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MACROCYCLIC PEPTIDES ACTIVE AGAINST
THE HEPATITIS C VIRUS

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to compounds, compositions, the preparation

of such compounds and methods for the treatment of hepatitis C virus

(HCV) infection. In particular, the present invention provides novel peptide -
analogues, pharmaceutical compositions containing such analogues and

methods for using these analogues in the treatment of HCV infection.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Hepatitis C virus (HCV) is the major etiological agent of post-transfusion and
community-acquired non-A non-B hepatitis worldwide. It is estimated that
over 100 million people worldwide are infected by the virus. A high
percentage of carriers become chronically infected and many progress to
chronic liver disease, so-called chronic hepatitis C. This group is in turn at
high risk for serious liver disease such as liver cirrhosis, hepatocellular

carcinoma and terminal liver disease leading to death.

The mechanism by which HCV establishes viral persistence and causes a

high rate of chronic liver disease has not been thoroughly elucidated. Itis

not known how HCV interacts with and evades the host immune system. In
addition, the roles of cellular and humoral immune responses in protection
against HCV infection and disease have yet to be established.
Immunoglobulins have been reported for prophylaxis of transfusion-
associated viral hepatitis, however, the Center for Disease Control does not
presently recommend immunoglobulins treatment for this purpose. The lack -
of an effective protective immune response is hampering the development of
a vaccine or adequate post-exposure prophylaxis measures, so in the near-

term, hopes are firmly pinned on antiviral interventions.
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Various clinical studies have been conducted with the goal of identifying
pharmaceutical agents capable of effectively treating HCV infection in
patients afflicted with chronic hepatitis C. These studies have involved the
use of interferon-alpha, alone and in combination with other antiviral agents.
Such studies have shown that a substantial number of the participants do
not respond to these therapies, and of those that do respond favorably, a

large proportion were found to relapse after termination of treatment.

Until recently, interferon (IFN) was the only available therapy of proven
benefit approved in the clinic for patients with chronic hepatitis C. However
the sustained response rate is low, and interferon treatment also induces
severe side-effects (i.e. ret'mdpathy, thyroiditis, acute pancreatitis,
depression) that diminish the quality of life of treated patients. Recently,
interferon in combination with ribavirin has been approved for patients non-
responsive to IFN alone. However, the side effects caused by IEN are not

alleviated with this combination therapy.

Therefore, a need exists for the development of effective antiviral agents for
treatment of HCV infection that overcomes the limitations of existing

pharmaceutical therapies.

HCV is an enveloped positive strand RNA virus in the Flaviviridae family.
The single strand HCV RNA genome is approximately 9500 nucleotides in
length and has a single open reading frame (ORF) encoding a single large
polyprotein of about 3000 amino acids. In infected cells, this polyprotein is
cleaved at multiple sites by cellular and viral proteases to produce the
structural and non-structural (NS) proteins. In the case of HCV, the
generation of mature nonstructural proteins (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS54,
and NS5B) is effected by two viral proteases. The first one, as yet poorly
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characterized, cleaves at the NS2-NS3 junction; the second one is a serine
protease contained within the N-terminal region of NS3 (henceforth referred
to as NS3 protease) and mediates all the subsequent cleavages downstream
of NS3, both in cis, at the NS3-NS4A cleavage site, and in trans, for the
remaining NS4A-NS4B, NS4B-NS5A, NSSA-NSSB sites. The NS4A protein
appears to serve multiple functions, acting as a cofactor for the NS3 protease
and possibly assisting in the membrane localization of NS3 and other viral
replicase components. The complex formation of the NS3 protein with NS4A
seems necessary to the processing events, enhancing the proteolytic
efficiency at all of the sites. The NS3 protein also exhibits nucleoside
triphosphatase and RNA helicase activities. NS5B is a RNA-dependent RNA
polymerase that is involved in the replication of HCV.

Patent application WO 97/06804 describes the (-) enantiomer of the
nucleoside analogue cytosine-1,3-oxathiolane (also known as 3TC) as active
against HCV. This compound, although reported as safe in previous clinical
trials against HIV and HBV, has yet to be clinically proven active against

HCV and its mechanism of action against the virus has yet to be reported.

A general strategy for the development of antiviral agents is to inactivate

virally encoded enzymes that are essential for the replication of the virus

In this vein, intense efforts to discover compounds which inhibit the NS3

protease or RNA helicase of HCV have led to the following disclosures:

» US patent 5,633,388 describes heterocyclic-substituted carboxamides and
analogues as being active against HCV. These compounds are directed
against the helicase activity of the NS3 protein of the virus but clinical
tests have not yet been reported.

* A phenanthrenequinone has been reported by Chu et al., (Tet. Lett.,
(1996), 7229-7232) to have activity against the HCV NS3 protease in vitro.
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No further development on this compound has been reported. |
* A paper presented at the Ninth International Conference on Antiviral

Research, Urabandai, Fukyshima, Japan (1996) (Antiviral Research,

(1996), 30, 1, A23 (abstract 19)) reports thiazolidine derivatives to be

inhibitory to the HCV protease.

Several studies have reported compounds inhibitory to other serine
proteases, such as human leukocyte elastase. One family of these compounds
is reported in WO 95/33764 (Hoechst Marion Roussel, 1995). The peptides
disclosed in that application are morpholinylcarbonyl-benzoyl-peptide
analogues that are structurally different from the peptides of the present

invention.

* WO 98/17679 from Vertex Pharmaceuticals Inc. discloses inhibitors of
serine protease, particularly, Hepatitis C virus NS3 protease

*» Hoffman LaRoche has also reported hexapeptides that are proteinase
inhibitors useful as antiviral agents for the treatment of HCV infection.

* Steinkiihler et 4l. and Ingallinella et al. have published on NS4A-4B
product inhibition (Biochemistry (1998), 37, 8899-8905 and 8906-8914).
None of the prior patent applications described above disclose suggest cyclic

peptides active against the Hepatitis C virus and selective for that protease

against other serine proteases.

WO 99/07733 and WO 99/07734 disclose hexa to tetra-peptides and analogs
that inhibit the NS3 protease. However, these disclosures do not suggest or

lead to the design of macrocyclic analogs of the present invention.

One advantage of the present invention is that it provides macrocyclic

dipeptides that are inhibitory to the NS3 protease of the hepatitis C virus.
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A further advantage of one aspect of the present invention resides in the fact :
that these peptides specifically inhibit the NS3 protease and do not show
significant inhibitory activity at concentrations up to 300 uM against other ‘
serine proteases such as human leukocyte elastase (HLE), porcine pancreatic |
5

!
elastase (PPE), or bovine pancreatic chymotrypsin, or cysteine proteases such |
as human liver cathepsin B (Cat B).

A further advantage of the present invention is that it provides small

peptides of low molecular weight that are capable of penetrating cell
10

membranes and are active in cell culture and in vivo with good
pharmacokinetic profile.
SUMMARY OF THE INVENTION

Included in the scope of the invention are compounds of formula (I):

2

R
= (P2)
(P1)
43
0
- ’\%5’ B
15 4))

wherein:

R' is H, CHO, CH,OH, thiol; or a C,, alkylene optionally linked to the carbon

atom number 1 to form a “spiro”-cyclic system; and
20

Ris R*; OR™, SR*, NHR™ or NR*R* wherein R* and R” are
independently:
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C,,. alkyl, C,,, alkenyl, saturated or unsaturated C,,, cycloalkyl, said
alkyl, alkenyl or cycloalkyl being optionally substituted with NH,,
NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalkyl, or carboxy; said alkyl,
alkenyl or cycloalkyl optionally containing at least one heteroatom
5 selected independently from the group consisting of: O, S, and N; or

R* and R* are independently selected from a first C, or C,, aryl or G,
aralkyl, said first aryl or aralkyl optionally substituted with C,  alkyl, -
C,, cycloalkyl, NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalkyl, C,,
alkoxy, carboxyl, lower(alkyl) carboxylic acid, or a second aryl or

10 aralkyl; said first and second aryl or aralkyl optionally containing at
least one heteroatom selected independently from the group
consisting of: O, S, and N; '
said saturated or unsaturated cycloalkyl, aryl or aralkyl being

~ optionally fused with a second 5-, 6-, or 7-membered ring to form a

16 * " cyclic system or heterocycle, said second ring being optionally
substituted with NH,, acetamino, nitro, OH, SH, halo, haloalkyl,
carboxyl or lower(alkyl) carboxylic acid; said second ring optionally
containing at least one heteroatom selected independently from the
group consisting of: O, S, and N;

20

Y is H, carbonyl, thiocarbonyl, C, alkyl, C,,, cycloalkyl, C, alkoxy, C,,,, aryl
or C,, aralkyl;

B is H, hydroxyl, amino, amide, carbonyl, thiol, alkyl, aryl, or Bis a
25 heteroatom- containing saturated or unsaturated alkyl chain linked to D to
form a heterocycle;

B'is H, OH, NH,, SH, or a substituted amino.

380 DisaC,,, saturated or unsaturated alkylene chain optionally containing one
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to three heteroatoms independently selected from: O,SorN;

R’is H or from one to five substituents independently selected from
hydroxyl, halo, amino, amide, carbonyl, thiol, C,, alkyl, C,, alkoxy, C,or C,,
aryl or C, , aralkyl ;

and

A is a carboxylic acid or a N-substituted amide;

or a pharmaceutically acceptable salt or ester thereof.

Included within the scope of this invention is a pharmaceutical composition
comprising an anti-hepatitis C virally effective amount of a compound of
formula I, or a therapeutically acceptable salt or ester thereof, in admixture

with a pharmaceutically acceptable carrier medium or auxiliary agent.

An important aspect of the invention involves a method of treating a
hepatitis C viral infection in a mammal by administering to the mammal an
anti-hepatitis C virally effective amount of the compound of formula I, or a
therapeutically acceptable salt or ester thereof or a composition as described

above.

Another important aspect involves a method of inhibiting the replication of
hepatitis C virus by exposing the virus to a hepatitis C viral NS3 protease
inhibiting amount of the compound of formula I, or a therapeutically

acceptable salt or ester thereof or a composition as described above.

Still another aspect involves a method of treating a hepatitis C viral infection
in a mammal by administering thereto an anti-hepatitis C virally effective
amount of a combination of the compound of formula I, or a therapeutically
acceptable salt or ester thereof. According to one embodiment, the

pharmaceutical compositions of this invention comprise an additional
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immunomodulatory agent. Examples of additional immunomodulatory

agents include but are not limited to, a-, -, and &-interferons.

DETAILED DESCRIPTION OF PREFERRED EMBODIMENTS
Definitions

As used herein, the following definitions apply unless otherwise noted:
With reference to the instances where (R) or (S) is used to designate the

absolute configuration of a substituent, e.g. R’ of the compound of formula ],

the designation is done in the context of the compound and not in the context

of the substituent alone.

As used herein the term ”1-aminocyclopropyl;carboxylic acid” (ACCA)
refers to a compound of formula:
o]

H,N. ,U\
2 OH

The term “halo” as used herein means a halogen substituent selected from

bromo, chloro, fluoro or iodo.

The term “C, alkyl” or “(lower)alkyl” as used herein, either alone or in
combination with another substituent, means acyclic, straight or branched
chain alkyl substituents containing from 1 to six carbon atoms and includes,
for example, methyl, ethyl, propyl, butyl, hexyl, 1-methylethyl, 1-
methylpropyl, 2-methylpropyl, 1,1-dimethylethyl.

The term “C,,, cycloalkyl” as used herein, either alone or in combination
with another substituent, means a cycloalkyl substituent containing from
three to seven carbon atoms and includes cyclopropyl, cyclobutyl,

cyclopentyl, cyclohexyl and cycloheptyl.
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The term "unsaturated cycloalkyl” includes, for example, the substituent
cyclohexenyl:

5
The term “C, ,, alkenyl” as used herein, either alone or in combination with
HE another substituent, means an alkyl substituent as defined above containing
: from 6 to 10 carbon atoms, and further containing at least one double bond.
= 10

The term “saturated or unsaturated alkylene” as used herein means a

B g g

[

divalent alkyl substituent derived by the removal of one hydrogen atom

from each end of a saturated or unsaturated straight or branched chain
aliphatic hydrocarbon and includes, for example,

-CH,CH,C(CH,),CH,CH -, -CH,CH,CH=CHCH,CH;* or -CH,C=CCH,CH,.

S e e

T L

i i

%

16

The term “C, , alkoxy” as used herein, either alone or in combination with
another substituent, means the substituent -O-C, ;alkyl wherein alkyl is as
defined above containing up to six carbon atoms. Alkoxy includes methoxy,

ethoxy, propoxy, 1-methylethoxy, butoxy and 1,1-dimethylethoxy. The latter
20 substituent is known commonly as tert-butoxy.

The term “C, or C,, aryl” as used herein, either alone or in combination with

another substituent, means either an aromatic monocyclic system containing

6 carbon atoms or an aromatic bicyclic system containing 10 carbon atoms.
25 For example, aryl includes a phenyl or a napthyl - ring system.

The term “C,,,, aralkyl” as used herein, either alone or in combination with

another substituent, means an aryl as defined above linked through an alkyl
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group, wherein alkyl is as defined above containing from 1 to 6 carbon

atoms. Aralkyl includes for example benzyl, and butylphenyl.

The term “(lower)alkyl carboxylic acid” as used herein, either alone or in

combination with another substituent, means a carboxylic acid group

(COOH) linked through a (lower)alkyl group as defined above and includes
for example butyric acid.

The term "spiro"-cyclic group represents for example spiro-cyclopropyl, also
10  represented as:

The term "heterocycle” or “heterocyclic ring” as used herein, either alone or
in combination with another substituent, means a monovalent substituent
15 derived by removal of a hydrogen from a five-, six-, or seven-membered

saturated or unsaturated heterocycle containing from one to four

heteroatoms selected from nitrogen, oxygen and sulfur. Examples of suitable

heterocycles include: pyrrolidine, tetrahydrofuran, thiazolidine, pyrrole,

thiophene, diazepine, 1H-imidazole, 1-methyl-1H-imidazole, isoxazole,
20 thiazole, 2-methylthiazole, 2-aminothiazole, piperidine, 1,4-dioxane, 4-
morpholine, pyridine, 2-methylpyridine, pyrimidine, 4-methylpyrimidine
and 2,4-dimethylpyrimidine. This term also includes a heterocycle as
defined above fused to one or more other cycle be it a heterocycle or any

other cycle. Examples of suitable heterocyclic systems include: thiazolo[4,5-
25 b]-pyridine, quinoline, or indole. |

The term “pharmaceutically acceptable ester” as used herein, either alone or

in combination with another substituent, means esters of the compound of

—
v,
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formula I in which any of the carboxyl functions of the molecule, but

preferably the carboxy terminus, is replaced by an alkoxycarbonyl function:
O

/lLOR
in which the R moiety of the ester is selected from alky! (e.g. methyl, ethyl, n-
propyl, t-butyl, n-butyl); alkoxyalkyl (e.g. methoxymethyl); alkoxyacyl (e.g.

acetoxymethyl); aralkyl (e.g. benzyl); aryloxyalkyl (e.g. phenoxymethyl); aryl‘
(e.g. phenyl), optionally substituted with halogen, C,, alkyl or C, alkoxy.

5

Other suitable prodrug esters can be found in Design of prodrugs,
Bundgaard, H. Ed. Elsevier (1985) incorporated herewith by reference. Such

10 pharmaceutically acceptable esters are usually hydrolyzed in vivo when

injected in a mammal and transformed into the acid form of the compound
of formula L.

With regard to the esters described above, unless otherwise specified, any

16 alkyl moiety present advantageously contains 1 to 16 carbon atoms,
particularly 1 to 6 carbon atoms. Any aryl moiety present in such esters
advantageously comprises a phenyl group.

In particular the esters may be a C,, alkyl ester, an unsubstituted benzyl
20

ester or a benzyl ester substituted with at least one halogen, C, alkyl, C,,
alkoxy, nitro or trifluoromethyl.

The term “pharmaceutically acceptable salt” as used herein includes those
derived from pharmaceutically acceptable bases. Examples of suitable bases

25 include choline, ethanolamine and ethylenediamine. Na*, K, and Ca™* salts
are also contemplated to be within the scope of the invention (also see

Pharmaceutical salts, Birge, S.M. et al., J. Pharm. Sci., (1977), 66, 1-19,
incorporated herein by reference).
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Preferred embodiments

Compounds of formula I can preferably be represented by formula Ia:

2

[ERRDes)

(P1)

Y N N A

o IR1
B' --_/( .
-_Do'
B
R

Formula Ia
= wherein R* is preferably H, CHO, CH,OH or CH,SH, OH or SH. More
g preferably, R" is H, or CHO. Most preferably R'is H.
Z’E More preferably, compounds of formula Ia are present as a single
i 10

15

enantiomers represented by formulas Ila or IIb:

(ITa); or

(IIb).

Most preferably, compounds of formula Ia are present as a single enantiomer
of formula IIb.

Alternatively, R’ is preferably a C,, alkylene linked to the carbon atom

number 1 to form a “spiro”-cyclic system such that compounds of formula I
can be represented by formula Ib:
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vt g

Y N

o} R'
B'l _
B ;7/""0"‘“'
R

Formula Ib.

More preferably, R is a C, or C, alkylene chain that forms a spirocyclopropyl
or spirocyclobutyl substituent. Most preferably, R’ is -CH,- and forms a

5 spirocyclopropyl.

When compounds of formula Ib are preferred, they can exist in 4 different

diastereoisomers represented by conformations Illa, IIlb, Illc or ITId.

H
H N A
ATy
/¥ ;
< s
D7 (Il1a); or D (I1Ib); or
' H H
—N_ A _N_ A
D\E " Fo
$ () ;or G (I1d).

Compounds of formula Ib are more preferred when D is linked to the R
carbon atom of the cyclopropyl ring as represented by formulas IIla (1R, 2R)
and ITIb (1R, 2S). Most preferably, D is preferably linked syn to the '
carboxylic acid A (S, R) as represented by formula IIib.
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Preferably R is a substituent at the 3-, 4-, or 5-position of the proline ring.
More preferably R’. is substituted at the 4- or 5-position. Most preferably, R’

is substituted at the 4-position of proline with the stereochemistry shown
below:

2

o

& R
l
A
5

A3

e o

Wiy Wi sl gwh

gy
{19815 W el

wherein R’ is preferably R*; OR*, SR*, NHR™ or NR*R"™ wherein R* and
R™ are independently:

—_
i

i

C..c alkyl, C, ; alkenyl, saturated or unsaturated C, , cycloalkyl, said

B e

o A S L g

alkyl, alkenyl or cycloalkyl being optionally substituted with NH,,

10 OH, halo, haloalkyl, or carboxyl; said alkyl, alkenyl or cycloalkyl

optionally containing at least one heteroatom selected independently

from the group consisting of: O and N; or
R™ and R” are independently selected from a first C, or C,, arylor C,
aralky], said first aryl or aralkyl optionally substituted with C,, alkyl,

: 15 C,, cycloalkyl, NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, halo, haloalkyl, C,

L alkoxy, carboxyl, lower(alkyl) carboxylic acid, or a pheny; said first

aryl or aralkyl optionally containing at least one heteroatom selected
independently from the group consisting of: O and N;
é said saturated or unsaturated cycloalkyl, aryl or aralkyl being

20 optionally fused with a second 5-, 6-, or 7-membered ring to form a

cyclic system or heterocycle, said 5-, 6-, or 7-membered ring being
optionally substituted with NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, halo,
haloalkyl; said 5-, 6- or 7- membered ring optionally containing at

least one heteroatom independently selected from the group

25 consisting of: O and N.
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More preferably, R* is Bn; PhRCH,CH,; PhCH,CH,CH,; O-Br; o-tolylmethoxy;
m-tolylmethoxy; p-tolylmethoxy; 1-naphthyloxy; 2-naphthyloxy; 1-
naphthylmethoxy; 2-naphthylmethoxy; (4-tert-butyl)methoxy; 3I-Ph)CH,O;
(4B-Ph)O; (2Br-Ph)O; (3Br-Ph)O; (41-Ph)O; (3Br-Ph)CH,O; (3,5-Br,-Ph)CH,O;

/l CEI”\

.CQ CQ O O@
R,{I\“}RB

o)

N

wherein R, is OH, alkyl, alkoxy, halo, haloalkyl, nitro, amino or amide; and
Ry is alkyl, haloalkyl or aryl.
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Most preferably, R is OR™ wherein R* is a C, or C,, aryl or C, aralkyl
optionally substituted with C,, alkyl, NH,, NHC(O)CH,; NO,, OH, halo,
carboxyl or lower(alkyl) carboxylic acid or a phenyl,; said aryl or aralkyl

optionally containing at least one heteroatom independently selected from
the group consisting of: O and N.

Still most preferably, R’ is:

N | NF c Ny
N N ’ yZ
o\/. o\/, NG
) L ’ ;
N HO N._ _CF,
N D
Qo O
oy o\/,
10 )

Preferably, Y is carbonyl, thiocarbony), alkoxy, aryl or aralkyl. More

15 preferably, Y is carbonyl, alkoxy, aryl or aralkyl. Most preferably, Y is

carbonyl.
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Preferably, B is H, amino, amido, carboxy, carbamate, urea, or an aryl, or

B is a nitrogen-containing saturated or unsaturated alkyl chain linked to D to
form a heterocycle optionally substituted with R* wherein R"is an alkyl,
alkenyl, alkoxy, or aryl, all optionally containing a heteroatom;

5 said heterocycle also optionally fused with a cycloalkyl or aryl to form a

bicyclic system. For example, B may be a pyrrole or indole ring.

More preferably, B is H, amino, an amide of the formula N-C(O)R’, an acyl of

the formula -C(O)-R°, a carbamate of the formula N-C(O)-OR’, a urea of the
10 formula N-C(O)-N-R’, or an aryl optionally substituted with R°, wherein R’ is

lower alkyl, aryl or a saturated or unsaturated heterocycle.

Most preferably, B is tert-butoxycarbonyl or acetyl.

15 Preferably, B' is H, OH, NH,, SH, or a substituted amino. More preferably, B'

is OH, NH,, SH, or substituted amino. Most prefera'bly,'B' is OH when B is
an aryl.

Preferably, D is a C, to C; alkylene, alkenylene or alkynylene chain optionally
20 containing one or two heteroatom selected from: O, S or N, said chain
optionally mono- to penta-substituted with R’. More preferably, D is a C, to
C, alkylene or alkenylene chain optionally containing one or two heteroatom
selected from: O or S, said chain optionally mono- to tri-substituted with R’.

Most preferably, D is a C, or C, alkylene or alkenylene chain optionally
25 containing one or two heteroatom selected from: O or S, said chain

optionally mono- or di-substituted with R’.

Preferably, R’ is hydroxy, thio, amino, halo, carbonyl, alkyl, alkoxy or aryl.
More preferably, R’ is hydroxy, thio, amino, halo or carbonyl. Most
30 preferably, R’ is hydroxy, thio, halo or carbonyl.
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Preferably, A is a carboxylic acid or C(O)N(R*)R® wherein R** and R® are
independently H or C, alkyl optionally substituted with hydroxy, thio,
amino, halo, alkoxy, aryl, aralkyl, cycloalkyl or a heterocycle.

More preferably, A is C(O)OH, C(O)NH-aryl or C(O)NH-aralkyl. Most
preferably, A is C(O)OH, C(O)NH-benzyl or C(O)NH-CH(CH,)-phenyl.

[ a1}
i

S

Even most preferably, compounds of the invention are represented by
10 formula IIL:

g R gy,
et g 1y

£ OR*
: Q'/H COOH
55 -oj/ T N

2 B R

Formula II1

wherein:

R™ is selected from a first C,or C,,aryl or C,,, aralkyl, said first arylor

15 aralkyl optionally substituted with C,  alkyl, C,, cycloalkyl, NH,,
NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalkyl, C, ; alkoxy, carboxyl,
lower(alkyl) carboxylic acid, or a second aryl or aralkyl; said first and
second aryl or aralkyl optionally containing at least one heteroatom
selected independently from the group consisting of: O, S, and N;

20

said saturated or unsaturated cycloalkyl, aryl or aralkyl being
optionally fused with a second 5-, 6-, or 7-membered ring to form a
cyclic system or heterocycle, said second ring being optionally
substituted with NH,, acetamino, nitro, OH, SH, halo, haloalkyl,

carboxyl or lower(alkyl) carboxylic acid; said second ring optionally
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containing at least one heteroatom selected independently from the
group consisting of: O, S, and N;

B is H, or a carbamate of the formula N-C(O)-OR’ wherein R’ is lower alkyl;

5
D is a C,,, alkylene, alkenylene or alkynylene chain optionally containing
one to three heteroatoms independently selected from: O, S or N;
R’ is one, two or three substituents independently selected from hydroxyl,
10

halo, amino, amide, carbonyl, thiol, C, alkyl, C, ; alkoxy, C,or C, arylor C,,,
aralkyl;

or a pharmaceutically acceptable salt or ester thereof.

15  Finally, included within the scope of this invention are all compounds of
formula I as presented in Tables 1 to 4.

According to an alternate embodiment, the pharmaceutical compositions of

this invention may additionally comprise an antiviral agent. Examples of

20 antiviral agents include, ribavirin and amantadine.

According to another alternate embodiment, the pharmaceutical

compositions of this invention may additionally comprise other inhibitors of
HCV protease.

25

According to yet another alternate embodiment, the pharmaceutical

compositions of this invention may additionally comprise an inhibitor of

- other targets in the HCV life cycle, such as helicase, polymerase, or
metalloprotease.

30
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The pharmaceutical compositions of this invention may be administered
orally, parenterally or via an implanted reservoir. We prefer oral
administration or administration by injection. The pharmaceutical
compositions of this invention may contain any conventional non-toxic

5 pharmaceutically-acceptable carriers, adjuvants or vehicles. In some cases,
the pH of the formulation may be adjusted with pharmaceutically acceptable
acids, bases or buffers to enhance the stability of the formulated compound
or its delivery form. The term parenteral as used herein includes

i

subcutaneous, intracutaneous, intravenous, intramuscular, intra-articular,

e g

" -
L1 31 O

10 intrasynovial, intrasternal, intrathecal, and intralesional injection or infusion
techniques.

S TR
e

i

e

The pharmaceutical compositions may be in the form of a sterile injectable

preparation, for example, as a sterile injectable aqueous or oleaginous
15

suspension. This suspension may be formulated according to techniques

o S § g iR

known in the art using suitable dispersing or wetting agents (such as, for
example. Tween 80) and suspending agents.

The pharmaceutical compositions of this invention may be orally
20

administered in any orally acceptable dosage form including, but not limited
to, capsules, tablets, and aqueous suspensions and solutions. In the case of
tablets for oral use, carriers which are commonly used include lactose and
corn starch. Lubricating agents, such as magnesium stearate, are also
typically added. For oral administration in a capsule form, useful diluents
25  include Jactose and dried corn starch. When aqueous suspensions are
administered orally, the active ingredient is combined with emulsifying and

suspending agents. If desired, certain sweetening and/or flavoring and/or
coloring agents may be added.

30  Other suitable vehicles or carriers for the above noted formulations and
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compositions can be found in standard pharmaceutical texts, e.g. in

“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 19" ed., Mack Publishing Company, \
Easton, Penn., 1995.

5  Dosage levels of between about 0.01 and about 100 mg/kg body weight per

day, preferably between about 0.5 and about 75 mg/kg body weight per day

of the protease inhibitor compounds described herein are useful in a

monotherapy for the prevention and treatment of HCV mediated disease.

Typically, the pharmaceutical compositions of this invention will be
10

L

administered from about 1 to about 5 times per day or alternatively, as a

continuous infusion. Such administration can be used as a chronic or acute

Ay

I
therapy. The amount of active ingredient that may be combined with the

FA

!
carrier materials to produce a single dosage form will vary depending upon 2
!

the host treated and the particular mode of administration. A typical ‘

15 preparation will contain from about 5% to about 95% active compound

ot B el 8 A0 i

(w/w). Preferably, such preparations contain from about 20% to about 80%
active compound.

As the skilled artisan will appreciate, lower or higher doses than those
20  recited above may be required. Specific dosage and treatment regimens for
any particular patient will depend upon a variety of factors, including the
activity of the specific compound employed, the age, body weight, general “
health status, sex, diet, time of administration, rate of excretion, drug
combination, the severity and course of the infection, the patient’s '
25 disposition to the infection and the judgment of the treating physician. © g
Generally, treatment is initiated with small dosages substantially less than ‘
the optimum dose of the peptide. Thereafter, the dosage is increased by ’ i
small increments until the optimum effect under the circumstances is '
reached. In general, the compound is most desirably administered at a

30  concentration level that will generally afford antivirally effective results
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without causing any harmful or deleterious side effects.

When the compositions of this invention comprise a combination of a
compound of formula I and one or more additional therapeutic or
5 prophylactic agent, both the compound and the additional agent should be

present at dosage levels of between about 10 to 100%, and more preferably

between about 10 and 80% of the dosage normally administered in a
monotherapy regimen.

10 When these compounds or their pharmaceutically acceptable salts are

formulated together with a pharmaceutically acceptable carrier, the resulting

composition may be administered in vivo to mammals, such as man, to
inhibit HCV NS3 protease or to treat or prevent HCV virus infection. Such

treatment may also be achieved using the compounds of this invention in

15  combination with agents which include, but are not limited to:
immunomodulatory agents, such as a-, B-, or y-intetferons; other antiviral
agents such as ribavirin, amantadine; other inhibitors of HCV NS3 protease;
inhibitors of other targets in the HCV life cycle such as helicase, polymerase,

metalloprotease, or internal ribosome entry site (IRES); or combinations
20

thereof. The additional agents may be combined with the compounds of this
invention to create a single dosage form. Alternatively these additional

agents may be separately administered to a mammal as part of a multiple
dosage form.

25 Accordingly, another embodiment of this invention provides methods of
inhibiting HVC NS3 protease activity in mammals by administering a

compound of the formula I, wherein the substituents are as defined above.

In a preferred embodiment, these methods are useful in decreasing HCV NS3

80  protease activity in a mammal. If the pharmaceutical composition comprises
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only a compound of this invention as the active component, such methods
may additionally comprise the step of administering to said mammal an
agent selected from an immunomodulatory agent, an antiviral agent, a HCV
protease inhibitor, or an inhibitor of other targets in the HCV life cycle such
5 ashelicase, polymerase, or metalloprotease. Such additional agent may be

administered to the mammal prior to, concurrently with, or following the

administration of the compositions of this invention.

In an alternate preferred embodiment, these methods are useful for
10 inhibiting vira] replication in a mammal. Such methods are useful in treating
or preventing HCV disease. If the pharmaceutical composition comprises
only a compound of this invention as the active component, such methods
may additionally comprise the step of administering to said mammal an
agent selected from an immunomodulatory agent, an antiviral agent, a HCV
15 protease inhibitor, or an inhibitor of other targets in the HCV life cycle. Such
additional agent may be administered to the mammial prior to, concurrently

with, or following the administration of the composition according to this
invention.

20  The compounds set forth herein may also be used as laboratory reagents.

. The compounds of this invention may also be used to treat or prevent viral
contamination of materials and therefore reduce the risk of viral infection of
laboratory or medical personnel or patients who come in contact with such
materials (e.g. blood, tissue, surgical instruments and garments, laboratory

25  instruments and garments, and blood collection or transfusion apparatuses
and materials).
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Methodology
PROCESS

The compounds of the present invention (wherein Y is not H, and B is not H)
5  were synthesized according to a general process as illustrated in Scheme I

(wherein PG are specific carboxy protecting groups as will be recognized by
persons skilled in the art).

When the invention covers compounds of formula I wherein A is a N-

10 substituted amide, P1 is coupled to an appropriate amine prior to the

[———
I

coupling to P2. Such amination will be readily recognized by persons skilled

M

N R

in the art. As will be recognized by persons skilled in the art, such amine is
not protected but bears any relevant substituent (R).

..,,...
]

s

==
= 15 Scheme I
; P1 P2
P1-C{0)-OPG A
or +  PG-P2 . PG-P2-P1-A

P1-NR /
H
PG'N\(‘K AN A
C P2 p1
HN-P2-P1-A ————
A

N
PG-N_ _COOH b

+ Y P3)
N

H separation
B P, Py (E) cis or
D\/l ———  transisomer
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A, B, C) Briefly, the P1, P2, and P3 can be linked by well known peptide
coupling techniques. Generally, peptides are elongated by deprotecting the
a-amino group of the N-terminal residue and coupling the unprotected
carboxyl group of the next suitably N-protected amino acid through a
peptide linkage using the methods described or by solid phase peptide
synthesis according to the method originally described in Merrifield, J. Am.
Chem. Soc., (1963), 85, 2149-2154, the disclosure of which is hereby

incorporated by reference.

The functional groups of the constituent amino acids generally must be
protected during the coupling reactions to avoid formation of undesirable
side products. Most of the protecting groups that can be used are listed in
Greene, “Protective Groups in Organic Chemistry”, John Wiley & Sons, New
York (1981) and “The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology”, Vol. 3,
Academic Press, New York (1981), the disclosures of which are hereby

incorporated by reference.

D) Ring-closing metathesis was carried out using catalytic amounts of bis-
(tricyclohexylphosphine)benzylidene ruthenium IV dichloride as described
in the literature: Miller, SJ.; Blackwell, H.E.; Grubbs, R.H. J. Am. Chem. Soc.
1996, 118, 9606-9614.

In most cases, the macrocyclic analogs having a cis double bond were
predominately formed. However, in cases where a mixture of the cis and
trans product were obtained, the two compounds could be separated by
preparative C18 reversed phase HPLC.

E) Optionally, the double bond may be reduced by standard hydrogenation
methods well know in the art.
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Once the elongation of the peptide is completed all of the protecting groups
are removed, the protecting groups are removed in whatever manner is

dictated by the choice of protecting groups. These procedures are well

known to those skilled in the art.
Compounds of formula I wherein Y is H and B is H are synthesized in the
following manner:
Scheme Ia
P1 P2
A
P1-C(0)-aPG + PG-P2 e PG-P2-P1-PG
(aisOorN) /
c 2 1
HN-P2-P1-C(0)-aPG -———;—» 5 e
¢ N
D
b
S
H i
<\P/N\p _C(0)-aPG
2 1
D‘w/
wherein X is Br or I.

C') The addition of D is carried out by direct alkylation of the nitrogen of the
P2 proline with the alkyl halide D.

Cyclization and hydrogenation is carried out as previously described.
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Synthesis of P1 moieties.

1. Synthesis of the 4 possible isomers of P1 moieties (2-substituted 1-
aminocyclopropyl carboxylic acid) !

The synthesis was done according to Scheme 11

Scheme 11 - ?

R' '!
+ halo/\r !

halo 1

Poc” “cop tie a) Y l
_

1 PO,C Cco,P
Ha /ﬁ/R z ?
e Ihd

Z b)
H
2 HO,C” “cop

lle
R! is "syn" to the ester

/ \ ’

»\N Co,P

R synto ester [ e)

P*COO COOP . 1

R’

P*COO", COOH ;

In
R‘l

P'cooYN/—-(

thi
10 R antjto ester P*
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a) Briefly, di-protected malonate Ifa and 1,2-dihaloalkane IIb or cyclic sulfate
Ic (synthesized according to K. Burgess and Chun-Yen KE (Synthesis,
(1996), 1463-1467) are reacted under basic conditions to give the diester IId.

b) A regioselective hydrolysis of the less hindered ester is performed to give
the acid Ile.

¢) This acid Ile is subjected to a Curtius rearrangement to give a racemic
mixture of 1-aminocyclopropylcarboxylic acid derivatives IIf with R’ being
syn to the carboxyl group.

d, e) Alternatively, selective ester formation from the acid Ile with an
appropriate halide (P*Cl) or alcohol (P*OH) forms diester IIg in which the P*

ester is compatible with the selective hydrolysis of the P ester. Hydrolysis of
P ester provides acid Ith.

f) A Curtius rearrangement on IIh gives a racemic mixture of 1-
aminocyclopropylcarboxylic acid derivatives IIi with R’ group being anti to

the carboxyl group. A specific embodiment for this synthesis is presented in
Example 3.

2. An alternative synthesis for the preparation of derivatives Iif (when

R’ is vinyl and syn to the carboxyl group) is described below.

Scheme Ha
PhYN COPG
R N CO. PG - 2
~~ 2 W
. Hm
fij ik vinyl syn to the ester
(Ris Hor Ph)
HCI-H,N COZPG b, ¢, d

~

1
vinyl synto the ester
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separation

HCtHN copa | | HCtHN  coPG

~

=

iig

vinyl synto the ester

Treatment of commercially available imine IIj with 1,4-dihalobutene Ilk in
presence of a base produces, after hydrolysis of the resulting imine IIm, IIf

having the allyl substituent syn to the carboxyi group. This process is
presented in Example 1.

Resolution of all of the above enantiomeric mixtures can be carried out via
enzymatic separation with Alcalase® as described in Example 2. Other
means of resolution and determination of the absolute stereochemistry are

described in co-pending applications 60/095,931 and 09/219,939 herein
incorporated by reference in their entirety.

Synthesis of P2 moieties.

1. Synthesis of precursors:

A) Synthesis of haloarylmethane derivatives.

The preparation of halomethyl-8-quinoline IIId was done according to

the procedure of K.N. Campbell et al., J. Amer. Chem. Soc., (1946), 68,
1844.

Ko

F
!
|
|
|

}
1
\
|
i
I
!
i
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Scheme III
Z 7 % Z
o a A b L ¢ -
N N N N
0" OH 0" halo OH halo
ifla i liic. nd

Briefly, 8-quinoline carboxylic acid HIa was converted to the

corresponding alcohol Ilc by reduction of the corresponding acyl

Treatment of alcohol ITIb with the appropriate hydrohaloacid gives
the desired halo derivative I11d.

B) Synthesis of aryl alcohols derivatives:

10 2-phenyl-4-hydroxyquinoline derivatives IVc were prepared
according to G.A.M. Giardina et al. (. Med. Chem., (1997), 40, 1794~
1807).
Scheme IV
NH OH
0O 0 vy 2Y
| X
orNH2 Vb P
b) EtO N
X Va a) PPA or
b) heat
Ve X
15
Cl
y Y
| N c) POCI, i =
— B
N N
Ve X ivd X

X & Y = ary], aralkyl, alkoxy, OH, SH, halo, NH,, NO,, etc..

halide IITb with a reducing agent such as lithium aluminium hydride.
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a) Benzoylacetamide (IVa) was condensed with the appropriate
aniline (IVb) and the enamine obtained was cyclized with
polyphosphoric acid to give the corresponding 2-phenyl-4-
hydroxyquinoline (IVc).

Or alternatively, the process can be carried out in a different manner:

b) Ethyl benzoylacetate ester (IVa) was condensed with the
appropriate aniline (IVb) in the presence of acid and the enamine
10 obtained was cyclized by heating at 260-280° to give the

corresponding 2-phenyl-4-hydroxyquinoline (IVc).

¢) The hydroxyquinoline (IVc) was converted into chloroquinoline
(Ivd) with POCl,
15
The transformation of the chloroquinoline into the substituted proline via
alkylation (addition-elimination) is not described in section B (synthesis of
P2). It should be added to B2 (R* is aryl).

20  Alternatively, the compounds can be prepared via alkylation of BOC-4(S)-

hydroxyproline with a chloroquinoline in the presence of a base such as

potassium ferf-butoxide.
OH o l
——e——
o N Ko-t-Bu > o N
; }( CO,H _ W
0] 0

COH

25 A specific embodiment of this process is presented in Example 5.
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2. Synthesis of P2:
A) The synthesis of 4-substituted proline (wherein R’ is attached to the ring

via a carbon atom) (with the stereochemistry as shown):

2
- R

N‘ l
Boc”

5 COOH
is done as shown in Scheme IV according to the procedures described
by J. Ezquerra et al. (Tetrahedron, (1993), 38, 8665-8678) and C.
Pedregal et al. (Tetrahedron Lett., (1994), 35, 2053-2056).

10 Scheme V
o o) o) R
N —> N . N
Boc” Boc” Boc”
COOH COOBn coO0Bn
Va Vb Ve
R? R
——) N ——-———) N
Boc” ; Boc”
COOBn COOH
vd Ve

Briefly, Boc-pyroglutamic acid is protected as a benzy! ester.
Treatment with a strong base such as lithium diisopropylamide
followed by addition of an alkylating agent (Br-R’ or I-R’) gives the

15 desired compounds Ve after reduction of the amide and deprotection
of the ester.

B) The synthesis of O-alkylated 4-(R)-hydroxyproline:

TS N

1A

!

1
(

'

|
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2A
+O-R

N

Boc”
COOH

may be carried out using the different processes described below.

B.1) When R™ is aralky], the process can be carried out according to
the procedure described by E.M. Smith et al. (J. Med. Chem. (1988), 31,
875-885). Briefly, commercially available Boc-4(R)-hydroxyproline is
treated with a base such as sodium hydride and the resulting alkoxide
reacted with an alkylating agent (Br-R* or I-R™) to give the desired
compounds. Specific embodiments of this process are presented in

Examples4 and 5.

B.2) When R™ is aryl, the compounds can be prepared via a
Mitsunobu reaction (Mitsunobu (1981), Synthesis, 1-28; Rano et al.,
(1995), Tet. Lett. 36 (22), 3779-3792; Krchnak et al., (1995), Tet. Lett. 36
(5), 62193-6196; Richter et al., (1994), Tet. Lett. 35 (27), 4705-4706).
Briefly, commercially available Boc-4(S)-hydroxyproline methyl ester
is treated with the appropriate aryl alcohol or thiol in the presence of
triphenylphosphine and diethylazodicarboxylate (DEAD) and the
resulting ester is hydrolyzed to the acid.

Scheme V1
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Alternatively, the Mitsunobu reaction can be carried out in solid phase (Scheme
V). The 96-well block of the Model 396 synthesizer (advanced ChemTech) is
provided with aliquots of resin-bound compound (Va) and a variety of aryl
alcohols or thiols and appropriate reagents are added. After incubation, each

resin-bound product (Vb) is washed, dried, and cleaved from the resin.

B.2.a) A Suzuki reaction (Miyaura et al., (1981), Synth. Comm.
11, 513; Sato et al., (1989), Chem. Lett., 1405; Watanabe et al.,
(1992), Synlett., 207; Takayuki et al., (1993), J. Org. Chem. 58,
2201; Frenette et al., (1994), Tet. Lett. 35 (49), 9177-9180; Guiles et
al., (1996), J. Org. Chem. 61, 5169-5171) can also be used to
further functionalize the aryl substituent.

EXAMPLES

The present invention is illustrated in further detail by the following non-

limiting examples. Other specific ways of synthesis or resolution can be
found in co-pending application 09/219,939.

Temperatures are given in degrees Celsius. Solution percentages express a
weight to volume relationship, and solution ratios express a volume to
volume relationship, unless stated otherwise. Nuclear magnetic resonance
(NMR) spectra were recorded on a Bruker 400 MHz spectrometer; the
chemical shifts (8) are reported in parts per million. Flash chromatography
was carried out on silica gel (SiO,) according to Still's flash chromatography
technique (W.C. Still et al., J. Org. Chem., (1978), 43, 2923). '

Abbreviations used in the examples include Bn: benzyl; Boc: tert-

butyloxycarbonyl {Me,COC(O)}; BSA: bovine serum albumin; CHAPS: 3-{(3-
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cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate; DBU: 1,8-
diazabicyclo[5.4.0lundec-7-ene; CH,CL= DCM: methylene chloride; DEAD:
diethylazodicarboxylate; DIAD: diisopropylazodicarboxylate; DIPEA:
diisopropylethylamine; DMAP: dimethylaminopyridine; DCC: 1,3-
dicyclohexylcarbodiimide; DME: 1,2-dimethyoxyethane; DMF:
dimethylformamide; DMSO: dimethylsulfoxide; DTT: dithiothreitol or threo-
1,4-dimercapto-2,3-butanediol; DPPA: diphenylphosphoryl azide; EDTA: “
ethylenediaminetetraacetic acid; Et: ethyl; EtOH: ethanol; EtOAc: ethyl
acetate; Et,O: diethyl ether; HPLC: high performance liquid chromatography;
MS: mass spectrometry (MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Disorption
Ionization-Time of Flight, FAB: Fast Atom Bombardment); LAH: lithium
aluminum hydride; Me: methyl; MeOH: methanol; MES: (2-{N-
morpholino}ethane-sulfonic acid); NaHMDS: sodium
bis(trimethylsilyl)amide; NMM: N-methylmorpholine; NMP: N-
methylpyrrolidine; Pr: propyl; Succ: 3-carboxypropanoyl; PNA: 4-
nitrophenylamino or p-nitroanilide; TBAF: tetra-n-butylammonium fluoride;
TBTU: 2-(1H-benzotriazole-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium
tetrafluoroborate; TCEP: tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride; TFA:
trifluoroacetic acid; THF: tetrahydrofuran; TIS: triisoprdpylsilane; TLC: thin
layer chromatography; TMSE: trimethylsilylethyl; Tris /HCL:
tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride.
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P1 MOIETIES

EXAMPLE 1

Synthesis of methyl-(1R,25)/(1S,2R)-1-amino-2-vinylcyclopropyl
carboxylate (1g):

H, N CO Et HCI

P Br .
CHO 1b @/\ /\ CO,Et Br/\/\/ 1d
i Na,SO,/ TBME

LiOtBu (2.1 equiv)
1a EtN toluene / RT
then H;0*, then NaOH

H,N._ CO,Et Boc.O BocHN._CO,Et NaOMe BocHN._.COMe
K/\ “—> K/\ > K/\
TBME MeOH
1e 1f Rk 1g

Glycine ethy] ester hydrochloride 1b (1519.2 g, 10.88 mole, 1.0 equiv) was
suspended in tert-butylmethyl ether (8 L). Benzaldehyde (1a) (1155 g, 10.88
mole, 1 equiv) and anhydrous sodium sulfate (773 g, 5.44 mole, 0.5 equiv)
were added and the mixture cooled to 5° in an ice-water bath. Triethylamine
(2275 mL, 16.32 mole, 1.5 equiv) was added dropwise over 15 min (use 0.5L
of tert-butylmethyl ether for rinses) and the mixture stirred for 40 h at RT.
The reaction was then quenched by addition of ice-cold water (5 L) and the
organic layer was separated. The aqueous phase was extracted with tert-
butylmethyl ether (1 L) and the combined organic phases washed with a
mixture of saturated NaHCO, (400 mL) and water (1.6 L), and then brine.
The solution was dried over MgSO,, concentrated under reduced pressure
and the residual yellow oil dried to constant weight under vacuum. Imine 1c
was obtained as a thick yellow oil that solidifies at ~20° (2001 g, 96% yield).
"H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 8.30 (s, 1H), 7.79 (m, 2H), 7.48-7.39 (i, 3H), 4.40
(d,J=13Hz, 2H), 4.24 (q,] = 7Hz, 2H), 1.31 (t,] = 7 Hz, 3H).

Lithium tert-butoxide (4.203 g, 52.5 mmol, 2.1 equiv) was suspended in dry
toluene (60 mL). Imine 1c (5.020 g, 26.3 mmol, 1.05 equiv) and dibromide 1d
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1
(5.348 g, 25 mmol, 1 equiv) were dissolved in dry toluene (30 mL) and this ‘

solution added dropwise over 30 min to the stirred solution of LiOtBu at RT.
After completion, the deep red mixture was stirred for an additional 10 min
and quenched by addition of water (50 mL) and tert-butylmethyl ether
(TBME, 50 mL). The aqueous phase was separated and extracted a second
time with TBME (50 mL). The organic phases were combined, 1 N HCI (60 ‘
mL) was added and the mixture stirred at RT for 2 h. The organic phase was }
separated and extracted with water (40 mL). The aqueous phases were then
combined, saturated with salt (35 g) and TBME (50 mL) was added. The :
stirred mixture was then basified to pH 13-14 by careful addition of 10N }
NaOH. The organic layer was separated and the aqueous phase extracted ‘
with TBME (2 x 50 mL). The organic exiracts éontaining free amine 1le were !
combined and ditertbutyldicarbonate (5.46 g, 25 mmol, 1 equiv) was added.
After stirring overnight at RT, TLC showed some unreacted free amine.
Additional ditertbutyldicarbonate (1.09 g, 5 mmol, 0.2 equiv) was added and . ‘
the mixture refluxed for 2 h, at which point, TLC analysis indicated complete 1
conversion of 1e to carbamate 1f. The solution was cooled to RT, dried over
MgSO, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified “ .
by flash chromatography using 10% then 20% EtOAc / hexane as eluent. ‘ l
Purified 1f was obtained as a clear yellow oil which slowly solidifies under l
vacuum (4.014 g, 63% yield).
"HNMR (CDCl, 400 MHz) § 5.77 (ddd, ] = 17, 10, 9 Hz, 1H), 5.28 (dd, ] = 17,
1.5 Hz, 1H), 5.18 (broad s, 1H), 5.11 (dd J = 10, 1.5 Hz, 1H), 4.24-4.09 (m, 2H),

2.13(q,] = 8.5 Hz, 1H), 1.79 (broad m, 1H), 1.46 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.26 (t, ]
=7 Hz, 3H).

The ethyl ester 1f (10.807 g, 42.35 mmol) was dissolved in dry methanol (50 \‘
mL) and a solution of sodium methoxide in MeOH (25 % w/w, 9.7 mL, 42 y
mmol, 1 equivalent) was added. The mixture was heated at 50° for 2 h, at

which point TLC analysis indicated complete trans-esterification (1f Rf 0.38,
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1g Rf 0.34 in 20% EtOAc/hexane). The reaction mixture was cooled to RT
and acidified to pH 4 using 4N HCl in dioxane. Precipitated NaCl was
removed by filtration (use tert-butylmethyl ether for washings) and volatiles
removed under reduced pressure. Tert-Butylmethyl ether (100 mL) was
added to the residue and solids removed by filtration. Evaporation of the
filtrate under reduced pressure and drying under vacuum gave pure methyl
ester 1g (10.11 g, 99% yield). '
*H NMR (CDCL, 400 MHz) § 5.75 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H), 5.28 (dd,] = 17,

1 Hz, 1H), 5.18 (broad s, 1H), 5.11 (ddd, ] = 10, 1.5, 0.5 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H),
2.14 (q,] = 9 Hz, 1H), 1.79 (broad m, 1H), 1.50 (broad m, 1H), 1.46 (s, 9H).

EXAMPLE 2
Enzymatic resolution of methyl (1R,25)/(15,2R)- 1-amino-2-
vinylcyclopropyl carboxylate (preparation of 2b from 1g):

B°°”Nzi°<"”e Alcalase 2.4L B°°HN§°/°<M3
N > IV
pH8.2-85
ig 2a
H,N._CO,Me
4N HCl-dio 2 HCI
ijoxane - S/\
2b

The racemic ester 1g (0.200 g, 0.83 mmol) was dissolved in acetone (3 mL)
and water (7 mL) was added. 0.05M NaOH (1 drop) was added to bring the
pH of the solution to ~8 and then Alcalase® 2.4L (Novo Nordisk Biochem,
0.3 g in one mL of water) was added. The mixture was stitred vigorously at
RT, maintaining the pH of the solution at 8 using an automatic titrator. At
beginning of day 4 and 5 of stirring at pH 8, additional enzyme solution was
added (2 x 0.3 g). After a total of 5 days, a total of 8.3 mL of 0.05 M NaOH
was consumed. The reaction mixture was diluted with EtOAc and water and

the organic phase separated. After washing with brine, the organic extract
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was dried (MgSO,) and concentrated under vacuum. Compound 2a (0.059 g,
30% yield) was obtained as a clear oil.

'H NMR identical to that of compound 1g.

HPLC (Chiralcel ODH, 4.6 x 250 mm, isocratic 1% EtOH in hexane, 0.8
mL/min flow rate): (1R,25)-2a Rt 19.3 min (97%); (15,2R)-2a Rt 17.0 min
(3%).

Compound 2a (39.96 g, 165.7 mmol) was dissolved in dioxane (25 mL) and
the solution added dropwise with stirring to 4 N HC! in dioxane (Aldrich,
250 mL). After 45 min, TLC analysis indicated complete deprotection.
Volatiles were removed under reduced pressdre, and the residue co-
evaporated twice with MeOH (2 x 100 mL). Ether (300 mL) and MeOH (10
mL) were added to the brown, oily residue and the mixture stirred overnight
at RT resulting in the precipitation of a semi-solid. Additional MeOH (15
mL) was added and stirring continued for 6 h, at which point a yellowish
solid was collected by filtration. The product was washed with 5% MeOH in
ether (50 mL) and ether (2 x 50 mL), and dried in vacuo to give compound 2b
as a yellowish solid (22.60 g, 76% yield). Filtrates (including washings) were
evaporated in vacuum to give additional 2b as a brown oil (7.82 g, 26%
yield). Both fractions were pure enough for use in the synthesis of HCV
protease inhibitors: [a]% +38.2° (c 1.0, MeOH). 'H NMR (400 MHz, DMSO-
d,) 89.15 (broad s, 3H), 5.65 (ddd, J = 17, 10,9 Hz, 1H), 5.36 (dd, ] = 17, 1.5
Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 10, 1.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.50 (g, overlap with DMSO
signal, ] = 9 Hz, 1H), 1.86 (dd, ] = 10, 6 Hz, 1H), 1.64 (dd, ] = 8, 6 Hz, 1H).
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EXAMPLE 3

Synthesis of t-butyl-(1R,25)/(1S,2R)-1-amino-2-homeallylcyclopropyl

carboxylate (3f):
3’\/{/\/ °
OWO 3b _}_‘}_/E\/\/
7<° °7< - - 0o Yo
3a /l\ 3 :

C

]
>Si‘/\°inf\/\/ O)f\/\/
o Yo s, OO 5
/}\ L /T\ ad
Hsz\/\/
b
3t

To a suspension of benzyltriethylammonium chloride (5.08 g, 22.3 mmol.) in
50% aqueous NaOH (50 mL), 1,2-dibromo-5-hexene (3b, 8.10 g, 33.46 mmol)
and di-t-butylmalonate (3a, 4.82 g, 22.30 mmol) were added in succession.
The mixture was stirred vigorously at RT for 16 h, then diluted with H,0 and

10 extracted with CH,Cl, (3 x 50 mL). The organic layer was further washed
with H,0 (2 x 50 mL), brine/H,0 (2/1, 2 x 50 mL, dried over MgSO, and
evaporated. The crude residue was purified by flash column
chromatography on silica gel, using 3 to 5% EtOAc in hexanes as the eluent
to obtain compound 3c in 38% yield (248 g).

15 'HNMR (CDCL, 400 MHz): § 1.19 (bd, ] = 7.9 Hz, 2H), 1.25-1.33 (m, 1H), 1.46
(s, 9H), 1.48 (s, 9H), 1.47-1.60 (m, 1H), 1.75-1.82 (m, 1H), 2.14-2.22 (m, 2H),
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4.93-5.50 (m, 2H), 4.96 (dm, J =10.2 Hz, 1H), 5.18 (dm, ] = 17.2 Hz, 1H).
ES(+)MS m/z 297 (M+H)".

To a suspension of potassium t-butoxide (5.75 g, 51.25 mmol) in anhydrous
diethyl ether (150 mL) at 0°, H,O was added (203 uL, 11.27 mmol) and the
reaction mixture was stirred at 0° for 10 min. An ether solution of compound
3¢ (2.48 g in 10 mL diethyl ether, 10.25 mmol) was added and the mixture- |
was stirred at RT for 5 h. The mixture was diluted with ice-cold H,0 and
extracted with diethyl ether (3 x 200 mL). The aqueous layer was acidified to
pH 3.54 with ice-cold 10% aqueous citric acid and re-extracted with EtOAc
(3 x 200 mL). The EtOAc layer was washed with H,O (2 x 100 mL), brine (100
mL), died over MgSO, and evaporated to givé compound 3d in 85% yield
based on the amount of recovered starting material.

"H NMR (CDCL, 400 MHz): § 1.51 (s, 9H), 1.64-1.68 (m, 1H), 1.68-1.75 (m, 1H),
1.77-1.88 (m, 1H), 1.96-2.01 (m, 1H), 2.03-2.22 (m, 3H), 5.01 (dm, J = 6.4 Hz,
1H), 5.03 (dm, J = 14.9 Hz, 1H), 5.72-5.83 (m, 1H).

ES(+)MS: m/z 241 (M+H)'".

To a solution of the acid 3d in anhydrous benzene (1.14 g in 25 mL benzene,
4.74 mmol), Et,N (800 pL, 5.68 mmol) was added, followed by the addition of
diphenylphosphoryl azide (1.13 mL, 5.21 mmol) and the mixture was heated
to reflux for 3.5 h. Subsequently, trimethylsilylethanol (1.36 mL, 9.48 mmol.)
was added and stirring at reflux was continued for an additional 4 h. The
mixture was then cooled to RT, evaporated to half of its original volume,
diluted with diethyl ether (30 mL) and washed with 5% aqueous NaHCO, (2
x 30 mL), brine (50 mL), dried over MgSO, and evaporated. The residual oil
was chromatographed on silica gel using 10% EtOAc in hexanes as the eluent
to obtain pure compound 3e in 88% yield (1.49 g).

"H NMR (CDCL,, 400 MHz) 5 0.03 (s, 9H), 0.91-0.99 (m, 2H), 1.18-1.29 (m, 2H),
1.45 (bs, 11H), 1.56-1.72 (m, 2H), 2.02-2.18 (m, 2H), 4.12 (t, ] = 8.3 Hz, 2H), 4.93
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(dm, ] = 10.2 Hz, 1H), 4.98 (dm, ] = 17.2 Hz, 1H), 5.07 (bs, 1H), 5.71-5.83 (m,
1H).

To a solution of the cyclopropyl derivative 3e (1.19 g, 3.35 mmol, in 30 mL
THF), t-Bu,NF (6.7 mL of 1M in THF, 6.7 mmol.) was added and the mixture
was first stirred at RT for 16 h and subsequently heated to reflux for 15 min.
The solvent was carefully evaporated under low pressure (due to the high
volatility of the free amine 3f, caution should be exercised during the
evaporation of the solvent). The crude residue was re-dissolved in EtOAc
(100 mL) and washed with H,O (2x 50mL), brine (50mL), dried over MgSO,
and again the solvent was carefully evaporated. The crude product 3f was
used for coupling with the P2 proline derivatives in without further

purification.

P2 MOIETIES

EXAMPLE 4

Synthesis of Boc-4(R)-{(7-methoxy-4-quinolininyl)oxy}proline (4c):

CH,0 Ny CHSO\O/\“?
Y

OH 0O
4b o H
)\l CO.CH
Boc 2¥' 3
4a Boc)\l CO,CH,
4c

4-Hydroxy-7-methoxyquinoline (4b) was prepared according to the method
described by Chun, M.W.; Olmstead, K.K.; Choi, Y.S; Lee, C.O.; Lee, C-K.;
Kim, J.H.; Lee, ]. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997, 7, 789. A solution of

25 compound 4b (1.88 g, 10.73 mmol) and DEAD (3.4 mL, 21.46 mmol) in
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anhydrous THF were added to a stirring solution of cis-hydroxyproline 4a
(2.63 g, 10.73 mmol) and triphenylphosphine (5.63 g, 21.46 mmol) in
anhydrous THF (160 mL) at 0° under N,. The reaction mixture was allowed
to warm-up to RT and stir for 14 h. The THF was then evaporated and the
pure product 4c was isolated after flash column chromatography using 5%
MeOH in EtOAc as the eluent, in 35% yield'(1.5 g).
"HNMR (CDCL, 400 MHz): 5 1.44 (s, 9H), 1.65 (bs, 1H), 2.34-2.43 (m, 1H),
2.63-2.76 (m, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.75-3.85 & 3.89-3.99 (2m, 1H, 2 rotamers), 3.95
(s, 3H), 4.51 & 4.60 (2t, ] = 8 Hz, 1H, 2 rotamers), 5.15 (bs, 1H), 6.53-6.59 (m,
1H), 7.12-7.18 (dd, ] = 8.9 & 2.2 Hz, 1H), 7.36 (d, ] = 2.6 Hz, 1H), 8.03 (bd, ] =
9.2 Hz, 1H), 8.65 (bd, ] = 5.1 Hz, 1H).
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EXAMPLE 5
Synthesis of Boc-4(R)-{2-phenyl-7-methoxy-4-quinolininyl)oxy} proline

(5h):
o 0
Q,, ol S BBy L LT
+ Dean-Stark | |
MeO NH, PhMOE‘ MeO N"Ph  MeO N Ph
H
5a Sb 5c 5d

260-280°C
neat

cl OH
Z POCI, A 3
N l l

MeO N” "Ph MeO N~ "Ph
5¢ Se
+BuOK (2.5 equiv)
DMSO 25°C

OH
O_N
XT? *
O ,7OH

MeO/\N‘ O

o

O. N
rY,

sh
5 4-Hydroxy-7-methoxy-2-phenylquinoline (5e):
A solution of ethyl benzoylacetate (5b) (100.0 g, 0.52 mol), m-anisidine (5a)
(128.1 g, 1.04 mol) and 4 N HC1 / dioxane (5.2 mL) in toluene (1.0 L) was
refluxed for 6.25 h in a Dean-Stark apparatus. The cooled toluene solution

was successively washed with aqueous 10% HC1 (2 x 300 mL), 1 N NaOH (2

10 x 300 mL), H,O (300 mL) and brine (150 mL). The toluene phase was dried
(MgSQ,), filtered and concentrated under reduced pressure to give a 1.2:1.0
mixture of ester 5¢c and amide 5d (144.6 g, 45% / 38% crude yield) as a dark
brown oil. The crude oil was heated to 280° for 80 min while distilling



A e g o
P o

iy g
e 9% B R

L]

wr
i 5

10

15

20

25

30

13/076 PV

45

generated EtOH. The cooled dark solid obtained was triturated with CH,Cl,
(200 mL). The suspension was filtered and the resulting solid washed with
CH,C, to give 5e (22.6 g, 17% from 5a) as a beige solid.

'H NMR (DMSO-d,) § 8.00 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 7.81-7.82 (m, 2H), 7.57-7.59 (m,
3H),7.20(d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.94 (dd, ] = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 6.26 (s, 1H), 3.87 (s,

3H).

4-Chloro-7-methoxy-2-phenylquinoline (5f):

A suspénsion of 5e (8.31 g, 33.1 mmol) in POCL (90 mL) was heated to reflux
for 2 h (clear solution obtained upon heating). The reaction mixture was
concentrated under reduced pressure. The residue was partitioned between
1 N NaOH (exothermic, 10 N NaOH added to maintain high pH) and EtOAc
(500 mL). The organic layer was washed with H,O (100 mL) and brine (100
mL) then was dried (MgSO), filtered and concentrated under reduced
pressure to give 5f (8.60 g, 96%) as a pale yellow solid. This reaction was
repeated three times and gave always 96-98% yield which is significantly
higher that the 68% yield reported in J. Med. Chem. 1997, 40, 1794.

'H NMR (DMSO-d,) § 8.28-8.30 (m, 2H), 8.20 (s, 1H), 8.10 (d, ] = 9.1 Hz, 1H),

7.54-7.58 (m, 3H), 7.52 (d, ] = 2.5 Hz, 1H), 7.38 (dd, ] = 9.1, 2.5 Hz, 1H), 3.98 (s,
3H).

1-{(1,1-Dimethylethoxy)carbonyl}-4(R)-{(7-methoxy-2-phenyl-4-
quinolinyl)oxy}-L-proline (5h):
Potassium tert-butoxide (8.16 g, 72.7 mmol) was added in small portions,

over 15 min, to a solution of 5g (6.73 g, 29.1 mmol) in DMSO (83 mL)

maintained at 25°. The mixture was stirred at 25° for 1.5 h. Chloroquinoline

5f (8.61 g, 32.0 mmol) was added in 4 portions over 15 min to the reaction
mixture. The reaction mixture was stirred at 25° for 19 h. The resulting
suspension was poured in H,O (650 mL) and the mixture was washed with

Et,0 (3 x 150 mL) to remove excess chloroquinoline (EtOAc was later found
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to be more efficient). The aqueous layer was acidified with aqueous 1 N HCI
(38 mL of calculated 1.5 equiv. required, 43.6 mL) to pH 4 - 5. The white
solid that precipitated was recovered by filtration. The moist solid was dried
under reduced pressure over P,0,; to give the proline derivative 5h (12.6 g,

91%, contains 2.3% w/w of DMSO) as a beige solid.

'H NMR (DMSO-d,) § (2:1 mixture of rotamers) 8.27 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 8.00,

798 (2d,] =92, ~9.2 Hz, 1H), 7.48-7.56 (m, 3H), 7.45,7.43 (2s,1H), 739 (d,] =
2.5Hz, 1H),7.17 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 5.53-5.59 (m, 1H), 4.34-4 41 (m, 1H),
3.93 (s, 3H), 3.76 (broad s, 2H), 2.63-2.73 (m, 1H), 2.32-2.43 (m, 1H), 1.36, 1.33

(2s, 9H).
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PEPTIDE LINKER MOIETIES ("D")

EXAMPLE 6
Synthesis of N-Boc (2S)-2-amino alkenoic acids (6j & 6k):

N\}?/sr MCOOH

62 n=4 6b n=4
6c n=2

P j
~al By N
Bockil J\/O o 7 n OH
oc & NHBoc
6h n=4
6l n=2 6 n=4
6kn=2

To a stirred suspension of finely cut Mg ribbons (0.55 g, 22.5 mmol) in dry
THE (30 mL) containing dibromoethane (0.1 mL), 8-bromo-1-octene (6a, 2.52
mL, 15 mmol) was added dropwise over a period of 15 min, [the reaction is

slightly exothermic]. After 30 min, the mixture was heated to 38° for 1 h and

then cooled to -78° before it was added via a cannula onto an excess amount

of solid CO,. The mixture was diluted with diethyl ether (100 mL) and the
solution was washed with brine (2 x 50 mL), dried over MgSO, and
evaporated. A crude oil was obtained which was purified by

chromatography on silica gel using 15% EtOAc in hexanes as the eluent to
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give compound 6b in 62% yield(1.44 g).
'H NMR (CDCL,, 400 MHz) 4 1.31-1.42 (m, 6H), 1.60-1.69 (m, 2H), 2.02-2.09
(m, 2H), 2.35 (t, | = 8.3 Hz, 2H), 499 (dm, ] = 10.0 Hz, 1H), 5.04 (dm, ] = 17.0 f
Hz, 1H), 5.75-5.86 (m, 1H). 1

To a vigorously stirring solution of the carboxylic acid 6b (1.36g, 8.7 mmol)
in anhydrous THF (70 mL) at ~78°, freshly distilled Et,N (1.6 mL; 11.3 mmol)
and pivaloyl chloride (1.18 mL, 9.58 mmol) were added via a syringe under ;
= anhydrous conditions. The mixture was stirred at ~78° for 15 min and then |
10 at 0° for 45 min. The mixture was cooled again to ~78° and then transferred |
via a cannula into an anhydrous solution of 4(S)-4-(phenylmethyl)-2-
oxazolidinone lithium salt in THF at -78°; the lithium salt of the
oxazolidinone reagent had been previously prepared by the slow addition of
n-BuLi (2.00 M in hexanes, 7.85 mL, 15.7 mmol) into a THF (20 mL) solution ;
15  of the oxazolidinone (2.78g, 15.7 mmol) in THF at -78°. |
The reaction mixture was stirred at —=78° for 15 min then at RT for 1.5 h. |
Finally, it was quenched with an aqueous solution of sodium bisulfate (100 ‘

I

mL of 1 M) and the THF evaporated to % of its initial volume. The residue |
}

i

was extracted with EtOAc (2 x 150 mL) and the mixed organic layers were
20  washed with 5% NaHCO, (3 x 50 mL), brined (2 x 50 mL), dried over MgSO,
and evaporated. The resulting crude oil was chromatographed on silica gel, !
' using 15% EtOAc in Hexanes to obtain compound 6d in 68% yield (1.88g). |
'H NMR (CDCL, 400 MHz) § 1.35-1.47 (m, 6H), 1.67-1.74 (m, 2H), 2.02-2.09 )
(m, 2H), 2.65 (dd, J = 13.4 & 9.9 Hz, 1H), 2.84-3.02 (m, 2H), 331 (dd,J =134 & |
25 32Hz, 1H),4.13-4.22 (m, 2H), 4.62-471 (m, 1H), 493 (d,] = 102 Hz, 1H),500 |
(dd, ] =17.2 & 1.6 Hz, 1H), 5.75-5.84 (m, 1H), 7.18-7.38 (m, 5H). ;
i
I
|

The commercially available carboxylic acid 6¢ was converted to compound

6e following the same synthetic protocol as for the preparation of compound

30 6d from 6b.. |
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To a stirred solution of KHMDS (0.8 M THF, 22 mL, 17.5 mmol) in dry THF
(50 mL) at -78° was cannulated a solution of the acid derivative 6d or 6e
(3.25g, 10.30 mmol) in dry THF (40 mL) at -78°. The mixture was stirred at
5 -78° for 45 min. To this mixture, a solution of trizylazide (3.67g, 11.85 mmol)
in dry THF (40 mL) at -78° was added. The mixture was stirred at -78° for 3
min then quenched with acetic acid (5 mL). Subsequently, it was stirred at
RT for 1 h and 45 min and finally at 40° for 15 min. Most of the THF was
evaporated. The residue was taken into EtOAc (100 mL) and the organic |
. 10 solution washed with H,O (50 mL), 5% NaHCO, (3x 50 mL) and brine (50 |
mL). It was dried and evaporated. The oil obtained was chromatographed ;
f
|

on silica gel using Hexane/CH,C], (1/1) as the eluent to give compound 6f or
6g (247g, yield 67%).
6f: 'H NMR (CDCl,, 400 MHz) § 1.32-1.45 (m, 6H), 1.45-1.8 (m, 1H), 1.65-1.73 b
15 & 1.75-1.88 (2, 2H, rotamers), 2.01-2.11 (m, 2H), 2.72-3.02 (m, 1H), 3.33 (dd, J = :
13.4 & 3.2 Hz, 1H), 4.10-4.28 (m, 2H), 4.62-4.72 (m, 1H), 4.90-5.05 (m, 3H), | ]

5.73-5.88 (m, 1H), 7.17-7.38 (m, SH).

To a stirred solution of anhydrous SnCl, (2.61 g, 13.8 mmol) in anhydrous I
20 MeOH (80 mL), a solution of the azide 6f or 6g (245 g, 6.9 mmol) was
cannulated at 0° in anhydrous MeOH (20 mL). The mixture was stirred at RT |
for 4 h. The MeOH was evaporated and the foamy material obtained was ’ f _
taken into dioxane/HO (100 pL/20 pL) and treated with Boc,O (3.0 g, 13.8 ;
mmol) and NaHCO, (2.89 g, 34.5 mmol) (pH adjusted to 8 with more
25 NaHCO, if needed) and the mixture was stirred at RT for 16 h. Part of the
dioxane was evaporated (~50%) and the residue was extracted twice with
EtOAc. The organic solution was washed with brine (2 x 50 mL), dried and
evaporated. The residue obtained was chromatographed on silica gel using

20-25% EtOAc in hexane as eluent to give the compound 6h or 6i (1.75 g,

30 yield 60%).
|
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6h: ‘H NMR (CDCL,, 400 MHz) 5 1.27-1.53 (m, 6H), 1.46 (s, 9H), 1.80 (m, 1H),
2.00-2.08 (m, 1H), 2.80 (t,] = 121 Hz, 1H),3.34 (d, 143 Hz, 1H), 4.17-4.23 (m,
2H), 4.60-4.66 (m, 1H), 4.93 (d,] =102 Hz, 1H), 5.50 (dd,J=172& 19 Hz,
1H), 5.13 (bs, 1H), 5.38-543 (m, 1H), 5.74-5.84 (m, 1H), 7.22-7.36 (m, 5t1).

To a stirred solution at 90° of the n-Boc derivative 6h 0£ 6i(1.74 g, 4.04 mmol)
i THE/H.O (75 pL/15 L), HO, (30% v/w, 2.05 mL, 162 mmol) and |
LiOH.H,0 (0.34 g, 8.1 mmol) were added and the solution was stirred at 0°
for 1 h. The reaction was quenched with Na,SO, (224 g in HO, 15 mL, 17.8
mmol). The pH was adjusted to 4-5 with 10% aqueous citric acid and the
mixture diluted with EtOAc. The aqueous fraction was extracted once more |
with FtOAc and the organic solution was washed twice with brine, dried and
evaporated. The residue was chromatographed on silica gel using 20%
hexane in EtOAc as the eluent to give the free carboxylic acid 6j or 6k (076 g,
yield 70%). _

6j: "H NMR (CDCl,, 400 MHz) § 1.30-1.42 (m, 7H), 1.62 (s, 9H), 1.60-1.72 (m,
1H), 1.85 (m, 1H), 2.00-2.08 (m, 2H), 430 (bs, 1H), 494 (d,] =102 Hz, 1H),
5.00 (dd,] = 17.2 & 1.9 Hz, 1H), 5.73-5.85 (m, 1H).
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EXAMPLE7
Synthesis of N-Boc (25)-2-amino-5-oxo-8-nonenoic acid methyl ester (7):

BocHN.__CO,CH,

i
M
BocN._ CO,CH, 9 (OCVCON )2

: 7b :
= - ;;\/CON

COM

7a 7e

|

BocHN._CO,CH,

Oj\/\%
7d |

¥
I

To a well stirred solution of the moneallyl acid of 7b (1.50 g, 10.4 mmol) in
dry THF under N, (20 mL) at -78° n-Bu,Mg (0.9M/hexane, 5.8 mL, 5.2 mmol)
was added dropwise over a period of 5 min. The heavy suspension was theﬁ
stirred at RT for 1 h and evaporated (vacuum release under N,). The solid

Mg salt 7b, was dried under vacuum for 1 h. :

Compound 7a was first mixed with 1-1-carbonylidiimidazole (1.65 g, 10.21 1
mmol) in anhydrous THF and the mixture was stirred at RT for 1 hinorder |
to activate the free acid moiety. Subsequently, the activated glutamicacid |
derivative was cannulated into a solution of the Mg salt 7b and the reaction
mixture obtained was stirred at RT for 16 h. It was then diluted with EtOAc
and the organic solution was washed with 0.5 N ice-cold HCl, brined, dried .

and evaporated. The residue obtained was chromatographed on silica gel

using 35-40% EtOAc in hexane as eluent to give compound 7¢ (1.85 g, yield -
53%). |
'H NMR (CDCL, 400 MHz) & 1.44 (s, 9H), 1.85-1.95 (m, 1H), 2.12-2.22 (m, 1H), |
2.58-2.74 (m, 2H), 3.48 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 4.24-4.34 (m, 1H), 452 (dm, J = 5.7
Hz, 2H), 5.09 (m, 1H), 5.25 (dm, ] = 10.2 Hz, 1H), 5.34 (dm, ] = 17.2 Hz, 1H),
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591 (m, 1H).

To a stirred solution of tetrakis (triphenylphosphine) Pd (0) (0.116 g, 5 mol %,
0.1 mmole) in dry DMF (7 mL) was added (via a siring and under a N,

atmosphere) the diester 7¢ (0.687 g, 2 mmol) in dry DMF (3 mL). The mixture

was stirred at RT for 3.5 h. The DMF was evaporated under reduced
pressure and the residue diluted with EtOAc (20 mL). The EtOAc solution
was washed with 0.5 N ice-cold HC1 (5 mL), brine (10 mL), dried and
evaporated. The residue was chromatographed on silica gel using 15-20%
EtOAc in hexane as eluent to give compound 7d (0.253 g, yield 42%).

'H NMR (CDCL,, 400 MHz) § 1.44 (s, 9H), 1.84-1.94 (m, 1H), 2.08-2.22 (m, 1H),
2.33(dd,] =14.0 & 7.3 Hz, 2H), 2.45-2.55 (m, 4H), 3.74 (s, 3H), 4.28 (bm, 1H),
4.98 (dm,J = 10.2 Hz, 1H), 5.03 (dm, ] = 17.2 Hz, 1H), 5.00-5.10 (m, 1H), 5.74-
5.85(m, 1H).

MACROCYCLIC PEPTIDES

EXAMPLE 8
General procedure for coupling reactions done in selution {See also R.

Knorr et al., Tetrahedron Letters, (1989), 30, 1927.}

The reactants, i.e. a free amine (1 eq.) (or its hydrochloride salt) and the free
carboxylic acid (1 eq.) were dissolved in CH,CL, CH,CN or DMF. Under a
nitrogen atmosphere, four equivalents of N-methylmorpholine and 1.05
equivalents of the coupling agent were added to the stirred solution. After 20
min, one equivalent of the second reactant, i.e. a free carboxylic acid was
added. (Practical and efficient coupling reagents for this purpose are
(benzotriazol-1-yloxy)tris-(dimethylamino)phosphonium
hexafluorophosphate (HOBT) or preferably 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU) or O-(7-

azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate
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(HATU). The reaction was monitored by TLC. After completion of the

reaction, the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue
was dissolved in EtOAc. The solution was washed successively with 10%
aqueous citric acid, saturated aqueous NaHCO, and brine. The organic

5 phase was dried (MgSO)), filtered and concentrated under reduced pressure.
When the residue was purified, it was done by flash chromatography as

defined above.

EXAMPLE 9
10  Synthesis of compound 202 & 203 (Table 2)

S W oad &

A—’“ -

£O,CH, 1 l 0,CH, i

NH Boc

BocHN /\/\/\co H N -t |
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compound 203

compound 202 }
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To a solution of the proline derivative 9a (1.32 g, 3.68 mmol) and the crude
homoallyl ACCA 3f obtained previously (~3.35 mmol) in CH,Cl, (10 mL), |
NMM (1.21 mL, 10.05 mmol) and HATU (1.53, 4.02 mmol) were added in

5 succession and the suspension was stirred at RT for 18 h. After that period, ;
the solvent was evaporated and the crude reaction mixture was redissolved
in EtOAc (30 mL). The solution was washed with 5% aqueous NaHCO, (2 x . 1
10 mL), brine (10 mL), dried over MgSO, and evaporated. The crude product
was purified my chromatography on silica gel using 8% diethyl ether in }

10 EtOAc as the eluent to obtain the desired diastereomer of compound 9b in

5
iz
Sen
i B
£
x

20% yield (the absolute stereochemistry was not determined).
'H NMR (CDCl,, 400 MHz): 5 0.93 & 1.01 (t, ] = 8.3 Hz, 1H, rotamers in ratio
of 3:7), 1.14-1.35 (m, 2H), 1.4 (s, 9H), 1.45 (s, 9H), 1.50-1.82 (m, 4H), 2.08-2.24
{(m, 2H), 2.32 (bs, 0.7H), 2.63 (bs, 0.75H), 2.93 (bs, 0.75H), 3.16 (m, 0.25H), 3.77
15 (bs, 1.5H), 3.88 (bs, 0.5H), 4.4-4.55 (m, 1H), 4.98 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 5.03 (d4, ]
=17.2 & 1.6 Hz, 1H), 5.24 (bs, 1H), 5.75-5.88 (m, 1H), 6.57 & 6.78 (2bs, 1H,2 -
rotamers), 7.42-7.58 (m, 3H), 7.63-7.73 (m, 2H), 8.04 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 8.11 (d,
J=83Hz, 1H),8.74 (d,J = 5.1 Hz, 1H).

B ot

B ST Rl W

A gy

alrt e
L Rt I

20 To a solution of the dipeptide 9b (137 mg, 0.248 mmol) in dry CH,CL, a
solution of HCl in dioxane (4M, 4 mL) was added and the mixture was
stirred at RT for 1.5 h. The solvent was then evaporated and the residue |
dried under high vacuum. The mixture was dissolved in diethyl
ether/MeOH (3 pL/2 pL) and treated with a slight excess of diazomethane

25 dissolved in diethyl ether. After 30 min, the excess diazomethane was
destroyed with the addition of HCl (4M in dioxane) and the mixture was
evaporated to dryness to obtain the HCl salt of compound 9c which was

used in the next step without any purification. ‘

30 To astirred suspension of the crude dipeptide 9¢ (0.23 g, 0.48 mmole) in :
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CH,Cl, (25 mL) was added in succession the (5)-N-Boc-amino acid 6j (0.151 g,
0.62 mmol), NMM (210 pL, 1.91 mmol) and HATU (0.236 g, 0.62 mmole) and
the mixture was stirred at RT for 16 h (the pH was adjusted to ~8 with NNM
after 1 h if needed). The CH,CL, was evaporated, the residue taken into
EtOAc (50 mL) and the organic solution washed with 5% NaHCO, (2 x
20mL), brine (2 x 20mL), dried and evaporated. The crude compound
obtained was chromatographed on silica gel (50 mL, 2% EtOH/EtOAc) to
give compound 9d (0.139 g, yield 46%).
'H NMR (CDCl,, 400 MHz, rotamers in 6:1 ratio) chemical shifts of major
rotamer § 1.21-1.27 (m, 1H), 1.36 (s, 9H), 1.45-1.81 (4m, 7H), 2.20-2.22 (m, 4H),
2.28-2.37 (m, 1H), 2.90-2.99 (m, 1H), 3.66 (5, 3H), 3.94-3.98 (m, 1H), 429 (bd, ]
=99 Hz, 1H), 4.46-4.50 (m, 1H), 4.81 (dd, ] = 8.3 & 5.4 Hz, 1H), 4.92-5.06 (m,
4H), 5.16 (d, ] = 8.3 Hz 1H), 5.37 (m, 1H), 5.70-5.84 (m, 2H), 6.82 (d, ] = 5.1 Hz,
1H), 7.47-7.55 (m, 2H), 7.71 (dt, ] = 7.0 & 1.3 Hz, 1H), 8.03 (d, ] = 8.6 Hz, 1H),
8.17 (d,] = 8.0 Hz, 1H), 8.78 (d, ] = 5.1 Hz, 1H).

The diene compound 9d (0.130 g, 0.205 mmol) was cyclized using catalytic
amounts of bis-(tricyclohexylphosphine) benzylidene ruthenium IV
dichloride (52 mg, 0.064 mmol) in CH,Cl, (60 mL) under reflux for 2 h to give
after chromatography on silica gel (50 mL, 3% EtOH/EtOAc) compound 9e -
(60.1 mg, yield 48%).

'H NMR (CDCL,, 400 MHz) § 1.22-1.30 (m, 2H), 1.35 (s, 9H), 1.44-1.2.35 (m,
13H), 3.07-3.14 & 3.16-3.24 (2m, 1H, rotamers in 1:3 ratio), 3.69 (s, 3H), 4.42-
450 (m, 1H), 4.95-5.04 (m, 1H), 5.05-5.15 (m, 1H), 5.20-5.30 (m, 1H), 5.55-5.65
(m, 1H), 6.75-6.79 (2d, ] = 5.4 Hz, 1H, rotamers in 1:3 ratio), 7.36 (s, 1H), 7.46-
7.50 (m, 1H), 8.00 (dd, J = 7.0 Hz, 1H), 8.03 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 8.13 & 8.17 (2d,
J = 8.0 Hz, 1H, rotamers in 1:3 ratio), 8.77 (d,J = 5.1 Hz, 1H).

The ester moiety of the macrocyclic compound 9e (0.0156 g, 0.026 mmol) was
hydrolyzed with LIOH.2H,O (8.7 mg, 0.206 mmol) in THF/MeOH/H,O (4
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mL /2 mL /2 mL ). The crude product was purified by C18 reversed phase
HPLC on a Whatman (Partisil 10,0D53) 50/2.4 cm column using a solvent
gradient from 5% aqueous CH,CN to 100% CH,CN to obtain pure compound
202 as an amorphous white solid (11.8 g)-

'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1.12 (s, 9H), 1.20-1.24 (m, 2H), 1.32-1.40 (m,
3H), 1.58-1.62 (m, 2H), 1.68-1.78 (m, 3H), 1.95-2.02 (m, 1H), 2.08-2.18 (m, 2H), -
2.42-2.59 (m, 2H), 3.97-3.40 (bd, ] = 9.8 Hz, 2H), 447 (t, ] = 8.6 Hz, 1H), 4.58 (d,-
J = 11.8 Hz, 1H), 5.22-5.29 (m, 1H), 5.46-5.54 (m, 1H), 5.66 (s, 1H),7.12(d,] =
6.0 Hz, 1H), 7.49 (d,] = 3.5 Hz, 1H), 7.68 (t, ] = 7.3 Hz, 1H), 7.98 (t, ] = 7.0 Hz,
1H), 8.08 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 835 ‘(d,I =8.3Hz, 1H), 9.08(d,J =5
Hz, 1H).

The macrocyclic compound 9e (20 mg, 0.033 mmol) in dry CH,CI, (1 mL) was
stirred in presence of 4M HCl/dioxane (5 mL) for 1 h. The mixture was
evaporated and dried carefully. The residue was re-dissolved in
CH.CL/DMF (3 mL /1mL) and treated with NMM (145 L, 0.132 mmol)
and acetic anhydride (7.0 pL, 0.073 mmol) and stirred at RT for 14 h. The
mixture was evaporated and dried under high vacuum. The residue was
then dissolved in a mixture of THF/MeOH/H,0 (4 mL / 2 mL / 2 mL) and
stirred overnight with LIOH.2H,0 (11 mg, 0.264 mmol). The residue isolated
after acidification to pH = 3 with 1IN ice-cold HCl was purified by C18
reversed phase HPLC using a solvent gradient from 0-40% aqueous CH,CN
(0.06% TFA) in order to isolated pure compound 203 as an amorphous white
solid (12 mg).

1 NMR (50mM Na,PO, buffer, pH=6.0, 600 MHz): § 1.22-1.27 (m, 2H), 1.38-
1.43 (m, 2H), 1.58-1.64 (m, 2H), 1.67-1.76 (m, 2H), 1.77-1.84 (m, 1H), 1.92-1.99.
(m, 1H), 2.22-2.08 (m, 1H), 2.12-2.27 (m, 1H), 2.22-2.27 (m, 1H), 2.60-2.67 (m,
1H, Pro-B"), 2.83-2.89 (m, 1H, Pro-p), 432 (dd, ] = 12.1 & 3.5 Hz, 1H, Pro-¥),
4.41(dd, J = 12.1 & 7.3 Hz, 1H), 4.56 (bd, ] = 8.0 Hz, 1H, Pro-3), 4.62 (dd, ] =
8.9 Hz, 1H, Pro-a), 5.40-5.46 (m, 1H), 5.55-5.61 (m, 1H), 5.73 (bs, 1H, Pro-y),
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7.41(d,J = 6.3 Hz, 1H), 7.64 (bs, 1H, Acca-NH), 7.80 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 8.03 (t,
] = 8.0 Hz, 1H), 8.07 (d,J = 9.5 Hz, 1H), 8.16 (d,] =7 Hz, 1H, AcNH), 8.36 (d, ]
= 8.3 Hz, 1H), 8.90 (d, ] = 6.0 Hz, 1H).

EXAMPLE 10 ‘
Synthesis of compound 204 and 205 (Table 2)

NO .

0., o,
CO,CH, K COMH
N HN N ] HN
oj ° ‘ Oj 0
BocHN” " = BocHN” "
HO
OH
compound 202 compounds 204/205

To a solution of the macrocyclic compound 9e (21 mg, 0.035 mmol) in.t-
butanol/H,0) (1.5 mL/1.5 mL) at 0°, a solution of OsO, in t-butanol (0.36 mL
of a 35% w/v, 0.035 mmol) was added and the mixture was stirred at RT for
1h. The mixture was diluted with EtOAc (20 mL) and the organic solution
washed with 5% NaHCO, (2 x 10 mL), brined (2 x 10mL), dried and
evaporated to dryness. The crude compound was taken into
THF/MeOH/H,0O (3 mL / 1.5mL / 1.5mL) and stirred in presence of
LiOH.2H,O (13 mg, 0.28 mmol) for 16 h. The mixture was acidified to pH 4
with 0.5 N ice-cold HCI, evaporated and purified by C18 reversed phase
HPLC using a solvent gradient from H,0 (0.06%TFA) to 40% aqueous
CH,CN (0.06% TFA). The two syn diols 204 and 205 were isolated in high
purity as amorphous white solids. » |
204: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): 8 1.16 (s, 9H), 0.95-1.55 (4m, overlapping,
10H), 1.56-1.68 (m, 2H), 1.83-1.93 (m, 1H), 2.27-2.38 & 2.45-2.58 (2m, 2H, Pro-
2), 3.15-3.25 (m, 1H), 3.35-3.50 (m, 1H), 3.85 (d, ] = 10.0 Hz, 1H, Pro-9), 4.05
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(bs, 1H), 4.42-4.58 (m, 2H, Pro-a. & Pro-3), 5.62 (bs, 1H, Pro+y), 6.80(d, ] = 5.8
Hz, 1H), 7.43 (bs, 1H), 7.65-7.75 (m, 1H), 7.92-8.01 (m, 1H), 8.05-8.10 (d,J = 8.5
Hz, 1H), 8.30 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 8.59 (s, 1H), 9.06 (d, ] = 41 Hz, 1H).

ESMS (negative ionization mode): m/z 625 (M-H)".

205; 'H NMR (DMSO, 400 MHz): § 1.01 (s, 9H), 1.06-1.30 (m, 9H), 1.48-1.68

(i, 3H), 1.78-1.88 (m, 1H), =2.2-2.5 (2m, 2H), 3.78-3.82 (m, 1H), 3.86-3.90 (m, .

1H), 439 (t,J = 8.9 Hz, 1H), 4.61 (d, ] = 114 Hz, 1H), 5.60 (bs, 1H, Pro-y), 7.03
(d,] = 6.0 Hz, 1H), 7.40 (bs, 1H), 7.58-7.62 (m, 1H), 7.87-7.91 (m, 1H), 8.00 (d, ]
= 8.3 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.99 (bs, 1H).

EMS (negative ionization mode): m/z 625 (M-H)".
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EXAMPLE 11
Synthesis of compound 214 & 218 (Table 2)

compound 214

o
N
@ O \ COOH
v "'E\rm{ 7
N
oj ° %

BocHN

o
compound 218

A solution of the keto-nonenoate ester 7d (0.180 g, 0.6 mmol) in MeOH/H,O -
(6 mL / 2 mL) was stirred at RT in presence of LIOH.2H,0 (50 mg, 1.2
mmol) for 1 h. The solution was acidified to pH 6 with 0.5 N ice-cold HCl
and most of the MeOH was evaporated. The residue was then dissolved in

EtOAc (30 mL) and the solution was washed with 0.5 N ice-cold HC! (10 mL),
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brined (10 mL), dried and evaporated. The crude residue was then re-
dissolved in CH,CL, (10 mL) and reacted with the P1-P2 fragment 11a (0.337
g, 0.6 mmol) in the presence of HATU (233 mg, 0.612 mmol) and DIPEA (420
pL, 2.4 mmol) over a period of 16 h at RT. The reaction mixture was

chromatographed on silica gel using EtOAc/hexane (1/1) as the eluent, to

isolate the pure compound 11b (0.370 g, yield 83%, Purity >95% by HPLC).

'H NMR (CDCL, 400 MHz) 8 1.41 (s, 9H), 1.45-1.54 (m, 1H), 1.58-1.62 (m, 1H),
1.73-1.77 (m, 1H), 1.86-1.91 (m, 1H), 2.16 (dd, ] = 17.8 & 8.6 Hz, 1H), 2.26-2.43
(2m, 2H), 2.46-2.58 (m, 2H), 2.64-2.81 (m, 1H), 2.85-2.92 & 2.95-3.03 (2m, 1H,
rotamers in 1:3 ratio), 3.67 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.10-4.18 (m, 1H), 4.20-4.30 (m,
1H), 4.40-4.55 (m, 1H), 4.80-4.88 (m, 1H), 4.92-5.10 (m, 2H), 5.14 (dd, J = 10.2

& 1.6 Hz, 1H), 5.24-5.38 (m, 4H), 5.42-5.54 (m, 1H), 5.68-5.86 (m, 2H), 7.04-7.14
(m, 2H), 7.42-7.64 (m, 5H), 7.92-8.12 (m, 3H).

The diene 11b (0.370 g, 0.49 mmol) was cyclized in the presence of the bis-
(tricyclohexylphosphine) benzylidene ruthenium IV dichloride catalyst
(0.125 mg, 0.15 mmol) in CH,C], (distilled from CaH, and degassed with
argon for 30 min) over a period of 2 h at reflux. The éompound was obtained
as a mixture of stereoisomers (11¢ and 11d 1:1 ratio) after flash column
chromatography on silica gel using EtOAc/Hexane (3/1) in 35% yield (0.124
8)-

"H NMR of mixture 11c & 11d (CDCL, 400 MHz) § 1.44 (s, 4H) & 1.37 (s, 4H),
1.60 (m, 2H), 1.83 (m, 0.5H), 2.01 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 2.42 (m, 5H), 2.73 (m,
2H), 3.26 (m, 0.5H), 3.69 (s, 1.5H), 3.76 (s, 1.5H), 3.96 (s, 3H), 4.10 (m, 1H), 4.24
(m, 0.5H), 4.10 (m, 0.5H), 4.58 (m, 1H), 4.73 (m, 1H), 4.89 (m, 0.5H), 497 (m,

0.5H), 5.30 (m, 0.5H), 5.44 (m, 2H), 5.64 (m, 1H), 7.1-7.0 (m, 3H), 7.47 (m, 4H),

8.08-7.98 (m, 3H).

Hydrolysis of the methyl esters 11c and 11d (24 mg, 0.033 mmol) was carried
out in THF/MeOH/H,0 (1 mL / 0.5 mL / 0.5 mL) with LIOH.2H,O (11 mg,
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0.246 mmol) over a period of 16 h at RT. After that period the reaction
mixture was acidified to pH 4-5 and chromatographed on a C18 reversed
phase HPLC column using a solvent gradient from H,0 (0.06% TFA) to 50%
aqueous CH,CN (0.06% TFA). The desired compounds 214 and 218 were
isolated from the mixture of the two compounds in high purity (94% pure by
HPLC) in 15% yield (3 mg).
214: '"H NMR (DMSO, 400 MHz) § 1.15 (s, 9H), 1.48-1.54 (m, 2H), 1.65-1.74
(m, 1H), 1.77-1.85 (m, 1H), 2.12-2.25 (m, 4H), 2.27-2.34 (m, 1H), 2.61-2.68 (m,
1H), 2.87 (bt, ] = 11.5 Hz, 1H),3.92(dd, ] =92 & 1.5 Hz, 1H, Pro-8), 3.97 (s,
3H, -OCHL,), 4.14-4.20 (m, 1H), 4.52 (t, ] = 7.8 Hz, 1H, Pro-a), 4.66 (d, ] = 11.8
Hz, 1H, Pro-5), 5.45 (t, ] = 9.9 Hz, 1H), 5.51-5.58 (m, 1H), 5.82 (bs, 1H, Pro+y),
7.09 (d, ] = 6.0 Hz, 1H, BocNH), 7.26 (bs, 1H), 7.53 (5, 1H), 7.67 (bs, 3H), 8.16
(d,] = 2 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.83 (s, 1H, ACCA-NH).

218: *H NMR(DMSO, 400 MHz): § 1.06-1.10 (m, 1H), 1.18 (s, 9H), 1.52-1.55 (m,
1H), 1.62-1.80 (m, 1H), 2.10-2.68 (overlapping, 9H), 3.90 (bd, ] = 8.3 Hz, 1H),
3.96 (s, 3H, OCH,), 4.20-4.27 (m, 1H), 4.58-4.63 (m, 1H, Pro-3), 4.66 (dd,] =83
Hz, 1H, Pro-a) 4.88 (dd, J = 10.2 Hz, 1H), 5.18-5.26 (m, 1H), 5.73-5.79 (m, 1H,
Pro-y), 7.01 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.23 (bs, 1H), 7.50 (bs, 1H), 7.66 (bs, 3H), 8.20
(bs, 2H), 8.53 (s, 1H).
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EXAMPLE 12
Synthesis of compound 209 (Table 2) ,

11a 12a l 12b t
o — o
00 QN 1 o o (i R
NXN 0 : iNJ\N o
compound 209 12¢ ;

5 The P1-P2 fragment 11a (208 mg, 0.415 mmol) and linker 6 (as in Example 6
but n=6) (113 mg, 0.415 mmol) in CH,Cl, (5. mL) were allowed to react overa -
period of 16 h at RT in the presence of HATU (189 mg, 0.498 mmol) and
DIPEA (252 uL, 1.45 mmol). The CH,Cl, was evaporated, the residue taken
into EtOAc (50 mL) and the organic solution washed with 5% NaHCQO, (2 x
10 20 mL), brine (2 x 20 mL), dried and evaporated. The crude compound |
obtained was chromatographed on silica gel using as the eluent a gradient of

hexanes/EtOAc (7:3 to 1:1) to give compound 12a in 79% isolated yield (249

~

mg).
"HNMR (CDCL, 400 MHz): § 1.22 (t, ] = 7.3 Hz, 3H), 1.30-1.50 (m, 7H), 1.41 (s,
15 9H), 1.56-1.64 (m, 1H), 1.72-1.81 (m, 1H), 1.85-1.91 (m, 1H), 1.98- 2.05 (m, 2H),
2.15(dd, ] = 8.5 & 17.4 Hz, 1H), 2.36-2.45 (m, 1H), 2.93-3.02 (m, 1H), 3.91-3.95
(m, 1H), 3.96 (s, 3H, -OCHB3), 4.07-4.20 (m, 2H), 4.30 (bd, ] = 10.5 Hz, 1H), A
4.41-4.48 (m, 1H), 4.82-4.87 (m, 1H), 4.88-5.00 (m, 2H), 5.07-5.15 (m, 2H), 5.27-
5.34 (m, 1H), 5.44 (bs, 1H), 5.70-5.80 (m, 2H), 7.05-7.13 (m, 2H), 7.43-7.58 (m,

20  5H), 8.00-8.09 (m, 3H).
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ES(+)MS: m/z 255.3 (M+H)'.

The diene 12a (249 mg, 0.330 mmol) was dissolved in 30 mL of anhydrous
CH,CL and the solution was degassed with argon for 15 min. The catalyst
bis-(tricyclohexylphosphine) benzylidene ruthenium IV dichloride (82 mg,
0.100 mmol) was dissolved in 3 mL of anhydrous and degassed CH,Cl, and
added to the diene solution. The reaction mixture was refluxed for 2 h under
N,. The solution was concentrated and purified by flash column
chromatography to obtain compound 12b as a brown solid in 71% yield (171
mg).

"H NMR (CDCl,, 400 MHz): § 1.22-1.44 (m, 10H), 1.42 (s, 9H), 1.66-1.74 (m,
1H), 1.87-1.97 (m, 2H), 2.13-2.28 (m, 3H), 232-2.39 (m, 1H), 3.08-3.16 (m, 1H),
3.41 (s, 3H), 4.07-4.22 (m, 3H), 4.28-4.34 (m, 1H), 4.58-4.64 (m, 1H), 4.95-4.99
(m, 1H), 5.22-5.29 (m, 2H), 5.38-5.43 (m, 1H), 5.48-5.56 (m, 1H), 7.00-7.12 (m,
3H), 7.43-7.55 (m, 4H), 7.97-8.11 (m, 3H).

ES(+)MS: m/z 727 4 (M+H)".

Compound 12b (0.117 mmol) was stirred in a solution of HCI (1 mL of 4N in
dioxane) for 30 min and concentrated to dryness. The solid was taken up in
CH,CL, (2 mL), Et,N (82 pL, 0.585 mmol) and t-butylisocyanate (35 mg, 0.351
mmol) were successively added. After stirring at RT for 20 h, the mixture
was concentrated to dryness and the crude compound 12c was used in the

final hydrolysis step without further purification.

Compound 12¢ (85 mg, 0.117 mmol) was dissolved in THF/MeOH/H,0 (2
mL /1 mL/ 1 mL), LIOH.H,0 (39 mg, 0.936 mmol) was added and the
solution was stirred for 20 h at RT. After that period, acetic acid (1 mL) was
added and the solution was concentrated to remove the MeOH and THF.
The pure compound 209 was isolated after purification of the crude by C18
reverse phase HPLC (25 mg, ~31% yield).
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"H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1.04 (s, 9H), 1.15-1.24 (m, 2H), 1.30-1.40 (m,
5H), 1.44-1.51 (m, 2H), 1.54-1.68 (m, 1H), 1.75-1.88 (m, 1H), 2.18 (dd, ] = 17.2
& 8.5 Hz, 1H), 2.32-2.45 (m, 1H, Pro-B), 2.54-2.62 (m, 1H), 2.65-2.68 (m, 1H,
Pro-B), 3.91 (dd, ] = 11.1 & 3.5 Hz, 1H, Pro-8), 3.96 (s, 3H, -OCH,), 4.17-4.23
(m, 1H), 4.47 (dd, ] = 8.6, 1H, Pro-a), 4.67 (bd, ] = 7.9 Hz, 1H, Pro-3), 530 (dd,
] =9.5Hz, 1H), 5.52 (bdd, J = 19 & 8.3, 1H), 5.68 (s, 1H), 5.78 (bs, 1H, Pro-y),
5.94 (bs, 1H), 7.21 (bs, 1H), 7.51 (bs, 1H), 7.66 (bs, 4H), 8.19 (s, 2H), 8.40 (d, ] =
7 Hz, 1H), 8.61 (s, 1H, ACCA-NH).

ES(+)MS: m/z 698.3 (M+H)".

EXAMPLE 13 ‘
Full-length NS3-NS4A heterodimer protein assay

The NS2-NS5B-3'non coding region was cloned by RT-PCR into the pCR®3
vector (Invitrogen) using RNA extracted from the serum of an HCV
genotype 1b infected individual (provided by Dr. Befnard Willems, Hopital
St-Luc, Montréal, Québec, Canada). The NS3-NS4A region (NS3-NS4AFL)
was then subcloned by PCR into the pFastBac™ HTa baculovirus expression
vector (Gibco/BRL). The vector sequence includes a region encoding a 28-
residue N-terminal sequence which contains a hexahistidine tag. The Bac-to-
Bac™ baculovirus expression system (Gibco/BRL) was used to produce the
recombinant baculovirus. His-NS3-NS4AFL was expressed by infecting 10°
Sf21 cells/mL with the recombinant baculovirus at a multiplicity of infection
of 0.1-0.2 at 27°. Authentic auto-proteolysis occurs during expression to
produce a non covalent and stable NS3-NS4A protein complex (referred to as
full-length "FL"). The infected culture was harvested 48 to 64 h later by
centrifugation at 4°. The cell pellet was homogenized in 50mM NaPO,, pH
7.5, 40% glycerol (w/v), 2mM B-mercaptoethanol, in presence of a cocktail of
protease inhibitors. His-NS3-NS4AFL was then extracted from the cell lysate
with 1.5% NP-40, 0.5% Triton X-100, 0.5M NaCl, and a DNase treatment.

A
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After ultracentrifugation, the soluble extract was diluted 4-fold and bound
on a Pharmacia Hi-Trap Ni-chelating column. The His-NS3-NS4AFL was
eluted in a >90% pure form (as judged by SDS-PAGE), using a 50 to 400 mM
imidazole gradient. The His-NS3-NS4AFL was stored at -80° in 50 mM
sodium phosphate, pH 7.5, 10% (w/v) glycerol, 0.5 M NaCl, 0.25 M
imidazole, 0.1% NP-40. It was thawed on ice and diluted just prior to use.

The protease activity of His-NS3-NS4AFL was assayed in 50 mM Tris-HC],
pH 8.0, 0.25 M sodium citrate, 0.01% (w/v) n-dodecyl-B-D-maltoside, 1 mM
TCEP. Five (5) pM of the internally quenched substrate anthranilyl-
DDIVPAbu[C(0)-0]-AMY(3-NO,) TW-OH in presence of various
concentrations of inhibitor were incubated with 1.5 nM of His-NS3-NS4AFL
for 45 min at 23°. The final DMSO concentration did not exceed 5.25%. The
reaction was terminated with the addition of 1M MES, pH 5.8. Fluorescence
of the N-terminal product was monitored on a Perkin-Elmer LS-50B
fluorometer equipped with a 96-well plate reader (excitation wavelength: 325
nm; emission wavelength: 423 nm).
The % inhibition was calculated with the following equation:

100 - [(counts, ,-counts,,, )/ (counts -counts,,,)x 100]
A non-linear curve fit with the Hill model was applied to the inhibition-
concentration data, and the 50% effective concentration (IC,,) was calculated
by the use of SAS software (Statistical Software System; SAS Institute, Inc.
Cary, N.C)).

EXAMPLE 14
Specificity assays

The specificity of the compounds was determined against a variety of serine
proteases: human leukocyte elastase, porcine pancreatic elastase and bovine

pancreatic a-chymotrypsin and one cysteine protease: human liver cathepsin
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B. In all cases a 96-well plate format protocol using a chromogenic substrate
specific for each enzyme was used. Each assay included a 1h enzyme-
inhibitor pre-incubation at RT followed by addition of substrate and
hydrolysis to 30% conversion as measured on a UV Thermomax®
microplate reader or a fluorescence Perkin-Elmer® L550B plate reader.

Substrate concentrations were kept as low as possible compared to K,, to

reduce substrate competition. Compound concentrations varied from 300 to

0.06 uM depending on their potency.

The final conditions for each assay were as follows:

e 50mM Tris-HCl pH 8, 0.5 M Na,SO,, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 3% °
DMSO, 0.01% Tween-20 with;

e (100 uM Succ-AAPF-pNA and 250 pM a-chymotrypsin], [133 pM Suce-
AAA-pNA and 8 nM porcine elastase], [133 uM Succ-AAV-pNA and 8
nM leukocyte elastase]; or .

» {100 mM NaHPO, pH 6, 1 mM EDTA, 3% DMSO, 1mM TCEP, 0.01%
Tween-20, 4 uyM Z-FR-AMC (7-amino-4-methylcoumarin) and 0.5 nM
cathepsin B (the stock enzyme was activated in buffer containing 20 mM
TCEP before use)].

A representative example is summarized below for porcine pancreatic

elastase:

In a polystyrene flat-bottom 96-well plate (Cellwells, Corning) were added

using a Biomek liquid handler (Beckman):

e 40 uL of assay buffer (50 mM Tris-HCl pH 8, 1 M Na,SO,, 50 mM NaCl,
0.1 mM EDTA);

e 20 pL of enzyme solution (50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM Na(Cl, 0.1 mM
EDTA, 0.02% Tween-20, 40 nM porcine pancreatic elastase); and

e 20 pL of inhibitor solution (50 mM Tris-HCl, pH 8, 50 mM NaCl, 0.1 mM
EDTA, 0.02% Tween-20, 1.5 mM-0.3 uM inhibitor, 15% v/v DMSO).
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After 60 min pre-incubation at RT, 20 pL of substrate solution (50 mM Tris-
HCl, pH 8, 0.5 M Na,SO,, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 665 uM Succ-AAA-
pNA) were added to each well and the reaction was further incubated at RT
for 60 min after which time the absorbance was read on the UV
Thermomax® plate reader. Rows of wells were allocated for controls (no

inhibitor) and for blanks (no inhibitor and no enzyme).

The sequential 2-fold dilutions of the inhibitor solution were performed on a |
separate plate by the liquid handler using 50 mM Tris-HC1 pH 8,50 mM "]
NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.02% Tween-20, 15% DMSO. All other specificity ]

assays were performed in a similar fashion.

The percentage of inhibition was calculated using the formula:
[1-((UV,nh-UVM)/ (UVUVy,)] x 100

A non-linear curve fit with the Hill model was applied to the inhibition-

concentration data, and the 50% effective concentration (IC,;) was calculated .

by the use of SAS software (Statistical Software System; SAS Institute, Inc,,
Cary, N.C)).

EXAMPLE 15
NS3 Protease Cell-based assay

This assay is done with Huh-7 cells, a human cell line derived from a |
hepatoma, co-transfected with 2 DNA constructs:

- one expressing a polyprotein comprising the HCV non-structural proteins

fused to tTA in the following order: NS3-NS4A-NS4B-NS5A-TA (called

NS3);
- the other expressing the reporter protein, secreted alkaline phosphatase
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under the control of tTA (called SEAP).

The polyprotein must be cleaved by the NS3 protease for the mature proteins
to be released. Upon release of the mature proteins, it is believed that the
viral proteins will form a complex at the membrane of the endoplasmic
reticulum while tTA will migrate to the nucleus and transactivate the SEAP
gene. Therefore, reduction of NS3 proteolytic activity should lead to
reduction of mature ¢TA levels and concomitant decrease in SEAP activity.
To control for toxicity of the compound, a parallel transfection is done where
a construct expressing tTA alone (called tTA) is co-transfected with the SEAP
construct such that SEAP activity is independent of NS3 proteolytic activity.

Protocol of the assay: Huh-7 cells, grown in CHO-SFMII + 10% FCS (fetal calf
serum), were co-transfected with NS3 and SEAP using the FuGene protocol
(Boehringer Mannheim). After 5 h at 37°, the cells were washed, trypsinized
and plated (at 80 000 cells/well) in 96-well plates containing a range of
concentrations of the compounds to be tested. After a 24-h incubation
period, the SEAP activity in the medium was measured with the Phospha-
Light kit (Tropix).

Analysis of the percent inhibition of SEAP activity with respect to compound

concentration was performed with the SAS software to obtain the EC,,.

EXAMPLE 16

Tables of compounds
The following tables list compounds representative of the invention.

All compounds listed in Tables 1 to 4 were found to be active in the assay

presented in Example 13 with an IC,, under 50uM.

N
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Compound 202 was found not to inhibit the specificity assays presented in
Example 14 The results from the different specificity assays are the

following: HLE >300pM; PPE >300pM; a-Chym. >300 pM; Cat. B >300 uM;
indicating that these compounds are specific toward the HCV NS3 protease

and will cause minimal side-effects when injected in infected mammals.

These results indicate that this family of compounds is highly specific for the

NS3 protease.

In addition, certain of these compounds were tested in the cell-based assay
described in Example 15 and were found to have activity with an EC,, below
1pM, strongly indicating that these compounds can cross the cell membrane,

are bioavailable and are effective in vivo.

The following abbreviations are used within the pre:s’ent disclosure:
MS: Mass spectrometric data; Ac: acetyl; ACCA: 1-amino-
cyclopropylcarboxylic acid; Bn: benzyl; Boc: tert-butyloxycarbonyl;
Ph: phenyl; tBu: tert-butyl.
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TABLE 1

8 12

Cpd. | B K | double P1 R™ MS s
% bond (M+H)

101 | N-Boc | - 1213 ® 6858

trans i | O ~
Z
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TABLE 2 '
OR*
H
o) N N COOH ;
(] R -’S
O ‘\‘ ”
14
’, g
774 11
B I8/>(/\)13
R/ 10 12
;= single sterecisomer at the cyclopropane
oy Cpd [ B R | double P1 R™ MS mp=
£ # bond | stereochemistry (M+H) ‘
2 201 | N-Boc - 10,11- ? N 593.7
:: trans | P
%
e 202 | N-Boc - 10,11- 593.7 |
;; trans i
' 203 | N- 10,11- 5356 |
acetyl trans |
204 | NBoc | 10:0H, [ — ? Ny 6277
11-OH
syn (one = }
isomer)
205 | N-Boc | 10-OH, - ? Ny 627.7
11-OH
syn Z
(other
isomer) .
206 | N-Boc — 11,12-cis Ny 593.7 l
® |
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Cpd B R’ double P1 R* MS m/z=
# bond | stereochemistry (M+H)
207 | NBoc | = | 1213-cis 6237
208 | N-Boc - 12,13-cis 699.8
209 | NC(O) == 12,13-cis O 698.8

- o\

NiBu OO
210 | N-Boc - 12,13-cis 699.8

S D
“"R

211 | NH, — | 13,14cis 5997
212 | OH - 13,14-cis M o< 524.6

one ‘

. &

isomer
213 | OH = [ 1314<is N~ 0w | 5246

other I/

isomer
214 | N-Boc | 10-oxo 713.8

13,14-cis

P
13/076 PV 9'\‘ q
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Cpd B R double P1 R* MS mfz=

# bond | stereochemistry (M+H)
215 | N-Boc = none 701.8

216 | N-Boc [ 10-OH | 13,14.5;5 ; 715.8

217 | N-Boc | 10-OH | 13,14-cis 715.8

218 | N-Boc | 10-oxo | 13,14-cis 713.8
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TABLE 3
(o)
6
B 7
single stereoisomer at the cyclopropane
Cpd.| B -D- P1 R* MS mf=
# (M+H)’
301 | N-Boc aorb Na 621.7
I 16| synto
& 4 acid %
¢ 1 — L
12 13
302 | o™\ 0o aorb | ANy ~ | 581.6
7 o synto
AN 8 13 15 da | Z
N 1 / aa
8 10 12 14
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TABLE 4

13/076 PV

Cpd.

MS m/fz=
(M+H)

401

Boc '

629.7

402

Boc

9 14

611.7




B SIhD Y TED

1y
(]

I o i B T
b o B 3N

)
f,

10

15

20

13/076 PV

76

WHAT IS CLAIMED IS:

1. A compound of formula (I):

AEE R )
N

(P2)

)

wherein:

R' is H, CHO, CH,OH, thiol; or a C,, alkylene optionally linked to the carbon

atom number 1 to form a “spiro”-cyclic system; and

R?is R*; OR*, SR*, NHR* or NR*R”* wherein R* and R* are

independently:
C,. alkyl, C, , alkenyl, saturated or unsaturated C, ,; cycloalkyl, said
alkyl, alkenyl or cycloalkyl being optionally substituted with NH,,
NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalkyl, or carboxyl; said alkyl,
alkenyl or cycloalkyl optionally containing at least one heteroatom
-selected independently from the group consisting of: O, 5, and N; or
R* and R* are independently selected from a first C, or C,, aryl or C,,

aralkyl, said first aryl or aralkyl optionally substituted with C  alkyl,

C,, cycloalkyl, NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalkyl, C,
alkoxy, carboxyl, lower(alkyl) carboxylic acid, or a second aryl or

aralkyl; said first and second aryl or aralkyl optionally containing at

252




R e LR SR 2 R

[ T Y

o 5 oy £

[ R

B 0

o

10

15

20

25

13/076 PV

7

least one heteroatom selected independently from the group
consisting of: O, S, and N;

said saturated or unsaturated cycloalkyl, aryl or aralkyl being
optionally fused with a second 5-, 6-, or 7-membered ring to form a
cyclic system or heterocycle, said second ring being optionally
substituted with NH,, acetamino, nitro, OH, SH, halo, haloalkyl,
carboxyl or lower(alkyl) carboxylic acid; said second ring optionally
containing at least one heteroatom selected independently from the

group consisting of: O, S, and N;

Y is H, carbonyl, thiocarbonyl, C,  alkyl, C, , cycloalkyl, C  alkoxy, C,, ,, aryl
or C,,, aralky}; ‘

B is H, hydroxyl, amino, amide, carbonyl, thiol, alky}, aryl, or Bis a
heteroatom- containing saturated or unsaturated alkyl chain linked to D to

form a heterocycle;
B'is H, OH, NH,, SH, or a substituted amino.

DisaC

s, Saturated or unsaturated alkylene chain optionally containing one

to three heteroatoms independently selected from: O, S or N;

R’is H or from one to five substituents independently selected from
hydroxyl, halo, amino, amide, carbonyl, thiol, C,, alkyl, C,, alkoxy, C,or C,,
aryl or C,, aralkyl ;

and

A is a carboxylic acid or a N-substituted amide;

or a pharmaceutically acceptable salt or ester thereof.
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PEPTIDOS MACROCICLICOS ACTIVOS FRENTE AL VIRUS DE LA
HEPATITIS C

f
|
!
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a compuestos, a

composiciones, a la preparacién de tales compuestos Yy a
métodos para el tratamiento de la infeccidén por el virus de'
la hepatitis C (HCV). En particular, la presente invencién.

proporciona nuevos andlogos de péptidos, composiciones!
1
farmacéuticas que contienen tales andlogos, y métodos para

usar estos analogos en el tratamiento de una infeccién por’
HCV.

i

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

t

El virus de la hepatitis C (HCV) es el principal agente '
etioldgico de la hepatitis no-A no-B, de adquisicién post -
transfusional y comunitaria.
millones de personas esté&n infectadas por el virus en todo el
mundo. Un elevado porcentaje de portadores llegan a estar
infectados crénicamente y muchos prosiguen hasta una enferme-
dad hepatica crénica, la llamada hepatitis C crénica. Este
grupo es a su vez de alto riesgo para enfermedades hepaticas
graves tales como cirrosis hepatica, carcinoma hepatocelular
Yy enfermedades hepaticas terminales que llevan a la muerte.

El mecanismo por el cual el HCV establece persistencia
viral y produce una elevada tasa de enfermedades hepéaticas
crénicas no ha sido adn dilucidado del todo. No se sabe cdmo
interacciona el HCV con el sistema inmunitario del hospedador
Yy lo evade. Ademds, quedan aiin por establecer los papeles de
las respuestas inmunes celulares y humorales en la proteccién
frente a la infeccidén por HCV y la enfermedad. Se han publi-
cado inmunoglobulinas para la profilaxis de 1la hepatitis
viral asociada a transfusiones, pero el Centro para el Con-
trol de Enfermedades no recomienda actualmente el tratamiento
con inmunoglobulinas con esta finalidad. La falta de una res-

puesta inmune protectora eficaz estd estorbando el desarrollo

Se estima que mas de 100
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de una vacuna o de adecuadas medidas profilacticas post-ex-
3 . /l
posicion, por lo gue a corto plazo las esperanzas estén

firmemente articuladas en intervenciones antivirales. f

Se han llevado a cabo diversos estudios clinicos con el
objeto de identificar agentes farmacéuticos capaces de trata?
eficazmente la infeccidén por HCV en pacientes afectados de
hepatitis C crdénica. Estos estudios han implicado el uso dé
interferén-alfa, solo o en combinacidn con otros agentes an-
tivirales. Tales estudios han indicado gue un ndmero sustan;
cial de los participantes no responden a estas terapias, y%
entre los que si responden favorablemente, se encontrd que

13
una gran proporcion recaia después de la terminacién del.

tratamiento. f

Hasta hace poco, el interferén (IFN) era 1la dnica,

terapia disponible de provecho confirmado, aprobada clinica-:
mente para pacientes.con hepatitis C crénica. Sin embargo,
la tasa de respuesta mantenida es baja y el tratamiento con{
interferdén induce también graves efectos secundarios (p. ej."
retinopatia, tiroiditis, pancreatitis aguda, depresidn) que
reducen la calidad de vida de los pacientes tratados. El in-
terferdn en combinacién con ribavirina ha sido aprobado
recientemente para pacientes que no responden al IFN solo.
Sin embargo, los efectos secundarios provocados por-el IFN no

se ven aliviados con esta terapia de combinacién.

Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar

agentes antivirales eficaces para el tratamiento de la infec-
cién por HCV que superen las limitaciones de las terapias
farmacéuticas existentes.

El HCV es un virus de RNA de cadena positiva envuelto,
de la familia de los Flaviviridae. E1l genoma de RNA del HCV
de cadena simple tiene una longitud de aproximadamente 9500
nucledtidos y tiene un Gnico marco de lectura abierto (ORF)
que codifica una lnica y gran poliproteina de aproximadamente
3000 aminodcidos. En las células infectadas, esta poliprotei-
na es segmentada en miltiples sitios por proteasas celulares

y virales para producir las proteinas estructurales y no es-
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tructurales (NS). En el caso del HCV, la generacién de pro?
teinas no estructurales maduras (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSSA
Yy NS5B) es realizada por dos proteasas virales. La primera&
hasta ahora escasamente caracterizada, segmenta en el empalmé

NS2-NS3; la segunda es una proteasa de serina contenidé

dentro de la regién N-terminal de NS3 (denominada por ello

proteasa NS3) y media todas las segmentaciones subsiguienteé
corriente abajo de NS3, tanto en cis, en el sitio de segmen{

tacidén NS3-NS4A, como en trans, para los sitios restantes

NS4A-NS4B, NS4B-NS5A, NSS5A-NSS5B. La proteina NS4A parecé
servir para miltiples funciones, actuando como cofactor para
la proteasa NS3 y posiblemente asistiendo en la localizacidn’
de la membrana de NS3 y otros componentes de la replicasa vi—l

ral. La formacién del complejo de la proteina NS3 con NS4A1

parece necesaria para los eventos de procesamiento, mejorando -

la eficiencia proteolitica en la totalidad de los sitios. La

proteina NS3 muestra también actividades de nucledsido tri-

fosfatasa y RNA helicasa. La NS5B es una RNA polimerasa de-
pendiente del RNA que estd implicada en la replicacién del
HCV.

La solicitud de patente WO 97/06804 describe el enantid-

mero (-) del andlogo de nucleésido citosina-1,3-oxatiolano

(también conocido como 3TC) como activo frente a HCV. Este

compuesto, aunque calificado como seguro en enSayos clinicos
previos frente al HIV y al HBV, ha de ser ain clinicamente
probado como activo contra el HCV y su mecanismo de accidén
contra el virus no ha sido aln publicado.

Una estrategia general para el desarrollo de agentes
antivirales es desactivar enzimas codificadas viralmente que
son esenciales para la replicacidn del virus.

En esta disposicidén, los intensos esfuerzos para descu-
brir compuestos que inhiben la NS3 proteasa o la RNA helicasa
del HCV han llevado a las siguientes descripciones:

‘La patente de EE.UU. n° 5.633.388 describe carboxamidas

sustituidas con heterociclos y andlogos como activas

frente al HCV. Estos compuestos estan dirigidos contra
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la actividad de helicasa de 1la proteina NS3 del v1rus,

pero aln no se han publicado pruebas clinicas. ‘

1
Chu et al. (Tet. Lett. (1996), 7229-7232) han publlcadb

que una fenantrenoquinona tiene actividad contra la NS3

proteasa de HCV in vitro. No se ha publicado nlngﬁn

desarrollo posterior acerca de este compuesto.

Un trabajo publicado en la Novena Conferencia Interna-

cional sobre Investigacién Antiviral, Urabandai ,

Fukyshima, Japén (1996) (Antiviral Research (1996) ;QA

1, A23 (resumen 19)) informa acerca de derivados de

tiazolidina que son inhibidores de la proteasa del HCV.

Varios estudios han informado acerca de compuestos in-.

1
hibidores para otras proteasas de serina, tales como la elas-,
tasa leucocitaria humana. Una familia de estos compuestos se’

publica en el documento WO 95/33764 (Hoechst Marion Roussel, !

1995) .

del morfolinilcarbonil-benzoil-péptido que son estructural-

mente diferentes de los péptidos de la presente invencién.
El documento WO 98/17679 de Vertex Pharmaceuticals Inc.
describe inhibidores de proteasa de serina, en particu-
lar la NS3 proteasa del virus de 1la hepatitis C.

Hoffman La Roche ha publicado también hexapéptidos que

son inhibidores de proteinasa tdtiles como agentes

antivirales para el tratamiento de la infeccidn por HCV.

Steinkihler et al. e Ingallinella et al. han publicado

acerca de la inhibicién de producto NS4A-4B
mistry (1998) 37, 8899-8905 y 89506-8914).

Ninguna de las anteriores solicitudes de patente des-

(Bioche-

critas antes describe o sugiere péptidos ciclicos activos
contra el virus de la hepatitis C y selectivos para esa
proteasa contra otras proteasas de serina.

Los documentos WO 99/07733 y WO 99/07734 describen de
hexa- a tetra-péptidos y andlogos que inhiben la NS3 protea-
sa. 8in embargo, estas descripciones no sugieren ni llevan al

disefio de andlogos macrociclicos de la presente invencidn.

Una ventaja de la presente invencidn es que proporciona

Los péptidos deéscritos en esa solicitud son analogos ,

]

!

1
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dipéptidos macrociclicos que son inhibidores para la NS3 pr¢
teasa del virus de la hepatitis C.

|
Una ventaja adicional de un aspecto de la invencién

reside en el hecho de que estos péptidos inhiben especifica-

5> mente la NS3 proteasa y no muestran una actividad 1nh1b1dora
significativa a concentraciones de hasta 300 UM contra otras
proteasas de serina tales como la eslastasa leucocitaria
humana (HLE), elastasa pancreatica porcina (PPE), o quimio%
tripsina pancredtica bovina, o proteasas de cisteina tales

10

como la catepsina B hepdtica humana (Cat B). ;

Una ventaja adicional de la presente invencidén es que
proporciona péptidos pequefios de bajo peso molecular que son
Ccapaces de -atravesar las membranas de las células y son

activos en cultivos de células e in vivo con un buen perfll
15 farmacocinético.

i

}

SUMARIO DE LA INVENCION

1
Se incluyen en el alcance de la invencién compuestos de

férmula (1) : ’

20
2 1
B ,
: L 3
: (P2)
(P1)
25 X H l
Y 5 ANgH :
1
a ‘
B'l7 |
B” - i ;
D ——\Ra U] |
30

en la que é

R' es H, CHO, CH,0H, tiol; o un alguileno C,,, opcionalmente

enlazado al &tomo de carbono ntmero 1 para formar un sistema .
35 ‘"espiro"-ciclico; vy

R’ es R*; OR?, SR®,

NHR** o NR*R?®, en donde R? y R*® son,




independientemente:

alquilo C, ,, alquenilo Ci.16, cicloalquilo C, q saturado

0 insaturado, estando dicho alquilo, alquenilo o c1clo—

alquilo opcionalmente sustituido con NH,, NHC(O)CH,, NOJ
OH, SH, halo, halocalquilo o carboxilo; conteniendo'dichb
alquilo, alquenilo o cicloalquilo opcionalmente al meno$

un heterodtomo seleccionado independientemente del grupo

ue consiste en: 0O, S N; o R* R*® se selecc1onan
q Y Y

independientemente de un primer arilo Cs © Cyp 0 aralqui-

10 lo C,.4, estando dicho primer arilo o aralquilo opcio-

nalmente sustituido con alquilo C
NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo,
C,.¢, carboxilo,

16, Cicloalquilo C,,,
1

haloalquilo, alcoxi
acido (alquil)inferior-carboxilico o un,

segundo arilo o aralquilo; conteniendo dicho primero y'

segundo arilo o aralquilo opcionalmente al menos un<

heterodtomo seleccionado independientemente del grupo»
que consiste en: O, S y N;

15

estando dicho cicloalquilo, arilo o aralquilo, saturado '

o0 insaturado, opcionalmente condensado con un segundo
20 anillo de 5,

i

6 6 7 miembros para formar un sistema
ciclico o heterociclo,

I

estando dicho segundo anillo
opcionalmente sustituido con NH,,

SH, halo, haloalquilo,

|
acetamino, nitro, OH,
carboxilo o &cido (alquil)infe-
rior-carboxilico; conteniendo dicho
25 - opcionalmente,

[

segundo anillo,
al menos un heterodtomo seleccionado

independientemente del grupo que consiste en: O, S y N;
Y es H,

b

carbonilo, tiocarbonilo, alquilo C,, cicloalquilo
Ci.100 @lcoxi Cp4, arilo Cq4,, o aralquilo otz

B es H, hidroxilo, amino, amida, carbonilo, tiol, alquilo,

30 arilo, o B es una cadena de alquilo que contiene un heteroéa-
tomo, saturada o insaturada, enlazada a D para formar un
heterociclo;

B’ es H, OH, NH,, SH o un amino sustituido.
D es una cadena de alquileno C,,,, saturada o insaturada, que

35

contiene opcionalmente uno a tres heteroitomos independiente-
mente seleccionados de: 0, S o N;
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R . . . 1
R’ es H o de uno a cinco sustituyentes independientemente

. f . 4 A s i
seleccionados de hidroxilo, halo, amino, amida, carbonilo,

tiol, algquilo C, ¢, alcoxi C,., arilo C¢ o Cjp, 0 aralquilo C%g;
y

A es un acido carboxilico o una amida N-sustituida;

© una sal o éster del mismo farmacéuticamente aceptable.

Se incluye dentro del alcance de esta invencién una
composicidén farmacéutica que comprende una cantidad eficap
como anti-virus de la hepatitis C de un compuesto de férmula
I, o una sal o éster del mismo aceptables terapéuticamente;

mezclado con un medio vehiculo o un agente auxiliar acepta-
1
bles farmacéuticamente.

Un aspecto importante de la invencién implica un método
para tratar una infeccidn viral de hepatitis C en un mamifero
administrando al mamifero una cantidad eficaz como anti-virus
de la hepatitis C del compuesto de férmula I, o una sal o

éster del mismo aceptables terapéuticamente, o una composi-,
cidén como se describid antes.

I

Otro aspecto importante implica un método para inhibir’
la replicacién del virus de la hepatitis C exponiendo el

virus a una cantidad capaz de inhibir la NS3 proteasa de la

hepatitis C, del compuesto de férmula I, o una sal o éster .

3 -~ M ] L !
del mismo aceptables terapéuticamente, o una composicidn como
se describié antes. ‘

l

Todavia otro aspecto implica un método para tratar una '
infeccidén viral de hepatitis C en un mamifero administrandole
una cantidad eficaz como anti-virus de la hepatitis C de una |
combinacién del compuesto de férmula I, o una sal o éster del |,
mismo aceptables terapéuticamente. De acuerdo con una rea-
lizacidn, las composiciones farmacéuticas de esta invencidén
comprenden un agente inmunomodulador adicional. Ejemplos de
agentes inmunomoduladores adicionales incluyen, pero no se |

limitan a a-, B- y d-interferones.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES PREFERIDAS
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i

Definiciones

b
b

b

Como se usa en el presente texto, las definiciones que
1

siguen son vélidas a menos que se indique otra cosa:

Con referencia a los casos en los que se usan (R) o (S)
5

para designar la configuracién absoluta de un sustituyente;
p. ej. R' del compuesto de férmula I, la designacién se hace

en el contexto del compuesto y no en el contexto del sustitu-
yente solo.

Como se usa en el presente texto, la expresidén "acido 1<
10 aminociclopropil-carboxilico" (ACCA) se refiere a un compues -

to de férmula:

b

o

H,N
2 OH

15

El término "halo", como se usa en el presente texto,
significa un sustituyente de haldgeno elegido entre bromo, '
cloro, flior o yodo. ,
20 El término "alquilo C,-C¢" o "alquilo (inferior)", como
se usa en el presente texto, bien sea solo o en combinacién |

con otro sustituyente, significa sustituyentes de alquilo .

aciclico, de cadena lineal o ramificada, que contienen de 1
a seis &tomos de carbono, e incluye, por ejémplo, metilo,

25 etilo, propilo, butilo, hexilo, l-metiletilo, l-metilpropilo,
2-metilpropilo, 1,l-dimetiletilo.

El término "cicloalquilo C,,,", como se usa en el pre-

1

sente texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustitu-
yente, significa un sustituyente de cicloalquilo que contiene
30 de tres a siete &tomos de carbono, e incluye ciclopropilo,

ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo.
La expresién "cicloalquilo insaturado" incluye, por |
ejemplo, el sustituyente ciclohexenilo:

35

I
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El término "alquenilo C,,,", como se usa en el presente
texto, bien sea solo o en combinacidén con otro sustituyente,
significa un sustituyente de alquilo segin se definié antes;

3

que contiene de 6 a 10 Atomos de carbono Y Qque contiene,
ademéds, al menos un doble enlace.

1

1
La expresidén "alquileno saturado o insaturado", como se

usa en el presente texto, significa un sustituyente de

alquilo divalente derivado de 1la separacién de un &tomo de,
hidrégeno de cada extremo de un hidrocarburo alifatico de'

cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, e incluye,"
por ejemplo,

~CH,CH,C (CH,) ,CH,CH,-, -CH,CH,CH=CHCH,CH,- o -CH,C=CCH,CH,- . !
El término "alcoxi C, "

'

, Como se usa en el presente:

}
texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustituyente,

significa el sustituyente -O-alquilo C,,, en donde alquilo es |

como se definié antes, que contiene hasta seis atomos de |

carbono. Alcoxi incluye metoxi, etoxi, propoxi, l-metiletoxi, |
butoxi y 1,1-dimetiletoxi. Este dltimo sustituyente es cono- '
cido cominmente como terc-butoxi.

: |
El término "arilo C4 o C,,", como se usa en el presente

texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustituyente,
significa un sistema monociclico aromatico que contiene 6

i
atomos de carbono o un sistema biciclico aromitico que

contiene 10 dtomos de carbono. Por ejemplo, arilo incluye un |,
sistema de anillo de fenilo o de naftilo.

El término "aralquilo C, ", como se usa en el presente

texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustituyente, )
significa un arilo como se definié anteriormente unido a )
través de un grupo alquilo, en donde el alquilo es como se
definid anteriormente que contiene de 1 a § atomos de carbo-

no. Aralquilo incluye, por ejemplo, bencilo y butilfenilo.

La expresidn "acido alquil (inferior) -carboxilico", como
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se usa en el presente texto, bien sea solo o en combinacién
con otro sustituyente, significa un grupo acido carboxilico
(COOH) enlazado a través de un grupo alquilo (inferior) coﬁo
se definid anteriormente,

e 1incluye, por ejemplo, écido
5 butirico.

1

AT

La expresidén grupo "espiro"-ciclico representa,

ejemplo, espiro-ciclopropilo, también representado como:

10

]
La expresién "heterociclo" o "anillo heterociclico",

como se usa en el presente texto, bien sea sola o en combina-
15 «cidén con otro sustituyente, significa un sustituyente

i
monovalente derivado por separacién de un hidrégeno de un

. A . . ] 1
heterociclo de cinco, seis o siete miembros, saturado o
insaturado, que contiene de uno a cuatro heteroidtomos!

elegidos entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Ejemplos de,
20 heterociclosadecuadosincluyen:pirrolidina,tetrahidrofuraﬁ
no, tiazolidina, pirrol, tiofeno, diazepina, l1H-imidazol, 1-

metil-1H-imidazol, isoxazol, tiazol,

2-metiltiazol, 2-ami-
notiazol, piperidina, 1,4-dioxano, 4-morfolina, piridina, 2-

metilpiridina,pirimidina,4—metilpirimidina372,4—dimetilpi-
rimidina. Esta expresidén incluye también un heterociclo segtn

se define antes, condensado con uno o mis de otros ciclos, ya

25

sea un heterociclo o cualquier otro ciclo. Ejemplos de :
sistemas heterociclicos adecuados incluyen: tiazolo[4,5-b]-

piridina, quinolina o indol.
30 La expresién "éster aceptable farmacéuticamente", como

S€ usa en el presente texto, bien sea sola o en combinacidn

con otro sustituyente, significa ésteres del compuesto de

férmula I en los que cualquiera de las funciones carboxilo de. '

la molécula, pero preferentemente el extremo carboxi, esti
s~ + 3 1
35 reemplazado por una funcién alcoxicarbonilo:




10

15

20

25

30

35

}
11 ‘
!
o} |
;
1

Hoon

en la que el resto R del éster se elige entre alquilo (p. ej.
metilo, etilo, n-propilo, t-butilo, n-butilo); alcoxialqulilo

(p. ej. metoximetilo); alcoxiacilo (p. ej. acetoximetilQ);

aralquilo (p. ej. bencilo); ariloxialquilo (p. ej. fenoxime-

tilo); arilo (p. ej. fenilo), opcionalmente sustituido éon

halégeno, alquilo C,, o alcoxi C,.4. Otros ésteres proférma&os
adecuados se pueden encontrar en Design of prodrugs, Bund-
gaard, H. Ed. Elsevier (1985), que se incorpora al preserite
Cexto como referencia. Tales ésteres aceptables farmacéutida—
mente se hidrolizan normalmente in vivo cuando son inyectados

en un mamifero, y se transforman en la forma adcido del com-
o }
puesto de férmula I. ‘

1
L a
menos que se especifique otra cosa, cualquier resto alquilo

Con relacién a los ésteres descritos anteriormente,

presente contendrada ventajosamente de 1 a 16 &tomos de carbéb-

|
no, en particular de 1 a 6 a4tomos de carbono. Cualquier resto

arilo presente en tales ésteres comprende ventajosamente un
grupo fenilo. !

j
En particular, los é&steres pueden ser un éster Qe

alquilo C, ,,, un éster de bencilo no sustituido 0 un éster de

bencilo sustituido con al menos un haldgeno, alquilo Gy g

alcoxi C,,, nitro o trifluorometilo.

1

La expresién "sal aceptable farmacéuticamente", como se

usa en el presente texto, incluye las sales derivadas de

bases aceptables farmacéuticamente. Ejemplos de base%

adecuadas incluyen colina, etanolamina Yy etilendiamina. Las

sales de Na*, K' y Ca" se consideran también dentro del

alcance de la invencién (véase también Pharmaceutical salts),

i
Birge, S.M. et al., J. Pharm. Sci. (1977), 66, 1-19, incorpo-
rada al presente texto como referencia) .

Realizaciones preferidas ‘
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P i
Compuestos de férmula I se pueden representar

; prefeg1—
blemente, por la férmula Ia:
{
)
i) |
> : (P1) |
A t
b
R’ |
10 - )
Férmula la |
en donde R' es preferiblemente H, CHO, CH,0H o CH,SH, OH o SH.
Mas preferiblemente, R! es H, o CHO. Lo mas preferiblementé,
15 R! es H.

|
Mas preferiblemente, compuestos de férmula Ia estén

i
presentes en forma de enantidmeros sencillos representados
por la férmula ITa o IIb:

1

!
20 e o i
(P1) : (P1) !
|
H
\_/A N A |
= i
/\R‘ ) IR1 ;
) '/ “-p-- |
25 ]}
(ITa); o (1Ib).
{
|
i
Lo mas preferiblemente, compuestos de férmula Ia estan
30 presentes en forma de enantidmeros sencillos de la férmula
IIb.

|
Alternativamente,

R* es preferiblemente un alquileno €.
enlazado al 4tomo de carbono nimero 1 para formar un 81stema

"espiro"-ciclico, de modo que compuestos de la férmula I se.
35

pueden representar por la férmula Ib '
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vt X

Y N

0 R' |
B ‘
B 37/~-’D""-

R

Férmula Ib.

Més preferiblemente, R! es una cadena de alquileno C, o
P 1

10 C, que forma un sustituyente espirociclopropilo o espiroéi-
clobutilo. Lo més preferiblemente, R! es -CH,~ y forma :un
espirociclopropilo. ‘

|

Cuando se prefieren compuestos de férmula Ib, estos

}

pueden existir en 4 diastereoisdmeros diferentes representa-

15 dos por las conformaciones IITa, IIIb, IIIc o IIId.
H }
‘ H A L— A :
— ) A i
1 - )
RY A
20 D - S D f
f (Illa); o (IITb); o ‘,
[} H A H “v
' D\ S : (5 i
’ -.D

25 S  (Ille);o0 A 1d). ;
t
Se prefieren més compuestos de férmula Ib cuando D esta
unido al adtomo de carbono R del anillo de ciclopropilo, segﬁé
Se representa por las férmulas IIIa (1R, 2R) y IIIb (1R,2S).

30

Lo mas preferiblemente, D esti preferiblemente unido eﬁ

posicidn syn al &cido carboxilico A (S,R), segin se represen-
ta por la férmula IIIb.

Preferiblemente, R? es un sustituyente en la posicién,

3, 4 65 del anillo gde prolina. Méas preferiblemente, R? esté;
35

sustituido en la posicidén 4 6 5. Lo mas preferiblemente, R?

t

estd sustituido en la posicidn 4

1 de prolina con la estereo-,
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quimica mostrada mds abajo:

0O

|
10 en donde R® es preferiblemente R?*; OR?, gR?,

NHR** o NR“R'”,
en donde R* y R? gon

. independientemente: ”

alquilo C, ., alquenilo C.16. cicloalquilo C, saturédo

© insaturado, estando dicho alquilo, alquenilo o ciclo-

alquilo opcionalmente sustituido con NH,, OH, halo, ha-

15 loalquilo o carboxilo; conteniendo dicho alquilo, alque-

nilo o cicloalquilo opcionalmente al menos un heteroétb—

mo seleccionado independientemente del grupo que
. |
consiste en: O y N; o

I
y R*® se seleccionan independientemente de un primer

20 arilo C; o C,, o aralquilo C

1-16: €8tando dicho prlmer
arilo o aralquilo opcionalmente sustituido con algquilo

Cis, cicloalquilo c,,, NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, halq,

haloalquilo, alcoxi Ci.s, carboxilo, &cido (alquil)in-

ferior-carboxilico oun fenilo; conteniendo dlchijrlmer

25 arilo o aralquilo opcionalmente al menos un heteroatom®

seleccionado independientemente del grupo que con81sté
en: 0 y N;

)
arilo o aralquilo, saturado
opcionalmente condensado con un segundo

estando dicho cicloalquilo,
0 insaturado,

30 anillo de 5, 6 & 7 miembros para formar un 81stema

ciclico o heterociclo,

estando dicho anillo de 5, 6 & 7
miembros opcionalmente sustituido con NH,, NHC(O)CH,,'
NO,, OH, halo, haloalquilo;
5, 6 6 7 miembros,

35 mo seleccionado

conteniendo dicho anillo de
opcionalmente, al menos un heteroito-

independientemente del grupo

que,
consiste en: O y N.

s
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Més preferiblemente, R’ es Bn; PhCH,CH,; PhCHZ,CHzCHz;:
O-Bn; o-tolilmetoxi; m-tolilmetoxi; p-tolilmetoxi ; l-nafti’-ylo—
x1; 2-naftiloxi; l-naftilmetoxi; 2-naftilmetoxi; (4-terc-bu-
til)metoxi; (3I-Ph)CH,0; (4Br-Ph)O; (2Br-Ph)0; (BBr—Ph‘«)O;
5 (4I-Ph)O; (3Br-Ph)CH,0; '

(3, 5-Br,-Ph) CH,0;

Bf o—
10 MeO
O /l /N o8 \'
\N | !
. H \N O\‘ » ’
C ; ! 1
15 o ‘,
1
. ¥
©[5>_ Ao NHC(O)Me 0 ‘
, 0 -4 ‘
‘[‘ )
> Ol |
i il
CH,0H '\[\0 NO/ ~[O i

. /N = 'N ~ ' N/ . 1

25 < X ; NN ' ’
o\l' ,/o ‘ O\:. 0\':

* 1

i

30 9 ‘

\r

en donde R, es OH, alquilo, alcoxi, halo, halocalquilo, nitro, amino o'
amida; y Ry es alquilo, haloalquilo o arilo.

35




3

I

pile

;
|
|
|
; , 16 ‘
? Lo mas preferiblemente, R? es OR®, en donde R? é un
arilo C; o C,, o aralquilo Cr.16. Opcionalmente sustituido con
alquilo C,,, NH,, NHC(O)CH,; NO,, OH, halo, carboxilo o acudo
(alquil)inferior-carboxilico o un fenilo;

conteniendo dlChO
5 arilo o aralquilo opcionalmente al menos un heteroatbmo
seleccionado independientemente del grupo que consiste en: O
y N. |
Todavia lo mis preferiblemente, R? es:
1
10 ‘)
f
)
|
H
1
i
15 ]
|
i
|
20

1

!

25 ,

i

!

r

1

|

Preferiblemente, Y es carbonilo, tiocarbonilo, alcoxi),

t

30 arilo o aralquilo. Mas preferiblemente, Y es carbonilo,

alcoxi, arilo o aralquilo. Lo mas preferiblemente, Y es
carbonilo.

b

Preferiblemente, B es H, amino, amido
to, urea,

i

carboxi, carbama-.

© B es una cadena de alquilo quel
saturada o insaturada,

o un arilo,

35 contiene nitrdgeno, enlazada a D para.
formar un heterociclo opcionalmente sustituido con R*

1

en
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donde R* es un alquilo, alquenilo, alcoxi o arilo, contenien-
do todos opcionalmente un heterodtomo; estando dicho hetero-
ciclo también opcionalmente condensado con un cicloalquilb o
arilo para formar un sistema biciclico. Por ejemplo, B puéde
ser un anillo de pirrol o indol. *
Més preferiblemente, B es H, amino, una amida detla
férmula N-C(O)R®, un acilo de la férmula -C(0) -R®, un carbama-
to de la férmula N-C(O)-OR%, una urea de la férmula N—C(O)%N—
R® o un arilo opcionalmente sustituido con R®>, en donde R® es
alquilo inferior, arilo o un heterociclo saturado o insatu%a—

do.

)
Lo mas preferiblemente, B es terc—butoxicarbonilolo
acetilo. : |

Preferiblemente, B’ es H, OH, NH,, SH o un amiho

]
sustituido. Mas preferiblemente, B’ es OH, NH,, SH o un amipo

sustituido. Lo més preferiblemente, B’ es OH, cuando B es un

. |
arilo.

&
Preferiblemente, D es una cadena de alguileno, alqueni-

leno o alquinileno de C; a C,, que contiene opcionalmente uﬂo
0 dos heteroadtomos seleccionados de-: O, S o N, estando dicha
cadena opcionalmente mono- a penta-sustituida con R®. M%S
preferiblemente, D es una cadena de alquileno o alquenilenp
de C¢ a Ci, que contiene opcionalmente uno o dos heteroatomos
seleccionados de: O o S, estando dicha cadena opcionalmenté
mono- a tri-sustituida con R). Lo mas preferiblemente, D es
una cadena de alguileno o alquenileno de C, o Gy, que contiené
opcionalmente uno o dos heteroitomos seleccionados de: 0 o S,
estando dicha cadena opcionalmente mono- o di-sustituida coé
R3. !

' ' + ‘. A 1
Preferiblemente, R? es hidroxi, tio, amino, halo, carbo-

13
es

hidroxi, tio, amino, halo o carbonilo. Lo mas preferiblemen-
)
te, R’ es hidroxi, tio, halo o carbonilo.

nilo, alquilo, alcoxi o arilo. M&as preferiblemente, R?

Preferiblemente, A es un &cido carboxilico o ‘
C(O)N(R**)R®®*, en donde R®* y R®® gson, independientemente, H o:

alquilo C, ; opcionalmente sustituido con hidroxi, tio, amino,



o
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)
halo, alcoxi, arilo, aralquilo, cicloalquilo o un hetersdcei -
clo. E
E Més preferiblemente, A es C(O)OH, C(O)NH-arilo o C(O)NH-
aralquilo. Lo méas preferiblemente, A es C(O)OH, C/{

O)NH—éen-
5 cilo o C(O)NH-CH(CH,)-fenilo.

i

compuestos de ' la
invencién se representan por la férmula IITI:

Incluso lo mds preferiblemente,

10 =

15

Formula {1 !

|
en donde:

1

R** se selecciona de un primer arilo C; o C,, 0 aralquilo

Cy.16+ estando dicho primer arilo o aralquilo opcib—
nalmente sustituido con alquilo C

NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo,

20

1.6+ Cicloalquilo C37,

haloalquilo, alcoxi
}
C,.¢, carboxilo, &cido (alquil)inferior-carboxilico o

un
segundo arilo o aralquilo; conteniendo dichos primer 'y

segundo arilos o aralquilos opcionalmente al menos un

25 heterocadtomo seleccionado independientemente del grupo

que consiste en: O, S y N;

i

!
estando dicho cicloalquilo, arilo o aralquilo, saturado

© insaturado, opcionalmente condensado con un segundo

; - ; . !
anillo de 5, 6 6 7 miembros para formar un sistema

1
30 ciclico o heterociclo, estando dicho segundo anillo

opcionalmente sustituido con NH,, acetamino, nitro, OH,

SH, halo, haloalquilo, carboxilo o &cido

}
(alquil)in-
ferior-carboxilico;

conteniendo dicho segundo anillo,

opcionalmente, al menos un heteroatomo selecc1onado

independientemente del grupo que consiste en: 0, S y Nj
B es H o un carbamato de la férmula N-C (0O) -OR?,

35

en donde RS

b
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es alquilo inferior; |

D es una cadena de alquileno, alquenileno o alquinileno CSIW

que contiene opcionalmente uno a tres heteroitomos indepen-
dientemente seleccionados de: O, S o N; |
R* es uno, dos o tres sustituyentes independientemente

seleccionados de hidroxilo, halo, amino, amida, carbonilo,

tiol, alquilo C,, alcoxi C, ., arilo C¢ 0 C,p, 0 aralquilo C71M

© una sal o éster del mismo farmacéuticamente aceptable.
Finalmente, estdn incluidos en el alcance de esta gn—

vencién todos los compuestos de férmula I gque se presentan en

las Tablas 1 a 4. !

De acuerdo con una realizacién alternativa, las compos$i -
ciones farmacéuticas de esta invencidén pueden comprender
adicionalmente un agente antivirico. Ejemplos de agenﬁes

antiviricos incluyen ribavirina y amantadina.

De acuerdo con otra realizacién alternativa, las
composiciones farmacéuticas de esta invencidén pueden compren-
der adicionalmente otros inhibidores de la proteasa de HCV .

De acuerdo todavia con otra realizacién alternativa, l%s
composiciones farmacéuticas de esta invencidén pueden compren-
der adicionalmente un inhibidor de otras dianas en el ciclo
vital de HCV, tal como helicasa, polimerasa o metaloproteasa.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién.puedén
ser administradas oralmente, parenteralmente o mediante un
reservorio implantado. Nosotros preferimos la admlnlstrac16n
oral o la administracién mediante inyeccidn. Las composicio-
nes farmacéuticas de esta invencidén pueden contener cuales-
quiera soportes, coadyuvantes o vehiculos convencionales, ﬂo
téxicos y farmacéuticamente aceptables. En algunos casos, el

i
PH de la formulacién puede ajustarse con dcidos, bases o

»
tampones aceptables farmacéuticamente para mwejorar la

estabilidad del compuesto formulado o su forma de suministro.

El término parenteral, como se usa en el presente texto,

incluye las técnicas de inyeccién o infusién subcuténea),

intracuténea, intravenosa, intramuscular, intra- artlcular,

intrasinovial, intrasternal, intratecal e intralesional.
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i
Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de

un preparado inyectable estéril, por ejemplo como suspen%ién
acuosa u oleosa inyectable estéril. Esta suspensién puede ser
formulada de acuerdo con técnicas conocidas en la técnﬁca
5 wusando agentes dispersantes o humectantes adecuados (tales

como, por ejemplo, Tween 80) y agentes de suspensidn.

i

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién.pue@en
administrarse oralmente en cualquier forma de dosificacién

aceptable oralmente incluyendo, pero sin limitarse a ellas,
10 capsulas, comprimidos y suspensiones y soluciones acuocsas.'En

I
el caso de los comprimidos para uso oral, los soportes que se

P . . P P e
usan comunmente incluyen lactosa y almidén de maiz. También
se afiaden tipicamente agentes lubricantes tales como esteara-

to de magnesio. Para administracién oral en una forma de

15 capsula, los diluyentes dtiles incluyen lactosa y almidén de

maiz seco. Cuando se administran oralmente suspensiones acuo-
i

sas, el ingrediente activo se combina con agentes emulsionan-

tes y de suspensién. Si se desea, pueden afiadirse ciertos

1
agentes edulcorantes y/o saborizantes y/o colorantes.

)

20 Otros vehiculos o soportes adecuados para las formulé—

ciones y composiciones anteriormente indicadas pueden encon-

i

ej. en
"Remington’s Pharmaceutical Sciences", 19* ed., Mack Publi-
shing Company, Easton, Penn., 1995.

trarse en textos farmacéuticos convencionales, p.

|

25 Niveles de dosificacién entre aproximadamente 0,01 y

aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia, preferen-+
temente entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 75 mg/ké
de peso corporal por dia, de los compuestos inhibidores d§
proteasa descritos en el presente texto, son UGtiles en una
30 monoterapia para la prevencién y el tratamiento de enfermeda-
des mediadas por el HCV. Tipicamente, las composiciones
farmacéuticas de esta invencidn seran administradas entré

3 3 - 1
aproximadamente 1 y aproximadamente 5 veces al dia Dy

alternativamente, como una infusidén continua. Tal admi-

35 nistracién puede usarse como terapia crdnica o aguda. La can-,

tidad de ingrediente activo que puede combinarse con los ma-'

1

4
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teriales de soporte para producir una forma de dosificacién
individual variard dependiendo del hospedador tratado y'del
modo de administracién en particular. Un preparado tlplCO
contendra de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% de com-
puesto activo (p/p). Preferentemente, tales preparados con-

tienen de aproximadamente 20% a aproximadamente 80% de c@m—
puesto activo.

)
)

Como apreciard el profesional experto, pueden requerirse
dosis mds bajas o més altas que las citadas antes. La dosifi-
cacidén especifica y los regimenes de tratamiento para cual~
quier paciente en particular dependerén de diversos factores
incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la
edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexp,
la dieta, el tiempo de administracién, la velocidad de eg-
crecidn, la combinacién de farmacos, la gravedad y el curso
de la infeccidn, la disposicién del paciente hacia la infeé—
cidén y el criterio del médico responsable del caso. En ge-
neral, el tratamiento se inicia con pequenas dosis sustarn-
cialmente menores que la dosis del péptido éptima. A conti-
nuacién, la dosis se aumenta en pequefios incrementos hasta
que se alcanza el efecto Sptimo bajo las circunstanciaé
dadas. En general, lo mas deseable es administrar el compuesL
to a un nivel de concentracién que generalmente proporc1onaré
resultados eficaces antiviralmente sin provocar ningdn efect@
secundario nocivo ni perjudicial.

b

Cuando las composiciones de esta invencidén comprenden
una combinacién de un compuesto de férmula I Yy uno o mas
agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el
compuesto como el agente adicional deberian estar presentes

en niveles de dosificacién entre aproximadamente 10 y 100%,

y mas preferentemente entre aproximadamente 10 y 80% de la‘

dosificacién normalmente administrada en un
monoterapia.

Cuando estos compuestos o sus sales aceptables farmacéu-

regimen de'

1

ticamente se formulan junto con un soporte aceptable farma-

céuticamente, la composicién resultante puede ser administra-
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da in vivo a mamiferos, tales como el hombre, para inhibilt 1a
NS3 proteasa del HCV o para tratar o prevenir la infecc¢ién
por el virus HCV. Tal tratamiento puede también conseguirse
usando los compuestos de esta invencidn en combinacién ' con

agentes que incluyen, pero no se limitan a: agentes 1nmunomo—

duladores tales como «-, B- o y-interferones; otros agentes

antivirales tales como ribavirina, amantadina; otros inhibi—
dores de la NS3 proteasa del HCV; inhibidores de otras dianas
del ciclo vital del HCV tales como helicasa, pollmerasa
metaloproteasa o sitio de entrada al ribosoma interno (IRES)
© combinaciones de los mismos. Los agentes adicionales pueden
combinarse con los compuestos de esta invencidén para crear
una forma de dosificacién individual. Alternativamente, estos
agentes adicionales pueden ser administrados separadamente a
un mamifero como parte de una forma de dosificacidén mﬁltipﬁe.
En consecuencia, otra realizacién de esta invencién
proporciona métodos para inhibir la actividad de la N§3

proteasa del HCV en mamiferos administrando un compuesto de

la férmula I, en la que los sustituyentes son como se definid

anteriormente.

i
En una realizacidén preferida, estos métodos son Gtiles

para reducir la actividad de la NS3 proteasa del HCV en un
mamifero. Si la composicidén farmacéutica comprende solamenée
un compuesto de esta invencidn como el componente activo,

tales métodos pueden comprender adicionalmente la etapa de
administrar a dicho mamifero un agente elegido entre un agen-
te inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de 1a
proteasa del HCV, o un inhibidor de otras dianas en el c1clo
vital del HCV tales como la helicasa, polimerasa o metalopro,

teasa. Tal agente adicional puede ser administrado al mamit

|
fero antes de, o al mismo tiempo que la administracidén de 1a$

composiciones de esta invencidn. »

En una realizacién preferida alternativa, estos métodos
son Utiles para inhibir la replicacidén viral en un mamifero.
Tales métodos son dtiles para tratar o prevenir enfermedades

por el HCV. Si la composicién farmacéutica comprende solamen-'
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CLe un compuesto de esta invencién como componente activo, ’ta—
les métodos pueden comprender adicionalmente la etapa de ad—
ministrar a dicho mamifero un agente elegido entre un aggnte
inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de la pro-

5 teasa del HCV, o un inhibidor de otras dianas en el ciclo vi-

Sy SE e Sl R s

tal del HCV. Tal agente adicional puede ser administrado al
mamifero antes, al mismo tiempo, o después de la administra-
cién de la composicién de acuerdo con esta invencidn.

Los compuestos expuestos en el presente texto pueden ser

10 usados también como reactivos de laboratorio. Los compuestos

de esta invencidén pueden usarse también para tratar o
prevenir la contaminacién viral de materiales vy, por tanto,
para reducir el riesgo de infeccién viral del personal)de
laboratorio o médico, o de pacientes qgue entran en contaéto
15 con tales materiales (p. ej. sangre, tejidos, instrumento$ e
indumentaria quirGrgica, instrumentos e indumentaria de

laboratorio, y aparatos Yy materiales para obtencidén de sangre
O para transfusioneg).

20 Metodologia
PROCEDIMIENTO

t
Los compuestos de la presente invencién (en donde Y no
es Hy B no es H) se sintetizaron de acuerdo con un procedi-
miento general tal como se ilustra en el Esquema I (en donde
25 PG son grupos protectores de carboxi especificos, tal como ée
reconocera por las personas expertas en la técnica) . |
Cuando la invencidén cubre compuestos de férmula I en la
que A es una amida N-sustituida, Pl esti acoplado a una amlna
apropiada antes del acoplamiento con P2. Tal aminacidn sera
30 facilmente reconocida pPoOr personas expertas en la tecnlcq
Como reconoceran las personas expertas en la técnica, tal

amina no estd protegida, sino que lleva cualquier sustitu-
yente relevante (R).

|
35

i
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Esquema I ‘
|
|
P1 P2 , ) ‘
P1-C(0)-OPG A
o. + PG-P2

PG-P2-P1-A ‘

P1-NR /
H |
A PG-N NA
P, Py
c }
HN-P2-P1-A ————e

PG-N._ _COOH S = ‘
+ Y P3) i
DQ} D }

Y i

H separacié)r/ !
B Pz 1 (E) isémero cis
D\/‘ o trans

)

i
t

P2 y P3 pueden ser enlazados pbr
técnicas de acoplamiento de péptidos bien conocidas
mente,

A, B, C) Brevemente, los P1,

. General-
los péptidos se alargan desprotegiendo el grupo a—ami—
no del resto N-terminal y acoplando el grupo carboxilo no
protegido del siguiente aminodcido adecuadamente N-protegido
a través de un enlace péptido utilizando los métodos descrﬂ—
tos o mediante sintesis de péptidos en fase sélida de acuer&o
con el método originalmente descrito en Merrifield, J. Aﬁ.
Chem. Soc., (1963), 85, 2149-2154, cuya descripcién ge
incorpora con ello como referencia.

|

Los grupos funcionales de los aminoacidos constltuyentes

deben generalmente protegerse durante las reacciones de

acoplamiento para evitar la formacién de productos secunda~

rios indeseables. La mayoria de los grupos protectores que se

pueden utilizar estadn enumerados en Greene, "Protective

John Wiley & Sons, Nueva York
(1981) y "The Peptides: Analysis,

Groups in Organic Chemistry",

Synthesis, Biology", vol?



R

‘
3, Academic Press, Nueva York (1981), cuyas descripcionés se

i 5 !
incorporan con ello como referencia.

D) La metétesis con cierre del anillo se 1llevd a babo
utilizando cantidades cataliticas de dicloruro de bis(trici-
clohexilfosfina)bencilideno-rutenio IV, tal como se describe

en la bibliografia: Miller, S.J.; Blackwell, H.E.;

GruBbs,
R.H. J. Am. Chem. Soc. 1996, '

118, 9606-9614. ‘
En la mayoria de los casos se formaron predominanteménte

analogos macrociclicos con un doble enlace cis. Sin embargo,
10

en los casos en los que se obtuvo una mezcla de los productos

}
cis y trans, los dos compuestos se pudieron separar por HPLC
de fase inversa Cl18 preparativa.

E) Opcionalmente,

+

b

se puede reducir por

el doble enlace
métodos de hidrogenacién estandar bien conocidos en 'la
1

15 técnica.

Una vez que se ha completado el alargamiento del

péptido, se separan todos los grupos protectores, los grupos
protectores se separan de cualquier manera que viene dictada

por la eleccidén de los grupos protectores. Estos procesos son

20 Dbien conocidos por los expertos en la técnica. '
Compuestos de la férmula I, en donde Y es Hy B es H se
sintetizan de la siguiente manera: |
1
i
25
i
)
30

35
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Esquema Ia

P P2
b | |
A ’.
P1-C(O)aPG + PG-P2 — PG-P2-P1-PG
(aesOoN) 1
/ |
N C(0)-aPG
| AN
: c' P2 P‘l }
HN-P2-P1-C(0)-aPG —_— D _ )
A t
g N
D |
§ > |
I
|
N c(o)rera !
<\P{ Np! :
D*m?d !
|
|
|
J
5 en donde X es Br o I. 1
C’) La adicién de D se lleva a cabo mediante alquilacién
directa del nitrégeno de la prolina P2 con el haluro 'de
\
alquilo D. ‘
La ciclacidén e hidrogenacidén se llevan a cabo como se ha
10 descrito previamente. |
|
Sintesis de restos Pl
i
1. Sintesis de los 4 posibles isémeros de los restos @l
15

. . . g P ; ; ’
(d&cido l-aminociclopropilcarboxilico 2-sustituido) i

)
La sintesis se realizé de acuerdo con el Esquema II.,

t

20

i

T-’
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Esquema II

]’ Po,c” Cop 1
lla | O/Y :
\

iid '

i
lic
10

HOZC: cao,P |

|
lle i
Rles “syn” respecto al éster

: 7N 'f

»\” Co,P

)
Pcoo | COOP

t
Rt syn respecto e) !
| éster
0 a
2 "

P*COO0 lmCOOH |

1
R' ’
& X ¢ :
Pcoo” N—{
- OR

t
i

R1 anti respecto al éster P* :
|

l
malonato IIa diprotegido vy 1,2-dihaloalcano
ITb o sulfato ciclico IIc

a) Brevemente,
30

(sintetizados de acuerdo con XK.
Burgess y Chun-Yen KE (Synthesis,

(1996), 1463-1467) se hacen
reaccionar en

condiciones bésicas para dar el diéster IId.
b) Se efectta

una hidrélisis regioselectiva del éster menos

estéricamente impedido para dar el &acido ITe.

|
35 «c¢) Este Aacido

IIe se somete a una reaccidén de transposicidn
de Curtius para dar una mezcla racémica de derivados del

i
t
i

1
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acido l-aminociclopropilcarboxilico IIf,
posicidn syn con respecto al grupo carboxilo.
d,e) Alternativamente,

estando R!, en
|
la formacién selectiva del ester a

partir del &cido IIe con un haluro (P*Cl) o alcohol (P#OH)

en el que el éster P* es

selectiva del éster P.: La
hidrélisis del éster P proporciona el &cido ITh.

apropiado forma el diéster IIg,

compatible con la hidrélisis

i

f) Una reaccidén de transposicién de Curtius en IIh da ‘una

mezcla racémica de derivados del acido l-aminociclopropilcar-

boxilico IIi, estando el grupo R!

en posicién anti con
respecto al grupo carboxilo.

En el Ejemplo 3 se presenta una
|
realizacidén especifica para esta sintesis ‘

1
2. A continuacién se describe una sintesis alternativa para

la preparacidén de derivados ITIf (cuando R! es vinilo y es syn

con respecto al grupo carboxilo).

!
1
i

i
Esquema IIa

Ph
_N_ CO,PG _
R\r/chozpe N o _halo e )
Ph halo/w —— Ph —
}
{1] ik vinilo syn respecto
(Res Ho Ph) al éster

HCIH,N_ CO,PG bo.d |

}
~ ,
n o }
vinilo syn respecto al éster

!
lseparacién |

HCtyN_ co,pG HCG N cope '
o 3

14

)
vinilo syn respecto
al éster
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El tratamiento de imina IIj comercialmente dlsponlble
con 1,4-dihalobuteno IIk en presencia de una base produce,
después de la hidrélisis de la imina IIm resultante,

IIf que
tiene el sustituyente alilo en posicién syn con respec@o al

5> grupo carboxilo. Este procedimiento se presenta en el Ejemplo
1.
|
La resolucidén de todas las mezclas enantidmeras antério-
res se puede llevar a cabo via separacién enzimatica!' con
Alcalase® seglin se describe en el Ejemplo 2. Otros medids de
10

resolucién y determinacién de la estereoquimica absoluta se
describen en las solicitudes en tramitacidn 60/095. 931 Yy

09/219.939 incorporadas en su totalidad en este texto como
referencia.

15 Sintesis de restos P2.

1. Sintesis de precursores:
A) Sintesis de derivados de haloarilmetano.

La preparacidn de halometil-8-quinolina IIId se

realizé
20 de acuerdo con el proceso de K.N. Campbell et al.,, J.
Amer. Chem. Soc., (1946), 68, 1844, ‘
Esquema IIT ;
t
25 . Z Z i
\l a \ > \}
N T N - N ’
0™ oH 0™ hale halo "
fla s i ind \
}
30 '
Brevemente, &cido 8-quinolina-carboxilico IITa se
convirtié en el correspondiente alcohol IITc mediante
reduccidén del correspondiente haluro de acilo IIIb cén
un agente reductor tal como hidruro de litio y aluminio.
35

El tratamiento del alcohol IITb con el haloh1drac1do

apropiado da los derivados halo IIId deseados. |
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B) Sintesis de derivados de alcoholes arilicos: |

Derivados de 2-fenil-4-hidroxiquinolina IVec se preﬁara—
ron de acuerdo con G.A.M. Giardina et al. LJ.lMed.
Chem., (1997), 40, 1794-1807). ‘

o

Esquema IV ’

NH OH
10 o o Y@/ 2y !
:
ve I

=
oNH2 - o~ !
b) E1O N :
X Va a) PPA o 1
; b) calor
. Ve X !
-
| 15 ’
‘ OH Cl
| Y Y, f_
i X
| e ¢) POCL, l |
_ —= z |
: N N .
s 1
I
X e Y = arilo, aralquilo, alcoxi, OH, SH, halo, NH,,
NO,, etc. '
'
25 a) Benzoilacetamida (IVa) se condensé con la anilina
(IVb) apropiada, y la enamina obtenida se cicld kton
acido polifosférico para dar la correspondiente 2-fenil-
-4-hidroxiquinolina (IVc). 1
O, alternativamente, el procedimiento se puede llevar a
30 cabo de una manera diferente: !
b) Benzoilacetato-éster de etilo (IVa) se condensd c¢on
la anilina (IVb) apropiada en presencia de &acido, yila
enamina obtenida se ciclé por calentamiento a 260-280°
para dar la correspondiente 2-fenil-4-hidroxiquinolina
35 (Ive) .

;
¢) La hidroxiquinolina (IVc) se convirtid en cloroguino-

!
!

%




5

5

9%y

!

1

1

lina (Ivd) con POCL,. ‘

La transformacién de la cloroguinolina en la prglina
sustituida via alquilacidén (adicidn-eliminacidn) né se
describe en la seccién B (sintesis de P2) . Debe aﬁadirseia B2
5 (R*® es arilo). ‘

1
. 1 %
Alternativamente, los compuestos se pueden preparar via

alguilacidn de BOC-4 (S) -hidroxiprolina con una cloroquindglina

en presencia de una base tal como terc-butdxido de potasio.

N ®
|
OH o !
SN : ‘
i
, 3 e e, .
%—O N Ko-t-Bu __>» o N ]
i j( COH Wr COH !
. 15 o) 0o :
Una realizacidén especifica de este procedimiento: se
presenta en el Ejemplo 5. ’
20 2. Sintesis de P2:
A)

|
La sintesis de prolina 4-sustituida (en donde R?® esta
fijado al anillo a través de un &tomo de carbono) (con ' la
estereoquimica segln se muestra) ;

25

COOH

i
30 se realiza segin se muestra en el Esquema IV de acuerdo
con los procesos descritos por J. Ezquerra et ai.
(Tetrahedron, (1993), 38, 8665-8678) y C. Pedregal ét

al. (Tetrahedron Lett., (1994), 35, 2053-2056). ~

35

|

i
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!
Esquema V ‘
}
0o t
i

N

5 Boc” mm
COOH COOBn COOBn

Va
i}
—> j —> :j |
10 cooan COOH |
Ve !
1
i
i

Brevemente,

acido Boc-piroglutamico se protege en forma
de un éster bencilico.

El tratamiento con una ﬁase
15 fuerte tal como diisopropilamida de litio seguido de la
adicién de un agente alquilante (Br-R?® o I-R*) da 'los
compuestos Ve deseados después de la reduccidn della
amida y de la desproteccidn del é&ster 1
20

B) La sintesis de 4-(R)-hidroxiprolina O-alquilada

1

g i
N ]
Boc”
25 '

i
1
1
i
i

}
se puede llevar a cabo utilizando los diferentes procedimien-
tos descritos mas abajo.

30 B.1) Cuando R** es aralquilo, el procedimiento se puede

llevar a cabo de acuerdo con el proceso descrito por
E.M. Smith et al. (J. Med. Chem. (1988),

31, 875—885).
Boc-4 (R) ~hidroxiprolina

Brevemente,

comerc1a1menﬁe

disponible se trata con una base tal como hidruro de
35 sodio,

y el alcdxido resultante se hace reaccionar con
un agente alquilante (Br-R*™ o I-R*) para dar los com-

4
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puestos deseados. Realizaciones especificas de | este

|

|

procedimiento se presentan en los Ejemplos 4 y 5.,
}

B.2) Cuando R*® es arilo, los compuestos se pueden

preparar a través de una reaccidédn de Mitsunobu (Mitguno-
bu (1981), Synthesis, 1-28;

Lett. 36 (22), 3779-3792;
Lett. 36 (5), 6193-6196;
Lett. 35 (27), 4705-4706)

Rano et al., (1995), 'Tet.
Krchnak et al., (1995), Tet.
Richter et al., (1994), Tet.

- s @ |
. Brevemente, éster metilico de

Boc-4(S) -hidroxiprolina comercialmente disponible se
trata con el

10

alcohol arilico o tiol apropiado en
presencia de trifenilfosfina vy azodicarboxilatoi de

dietilo (DEAD) y el éster resultante se hidroliza en el
acido. ;
15

1

Esquema VI

20

Va Vb :
25

Alternativamente, la reaccidn de Mitsunobu se

puede
llevar a cabo en fase sélida

(Esquema V). El bloque de $6
pocillos del sintetizador Modelo 396 (advanced ChemTech) se

provee de partes alicuotas de compuesto (Va) unido a resina

Yy se aflade una diversidad de alcoholes arilicos o tioles
reactivos apropiados.

30

1
Y
Después de la incubacidén, cada producto
)
(Vb) unido a resina se lava, seca Y segmenta de la resina.

B.2a) Para funcionalizar adicionalmente el sustituyent%

de arilo se puede utilizar una reaccidén de Suzuki

35 (Miyaura et al., (1981),

Synth. Comm, 11, 513; Sato et

al., (1989), Chem. Lett., 1405; Watanabe et al., (1992),




.-
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|
Synlett., 207; Takayuki et al., (1993), J. Org. Chem.

34

58, 2201; Frenette et al., (1994), Tet. Lett. 35 k49),
9177-9180; Guiles et al., (1996), J. Org. Chem, 61,
5169-5171) . ;
5 i
EJEMPLOS |

La presente invencidén se ilustra con mas detalle medlan-
te los siguientes ejemplos no limitantes. Otras formas espe—
10 cificas de sintesis o resolucidén pueden encontrarse eh la

f

solicitud en tramitacidén 09/219.939.

Las temperaturas se dan en grados Celsius. Los porcehta-

Jjes de las soluciones expresan una relacidén de peso a vélu—
men, y las relaciones de las soluciones expresan una relac¢idn

15 de volumen a volumen, a menos que se indique otra cosa.iLos
espectros de resonancia nuclear magnética (NMR) fueron regis-
trados en un espectrdmetro Bruker de 400 MHz; los desplaza—
mientos quimicos (&) se expresan en partes por millén.. La
cromatografia de resolucién rapida se 1llevd a cabo sobre gel

20 de silice (Si0,) de acuerdo con la técnica de cromatografla

de resolucidén rapida de Still (W.C. Still et al., J. Okg.
i
Chem., 1978), 43, 2923).

!
Las abreviaturas usadas en los ejemplos incluyen Bn:

bencilo; Boc: terc-butiloxicarbonilo {Me,coC(0) }; BéA:

25 albdmina de suero bovino; CHAPS: 3-[(3—colamidopropil)—diﬁe-
tilamonio]—1—propanosulfonato;DBU:l,8—diazabiciclo[5.4.d]—

i} undec-7-eno; CH,C1,=DCM: cloruro de metileno; DEAD: azo-
dicarboxilato de dietilo; DIAD: azodicarboxilato de diisopfp-
pilo; DIPEA: diisopropiletilamina; DMAP: dimetilaminopiridi-

30 na; DCC: 1,3-diciclohexilcarbodiimida; DME: 1,2-dimetoxieta-
no; DMF: dimetilformamida; DMSO: dimetilsulféxido; DTT:
ditiotreitol o treo-1, 4-dimercapto-2,3-butanodiol; DPPA
difenilfosforil-azida; EDTA: ac1doet1lend1am1natetraacet1co

Et: etilo; EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etilo; Et,0:

35 dietil-éter; HPLC: cromatografia de liquidos de alto rendi—

miento; MS: espectrometria de masas; (MALDI-TOF: Matrix
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!
Assisted Laser Disorption Ionization-Time of Flight (ioniza-
1
cion por disorcién por léser asistida por matriz-tiempo de
vuelo),

FAB: bombardeo con &tomos rapidos)

; LAH: hidrutro de
aluminio y litio; Me: metilo;

MeOH: metanol; MES: (&cido 2-
{N-morfolino}etano-sulfénico); NaHDMS: bis (trimetilsilil)ami-

da sbdica; NMM: N-metilmorfolina; NMP: N-metilpirrolidina;
Pr: propilo; Succ: 3-carboxipropanoilo; PNA: 4-nitrofenilami-
no o p-nitroanilida; TBAF: fluoruro de tetra-n-butilamdnio;

TBTU: tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il) -1, 1,3,3-
10 tetrametiluronio; TCEP: hidrocloruro de tris(2- carbox1e-

til) fosfina; TFA: acido trifluorocacético; THF: tetra- hldrofu—
rano; TIS: triisopropilsilano; TLC:

cromatografia en gapa
fina; TMSE: trimetilsililetilo;

Tris/HC1l: hidroclorurc de
)
tris(hidroximetil)aminometano.

15

RESTOS P1

|

i

|

f

t

i

EJEMPLO 1 ‘
!

;
20 Sintesis de carboxilato de metil (1R, 2S)/(1S,2R) -1~ amlno 2-

vinilciclopropilo (1g):

HN'COEt Hal

CHO X~ AE 44
Br
©/ = ©/\N CozEt C.
25 Na,SO, / TBME

j

)

i

i

)
LiOtBu (2.1 equiv) "
1a Et,N 1e tolueno/TA i
|
!
!
)
|

tuego H,0%, luego NaOH

H,N___CO,Et BocHN___CO.Et BocHN, __COMe
NaOMe
K/\ K/\ > K/\
MeOH
1f 1g
30

!

Hidrocloruro de éster glicinetilico 1b (1519,2 g, 10,88
mol, 1,0 equiv.) se suspendid en terc-butil-metil-éter (8 1)
Se afiadieron benzaldehido (la) (1155 g, 10,88 mol, 1 equivi)
y sulfato de sodio anhidro (773 g, 5,44 mol, 0,5 equiv.),ty

35 la mezcla se enfrié hasta 5° en un bafio de hielo-agua. A lo

largo de 15 min se afiadié gota a gota trietilamina (2275 ml




y AL

16,32 mol, 1,5 equiv.) (uso de 0,5 1 de terc-butil- metll -éter

para los aclarados) y la mezcla se agité durante 40 h é TA.

!
i
’
i
)
36 :

La reaccidn se enfrid después bruscamente mediante la adicién
de agua enfriada con hielo (5 1) y la capa organica se
5 separd. La fase acuosa se extrajo con terc-butil-metil-éter
(1 1) y las fases organicas reunidas se lavaron con;una
mezcla de NaHCO, saturado (400 ml) y agua (1,6 1) y luego
salmuera. La solucién se secéd sobre MgSO,, se concent%é a
presidn reducida y el aceite amarillo residual se secd hasta
10 un peso constante en vacio. Se obtuvo imina lc en forma de un

aceite amarillo espeso que solidifica a -20° (2001 g, 96% de
i
rendimiento) .

'H NMR (CDCl, 400 MHz) & 8,30 (s,1H), 7,79 (m, 2H), 7,48-7,39
15 (m, 3H), 4,40 (d, J = 1,3 Hz, 2H), 4,24 (g, J = 7 Hz, 2H)
1,31 (¢, 0 = 7 Hz, 3H).

Terc-butdxido de litio (4203 g, 52,5 mmol, 2,1 equiv.)

se suspendid en tolueno seco (60 ml). Imina le (5,020 g, 2%,3

20 mmol, 1,05 equiv) y dibromuro 1d (5,348 g, 25 mmol), 1
equiv.) se disolvieron en tolueno seco (30 ml), Yy e$ta
solucidén se afiadidé gota a gota a lo largo de 30 min a'la

solucidn agitada de LiOtBu a TA. Después de la comple01on,>la

mezcla roja oscura se agitd durante 10 min adicionales y;se
25 enfridé bruscamente mediante la adicidn de agua (50 ml) y
terc-butil-metil-éter (TBME, 50 ml). La fase acuosa se sepéré
Y se extrajo una segunda vez con TBME (50 ml). Las fases
organicas se reunieron, se afiadid HCl 1 N (60 ml) y la mezcﬁa
se agitdé a TA durante 2 h. La fase orgénica se separd y se
30 extrajo con agua (40 ml). A continuacién, las fases acuosés
se reunieron, se saturaron con sal (35 g) vy se afiadié TBME
(50 ml). A continuacién, la mezcla agitada se basificé hasta
PH 13-14 mediante la adicién cuidadosa de NaOH 10 N. La capa
organica se separd y la fase organica se extrajo con TBME (2
35 x 50 ml). Los extractos orgénicos que contenian amina llbﬁe

le se reunieron y se afiadid dicarbonato de di-terc-butilo
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(5,46 g, 25 mmol, 1 equiv.). Después de agitar duranée una
noche a TA, la TLC mostrd algo de amina libre que nothabia
reaccionado. Se afiadié dicarbonato de di-terc-butilo (1,09 g,
5 mmol, 0,2 equiv.) adicional, y la mezcla se someﬁié a
reflujo durante 2 h, momento en el que el analisis por TLC
indicé una conversién completa de le en el carbamato 1f La
solucién se enfrid hasta TA, se secd sobre MgSoO, y' se
concentrd a presidén reducida. El residuo se purificé por
cromatografia de resolucién rapida utilizando EtOAc al io% %
10 luego al 20%/hexano como eluyente. Se obtuvo 1f purificado en
forma de un aceite amarillo transparente que solidifica

lentamente en vacio (4,014 g, 63% de rendimiento) . '
'H NMR (CDCl, 400 MHz) & 5,77 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H),
i 5,28 (dd, J = 17, 1,5 Hz, 1H), 5,18 (s ancho, 1H), S, 11 (dad,
" 15 J = 10, 1,5 Hz, 1H), 4,29-4,09 (m, 2H), 2,13 (g, J = 8,5 Hz,

i
1H), 1,79 (m ancho, 1H), 1,46 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,26, (t

Jd = 7 Hz, 3H).
’.
El éster etilico 1f (10,807 g, 42,35 mmol) se disoﬂvié
20 en metanol seco (50 mL) y se afiadié una solucién de metdxido
de sodio en MeOH (al 25% p/p, 9,7 mL, 42 mmol, 1 equivalkn—
te). La mezcla se calentd a 50° durante 2 h, momento en' el
que el andlisis por TLC indicé una trans—esterificacién
completa (1f Rf 0,38, 1g Rf 0,34 en EtOAc al 20%/hexano.’ La
25

mezcla de reaccién se enfrié hasta TA Yy se acidificéd hasta PH
4 utilizando HCl 4 N en dioxano. NacCl precipitado se separo
por filtracidén (uso de terc-butilmetil-é&ter para los lavadogs)
y los componentes vol&tiles se separaron a presidén reduc1da.
Se afladid terc-butil-metil-éter (100 ml) al residuo vy los

30 sdOlidos se separaron por filtracién. La evaporacién del

filtrado a presién reducica vy el secado en vacioc dieron ester
metilico puro 1g (10,11 g, 99% de rendimiento) . '
‘H NMR (CDCl, 400 MHz) & 5,75 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H),
5,28 (dd, 0 = 17, 1 Hz, 1H), 5,18 (s ancho, 1H), 5,11 (444,
3§ = 10, 1,5, 0,5 Hz, 1H), 3,71 (s, 3H), 2,14 (g, J
1H), 1,79 (m ancho, 1H), 1,50 (m ancho, 1H), 1,46 (s, 9H).

]
e}
o
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EJEMPLO 2 |
|
Resolucidn enzimidtica de carboxilato de metil- (1R, 28)/

(lS,2R)—1—amino-2—vinilciclopropilo

(preparacién de '2b a
partir de 1g):

O,Ma !
BocHN. COMe  piiiasendr  BOeHNSCO; _
_Noalase2.4L RPN :

ZS/\ pHB8.2-8.5

1g 2a }

1
10 CO,Me

HN |
HCl 4N-dioxanc > 5/\ HC ,

i
2b

El éster racémico 1g (0,200 g, 0,83 mmol) se disolvié en
acetona (3 ml) y se afadid agua (7 ml). Se afadid NaOH 0,05
M (1 gota) para llevar el PH de la solucién hasta -8 y luego

se afiadié Alcalase® 2,4L (Novo Nordisk Biochem, 0,3 g en un
ml de agua) .

15

La mezcla se agité vigorosamente a TA, mante-
niendo el pH de la solucidén en 8 utilizando un titulador

20 automé&tico. Al comienzo de los dias 4 y 5 de agitacién a pH

i
8, se afladié solucién enzimitica adicional (2 x 0,3 (9).
Después de un total de 5 dias, se consumid un total de 8,3 mL
de NaOH 0,05 M. La mezcla de reaccidén se diluyd con EtOA@ Yy

agua y la fase organica se separé. Después de lavar con

: . . 4
25 salmuera, el extracto orgénico se secd (Mgso,) vy concentrd en

vacio. El compuesto 2a (0,059 g, 30% de rendimiento) | se

! |
obtuvo en forma de un aceite transparente.

i

*H NMR idéntica a la del compuesto 1g.

i
30 HPLC (Chiralcel ODH, 4,6 x 250 mm, EtOH al 1% isocrético en

hexano, 0,8 ml/min de caudal) : (1R,2S)-2a Rt 19,3 min (97%) ;
(1S,2R) -2a Rt 17,0 min (3%). |

]

t

[

El compuesto 2a (39,96 g, 165,7 mmol) se disolvid ?n

35 dioxano (25 ml) y la solucidn se anadid gota a gota con

agitacidén a HCl 4 N en dioxano (Aldrich, 250 ml). Después ﬁe
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!
45 min, el andlisis por TLC indicé una desproteccién cémple-

!
I
|
I
|
f

!
ta. Los componentes volatiles se separaron a presién reducida
Yy el residuo se co-evapord dos veces con MeOH (2 x 100 ml)
|
Al residuo pardo oleoso se afladieron éter (300 ml) y MeOH (10

ml), y la mezcla se agitdé durante una noche a TA dando como

resultado la precipitacién de un semisélido.

Se afladid MeOH
adicional (15 ml)

Yy la agitacién se continud durante 6 h,

momento en el que se recogid por filtracién un sélido

i
El producto se lavé con MeOH al 5% en éter (50

Yy se secd en vacio para dar al
compuesto 2b en forma de sélido amarillento (22,60 g, 7%% de
rendimiento). Los filtrados
lavado)

amarillento.

10 ml) y éter (2 x 50 ml),

(incluidos los 1liquido$ de

I
Se evaporaron en vacio para dar 2b adicional en forma

de un aceite pardo (7,82 g, 26% de rendimiento) . Lag dos

15 fracciones eran suficientemente puras para uso en la sintesis
de inhibidores de proteasa de HCV: :
(@]®®, + 38,2° (c 1,0, MeOH). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 9,15
(s ancho, 3H), 5,65 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H), 5,36 (dd, J
= 17, 1,5 Hz, 1H), 5,19 (dd4, J = 10, 1,5 Hz, 1H), 3,74 (s,

20 3H),

2,50 (g,. solapamiento con sefial DMSO, J = 9 Hz, iH),
1,86 (dd, J = 10, 6 Hz, 1H), 1,64 (dd, J = 8,6 Hz, 1H).

}
i
j
EJEMPLO 3

Sintesis de carboxilato de t-butil- (1lrR-28)/ (18, 2R) -1- amlno 2-
25 homoalilciclopropilo (3f):

30

35

O AT
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A una suspensidn de cloruro de benciltrietilamonio (5,08

g, 22,3 mmol) en NaOH acuoso al 50% (50 ml), se afiadieron
i

sucesivamente 1,2-dibromo-5-hexeno (3b, 8,10 g, 33,46 mmol)
y malonato de di-t-butilo (3a, 4,82 g, 22,30 mmol). La mezcla

se agitd vigorosamente a TA durante 16 h, después se diluyd
1

con H,0 y se extrajo con CH,Cl, (3 x 50 ml). La capa organica

se lavd adicionalmente con H,O0 (2 x 50 ml), salmuera/H,0

(2/1,2 x 50 ml), se secd sobre MgSO, y se evapord. El residuo
bruto se purificé por cromatografia en columna de resolucién
rapida sobre gel de silice utilizando EtOAc al 3 a 5% en

hexanos como eluyente para obtener el compuesto 3c con' un
rendimiento del 38% (2,48 ) -

'H NMR (CDC1l,, 400 MHz) :

1

i

6 1,19 (bd, J = 7,9 Hz, 2H),

1,25-
1,33 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,48 (s, 9H), 1,47-1,60 (m, 1H),
1,75-1,82 (m, 1H), 2,14-2,22 (m, 2H), 4,96 (dm, J = 10,2 %z,
1H), 5,18 (dm, J =

= 17,2 Hz, 1H). i
ES(+)MS m/z 297 (M + H)*.
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A una suspensidn de t-butdxido de potasio (5,75 g,251,25
mmol)en dietiléter anhidro (150 ml) a 0° se afiadid H,0 (203
pl, 11,27 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité a 0° durante
10 min. Se afiadié una solucidén etérea del compuesto 3¢, (2,48
5 g en 10 ml de dietiléter, 10,25 mmol) , y la mezcla seagitd
a TA durante 5 h. La mezcla se diluyd con H,0 enfriada con
hielo y se extrajo con dietiléter (3 x 200 ml). La capa
acuosa se acidificé hasta pH 3,5-4 con &cido citrico acuoso
al 10% enfriado con hielo y se re-extrajo con EtOAc (3 x 200
10 ml). La capa en EtOAc se lavé con H,0 (2 x 100 ml), salmuera
(100 ml), se secdé sobre MgSO, y se evapord para d%r el
compuesto 3d con un rendimiento del 85% basado en la cantidad

de material de partida recuperado. ,
B ‘H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 1,51 (s, 9H), 1,64-1,68 (m, 1H),
15 1,68-1,75 (m, 1H), 1,77-1,88 (m, 1H), 1,96-2,01 (m, 1H),
2,03-2,22 (m, 3H), 5,01 (dm, J = 6,4 Hz, 1H), 5,03 (dm) J =

14,9 Hz, 1H), 5,72-5,83 (m, 1H). |

ES(+)MS m/z 241 (M + H)". ‘

‘
20 A una solucidén del &cido 3d en benceno anhidro (1,'14 g
en 25 ml de benceno, 4,74 mmol), se afiadid Et,N (800 ul,§5,68
» mmol), seguido de la adicién de difenilfosforilazida (&,13
ml, 5,21 mmol) y la mezcla se calentd a reflujo durantet3,5
h. Subsiguientemente, se afiadié trimetilsililetanol (1,36;m1,
25 9,48 mmol) y se continué la agitacién a reflujo durante, 4 h
adicionales. Después, la mezcla se enfrié hasta TA, se
evaporé hasta la mitad de su volumen original, se diluyé%con

dietiléter (30 ml) y se lavd con NaHCO, acuoso al 5% (2 x 30

ml), salmuera (50 ml), se secd sobre MgSO, y evapord.' El

30 aceite residual se cromatografié sobre gel de silice utili-

zando EtOAc al 10% en hexanos como eluyente para obtener el
compuesto 3e puro con un rendimiento del 88% (1,49 g). E

'H NMR (CDC1,, 400 MHz): § 0,03 (s, 9H), 0,91-0,99 (m, jH),

| 1,18-1,29 (m, 2H), 1,45 (bs, 11H), 1,56-1,72 (m, 2H), 2,b2—

g 35 2,18 (m, 2H), 4,12 (t, J = 8,3 Hz, 2H), 4,93 (dm, J = lp,2

Hz, 1H), 4,98 (dm, J = 17,2 Hz, 1H), 5,07 (bs, 1H), 5,71-5,83
|
|
|
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a2 |
% (m, 1H). |

!
A una solucidn del derivado de ciclopropilo 3e (1,19 g,

)
3,35 mmol en 30 ml de THF) se afiadid t-BuNF (6,7 ml de 1 M

5 en THF, 6,7 mmol, y la mezcla se agitdé primeramente a TA

durante 16 h y subsiguientemente se calentd a refujo durante
15 min. El disolvente se evaporé cuidadosamente a, baja
presién (debido a la elevada volatilidad de la amina libre
3f, deberia tenerse precaucién durante la evaporaciéﬁ del
10 disolvente). El residuo bruto se redisolvid en EtOAcC (1d0 ml)
y se lavé con H, 0O (2 x 50 ml), salmuera (50 ml), sel secd
sobre MgSO, y de nuevo el disolvente se evapord cuidadosgmen-
te. El producto bruto 3f se utilizé para el acoplamientp con

los derivados de prolina P2 sin purificacién adicional.
l
15

RESTOS P2 ‘
l
EJEMPLO 4 |

\
20 Sintesis de Boc-4(R)-{(7-metoxi-4-quinolinil)oxi}prolina

(4c) : |
]
1( CH:,O\@lj CH;;O\@E’Nj : ]

« Z
2 |

; OH

. 2> OH 0 -
; 4b o 5 !
o N |
CO,CH '
Boc 2% .
- Bod  COCH, ‘
4c ;

30 %

Se prepard 4-hidroxi-7-metoxiquinolina (4b) de acugrdo
con el método descrito por Chun, M.W.; Olmstead, K.X.; Choi,
¥.S.; Lee, C.0.; Lee, C.-K.; Kim, J.H.; Lee, J. Bioorg. hed.
Chem. Lett. 1997, 7, 789. Una solucidn de compuesto 4b (1,88

35 g, 10,73 mmol) y DEAD (3,4 ml, 21,46 mmol) en THF anhidro se

afiadié a una solucién agitada de cis-hidroxiprolina 4a (§,63

)

|
|
|
|

o
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g, 10,73 mmol) y trifenilfosfina (5,63 g, 21,46 mmol) enETHF

43

anhidro (160 ml) a 0° bajo N,. Se dejd calentar la mezclé de

reaccién a TA y se agitd durante 14 h. Después, el THF. se

evapord y se aisld el producto puro 4c después de cromatogra-
5 fia en columna de resolucién rapida usando MeOH al 5% 'en

EtOAc como eluyente, con un rendimiento del 35% (1,5 g).i
'H NMR (CDC1,, 400 MHz): § 1,44 (s, 9H), 1,65 (bs, 1H), 2,%4—
2,43 (m, 1H), 2,63-2,76 (m, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,75-3,83 Y
3,89-3,99 (2m, 1H, 2 rotameros), 3,95 (s, 3H), 4,51 y 4,60
10 (2t, J = 8 Hz, 1H, 2 rotameros), 5,15 (bs, 1H), 6,53-6,59 (m,
1H), 7,12-7,18 (dd4, J |

(d, J = 2,6
Hz, 1H), 8,03 (bd, J = 9,2 Hz, 1H), 8,65 (bd, J
1H) - '

= 8,9y 2,2 Hz, 1H), 7,36

= 5,1 Hz,

i

15 EJEMPLO 5

[

Sintesis<haBoc—4(R)-{2—fenil-?—metoxi—4-quinolinil)oxi}pro}
lina (5h):

1

20
25
30

35
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O tolueno
Q + Dean&tark/@
MeO NH, "‘ ph MeO Ph
5a Sb
> 260-280°C
puro
Cl
joq! o0
MeO N~ "ph MeO
5t
10 +BUOK (2.5 equiv)
DMSO 25°C
OH
o_N
Y 59
o o7 “OH
15

20

25

30

315

4 hldroxi-7—metoxi—Z-fenilquinolina (5e)

Una solucidén de benzoilacetato de etilo (5b)
0,52 mol), m-anisidina (5a) (128,1 g,

dioxano (5,2 ml) en tolueno (1,0 1)

(100.0 g,
1,04 mol) y HCl 4 N/

se sometid a reflujo
durante 6,26 h en un aparato de Dean-Stark. La solucidn en

tolueno enfriada se lavé sucesivamente con HCl acuoso al 109
(2 x 300 ml), NaOH 1 N (2 x 300 ml), H,O (300 ml) y salmuera
(150 ml). La fase en tolueno se secd

(Mgs0,) , filtré y
concentro a presidn reducida para dar una mezcla 1,2:1,0 de
éster 5¢ y amida 5d (144,6 g, 45%/38% de rendimiento bruto)
en forma de un aceite pardo oscuro. El aceite bruto se
calentd a 280° durante 80 min, al tiempo que la destilacidén

generaba EtOH. El sélido oscuro enfriado obtenido se trituréd
con CH,Cl, (200 ml)

La suspensién se filtrd y el sdélido
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}
resultante se lavé con CH,Cl, para dar 5e (22,6 g, 17% de;5a)
en forma de un sélido beige.

'H NMR (DMSO-d,) & 8,00 (d, J

= 9,0 Hz, 1H), 7,81-7,82 '(m,
2H), 7,57-7,59 (m, 3H), 7,20 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,94 (dd
5 J=9,0, 2,2 Hz, 1H), 6,26 (s, 1H), 3,87

!

(s, 3H). 1

i

4-cloro-7-metoxi-2-fenilquinolina (5£) : {

Una suspensién de 5e (8,31 g, 33,1 mmol) en POC1, (90 ml)
se calenté a reflujo durante 2 h (se obtuvo una solucidén

10 transparente tras el calentamiento)

. La mezcla se reaccién{se

concentrd a presién reducida. El residuo se repartid entre
t

NaOH 1 N (exotérmico, NaOH 10 N afadido para mantener un pH
elevado) y EtOAc (500 ml). La capa organica se lavdé con H,0

(100 ml) y salmuera (100 ml), después se secd (MgSo,), filtrd

15 vy concentré a presién reducida para dar 5f£ (8,60 g, 96%) én

forma de un sélido amarillo palido. Esta reaccién se repitié
tres veces y dio siempre 96-98% de rendimiento que es

significativamente mayor que el 68% de rendimiento resefiado
en J. Med. Chem. 1997, 40, 1794.

|

'H NMR (DMSO-dg) & 8,28-8,30 (m, 2H), 8,20 (s, 1H), 8,10 (4,
J =

20

9,1 Hz, 1H), 7,54-7,58 (m, 3H), 7,52 (d, J = 2,5 Hz, 1H)|
7,38 (dd, J = 9,1, 2,5 Hz, 1H), 3,98 (s, 3H). ;
}
1—{(l,1—dimetiletoxi)carbonil}—4(R)—{(7-metoxi—2—fenil—4{

25 quinilinil)oxi}-L-prolina (Sh):

1

Terc-butdxido de potasio (8,16 g, 72,7 mmol) se aﬁadiél
en pequefias porciones, a lo largo de 15 min, a una solucién,
de 5g (6,73 g, 29,1 mmol) en DMSO (83 ml) mantenido a 25°. La,

mezcla se agitd a 25° durante 1,5 h. Se afiadid cloroquinolina

30 5f (8,61 g, 32,0 mmol) en 4 porciones a lo largo de 15 min a

1

la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccidén se agitd a 25°

durante 19 h. La suspensidén resultante se vertié en H,0 (650"

ml), y la mezcla se lavé con Et,0 (3 x 150 ml)

para separar
cloroquinolina en exceso (mds tarde se encontrd que EtOAc era
35 mas eficaz).

La capa acuosa se acidificé con HC1 i N acuoso

(38 ml de 1,5 equiv. calculados requeridos, 43,6 ml) hasta pH |




0
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I
4-5. El s6lido blanco que precipitaba se recuperd por
filtracién. El sélido himedo se secd a presién reducida sobre
P,0; para dar el derivado de prolina 5h (12,6 g, 91%,

contiene
2,3% p/p de DMSO) en forma de un sélido beige.

1

'"H NMR (DMSO-d,) & (2:1 mezcla de rotameros) 8,27 (d, J = 7,0
Hz, 2H), 8,00, 7,98 (2d, J = 9,2, ~9,2 Hz, 1H), 7,48-7,56 '(m,

3H), 7,45, 7,43 (2s, 1H), 7,39 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,17 (44,
J =9,2, 2,5 Hz, 1H), 5,53-5,59
3,93 (s, 3H), 3,76

10 2,43 (m, 1H),

(m, 1H), 4,34-4,41 (m, 1H),

(s ancho, 2H), 2,63-2,73 (m, 1H), 9,32~
1,36, 133 (2s, 9H).

RESTOS ENLAZADORES DE PEPTIDOS {(nDw) )

i

EJEMPLO 6 |

]

15 i
Sintesis de acidos N-Boc (2S) -2-amino-alquenoicos (65 v 6kx:

‘\

oH i

4\/[’\]"\/3' — MYCO ,

20 6a n=4 ' 6b nc4
6c n=2

58 N L0

30

NHBoc

6jnxd
6knz2
35
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A una suspensién agitada de tiras de Mg cortadas fina-

l
mente (0,55 g, 22,5 mmol) en THF seco (30 ml) que contiene

dibromoetano (0,1 ml), se afiadid gota a gota 8-bromo-1-octeno

(6a, 2,52 mL, 15 mmol) a lo largo de un periodo de 15 min ﬁla

5 reaccidén es ligeramente exotérmica].

Después de 30 min, la
mezcla se calentd a 38° durante 1 h y después se enfridé a

1

-78° antes de afladirla mediante una cinula sobre una cantidad

en exceso de CO, sélido. La mezcla se diluyd con dietil—é@er

(100 ml) y la solucidén se lavé con salmuera (2 x 50 ml),

se
10 secd sobre MgSO, y se evapord.

Se obtuvo un aceite bruto que

se purificé mediante cromatografia en gel de silice usando

EtOAc al 15% en hexanos como eluyente para dar el compuesto

6b con un 62% de rendimiento (1,44 g . -
‘H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,31-1,42 (m, 6H), 1,60-1,69 (m,

15 2H), 2,02-2,09 (m, 2H), 2,35 (t, J = 8,3 Hz, 2H), 4,99 (dm,
J = 10,0 Hz, 1H), 5,04 (dm, J = 17,0 Hz, 1H), 5,75-5,86 (),
1H) .

i

1

A una solucién vigorosamente agitada del &cido carboxi-
lico 6b (1,36 g, 8,7 mmol) en THF anhidro (70 ml) a -78° se

20 aniadieron Et,N recién destilado (1,6 ml; 11,3 mmol) Yy clorurp
de pivaloilo (1,18 ml, 9,58 mmol) mediante una jeringa bajo
condiciones anhidras. La mezcla se agitdé a -78° durante lé
min y después a 0° durante 45 min. La mezcla se enfrid dé
nuevo a -78° y después se transfirié mediante una canula %

25

una solucidén anhidra de sal de litio de 4(8) -

- (fenilmetil) -
2-oxazolidinona en THF a -78°;

la sal de litio del reactivo
de oxazolidinona habia sido preparada previamente mediante ld
adicién lenta de n-Buli

(2,00 M en hexanos, 7,85 ml, 15,7
mmol) a

una solucidén en THF (20 ml) de la oxazolidinona (2,78§
30 g, 15,7 mmol) en THF a -78°, ‘

La mezcla de reaccidén se agitd a -78° durante 15 min v
después a TA durante 1,5 h. Finalmente,

se enfrid bruscamente‘
con una

solucidén acuosa de bisulfato sédico (100 ml de 1M) y

el THF se evapord a los 3/4 de su volumen inicial. E1 residuoi
35 se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml)

1

y las capas orgénicas |

mezcladas se lavaron con NaHCO, al 5% (3 x 50 ml) y salmuera '
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i
(2 x 50 ml), se secaron sobre MgSO, y se evaporaron. E1

1
aceite bruto resultante se cromatografidé en gel de silice
usando EtOAc al 15% en hexanos para obtener el compuesto 6d
con un 68% de rendimiento (1,88 g) .

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): 6 1,35-1,47 (m, 6H), 1,67-1,74 (m,

2H), 2,02-2,09 (m, 2H), 2,65 (dd, J = 13,4 y 9,9 Hz, 1H),
2,84-3,02 (m, 2H), 3,31 (dd, J = 13,4 y 3,2 Hz, 1H), 4,13-
4,22 (m, 2H), 4,62-4,71 (m, 1H), 4,93 (d, J = 10,2 Hz, 1H),

5,00 (dd, J = 17,2 y 1,6 Hz, 1H), 5,75-5,84 (m, 1H), 7,18-
7,38 (m, S5H).

i

. -~ . . L3 L3 !
El &cido carboxilico 6¢ comercialmente disponible se

. R . . . !
convirtid en el compuesto 6e siguiendo el mismo protocolo de

sintesis que para la preparacién del compuesto 6d a partir He
6b.

1
1

A una solucién agitada de KHMDS (THF 0,8 M, 22 ml, 17,5
I

mmol) en THF seco (50 ml) a -78° se afiadid por medio de una
t

canula una solucidén del derivado de &cido 64 & 6e (3,25 g,

10,30 mmol) en THF seco (40 mL) a -78°. La mezcla se agitéXa

-78° durante 45 min. A esta mezcla se afiadié una solucién de
trizilazida (3,67 g, 11,85 mmol) en THF seco (40 ml) a —78ﬂ.
La mezcla se agitd a -78° durante 3 min y después se enfrid
bruscamente con acido acético (5 ml) . Subsiguientemente, sé
agitd a temperatura ambiente durante 1 h Yy 45 min y finalmenL

te a 40° durante 15 min. La mayor parte del THF se evapord,

El residuo se recogié en EtOAc (100 ml) y la solucién

organica se lavé con H,0 (50 ml), NaHCO, al 5% (3 x 50 ml) vy

salmuera (50 ml). Se secé y se evaporS. El aceite obtenido se

cromatografid sobre gel de silice usando hexano/CH,C1, (1/1)

como eluyente para dar el compuesto 6f & 6g (2,47 g, rendi-
miento 67%) .

6f£: 'H NMR (CDCl,, 400 MHz) :

6 1,32-1,45 (m, 6H), 1,45-1,8 (m
6H), 1,65-1,73 y 1,75-1,88 (2, 2H, rotameros), 2,01-2,11 (m

2H), 2,72-3,02 (m, 1H), 3,33 (dd, J = 13,4 y 3,2 Hz, 1H),

4,10-4,28 (m, 2H), 4,62-4,72 (m, 1H), 4,90-5,05 (m, 3H),
5,73-5,88 (m, 1H), 7,17-7,38 (m, 5H).

;0

r

A una solucidén agitada de SnCl, anhidro (2,61 g, 13,8

b

1

b
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mmol) en MeOH anhidro (80 ml) se afiadid mediante canula' una

solucidén de la azida 6f 6 6g (2,45 g, 6,9 mmol)
anhidro (20 ml).

a 0° en MeOH
La mezcla se agité a TA durante 4 h. E1 MeOH
fue evaporado y el material espumoso obtenido se recoglo en
dioxano/H,0 (100 pl/20 pl) y se tratd con Boc,0 (3,0 g, 13,8
mmol) y NaHCO, (2,89 g, 34,5 mmol) ‘
mas NaHCO, si es necesario)

(el pH se ajustd a 8 con

Y la mezcla se agitdé a TA durante

16 h. Parte del dioxano se evapord (~ 50%) y el re81duo se

extrajo dos veces con EtOAc. La solucién orgénica se lavé ¢on

salmuera (2 x 50 ml), se secd Y se evapord. E1 residuo

obtenido fue cromatografiado sobre gel de silice usando EtOAc

al 20-25% en hexano como eluyente para dar el compuesto 6h &
6i (1,75 g, rendimiento 60%). :

6h: 'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,27-1,53

|
(m, 6H), 1,46 (s,
9H), 1,80 (m, 1H), 2,00-2,08 (m, 1H), 2,80 (t, J = 12,1 H?,

1H), 3,34 (d, 14,3 Hz, 1H), 4,17-4,23 (m, 2H), 4,60-4,66 (f,

1H), 4,93 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,50 (dd, J = 17,2 y 1,9 Hz,
1H), 5,13 (bs, 1H), 5,38-5,43 (m, 1H), 5,74-5,84 (m, 1H),
7,22-7,36 (m, S5H). ‘

1

A una solucidén agitada a 90° del derivado n-Boc 6h & 61

(1,74 g, 4,04 mmol) en THF/H,0 (75 pl/15 ul), se afiadieron

H,0, (30% v/p, 2,05 ml, 16,2 mmol) vy LiOH- H,O0 (0,34 g, 8,1
mmol) y la solucién se agitdé a 0° durante 1 h. La reaccién se

enfridé bruscamente con Na,S0; (2,24 g en H,0, 15 ml, 17,8

mmol) . El pH se ajustd a 4-5 con dcido citrico acuoso al lOJ

Yy la mezcla se diluyd con EtOAc. La fraccién acuosa se

extrajo una vez mads con EtOAc Yy la solucidén organica se la"O‘

dos veces con salmuera, se secéd Yy se evapord. El residuo se

sometid a cromatografia sobre gel de silice usando hexano al

20% en EtOAc como eluyente, para dar el A&cido carboxilico:

libre 65 6 6k (0,76 g, rendimiento 70%).

6j: 'H NMR (CDCl,, 400 MHz):. § 1,30-1,42 (m, 7H), 1,62 (s, :

9H), 1,60-1,72 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 2,00-2,08 (m, 2H), 4,30
(bs, 1H), 4,94 (4, J = 10,2 Hz, 1H), 5,00 (dd, J = 17,2 vy 1,9
Hz, 1H), 5,73-5,85 (m, 1H).
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EJEMPLO 7
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Sintesis del éster metilico del &cido N-Boc(zs)-amino-s-o?o-

8-nonenocico (7):

5 l
‘l
BocHN.__CO,CH,
Mg |o co = -l

BocHN._ CO,CH, 9 \9 7i:-\5\’// 2 : ‘

= . g\/wr‘\? |

Cop ;

10 7a . 7c }
BocHN._CO,CH, )‘

z i

15 }
o] = '

7d ‘,

i
A una solucidn bien agitada del &dcido monoalilico de 7b

20 (1,50 g, 10,4 mmol)

en THF seco bajo N, (20 ml) a -78° se
afiadié gota a gota n-Bu,Mg (0,9M/hexano, 5,8 ml, 5,2 mmolf

durante un periodo de 5 min. La suspensién pesada se agitd
después a TA durante 1 h y se evapord (liberacidén de vacio

1
bajo N,). La sal sdélida de Mg 7b fue secada bajo vacio

durante 1 h. 1

El compuesto 7a se mezcld primero con 1,1’ -carbonil-'
diimidazol (1,65 g, 10,21 mmol) en THF anhidro, y la mezcla'
se agitd a TA durante 1 h para activar el resto &cido libre.
Subsiguientemente, el derivado de &acido glutamico activado
fue canulado en una solucidén de la sal de Mg 7b y la mezcla
de reaccidn obtenida se agité a TA durante 1€ h. Después se ,
diluyd con EtOAc y Jla solucién orgénica fue lavada con HCIl ,
0,5N enfriado en hielo, se tratd con salmuera, se secd y se
evaporé. El residuo obtenido fue cromatografiado sobre gel de

silice usando EtOAc al 35-40% en hexano como eluyente para
dar el compuesto 7c¢ (1,85 g, rendimiento 53%) .

D
Mo
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|
'"H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 1,44 (s, 9H), 1,85-1,95 (m, 1H),
2,12-2,22 (m, 1H), 2,58-2,74 (m, 2H), 3,48 (s, 2H), 3,74 (s,
3H), 4,24-4,34 (m, 1H), 4,52 (dm, J = 5,7 Hz, 2H), 5,09 '(m,

1H), 5,25 (dm, J = 10,2 Hz, 1H), 5,34 (dm, J = 17,2 Hz, 1H),
5 5,91 (m, 1H). |

A una solucién agitada de tetraquis(trifenilfosfiﬁa)
Pd(0) (0,116 g, 5% en moles, 0,1 mmol) en DMF seca (7 ml)ise
afladidé (mediante una jeringuilla Y bajo una atmésfera de N,)

el diéster 7c (0,687 g, 2 mmol) en DMF seca (3 ml)

. La mezc}a
10

se agitd a TA durante 3,5 h. La DMF se evapord bajo presiﬁn

reducida y el residuo se diluydé con EtOAc (20 ml). La
solucidén en EtOAc se lavé con HC1 0,5 N enfriado con hielo (5

ml) y con salmuera (10 ml), se secd Yy se evapord. El residuo
fue cromatografiado sobre gel de silice usando EtOAc al 15-

20% en hexano como eluyente para dar el compuesto 74 (0,253
g, rendimiento 42%).

15

1
%
1

'H NMR (CDC1l,, 400 MHz) & 1,44 (s, S9H), 1,84-1,94 (m, 1H),
2,08-2,22 (m, 1H), 2,33 (dd, J

14,0 y 7,3 Hz, 2H), 2,45:
2,55 (m, 4H), 3,74 (s, 3H), 4,28 (bm, 1H), 4,98 (dm, J = 10,;

Hz, 1H), 5,03 (dm, J = 17,2 Hz, 1H), 5,00-5,10 (m, 1H), 5,74+
5,85 (m, 1H).

20

i
1

1

PEPTIDOS MACROCICLICOS

25 EJEMPLO 8

Procedimiento general para reacciones de acoplamiento:
realizadas en solucién {véase también R.

Knorr, et al.,
Tetrahedron Letters, (1989), 30, 1927}

30 ;
Los reaccionantes, es decir una amina libre (1 eq.) (o
su sal hidrocloruro) y el &cido carboxilico libre (1 eq.) se '
disolvieron en CH,Cl,, CH,CN o DMF. Bajo una atmésfera de i
nitrdgeno se afiadieron a la solucidn agitada cuatro equiva- |

35

lentes de N-metilmorfolina ¥ 1,05 equivalentes del agente de
acoplamiento. Después de 20 min, se afiadié un equivalente del
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t
segundo reaccionante, es decir &cido carboxilico libre.
(Reactivos de acoplamiento practicos y eficaces para este: fin
son hexafluorofosfato de (benzotriazol—l—iloxi)-tris—(dime—
to de

(TBTU)

tilamino) fosfonio (HOBT) o, preferiblemente,tetrafluorobéra-

2—(1H—benzotriazol—1~il)—N,N,N',N’—tetrametilur&nio
o tetrafluoroborato de O—(7—azabenzotiazol-l—id)—
N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU). La reaccién se 'vigﬁlé

mediante TLC. Después de completarse la reaccidn, el disol-
vente

se evapord bajo presién reducida.

El residuo se
disolvié en EtOAc.

La solucién se lavd sucesivamente con
acuoso al 10%, NaHCO, acuoso saturadoa Y
salmuera. La fase organica se secd (Mgs0,), se filtrd y se
concentrd Dbajo presién reducida.

&dcido <citrico

Cuando el residuo se

« . - g - s - - !
purificd, esto se hizo por cromatografia de resoclucidn rapida
segin se definié antes.

f

EJEMPLO 9 ;

i

Sintesis de los compuestos 202 Y 203 (Tabla 2)
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[ NHBoo o i

10 BocH ‘

15 BocHN
bad compuesto 203 ‘
i O i " CONM i

compuesto 202

i

A una solucidn del derivado de prolina 9a (1,32 g, 3, 68

mmol) y el homoalilo ACCA bruto 3f obtenida previamente
25 (~ 3,35 mmol) en CH,C1,

(1,21 ml,

(10 ml) se afiadieron sucesivamente NMM
y HATU (1,53 g,

suspensidén se agité a TA durante 18 h

periodo,

10,05 mmol) 4,02 mmol) y 1la

Después de ese
se evaporo el disolvente y la mezcla de reaccidén
bruta se redisolvid en EtOAc (30 ml)

30 NaHCO, acuoso al 5%

La solucién se lavé con:

(2 x 10 ml), salmuera (10 ml),

sobre MgSO, y se evaporsd.,

se seco,
mediante

El producto bruto se purificéd’

cromatografia sobre gel de

silice utilizando?
dietiléter al 8% en EtOAc como eluyente para obtener el

diastereoisémero deseado del compuesto 9b en un rendimiento
35 de 20% (no se determind 1la estereoquimica absoluta)
'H NMR (CDC1,, 400 MHz) :

6 0,93 y 1,01 (t, J = 8,3 Hz,




' : 7

'C‘. * X J
1

54 1

rotameros en la relacién de 3:7), 1,14-1,35 (m, 2H) , 1,44;(8,

5H), 1,45 (s, 9H), 1,50-1,82 (m, 4H), 2,08-2,24 (m, 2H), 2,32
o (bs, 0,7H), 2,63 (bs, 0,75H), 2,93 (bs, 0,75H), 3,16 ) (m,
| 0,25H), 3,77 (bs, 1,5H), 3,88 (bs, 0,5H), 4,4-4,55 (m, 1H),
5 4,98 (4, J = 10,2 Hz, 1H), 5,03 (dd, J = 17,2 y 1,6 Hz, 1H),

5,24 (bs, 1H), 5,75-5,88 (m, 1H), 6,57 y 6,78 (2bs, 1H, 2
rotameros), 7,42-7,58 (m, 3H) 7,63-7,73 (m, 2H), 8,04 (d, g

= 8,3 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,74 (d, J = 5,1 Hz,
1H) .

¥
10 A una solucién del dipéptido 9b (137 mg, 0,248 mmol) en

CH,Cl, seco se afiadidé una solucidén de HCl en dioxano (4 M,
ml), vy la mezcla se agitd a TA durante 1,5 hHe & continuaciéh
el disolvente se evapord Yy el residuo se secd bajo alto
vacio. La mezcla se disolvid en dietiléter/MeOH (3 pul/2 ul)

Y se tratd con un ligero exceso de diazometano disuelto én
dietiléter. Después de 30 min,

4

15

el diazometano en exceso gde
destruyé con la adicién de HCl (4 M en dioxano)

y la mezcla
se evapord hasta

sal HCl1 del
se utilizé en la siguiente etapa

sequedad para obtener la
compuesto 9c que sin

20 purificacién.

A una suspensidén agitada del dipéptido 9¢ bruto (0,23 g,
0,48 mmol)en CH,Cl, (25 ml) se afiadid sucesivamente el (S8)- -N-
Boc-aminoécido 6j (0,151 g, 0,62 mmol), NMM (210 ul, 1,91
mmol) y HATU (0,236 g, 0,62 mmol) y la mezcla.se agitdé a TA

25 durante 16 h (el pH se ajustd a ~ 8 con NNM después de 1 h si’

eéra necesario). El CH,CI,
en EtOAc (50 ml)

se evapord, el residuo se recogid!

Y la solucién orgdnica se lavé con NaHCO, al,

|
5% (2 x 20 ml), salmuera (2 x 20 ml), se secd y se evapord.
El compuesto bruto obtenido se cromatografié sobre gel de .

30 silice (50 ml, EtOH al 2% /EtOAc)para dar el compuesto 9d>

(0,139 g, rendimiento de 46%).

'H NMR (CDC1,, 400 MHz, rot&meros en la relacidén 6:1) despla-

zamientos quimicos del rotémero principal & 1,21-1,27
1H), 1,36 (s, 9H), 1,45-1,81 (4m, 7H) , 2,20-2,22 (m, 4H), |

2,28-2,37 (m, 1H), 2,90-2,99 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,94-3,98

(m, 1H), 4,29 (bd, J = 9,9 Hz, 1H), 4,46-4,50 (m, 1H), 4,81

(m,

35

4
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(dd, J = 8,3 y 5,4 Hz, 1H), 4,92-5,06 (m, 4H), 5,16 (d,ZJ =

8,3 Hz, 1H), 5,37 (m, 1H), 5,70-5,84 (m, 2H), 6,82 (d,zJ -

>.1 Hz, 1H), 7,47-7,55 (m, 2H), 7,71 (dt, J = 7,0 y 1,3 'Hz,

1H), 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,17 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,78
(d, J = 5,1 Hz, 1H).

i

El compuesto de dieno 9d (0,130 g, 0,205 mmol) se cicld
utilizando cantidades cataliticas de dicloruro de bis- (trieci-
clohexilfosfina)bencilideno—rutenio IV (52 mg, 0,064 mmol)len
CH,Cl, (60 ml) bajo reflujo durante 2 h para dar, después de
la cromatografia sobre gel de silice (50 ml, EtOH al 3%/2

EtOAc), el compuesto %e (60,1 Mg, rendimiento de 48%) :

'H NMR (CDC1,, 400 MHz) § 1,22-1,30 (m, 2H), 1,35 (s, SH) ,

1,44-2,35 (m, 13H), 3,07-3,14 y 3,16-3,24 (2m, 1H, rotémerbs
en la relacién 1:3), 3,69 (s, 3H), 4,42-4,50 (m, 1H), 4,95-

5,04 (m, 1H), 5,05-5,15 (m, 1H), 5,20-5,30 (m,1H), 5,55—5,%5
(m, 1H), 6,75-6,79 (2d, J = 5,4 Hz, 1H,

rotameros en ia
relacién 1:3), 7,36 (s, 1H), 7,46-7,50 (m, 1H), 8,00 (dd,;J
= 7,0 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,13 y 8,17 (24, ﬁ
= 8,0 Hz, 1H, rotédmeros en la relacidén 1:3), 8,77 (4, J = 5,@
Hz, 1H). ;
El resto éster del compuesto macrociclico 9e (0,0156 g,
0,026 mmol) se hidrolizé con LiOH-2 H,0 (8,7 mg, 0,206 mmol)

en THF/MeOH/H,0 (4 ml/2 ml/2 ml). El producto bruto se

purificé mediante HPLC de fase inversa C18 en una columna

Whatman (Partisil 10,0 DS3) 50/2,4 cm utilizando un gradiente

de disolvente de CH,CN acuoso al 5% a CH,CN al 100% paré

obtener el compuesto 202 puro en forma de un sélido blanco.
amorfo (11,8 g).

t
'H NMR (DMSO, 400 MHz): &6 1,12 (s, 9H), 1,20-1,24 (m, 2H),'

i

1,32-1,40 (m, 3H), 1,58-1,62 (m, 2H), 1,68-1,78 (m, 3H),
1,95-2,02 (m, 1H), 2,08-2,18 (m, 2H), 2,42-2,59 (m, 2H),
3,97-3,40 (bd, J = 9,8 Hz, 2H), 4,47 (t, J ‘

= 8,6 Hz, 1H),
4,58 (d, 0 = 11,8 Hz, 1H), 5,22-5,29 (m, 1H), 5,46-5,54 (m,

1H), 5,66 (s, 1H), 7,12 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,49 (d, J =3,5,

i
Hz, 1H), 7,68 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,98 (£, 0 = 17,0 Hz, 1H), 2

8,08 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,21 (s, 1H), 8,35 (d, J = 8,3 Hz,



W
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1H), 9,08 (d, J = 5 Hz, 1H). '

i
El compuesto macrociclico 9e (20 mg, 0,033 mmol)

en
CH,Cl, seco (1 ml) se agitd en presencia de HC1 4M/dioxané (5
ml) durante 1 h. La mezcla se evapord y se secd culdadosamen—
5 te.

El residuo se redisolvié en CH,C1,/DMF (3 ml/1 ml)

j se
tratd con NMM (14,5 pl, 0,132 mmol)

y anhidrido acético (7,0
pl, 0,073 mmol) y se agité a TA durante 14 h. La mezcla. se
evapord y se secd bajo alto vacio. A continuacidn, el residuo

se disolvid en una mezcla de THF/MeOH/H,0 (4 ml/2 ml/2 ml‘ y

10 se agité durante una noche con LiOH-2 H,0 (11 mg, o0, 264
mmol) . El residuo, aislado después de la acidificacidn hasta
PH = 3 con HCl 1 N enfriado con hielo, se purificé medlante
HPLC de fase inversa €18 utilizando un gradiente de dlsolven—
_ te de CH,CN acuoso al 0-40% (TFA al 0,06%) con el fin de
15

aislar el compuesto 203 puro en forma de un sélido blanco
amorfo (12 mg). |
'H NMR (tampdn Na,PO, 50 mM, pH = 6,0, 600 MHz): & 1,22—1,57
(m, 2H), 1,38-1,43 (m, 2H), 1,58-1,64 (m, 2H), 1,67-1,76 (ﬁ,
2H), 1,77-1,84 (m, 1H), 1,92-1,99 (m, 1H), 2,22-2,08 (m, lH)/
20 2,12-2,27 (m, 1H), 2,22?2,27 (m, 1H), 2,60-2,67 (m, 1H, Prok
'), 2,83-2,89 (m, 1H, Pro-f), 4,32 (dd, 0 = 12,1 vy 3,5 HZL
1H, Pro-6'), 4,41 (dd, J = 12,1 y 7,3 Hz, 1H), 4,56 (bd, J %
8,0 Hz, 1H, Pro-4), 4,62 (dd, J = 8,9 Hz, 1H, Pro-a),

5,404

5,46 (m, 1H), 5,55-5,61 (m, 1H), 5,73 (bs, 1H, Pro-y), 7,41

25 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7,64 (bs, 1H, Acca-NH), 7,80 (t, J = 7,9
Hz, 1H), 8,03 (¢, J = 8,0 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 9,5 Hz, lH),i
8,16 (d, J = 7 Hz, 1H, AcNH), 8,38 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,90

(d, J = 6,0 Hz, 1H). {

i
i

30 EJEMPLO 10

Sintesis de los compuestos 204 y 205 (Tabla 2)

35
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o., 0.,
CO,CH, CO,H
i HN

compuesto  2()2

compuestos 204/205 1

A una solucidn del compuesto macrociclico 9e (21 mg,
0,035 mmol) en t-butanol/H,0 (1,5 ml/1,5 ml) a 0° ge afiadié
una solucién de 0s0, en t-butanol (0,36 ml de una solucidn al
35% p/v, 0,035 mmol) y la mezcla se agité a TA durante 1 h.
La mezcla se diluyd con EtOAc (20 ml) y la solucién organica

se lavd con NaHCO, al 5% (2 x 10 ml), salmuera (2 x 10 ml),

se secd y se evapord hasta sequedad. El compuesto bruto ée
recogidé en THF/MeOH/H,0 (3 ml/1,5 ml/1,5 ml) y se agitd en

presencia de LiOH-2 H,0 (13 mg, 0,028 mmol) durante 16 h. La

mezcla se acidificd hasta PH 4 con HCl1 0,5 N enfriado coh
hielo, se evapord y se purificé mediante HPLC de fase inversa

Cl8 utilizando un gradiente de disolvente de H,0 (TFA al

0,06%) hasta CH,CN acuoso al 40% (TFA al 0,06%). Los diole$
syn 204 y 205 se aislaron con elevada pureza en forma de
sb6lidos blancos amorfos.

204: 'H NMR (DMSO,

¥

400 MHz) :

1

6 1,16 (s, 9H), 0,95-1,55 (4m,
1,56-1,68 (m, 2H), 1,83-1,93 (m, 1H) ,'
2,27-2,38 y 2,45-2,58 (2m, 2H, Pro-28), 3,15-3,25 (m, 1H),

3,35-3,50 (m, 1H), 3,85 (d, § = 10,0 Hz, 1H, Pro—0) ,
(bs, 1H), 4,42-4,58 (m, 2H,

solapamiento, 10H),

4,05:
Pro-a y Pro-46), 5,62 (bs, 1H,
Pro-v), 6,80 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 7,43 (bs, 1H), 7,65-7,75
(m, 1H), 7,92-8,01 (m, 1H), 8,05-8,10 (d, J |

8,30 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,59 (s, 1H), 9,06 (d, J = 4,1 Hz, .
1H) .

= 8,5 Hz, 1H), ,

1
1

ESMS (modo de ionizacién negativa) : m/z 625 (M-H)
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205: 'H NMR (DMSO,

9H), 1,48-1,68
2H), 3,78-3,82

400 MHz): 6 1,01
(m, 3H), 1,78-1,88

(m, 1H), 3,86-3,90
Hz, 1H), 4,61 (d, J

(s, 9H), 1,06-1,30
(m, 1H), = 2,2-2,5
(m, 1H), 4,39 (t, J =

7,03 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 7,40 (bs, 1H), 7,58-7,62 (m, 1H),

11,4 Hz, 1H), 5,60 (bs, 1H, Pro-

8,9
Y)

7,87-7,91 (m, 1H), 8,00 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,24 (d, J =18,6

Hz, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,99 (bs, 1H).

ESMS (modo de ionizacién negativa): m/z 625 (M-H)".

EJEMPLO 11

Sintesis de los compuestos 214 y 218 (Tabla 2)

i

1
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compuesto 218

Una solucidén del éster de ceto-nonenoato 7d (0,180 g,

0,6 mmol) en MeOH/H,0 (5 ml/2 ml) se agitd a TA en presencia

1
de LiOH-2 H,0 (50 mg, 1,2 mmol) durante 1 h. La solucién se
acidificé hasta pH 6 con HCl 0,5 N enfriado con hielo y la

mayor parte del MeOH se evapord. A continuacién, el residuc

se disolvidé en EtOAc (30 ml) Yy la solucidén se lavd con HCL!

0,5 N enfriado con hielo (10 ml), salmuera (10 ml), se secd.

t

Y se evapord. A continuacién, el residuo bruto se redisolvié

en CH,C1,
1la (0,337 g,

t

(10 ml) y se hizo reaccionar con el fragmento P1-P2°

0,6 mmol) en presencia de HATU (233 mg, 0,612 "



1

60

!

i
mmol) y DIPEA (420 ul, 2,4 mmol) a lo largo de un perlodo de
16 h a TA. La mezcla de reaccidén se cromatografid sobre gel

de silice, utilizando EtOAc/hexano (1/1) como eluyente,xpara

aislar el compuesto puro 11lb (0,370 g, rendimiento del 83%,
5 pureza > 95% por HPLC). ;
'H NMR (CDC1l,, 400 MHz): & 1,41 (s, 9H), 1,45-1,54 (m, iH),
1,58-1,62 (m, 1H), 1,73-1,77 fwm, 1H], 1,86-1,91 (m, 1H), 2,16
(dd, J = 17,8 y 8,6 Hz, 1H), 2,26-2,43 (2m, 2H), 2,46-2,58
(m, 2H), 2,64-2,81 (m, 1H), 2,85-2,92 y 2,95-3,03 (2m, 1H,
10 rotémeros en la relacidn 1:3), 3,67 (s, 3H), 3,95 (s, 3&),
4,10-4,18 (m, 1H), 4,20-4,30 (m, 1H), 4,40~4,55 (m, 1ﬁ),
4,80-4,88 (m, 1H), 4,92-5,10 [m, 2H), 5,14 (dd, J = 10,2 y
1,6 Hz, 1H), 5,24-5,38 (m, 4H), 5,42-5,54 (m, 1H), 5,68-5)86

(m, 2H), 7,04-7,14 (m, 2H), 7,42-7,64 (m, 5H), 7,92-8,12 (m,
15 3H).

1

El dieno 11b (0,370 g, 0,49 mmol) se cicld en presencia
del catalizador de dicloruro de bis- (triciclohexilfosfina) -
bencilideno-rutenio IV (0,125 mg, 0,15 mmol) en CH, Ci
(destilado a partir de CaH, y desgasificado con argén durante

20 30 min) a lo largo de un periodo de 2 h a reflujo. EJ
compuesto se obtuvo en forma de una mezcla de estere01someroé
(l1c y 11d, relacién 1:1) después de 1la cromatografia en
columna de resolucidén rapida sobre gel de silice utlllzando
EtOAc/hexano (3/1) en un rendimiento de 35% (0,124 g).

25 'H NMR de mezcla de 1lc vy 11d (CDC1l,, 400 MHz) & 1,44 (s, 4H)
y 1,37 (s, 4H), 1,60 (m, 2H), 1,83 (m, 0,5H), 2,01 (m, 1H)
2,09 (m, 1H), 2,42 (m, S5H), 2,73 (m, 2H), 3,26 (m, 0,5H) (
3,69 (s, 1,5H), 3,76 (s, 1,5H), 3,96 (s, 3H), 4,10 (m, 1H) |
4,24 (m, 0,5H), 4,10 (m, 0,5H), 4,58 (m, 1H), 4,73 (m, 1H)

30 4,89 (m, 0,5H), 4,97 (m, 0,5H), 5,30 (m, 0,5H), 5,44 (m,2H)
5,64 (m, 1H), 7,1-7,0 (m, 3H), 7,47 (m, A4H), 8,08-7,98 (
3H) .

La hidrélisis de los ésteres metilicos lilc y 11d (24 mg,

0,033 mmol) se 1llevd a cabo en THF/MeOH/H,0 (1 ml/0,5 ml/0,5

35 ml) con LiOH-2 H,0 (11 mg, 0,246 mmol) a lo largo de un

periodo de 16 h a TA. Después de ese periodo, la mezcla de
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1

reaccién se acidificé a PH 4-5 y se cromatografié sobré una
columna de HPLC de fase inversa Cl8 utilizando un gradlente
de disolvente desde H,0 (TFA al 0,06%) hasta CH,CN acuo$o al
50% (TFA al 0,06%). Los compuestos 214 y 218 deseados se
5 aislaron a partir de la mezcla de los dos compuestos con
elevada pureza (94% de pureza por HPLC) en un rendlmlento‘del
15% (3 mg). :
214: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): § 1,15 (s, 9H), 1,48-1,54  (m
2H), 1,65-1,74 (m, 1H), 1,77-1,85 (m, 1H), 2,12-2,25 (m, QH),
10 2,27-2,34 (m, 1H), 2,61-2,68 (m, 1H), 2,87 (bt, J = 11,5 Hz,
1H), 3,92 (dd, J = 9,2 y 1,5 Hz, 1H, Pro-46), 3,97 (s, 3H;
-OCH,), 4,14-4,20 (m, 1H), 4,52 (t, J = 7,8 Hz, 1H,
4,66 (d, J = 11,8 Hz, 1H, Pro-8), 5,45 (t, J = 9,9 Hz, 1H),
5/51-5,58 (m, 1H), 5,82 (bs, 1H, Pro-vy), 7,09 (d, J = 6,0 Hz,
15 1H, BocNH), 7,26 (bs, 1H), 7,53 (s, 1H), 7,67 (bs, 3H), 8,16
(d, J = 2 Hz, 1H), 8,18 (s, 1H), 8,83 (s, 1H, ACCA-NH) .

Pro-a),

218: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,06-1,10 (m, 1H), 1,18 (s,
°H), 1,52-1,55 (m, 1H), 1,62-1,80 (m, 1H), 2,10-2,68 (solapa-
20 miento, 9H), 3,90 (bd, J = 8,3 Hz, 1H), 3,96 (s, 3H, OCH,) ,
4,20-4,27 (m, 1H), 4,58-4,63 (m, 1H, Pro-8), 4,66 (dd, J x
8.3 Hz, 1H, Pro-a), 4,88 (dd, J = 10,2 Hz, 1H), 5,18-5,26 (m,
1H), 5,73-5,79 (m, 1H, Pro-y), 7,01 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 7,23

(bs, 1H), 7,50 (bs, 1H), 7,66 (bs, 3H), 8,20 (bs, 2H), 8,53
25 (s, 1H).

EJEMPLO 12

Sintesis del compuesto 209 (Tabla 2) , }
30

35
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compuesto 209

El fragmento P1-P2 1la (208 mg, 0,415 mmol) y el enlaza-
dor 6 (como en el Ejemplo 6, peron = 6) (113 mg, 0,415 mmol)
en CH,Cl, (5 ml) se dejaron reaccionar a lo largo de un per;-

odo de 16 h a TA en presencia de HATU (189 g, 0,498 mmol) iy
DIPEA (252 pul, 1,45 mmol).

El CH,Cl, se evapord, el residup
se recogid en EtOAc (50 ml) y la solucidn orgénica '

se lavdé con NaHCO;, al 5% (2 x 20 ml), salmuera (2 x 20 ml);
Sé secO y se evapord. El compuesto bruto obtenido se cromato;
grafid sobre gel de silice utilizando como eluyente un
gradiente de hexanos/EtOAc (7:3 a 1:1) para dar el compuesto

1l2a en un rendimiento aislado del 79% (249 mg) .
'H NMR (CDC1,, 400 MHz) :

61,22 (t, d=7,3 Hz, 1H), 1,30-1,50"
(m, 7H), 1,41 (s, 9H), 1,56-1,64 (m, 1H), 1,72-1,81 (m, 1H),
1.85-1,91 (m, 1H), 1,98-2,05 (m, 2H), 2,15 (dd, J = 8,5 vy '
17.4 Hz, 1H), 2,36-2,45 (m, 1H), 2,93-3,02 (m, 1H), 3,91-3,95 ;
(m, 1H), 3,96 (s, 3H, -OCH,), 4,07-4,20 (m, 2H), 4,30 (bd, J |
= 10,5 Hz, 1H), 4,41-4,48 (m, 1H), 4,82-4,87 (m, 1H), 4,88-
5,00 (m, 2H), 5,07-5,15 (m, 2H), 5,27-5,34 (m, 1H), 5,44 (bs,
1H), 5,70-5,80 (m, 2H), 7,05-7,13 (m, 2H), 7,43-7,58 (m, SH),
8,00-8,09 (m, 3H).

m/z 255,3 (M + H)*

El dieno 12a (249 mg, 0,330 mmol) se disolvid en 30 ml
de CH,C1, i

i

anhidro, y la solucidén se desgasificé con argdén
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durante 15 min. E1l catalizador dicloruro de bis- (tr1c1clohe—

xilfosfina)bencilideno-rutenio IV (82 mg, 0,100 mmol) se

disolvid en 3 ml de CH,Cl, anhidro y desgasificado Yy se anadlo

a la solucién de dieno. La mezcla de reaccidn se sometlo a

reflujo durante 2 h bajo N,. La solucién se concentrd y se
purificé mediante cromatografia en columna de resolucidén
rapida para obtener el compuesto 12b en forma de un SOlldO

pardo en un 71% de rendimiento (171 ng) . :
"H NMR (CDCl,, 400 MHz): 6 1,22-1,44 (m, 10H), 1,42 (s, 9H),
1,66-1,74 (m, 1H), 1,87-1,97 (m, 2H), 2,13-2,28 (m, 3H),
2,32-2,39 (m, 1H), 3,08-3,16 (m,1H), 3,41 (s, 3H), 4,07-4322
(m, 3H), 4,28-4,34 (m, 1H), 4,58-4,64 (m, 1H), 4,95-4,99 (m,
1H), 5,22-5,29 (m, 2H), 5,38-5,43 (m, 1H), 5,48-5,56 (m, 1H),
7,00-7,12 (m, 3H), 7,43-7,55 (m, 4H), 7,97-8,11 (m, 3H).
ES(+)MS: m/z 727,4 (M + H)*

¥
1

El compuesto 12b (0,117 mmol) se agitd en una solucién

de HC1 (1 ml de 4 N en dioxano) durante 30 min y se concentrd

hasta sequedad. El sélido se recogid en CH,Cl, (2 ml), y se
afiadieron sucesivamente Et,N (82 pl, 0,585 mmol) e isocianato

de t-butilo (35 mg, 0,351 mmol) .
durante 20 h,

Después de agitar a TA
la mezcla se concentré hasta sequedad vy el
compuesto bruto 12¢ se utilizé en la etapa de hldrollsls
final sin purificacién adicional. .

El compuesto 12c (85 mg, 0,117 mmol) sé disolvid en:
THF /MeOH/H,0 (2 ml/1 ml/1 ml), se afiadié LiOH-H,0
0,936 mmol)

(39 mg,
Y la solucién se agité durante 20 h a TA. Después‘

de ese periodo se afiadié Acido acético (1 ml) y la solucidén

Se concentrd para separar el MeOH y THF. El compuesto 209

puroc se aisld después de la purificacién del bruto por HPLC

de fase inversa C18 (25 mg, ~ 31% de rendimiento).

'"H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,04 (s, 9H), 1,15-1,24 (m, 2H),
1,30-1,40 (m, SH), 1,44-1,51 (m, 2H), 1,54-1,68 (m, 1H),
1,75-1,88 (m,1H), 2,18 (dd, J = 17,2 y 8,5 Hz, 1H), 2,32-2,45
(m, 1H, Pro-B), 2,54-2,62 (m, 1H), 2,65-2,68 (m, 1H, Pro-0)

3,91 (dd, J = 11,1y 3,5 Hz, 1H, Pro-6), 3,96 (s, 3H, -OCH,),

4,17-4,23 (m, 1H), 4,47 (dd, g = 8,6 Hz, 1H, Pro-a), 4,67
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(bd, J = 7,9 Hz, 1H, Pro-8), 5,30 (dd, J = 9,5 Hz, lH),)"‘S,52
(bdd, J = 19 y 8,3 Hz, 1H), 5,68 (s 1H), 5,78 (bs, 1H, Pro-
Y). 5,94 (bs, 1H), 7,21 (bs, 1H), 7,51 (bs, 1H), 7,66 (bs,
4H). 8,15 (s, 2H), 8,40 (d, J = 7 Hz, 1H), 8,61 (s, 1H, ACCA-
NH) . ‘
ES(+)MS: m/z 698,3 (M + H)"*.

EJEMPLO 13 ‘

Ensayo de la proteina heterodimera NS3-NS4A de longitud
completa

La regidn no codificadora NS2-NS5B-3’ fue clonada ﬁe—
diante RT-PCR en el vector pCR®3 (Invitrogen) usando RNA
extraido del suero de un individuo infectado por el HCV gené—
tipo 1b (proporcionado por el Dr. Bernard Willems, Hépital
St-Luc, Montreal, Quebec, Canadi). La regién NS3-NS4A (NS3-
NS4AFL) fue después subclonada por PCR en el vector de expre-
sidén de baculovirus pFastBac® HTa (Gibco/BRL) . La secuencié
del vector incluye una regién que codifica una secuencia N%
terminal de 28 restos que contiene una etiqueta de hexahisti-
dina. Se usd el sistema de exXpresidén de baculovirus Bac-to-

Bac® (Gibco/BRL) para producir el baculovirus recombinante .’

His-NS3-NS4AFL se expresd infectando 10° células Sf21/ml con.

el baculovirus recombinante a una multiplicidad de infeccidén
de 0,1-0,2 a 27°.

covalente y estable (denominado de longitud completa “FL”) .
El cultivo infectado se recolectd 48 a 64 horas después
mediante centrifugacidén a 4°. E] sedimento celular fue
homogeneizado en NaPO, 50 mM, PH 7,5, 40% de glicerol (p/v),
B-mercaptoetanol 2 mM, en presencia de un céctel de inhibido-
res de proteasa. Después se extrajo la His-NS3-NS4AFL del
lisado celular con 1,5% de NP-40, 0,5% de Triton X-100, NacCl
0,5 My un tratamiento con DNasa. Después de ultracentrifuga-

cidn, el extracto soluble se diluyd 4 veces y se unid en una

Durante la expresién ocurre auténtica auto-
proteolisis para producir un complejo de proteina NS3-NS4A
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columna quelante de Ni Hi-Trap de Pharmacia. La His—NSB—

NS4AFL se eluyd en forma pura en > 90% (segdn SDS- PAGE) ,

usando un gradiente de imidazol de 50 a 400 mM. La His-NS3-

NS4AFL se almacend a -80° en fosfato sédico 50 mM, pH'7,S5,

10% (p/v) de glicerol, NaCl 0,5 M,
NP-40.

imidazol 0,25 M, 0,1% de

Se descongelé en hielo y se diluyd 1nmed1atamente
antes de su uso.

i

La actividad de proteasa de Hig-NS3- -NS4AFL se ensayo en

Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, citrato sédico 0,25 M, 0,01% (p/v) d

n-dodecil-B-D-maltésido, TCEP 1 mM. Cinco (5)
enfriado de forma brusca

bu [C(C) -0] -AMY (3-NO,) -

#M del sustrato
internamente antranilil-DDIVPA-

TW-OH en presencia de diversas concén—
traciones de inhibidor fueron incubados con 1,5 nM de Hls—

NS3-NS4AFL durante 45 min a 23°. La concentracién final .de

DMSO no sobrepasd 5,25%. La reaccidn se termind mediante}la

adicidén de MES 1M, pH 5,8. La fluorescencia del producto N-

terminal se controld en un fluordémetro Perkin-Elmer LS- 50B

equipado con un lector de placas de 96 pocillos (longitud de

onda de excitacién: 325 nm; longitud de onda de emisidn: 423
nm) .

}

El % de inhibicién se calculé con la ecuacidén s1gu1ente

100 - [(cuentas,, - cuentasy,,,.) / (cuentas,,, - cuentasblam:o)xloo]t
Se aplicd un ajuste de la curva no lineal con el model®

de Hill a los datos de inhibicién- concentracidén, y se calculo

la concentracién eficaz al 50% (ICs) usando el software SAS

(Statistical Software Systems;

SAS Institute, Inc. Cary,
N.C.).

EJEMPLO 14
Ensayos de especificidad

La especificidad de los compuestos se determind frente

a diversas proteasas de serina: elastasa leucocitaria humana,

elastasa pancreatica bovina Y @¢-quimotripsina pancredtica bo-

vina y una proteasa de cisteina: catepsina B hepdtica humana.
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En todos los casos se utilizd un protocolo de formato de pla-

ca de 96 pocillos usando un sustrato cromogénico especiflco

para cada enzima. Cada ensayo incluyd 1 h de pre1ncubac1on de

enzima-inhibidor a temperatura ambiente, seguida por laiadl-

5 «c¢idén de sustrato e hidrélisis a ~ 30% de conversidn, medida

en un lector de microplacas UV Thermomax® o un lector de

placas Perkin-Elmer® L550B de fluorescencia. Las concentra—

ciones de sustrato se mantuvieron lo mas bajas posible en
comparacidén con K, para reducir la competicidén del sustrato

Las concentraciones de compuesto variaron de 300 a 0,06 FM
dependiendo de su potencia.

10

Las condiciones finales para cada ensayo fueron las 31—
guientes: ‘

1

Tris-HCl1 50 mM pH 8, Na,80, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA O 1
15 mM, DMSO al 3%, Tween-20 al 0,01% con ﬁ

[Succ-AAPF-pNA 100 uM Yy 250 pM de a—quimotripsinai,

[Succ-AAA-pNA 133 uM y elastasa porcina 8 nM], [Sucé—

AAV-pNA 133 uM y elastasa leucocitaria 8 nM]; o

[NaHPO, 100 mM pH 6, EDTA 1 mM, DMSO al 3%, TCEP 1 mM,
20 Tween-20 al 0,01%, Z-FR-AMC (7—amino—4—metilcumarina) @

pM y catepsina B 0,5 nM (la enzima de partida fue

activada en tampén que contenia TCEP 20 mM antes de
usarla)]. '

t
'

Un ejemplo representativo se resume a continuacidn para
1
25 elastasa pancreatica porcina: ;

A una placa de 96 pocillos de poliestireno de fondo.

plano (Cellwells, Corning) se afladid, usando un manipulador‘

de liquidos Biomek (Beckman) : !

40 pL de tampdn para ensayo (Tris-HCl 50 mM pH 8, Na,So,
30 1 M, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM);

20 pL de solucidn enzimética (Tris HCl 50 mM pH 8, NacCl

50 mM, EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%, elastasa pancrea-
tica porcina 40 nM); y ‘
20 uL de solucién de inhibidor (Tris HC1 50 mM pH 8, i

NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%, inhibidor
1,5 mM-0,3uM, 15% v/v DMSO) .

35
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Después de 60 min de preincubacidén a TA, se anadleron a

cada pocillo 20 uL de solucidn de sustrato (Tris-HC1 50 mM pH

8, Na,sO, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Succ—AAA—pNA 665

pM) , y la mezcla de reaccién se siguid incubando a TA durante
60 min, al cabo de los cuales se leyé la absorbancia en el

lector de placas UV Thermomax®. Filas de pocillos fueron

asignadas para testigos o controles (sin inhibidor) Yy para
blancos (sin inhibidor Yy sin enzima) . :
Las diluciones dobles secuenciales de la solucién de 'in-
hibidor fueron realizadas por el manipulador de lquldO en
una placa separada, usando Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM
EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%, 15% DMSO. Todos los demas
ensayos de especificidad se realizaron de manera similar.

El porcentaje de inhibicidén se calculd usando la fér-
mula:

[1_((thm_UVMamo)/(Uvul-UVMamo))]Xloo

Se aplicd un ajuste de la curva no lineal con el modelo
de Hill a los datos de inhibicién- concentracidn, y se calculd

la concentracién eficaz al 50% (ICs,) usando el software SA$

(Statistical Software Systems; SAS Institute,

Inc. Cary,
N.C.).

EJEMPLO 15
Ensayo de la NS3 proteasa basado en células

Este ensayo se hace con células Huh- 7, una linea celular :
humana derivada de un hepatoma,

trucciones de DNA:

cotransfectadas con 2 cons-

- Una que expresa una poliproteina gue comprende las protei- !
nas no estructurales del HCV fusionadas con tTA por el orden ;
siguiente: NS3-NS4A-NS4B-NSS5A-tTA (denominada NS3) ;

- la otra que expresa la proteina reporter, fosfatasa
alcalina secretada, bajo el control de tTA (denominada SEAP) .
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La poliproteina debe ser segmentada por la NS3 proteasa
con el fin de que las proteinas maduras sean liberadas. vTras
la liberacién de 1las proteinas maduras, se cree que las
proteinas virales forman un complejo en la membrana‘ del
reticulo endoplasmdtico, mientras que la tTA mlgraré al
nicleo y transactivari el gen de la SEAP. Por con81gu1ente
la reduccién de la actividad proteolitica de NS3 conduce a la
reduccién de niveles de tTA madura y al concomitante descénso
de la actividad de SEAP. Para controlar la tox1c1dad1del
compuesto, se efectla una transfeccidn paralela en la que una
construccidn que expresa tTA sélo (denominada tTA) se co%
-transfecta con la construccidén de SEAP, de modo que la

actividad de SEAP es independiente de la actividad proteoll—
tica de NS3. }
Protocolo del ensayo: Células Huh-7, desarrolladas en CHb—
SFMII + FCS (suero de ternera fetal) al 10% fueron eloly
transfectadas con NS3 y SEAP utilizando el protocolo de
FuGene (Boehringer Mannheim) . Después de 5 h a 37°cC, las
células se lavaron, se tripsinaron y se pusieron en placa (ﬁ
razén de 80.000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos que
contenian una gama de concentraciones de los compuestos a
ensayar. Después de un periodo de incubacién de 24 h, se
midié la actividad de SEAP en el medio con el kit Phosphaj
Light (Tropix).

El analisis del porcentaje de inhibicidn de la actividad:

de SEAP con respecto a la concentracidn de compuesto se rea-

1iz& con el software SAS para obtener el valor de EC.q

EJEMPLO 16

Tablas de compuestos

Las tablas que siguen recogen compuestos representativos
de la invencién.
Se encontrd que todos los compuestos expuestos en las

Tablas 1 a 4 eran activos en el ensayo presentado en el
Ejemplo 13 con una IG5, inferior a 50 uM.

1

[

'

i

[
[
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i
Se encontrd que el compuesto 202 no inhibia los ensayos
de especificidad presentados en el Ejemplo 14. Los resultados
de los diferentes ensayos de especificidad son los 81gu1en-

tes: HLE > 300 uM; PPE > 300 pM; a-quim. > 300 uM; Cat' B >

300 uM; indicando que estos compuestos son especificos hac1a

la NS3 proteasa del VHC Y no provocaran efectos secundarlos

minimos cuando se inyecten a mamiferos infectados.

Estos resultados indican que esta familia de compuestos
e€s muy especifica para la proteasa NS3.

Ademés, se ensayaron varios de estos compuestos em el
ensayo basado en células descrito en el Ejemplo 15, y se
encontrd que tenian actividad con una EC;, inferior a 1. HM,

indicando intensamente que estos compuestos pueden atravesar

la membrana celular, estéan biodisponibles y son eficaces in

vivo.

1

Las abreviaturas siguientes se usan en la presente
descripcién:

)

MS: datos espectrales de masas; Ac; acetilo; ACCA: &cido '1-

aminociclopropilcarboxilico; Bn: bencilo; Boc: terc-butilo-

xicarbonilo; Ph: fenilo; tBu: terc-butilo. '

i



70
TABLA 1
OR™
: (P1)
O N COOH
6 Rf.s
Of 4=
7 9 1 13
B 10 12
R3
omp. 3 doble Ru Msm
[o? mp B R enlace Pl S
101 | N-Boc _ 1213 O .
J @

10

15

)




estereoisomero simple en el ciclopropano

’
7,,

¢iamy B R doble P R* MSm/z::
:_’p enlace estereoquimica (M+H)
201 | NBc | ~ | 1011- ? S 237
trans l =
202 | NBoc | = 10,11- > 7
trans l'/
203 N- 10,11- 58
acetyl trans |/
204 | NBoc | 100H, | = ? S i
11-0H |
=
syn (un
isémero)
205 | N-Boc | 10-0H, - ? 677
11-OH Q
syn
{otro
Isémero) ;
206 | N-Boc - 11,12-cis %7

!
t
)
}
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o B R doble P1 R* M5 ni
ne enlace estereoquimica (N
207 | N-Boc | = [12,13<is " I
l yZ
208 | NBoc | - | 12,13<is ® -
1
209 [NCO) [~ [1213is -
NiBu
210 | NBoc | — | 12,13-gis () -
211 | NH, | - | 1314<is 7
212 | OH 13,14~is e
Is:l:ero
—— T N o | 5246
ls:rzzro 7
214 | N-Boc | 10-oxo 13,14'05 7138

I
)
i
'
}
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Comp. B R’ doble P1 R* MS mz=
n enface estereoquimica (M+HY
215 | N-Boc ~ | ninguno 7018
216 | N-Boc | 10-0H | 13,14-cis 715.8
217 | NBoc | 10:0H | 13,14<is 7158
218 | N-Boc | 10-oxo { 13,14-is 7138
RF.
D%
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TABLA 3
oR™
' s ) (P1
o N N CO0
T
B 7 D .

estereoisémero simple en el ciclopropano

omp. ' -D- P1 R* MS mfz=
el D : (M+H)*
301 | N-Boc AN 6217
. 16§ aob

syn l =
b, 14
resp.
8 10 p— 15 lal acido

302 | o~

o aob oS | 5816
7\ g 0 syn I

o
15

~ 13 resp.

N 1 / al

s 14 o
acido

10
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TABLA 4
oR™
N N< _COOH
O i
: hd
o
7 15
B D/
come- B -D- R* MS =
i . (M+H)*
15 N 0
0 Boc 9 - 1’s\/ | B ~ 629.7
8 5 - 14 =
10 12
402 Boc 1 | ks oL 611.7
7
® 1" " Z
\ /
10 12z B
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LO QUE SE REIVINDICA ES: ’

l.- Un compuesto de férmula (I):

(P2)

- -
-

R @

en la que

R' es H, CHO, CH,0H, tiol; o un alquileno C,,, opcionalmehte

enlazado al &tomo de carbono ndmero 1 para formar un sistema

"espiro"-ciclico; y |

R*> es R*™; OR?®, SR?*, NHR* o NR**R*®*, en donde R* y R?® son,

independientemente:
alquilo C,.,4, alquenilo C, ,, cicloalquilo C, satur§do
o0 insaturado, estando dicho alquilo, alquenilo o ciclo-
alquilo opcionalmente sustituido con NH,, NHC(O)CH,, NOW
OH, SH, halo, haloalquilo o carboxilo; conceniendo dic¢ho
alquilo, alquenilo o cicloalquilo opcionalmente al menos
un heterodtomo seleccionado independientemente del grupo
que consiste en: O, S y N; o R® y R® ge seleccioﬁan
independientemente de un primer arilo C¢ o C;y, 0 aralqui-
lo C,..s, estando dicho primer arilo o aralquilo opcio-
nalmente sustituido con alquilo C,.¢; cicloalquilo Clq,
NH,, NHC(O)CH,, NO,, OH, SH, halo, haloalquilo, alcoxi
Ci.6, carboxilo, &cido (alquil)inferior-carboxilico ojun

segundo arilo o aralquilo; conteniendo dicho primero y

%
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segundo arilo o aralquilo opcionalmente al nen04 un
heterodtomo seleccionado independientemente del grupo
que consiste en: O, S y N;
estando dicho cicloalquilo, arilo o aralquilo, satuiado
© insaturado, opcionalmente condensado con un segundo
anillo de 5, 6 6 7 miembros para formar un sistema
ciclico o heterociclo, estando dicho segundo anillo
opcionalmente sustituido con NH,, acetamino, nitro,‘OH,
SH, halo, haloalquilo, carboxilo o &cido (alquil)iﬁfe—
rior—carboxilico; conteniendo dicho segundo anillo,
opcionalmente, al menos un heteroitomo seleccioAado
independientemente del grupo que consiste en: O, S % N;
¥ es H, carbonilo, tiocarbonilo, alguilo Cy.s, cicloalquilo
Ci10r @lcoxi C 4, arilo C,4,, © aralquilo C,_,;
B es H, hidroxilo, amino, amida, carbonilo, tiol, alquilo,
arilo, o B es una cadena de alquilo que contiene un heteﬁoé-
tomo, saturada o insaturada, enlazada a D para formariun
heterociclo; |
B’ es H, OH, NH,, SH o un amino sustituido. .
D es una cadena de alquileno Cs.10, saturada o insaturada, gque
contiene opcionalmente uno a tres heterocitomos independiente-
mente seleccionados de: 0, S o N; .
R’ es H o de uno a cinco sustituyentes independientemehte
seleccionados de hidroxilo, halo, amino, amida, carboniho,
tiol, alquilo C, ., alcoxi Cier arilo G4 o C;, o aralquilo C(
Yy

A es un &cido carboxilico o una amida N-sustituida;
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O una sal o éster del mismo farmacéuticamente aceptable.



