwmmmwm
1,3-tiazol-2-H)-2-(1,3-tiazol-2-limgtl)pimolidine-2-carbeodiico; - .

Acido rel-{2R 48,5R)-1-{3-metoxi-4-ierc-butiibenzof-4-(rietoxmetl)-5-(5-mati-
1,3-axol-2-1)-2-{1,2-tezol-3-Umetilpirolidine-2-carbosdico; y
Acido rei{2R.48,6R)-1-{3-metcad-4-ferc-butibenzoll)-4-(metoximetl])-5-(5-metil-
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2020

Doctor (a)

RAISBECK J. IAN

Apoderado{a) y/o Representante de
GLAXO GROUP LIMITED

REFERENCIA Radicaclén No. 7 40983
Bolicitud internacional PCT/EP2005/011532
Fecha inicio fase nacional 25/05/2007

Trimite 11
Evento : 379
Actuacién 430
Oficio No. 65 7 F,

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decispifm 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decleibn 486.

En cumplimiento de lo dispueato por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificaclién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En cage de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandcnada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuestoc en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo g o primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

fijacién en 1llsta de



