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OPIS IZUMA

Podrudje izuma

Prikazani izum se odnosi na spojeve, postupke njihove sinteze, pripravke i metode lijeCenja infekeije virusom hepatitisa
C (HCV). Osobito se prikazani izum odnosi na nove analoge peptida, farmaceutske pripravke koji ih sadrze i postupke
primjene navedenih analoga u lije¢enju infekcije hepatitisa C virusa (HCV).

Pozadina izuma

Virus hepatitisa C (HCV) je glavni etioloski agens post-transfuzijskog i ste¢enog non-A non-B hepatitisa u svijetu.
Procjenjuje se da je preko 200 miliona ljudi u svijetu zarazeno virusom. Visok je postotak nosioca koji su kroni¢no
inficirani, a bolest uglavnom progredira u kroni¢nu bolest jetre, odnosno kroni¢ni hepatitis C. Navedena je skupina
bolesnika pod velikim rizikom za razvoj teske bolesti jetre kao §to su ciroza jetre, hepatocelularni karcinom i terminalna
bolest jetre koja dovodi do smrti.

Nacin na koji HCV perzistira i uzrokuje visok stupanj kroni¢ne bolesti jetre, jo§ nije u potpunosti rasvijetljen. Nije
poznato kako HCV ulazi u interakciju i napada ljudski imunoloSki sustav. Pored toga, uloga stani¢ne i humoralne
imunosti u zastiti protiv HCV infekcije 1 bolesti jo§ nije to¢no utvrdena. Imunoglobulini djeluju profilakticki kod
transfuzijom prenesenog virusnog hepatitisa, premda, Centar za kontrolu bolesti, trenutno ne preporuca primjenu
imunoglobulina u navedenoj indikaciji. Ncdostatak u¢inkovitog zastitnog imunoloskog odgovora omcta razvoj vakeinc
ili adekvatnih mjera koje bi se poduzele kao profilaksa nakon izlaganja virusu, tako da su nade uglavnom poloZene na
antivirusna djelovanja.

Razlicita klini¢ka ispitivanja su sprovedena sa ciljem da se identificiraju farmaceutski agensi koji bi u¢inkovito lijecili
HCV infekciju kod bolesnika oboljelih od kroni¢nog hepatitisa C. Navedene studije obuhvacaju uporabu interferona-
alfa, samostalo ili u kombinaciji sa drugim antivirusnim agensima. Takve studije su pokazale da znaCajan broj ispitanika
ne pokazuje terapijski odgovor, a od onih koji su pozitivno reagirali, veliki dio je dobio relaps nakon zavrietka lijecenja.

Donedavno, interferon (IFN) je bio jedina dostupna terapija dokazane ucinkovitosti, odobrena od strane klini¢ara za
lijeCenje bolesnika sa kroni¢nim hepatitisom C. Premda, je produzeni odgovor bolesnika na terpiju nizak, a terapija
interferonom uzrokuje ozbiljne nuspojave (npr. retinopatija, tiroiditis, akutni pankreatitis, depresija) koji smanjuju
kvalitetu Zivota bolesnika. Nedavno je odobrena kombinacija interferona i ribavirina za bolesnike koji nisu reagirali na
monoterapiju IFN. Unato¢ tome, nuspojave uzrokovane II'N nisu smanjene kombiniranom terapijom. Pegilirani oblici
interferona kao §to su PEG-Intron® i Pegasys® navodno djelomi¢no smanjuju navedene pogubne nuspojave, no
antivirusni lijekovi jo$ uvijek ostaju glavni izbor u peroralnom lije¢enju HCV.

Zbog toga, postoji potreba razvoja ucinkovitih antivirusnih agensa za lijecenje infekcije HCV, a koji ¢e rijesiti
ograni¢enja postojece farmaceutske terapije.

HCV jc RNA virus s ovojnicom iz obitelji Flaviviridac. Genom jednolan¢anc HCV RNA priblizno je duzine od 9500
nukleotida i sadrzi jednostruku otvorenu sekvencu za oéitavanje (ORF) koja kodira jedan veliki poliprotein od priblizno
3000 amino kiselina. U zarazenim stanicama, poliprotein se cijepa na mnogim mjestima stani¢nim i virusnim
proteazama i proizvodi strukturne i nestrukturne (NS) proteine. U slu¢aju HCV, generacija zrelih nestrukturnih proteina
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSSA i NS5B) je zahvacena djelovanjem dviju virusnih proteaza. Prva, koja je jo§ uvijek
slabo poznata, cijepa NS2-NS3 spoj (zbog toga je nazvana NS2/3 proteaza); druga, predstavlja serinsku proteazu koja je
sadrzana u N-terminalnoj regiji NS3 (NS3 proteaza) i sudjeluje u svim daljnjim cijepanjima nizvodno od NS3, u c¢is, na
mjestu cijepanja NS3-NS4A, a u trans obliku, na preostalim NS4A-NS4B, NS4B-NS5A, NS5A-NS5B mjestima. NS4A
protein ima mnogostruke funkcije, djeluje kao kofaktor za NS3 proteazu i moguée je da pomaze u membranskoj
lokalizaciji NS3 i drugih komponenti virusne replikaze. Stvaranje kompleksa NS3 proteaze sa NS4A Cini se
neophodnim u odvijanju dogadaja, odnosno pojacavanju proteolitickog djelovanja na svim mjestima. NS3 protein isto
tako inhibira aktivnost nukleozidne trifosfataze i RNA helikaze. NS5B predstavlja RNA-ovisnu RNA polimerazu koja
sudjeluje u replikaciji HCV.

Opca strategija u razvoju antivirusnih lijekova predstavlja inaktivaciju virusom kodiranih enzima koji su kljuéni u
replikaciji virusa.

Slijedi popis patentnih prijava objavljenih zadnjih nekoliko godina, a koji otkrivaju peptidne analoge inhibitora HCV
NS3 proteaze, strukturno razli¢ite od spojeva prikazanog izuma:

GB 2,337,262; JP 10298151; JP 11126861; JP 11292840, JP 2001-103993; US 6,159,938; US 6,187905; WO 97/43310;
WO 98/17679; WO 98/22496; WO 98/46597; WO 98/46630, WO 99/38888; WO 99/50230; WO 99/64442; WO
99/07733; WO 99/07734; WO 00/09543; WO 00/09558; WO 00/20400; WO 00/59929; WO 00/31129; WO 01/02424;
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WO 01/07407; WO 01/16357; WO 01/32691; WO 01/40262; WO 01/58929; WO 01/64678, WO 01/74768; WO
01/77113; WO 01/81325; WO 02/08187; WO 02/08198; WO 02/08244; WO 02/08251; WO 02/08256;, WO 02/18369;
WO 02/60926 1 WO 02/79234.

Spojevi prikazanog izuma se razlikuju po drugadijoj kemijskoj strukturi i po iznenaduju¢em saznanju da specifi¢no
inhibiraju HCV NS3 proteazu, istovremeno neznatno inhibirajuéi druge serinske proteaze. Nadalje, spojevi su aktivni u
stani¢noj kulturi i imaju iznenadujuée dobar farmakokinetski profil in v ivo.

Sazetak izuma

U doseg izuma pripadaju spojevi formule I:

(A\
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u kojoj R predstavlja hidroksi ili NHSO,R' u kojem R' predstavlja (Cyg)alkil, (Cs.7)cikloalkil ili ((Cy.¢)alkil-(C;.
7)cikloalkil), od kojih su svi po izboru supstituirani 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, O-(C;4)alkilom, amido, amino ili
fenilom, ili R™ predstavlja Cg ili C10 aril po izboru supstituiran 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, (C)alkilom, O-(C.
o)alkilom, amido, amino ili fenilom; R? predstavi ja (Cs.)cikloalkil, a R*predstavija ciklopentil; ili njihove farmaceutski
prihvatljive soli.

U doseg izuma pripada farmaceutski pripravak koji sadrzi anti-hepatitis C virusno u¢inkovitu koli¢inu spoja formule I,
ili njegovu terapijski u€inkovitu sol, u smjesi sa farmaceutski prihvatljivim nosacem ili pomo¢nim sredstvom.

U skladu s jednim ostvarenjem izuma, izumom su obuhvaceni drugi farmaceutski pripravei kao $to su interferon
(pegilirani ili ne), ili ribavirin, ili jedan ili vi$e drugih anti-HCV agensa, ili bilo koja kombinacija prethodno navedenih
sredstava.

Drugi vaZan aspekt izuma obuhvaca postupak lije¢enja infekcije hepatitis C virusom kod sisavaca primjenom anti-
hepatitis C virusno ucinkovite koli¢ine spoja formule I, njegove terapijski prihvatljive soli, ili pripravka u skladu s
prethodno navedenim opisom, pojedinacno ili u kombinaciji s jednim ili viSe slijedec¢ih agensa: interferon (pegilirani ili
ne), ili ribavirin, ili jedan ili vi§e drugih anti-HCV agensa, a od kojih se svi mogu primjenjivati zajedno ili svaki
posebno.

Drugi vazan aspekt prikazanog izuma obuhvaca postupak prevencije infekcije virusom hepatitisa C kod sisavaca
primjenom anti-hepatitis C virusno u¢inkovite koli¢ine spoja formule I, njihove terapijski prihvatljive soli, ili pripravka
u skladu s prethodno navedenim opisom, samostalno ili u kombinaciji s jednim ili viSe slijede¢ih agensa: interferon
(pegilirani ili ne), ili ribavirin, ili jedan ili vi$e drugih anti-HCV agensa, a od kojih se svi mogu primjenjivati zajedno ili
svaki posebno.

Isto tako u doseg izuma pripada uporaba spojeva formule I, u skladu s navedenim opisom, za proizvodnju lijeka za
lije¢enje ili prevenciju infekcije hepatitis C virusom.
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Detaljan opis prikladnih ostvarenja
Definicije

Kao §to se ovdje koristi, primjenjene su slijedeée definicije, ako nije drugadije naglageno:
U slu¢ajevima kada se koristi (R) ili (S) kako bi se obiljezila apsolutna konfiguracija asimetri¢nog centra, oznaka se
nalazi u kontekstu cijelog spoja, a ne samo u kontekstu supstituenta.

Oznaka «P1, P2 i P3» kao $to je ovdje koristeno, odnosi se na polozaj amino kiselinskog ostatka pocevsi od C-zavrietka
peptidnih analoga 1 Sire¢i se prema N-zavrSetku (tj. Pl se odnosi na polozaj 1 pocevsi od C-zavrsetka, P2: je drugi
polozaj od C-zavr$etka, itd.) (vidi Berger A. S Schechter 1., Transakcija londonskog kraljevskog drustva serija B257,
249-264 (1970)).

Kao §to se ovdje koristi, naziv «(1R,28)-vinil-ACCA» se odnosi na spoj formule:

5

pod nazivom, (1R,2S) l-amino-2-etenilciklopropilkarboksilnu kiselinu.
Naziv «halo» oznacava halogeni supstituent odabran izmedu bromo, kloro, fluoro 1 jodo.

Naziv «(Cig)alkil» ili « (nizi)alkil», sam ili u kombinaciji sa drugim supstituentom, oznacava aciklicki, ravni ili
razgranati lanac alkilnih supstituenata koji sadrze od 1 do 6 atoma ugljika, a obuhvaca, na primjer, metil, etil, propil,
butil, heksil, 1-metiletil, 1-metilpropil, 2-metilpropil i 1,1-dimetiletil.

Naziv «(C)g)alkil», sam ili u kombinaciji sa drugim supstituentom, oznacava aciklicki, ravni ili razgranati lanac alkilnih
supstituenata koji sadrze od 1 do 8 atoma ugljika, a obuhva¢a, na primjer, metil, etil, 2,2-dimetilbutil, heksil, 1-
metilheksil, heptil 1 oktil.

Naziv « (Cs5)cikloalkil», sam ili u kombinaciji sa drugim supstituentom, oznacava cikloalkilni supstituent koji sadrzi od
tri do sedam atoma ugljika, a obuhvaca ciklopropil, ciklobutil, ciklopentil, cikloheksil i cikloheptil.

Naziv «((C,.¢)alkil-(C;_7)cikloalkil } », oznadava cikloalkilni radikal koji sadrzi od 3 do 7 atoma ugljika, izravno vezanih
na alkilenski radikal koji sadrzi od 1 do 6 atoma ugljika; na primjer, ciklopropilmetil, ciklopentiletil, cikloheksilmetil,
cikloheksiletil, te cikloheptilpropil. U slu¢aju kada R* predstavlja {(C,.¢)alkil-(C;.;)cikloalkil}, navedena je skupina
vezana na SO, skupinu putem (C¢)alkila (tj . alkilenskog dijela).

Naziv «O-(C,g)alkil», sam ili u kombinaciji sa drugim supstituentom, oznacava supstituent -O-(C,_¢)alkil u kojem je
alkil u skladu s prethodno navedenom definicijom, a sadrzi do Sest atoma ugljika. O-(C,)alkil obuhvaca obuhvaéa
metoksi, etoksi, propoksi, 1-metiletoksi, butoksi i 1,1-dimetiletoksi. Zadnji je supstituent poznat kao terc-butoksi.

Naziv «farmaceutski prihvatljiva sol» ozna¢ava sol spoja formule I, a koja pripada dosegu ispravne medicinske procjene
i prikladna je za primjenu u kontaktu sa tkivom ¢ovjeka i nizih Zivotinja, bez neZeljene toksi¢nosti, iritacije, alergijskog
odgovora i sli¢no, omjer dobrobiti i koristi je pozitivan, opcenito je u vodi ili ulju topljiva i uéinkovita u Zeljenoj
indikaciji. Naziv obuhvaca farmaccutski prihvatljive kisclinske adicijske soli i farmaccutski prihvatljive baziéne
adicijske soli. Popis prikladnih spojeva, moze se naéi, npr. u S.M. Birge i sur., J. Pharm. Sci., 1977,66, str. 1 do 19, koji
je u cijelosti obuhvacéen referencom.

Naziv «farmaceutski prihvatljiva kiselinska adicijska sol» oznacava navedene soli koje zadrzavaju biologku u¢inkovitost
1 svojstva slobodnih baza, a koje nisu bioloski ili na neki drugi nacin nepozeljne, a nastale su iz anorganskih kiselina kao
§to su klorovodi¢na kiselina, bromovodi¢na kiselina, jodovodi¢na kiselina, sumporna kiselina, sulfatna kiselina, nitratna
kiselina, fosfatna kiselina i sli¢no, te organskih kiselina kao S§to su octena kiselina, triklorooctena kiselina,
trifluorooctena kiselina, adipinska kiselina, algininska kiselina, askorbinska kiselina, aspartatna kiselina,
benzensulfonska kiselina, benzojeva kiselina, 2-acetoksibenzojeva kiselina, masla¢na kiselina, kamforna kiselina,
kamforsulfonska kiselina, cimetna kiselina, limunska kiselina, diglukonska kiselina, etansulfonska kiselina, glutamatna
kiselina, glikolna kiselina, glicerofosforna kiselina, hemisulfinska kiselina, heptanonska kiselina, heksanonska kiselina,
mravlja kiselina, fumarinska kiselina, 2-hidroksietansulfonska kiselina (izetionska kiselina), mlije¢na kiselina,
maleinska kiselina, hidroksimaleinska kiselina, jabu¢na kiselina, malonska kiselina, bademova kiselina,
metilensulfonska kiselina, metansulfonska kiselina, naftalensulfonska kiselina, nikotinska kiselina, 2-naftalensulfonska
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kiselina, oksalatna kiselina, paminska kiselina, pektinska kiselina, feniloctena kiselina, 3-fenilpropionska kiselina,
pikrinska kiselina, pivalinska kiselina, propionska kiselina, piruvatna kiselina, salicilna kiselina, stearinska kiselina,
jantarna kiselina, sulfanilska kiselina, vinska kiselina, p-toluensulfonska kiselina, undekanonska kiselina i sli¢no.

Naziv «farmaceutski prihvatljive bazi¢ne adicijske soli» oznacava soli koje zadrzavaju biolosku ucinkovitost i svojstva
slobodnih kiselina, a koje nisu biolo3ki ili na neki drugi nacin nepoZeljne, a nastale su iz anorganskih baza kao §to su
natrij, kalij, litij, kalcij, magnezij, Zeljezo, cink, bakar, mangan, aluminij i sli¢no. Osobito su prikladne amonijeve,
kalijeve, natrijeve, kalcijeve i magnezijeve soli. Soli porijeklom iz farmaceutski prihvatljivih organskih netoksi¢nih baza
obuhvacaju soli primarnih, sekundarnih i tercijarnih amina, spojevi kvaternih amina, supstituirani amini ukljuéujuéi
prirodno supstituirane amine, ciklicke amine i bazi¢ne smole ionske izmjenjivace, kao Sto su metilamin, dimetilamin,
trimetilamin, etilamin, dietilamin, trietilamin, izopropilamin, tripropilamin, tributilamin, etanolamin, dietanolamin, 2-
dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, dicikloheksilamin, lizin, arginin, histidin, kafein, hidrarabin, kolin, betain,
etilendiamin, glukozamin, metilglukamin, teobrom, purini, piperazin, piperidin, N-etilpiperidin, tetrametilamonijevi
spojevi, tetractilamonijevi spojevi, piridin, N,N-dimetilanilin, N-metilpiperidin, N-metilmorfolin, dicikloheksilamin,
dibenzilamin, N,N-dibenzilfenetilamin, 1-efenamin, N,N'-dibenziletilendiamin, poliaminske smole i sli¢no. Osobito
prikladne organske netoksi¢ne baze su izopropilamin, dietilamin, etanolamin, trimetilamin, dicikloheksilamin, kolin i
kafein.

Naziv «antivirusno sredstvo» oznacava agens (spoj ili bioloski agens) koji u€inkovito inhibira stvaranje 1/ili replikaciju
virusa kod sisavaca. Navedeno ukljucuje agense koji utje¢u na mehanizme, domacina ili virusa, neophodne za stvaranje
i/ili replikaciju virusa kod sisavaca. Antivirusna srcdstva obuhvacaju, na primjcr, ribavirin, amantadin, VX-497
(merimepodib, Vertex Pharmaceuticals), VX-498 (Vertex Pharmaceuticals), Levovirin, Viramidine, Ceplene
(maxamine), XTL-001 i XTL-002 (XTL Biopharmaceuticals).

Naziv pored anti-HCV agensa oznaCava agense ucinkovite u smanjenju progresije ili prevenciji simptoma bolesti
povezanih sa hepatitisom C. Navedeni se agensi mogu odabrati izmedu: imunomodulatora, inhibitora HCV NS3
proteaze, inhibitora HCV polimeraze ili inhibitora drugih klju¢nih to¢aka u Zivotnom ciklucu HCV.

Naziv «imunomodulator» oznacava sredstva (spojeve ili biclogke agense) koja uéinkovito pojacavaju ili pospjesuju
odgovor imunolo$kog sustava sisavaca. Imunomodulatori obuhvacaju, na primjer, razred I interferona (kao $to su a-, (i-,
5- 1 omega interferoni, tau-interferoni, konsenzus interferoni i asialo-interferoni), razred II interferona (kao $to su
Y~interferoni) i pegilirane interferone.

Naziv «inhibitor HCV NS3 proteaze» oznafava sredstvo (spoj ili bioloski agens) koje u¢inkovito inhibira funkciju HCV
NS3 proteaze kod sisavaca. Inhibitori HCV NS3 proteaze obuhvacaju, na primjer, spojeve opisane u WO 99/07733, WO
99/07734, WO 00/09558, WO 00/09543, WO 00/59929 ili WO 02/060926, Boehringer Ingelheim klinicki kandidat
identificiran kao BILN 2061 i Vertex/Eli Lilly predrazvojni kandidat identificiran kao VX-950 ili L'Y-570310. Osobito
se mogu koristiti, spojevi #2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 18, 19, 29, 30, 31, 32, 33,37, 38, 55, 59, 71, 91, 103, 104, 105, 112, 113,
114, 115, 116, 120, 122, 123, 124, 125, 126 i 127, prikazani u tabeli na stranicama 224-226 u WO 02/060926, u
kombinaciji sa spojevima prikazanog izuma.

Naziv «inhibitor HCV polimeraze» oznacava sredstvo (spoj ili biologki agens) koje u¢inkovito inhibira funkciju HCV

polimeraze kod sisavaca. Navedeno obuhvaéa, na primjer, inhibitore HCV NS5B polimeraze. Inhibitori HCV

polimeraze obuhvac¢aju ne-nukleozide, na primjer, spojeve opisane u:

- US Patentnoj prijavi Br. 10/198,680, koja odgovara PCT/CA02/01127, obje podnesene 18. srpnja 2002.
(Boehringer Ingelheim),

- US Patentnoj prijavi Br. 10/198,384, koja odgovara PCT/CA02/01128, obje podnesene 18. srpnja 2002.
(Boehringer Ingelheim),

- US Patentnoj prijavi Br. 10/198,259, koja odgovara PCT/CA02/01129, obje podnesene 18. srpnja 2002.
(Boehringer Ingelheim),

- WO 02/100846 Ali WO 02/100851 A2 (obje Shire),

- WO 01/85172 Al11 WO 02/098424 A1 (obje GSK),

- WO 00/06529 i WO 02/06246 Al (obje Merck),

- WO 01/47883 1 WO 03/000254 (obje Japan Tobacco) i

- EP 1256 628 A2 (Agouron).

Nadalje drugi inhibitori HCV polimeraze isto tako obuhvacaju analoge nukleozida, na primjer, spojeve opisane u:
- WO 01/90121 A2 (Idenix),

- WO 02/069903 A2 (Biocryst Pharmaceuticals Inc.) 1

- WO 02/057287 A2 1 WO 02/057425 A2 (oba Merck/Isis).

Specifi¢ni primjeri inhibitora HCV polimeraze obuhvac¢aju JTK-002, JTK-003 i JTK-109 (Japan Tobacco).
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Naziv «inhibitor drugog ciljnog mjesta u zitovnom ciklusu HCV» oznafava agens (spoj ili biologko sredstvo) koji
uc¢inkovito inhibira stvaranje 1/ili replikaciju HCV kod sisavaca, na drugi naéin, pored inhibicije HCV NS3 proteaze.
Navedeno uklju¢uje agense koji utje¢u na mehanizme, domacina ili virusa, neophodne za stvaranje i/ili replikaciju
virusa kod sisavaca. Inhibitori drugog vaznog mjesta u zivotnom ciklusu HCV obuhvacaju, na primjer, agense koji
inhibiraju ciljno mjesto koje moZe biti helikaza, HCV NS2/3 proteaza, te unutarnje mjesto ulaska na ribosomu (IRES).
Specifitan primjer inhibitora drugog ciljnog mjesta u Zivotnom ciklusu HCV predstavlja ISIS-14803 (ISIS
Pharmaceuticals).

Naziv «HIV inhibitor» oznacava agens (spoj ili biolosko sredstvo) koji u¢inkovito inhibira stvaranje i/ili replikaciju HIV
kod sisavaca. Navedeno uklju¢uje agense koji utjecu na mehanizme, domacina ili virusa, neophodne za stvaranje i/ili
replikaciju HIV-a kod sisavaca. Inhibitori HIV-a obuhvacaju, na primjer, inhibitore nukleozida, ne-nukleozidne
inhibitore, inhibitore proteaze, inhibitore fuzije i inhibitore integraze.

Naziv «HAV inhibitor» oznacava agens (spoj ili biologko sredstvo) koje uéinkovito inhibira stvaranje 1/ili replikaciju
HAV kod sisavaca. Navedeno uklju¢uje agense koji utje¢u na mehanizme, domacina ili virusa, neophodne za stvaranje
i/ili replikaciju HAV kod sisavaca. HAV inhibitori obuhvacaju Hepatitis A vakcine, na primjer, Havrix”
(GlaxoSmithKline), VAQTA® (Merck) i Avaxim® (Aventis Pasteur).

Naziv «<HBV inhibitor» oznaava agens (spoj ili bioloSko sredstvo) koje u¢inkovito inhibira stvaranje i/ili replikaciju
HBYV kod sisavaca. Navedeno ukljuéuje agensc koji utjeéu na mchanizme, domacina ili virusa, ncophodnc za stvaranjc
i/ili replikaciju HBV kod sisavaca. Inhibitori HBV obuhvacaju, na primjer, agense koji inhibiraju HBV virusnu DNA
polimerazu ili HBV vakcine. Specifiéni primjeri HBV inhibitora obuhvacaju Lamivudine (Pivir-HBV®), Adefovir
Dipivoxil, Entecavir, FTC (Coviracil®), DAPD (DXG), L-FMAU (Clevudine®™), AM365 (Amrad), Ldt (Telbivudine),
monoval-LdC (Valtorcitabine), ACH-126,443 (L-Fd4C) (Achillion), MCC478 (El Lilly), Racivir (RCV), Fluoro-L i D
nukleozidi, Robustaflavone, ICN 2001-3 (ICN),Bam 205 (Novelos), XTL-001 (XTL), Imino-Seéeri (Nonyl-DNIJ)
(Synergy), HepBzyme; i imunomodulatorski produkti kao $to su: interferon alfa 2b, HE2000 (Hollis-Eden), Theradigm
(Epimmune), EHT899 (Enzo Biochem), Thymosin alpha-1 (Zadaxin®), HBV DNA vakcina (PowderJect), HBV DNA
vakcina (Jefferon Center), HBV antigen (OraGen), BayHep B® (Bayer), Nabi-HB® (Nabi) i Anti-hepatitis B (Cangene);
i produkti HBV vakcine kao §to su slijede¢i: Engerix B, Recombivax HB, GenHevac B, Hepacare, Bio-Hep B,
TwinRix, Comvax, Hexavac.

Naziv «interferon razreda I» ozna¢ava interferon odabran iz skupine interferona od kojih se svi vezu na receptor tipa 1.
Navedeno ukljucuje prirodne i sintetski dobivene interferone razreda I. Primjeri interferona razreda I obuhvacaju a-, -,
omega interferone, tau-interferone, konsenzus interferone, asialo-interferone.

Naziv «interferon razreda [I» oznacava interferon odabran iz skupine interferona od kojih se svi vezu na receptor tipa I1.
Primjeri interferona razreda Il obuhvacaju v-interferone.

Farmaceutski pripravei izuma mogu sadrZavati jedan ili viSe dodatnih aktivnih agensa odabranih, na primjer, izmedu
antivirusnih sredstava, imunomodulatora, drugih inhibitora HCV NS3 protcaze, inhibitora HCV polimcraze, inhibitora
drugog vaznog mjesta u zivotnom ciklusu HCV, HIV inhibitore, HAV inhibitore i HBV inhibitore. Primjeri navedenih
agensa su prikazani u prethodno navedenim Definicijama.

Specifiéni prikladni primjeri nekih od prethodno navedenih sredstava predstavljaju:

« antivirusna sredstva: ribavirin i amantadin;

+  imunomodulatori: interferoni razreda I, interferoni razreda II i pegilirani interferoni;

« inhibitor drugog vaznog mjesta u zivotnom ciklusu HCV, a koje predstavlja: NS3 helikazu, HCV NS2/3 proteazu ili
unutarnje mjesto ulaska na ribosomu (IRES);

«  HIV inhibitori: nukleozidni inhibitori, ne-nukleozidni inhibitori, inhibitori proteaze, inhibitori fuzije i inhibitori
integraze; ili

«  HBV inhibitori: sredstva koja inhibiraju HBV virusnu DNA polimerazu ili HBV vakcina.

Kao §to je prethodno navedeno, kombinirana terapija u kojoj spoj formule (1), ili njegova farmaceutski prihvatljiva sol,
istodobno je primjenjen sa najmanje jednim dodatnim agensom odabranim izmedu: antivirusnog sredstva,
imunomodulatora, drugog inhbitora HCV NS3 proteaze, inhibitora HCV polimeraze, inhibitora drugog vaznog mjesta u
zivotnom ciklusu HCV, HIV inhibitora, HAV inhibitora i HBV inhibitora. Primjeri navedenih agensa su prikazani u
prethodno navedenim Definicijama. Navedena se dodatna sredstva mogu kombiniranti sa spojevima izuma kako bi se
dobio pojedinacan farmaceutski oblik doze. Na drugi se nacin navedeni dodatni agensi mogu pojedina¢no primjeniti kao
dio multiplog oblika doze, na primjer, uporabom kita. Navedeni adicijski agensi se mogu primjeniti prije, istovremeno,
ili nakon primjene spoja formule (1), ili njegove farmaceutski prihvatljive soli.
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Naziv «lijeCenje» oznaava primjenu spoja ili pripravka u skladu s prikazanim izumom koji smanjuje ili uklanja
simptome bolesti hepatitisa C 1/ili smanjuje koli¢inu virusa kod bolesnika.

Kao §to se ovdje koristi, naziv «prevencija» oznac¢ava primjenu spoja ili pripravka prikazanog izuma kod pojedinca
nakon izlaganja virusu, no prije pojave simptoma bolesti i/ili prije otkrivanja virusa u krvi.

Prikladna ostvarenja

Prikladno je spoj formule I u skladu s prethodno navedenom definicijom, u kojoj R! predstavlja hidroksi ili NHSO,R'*
u kojoj R™ predstavlja (C,)alkil, (Cy)cikloalkil ili {(C,)alkil-(Cs_;)cikloalkil}, od kojih su svi po izboru supstituirani
1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro ili O-(C,_)alkilom ili fenilom koji je po izboru supstituiran 1 do 3 puta sa halo, cijano,
nitro, (C)alkilom ili O-(C).¢)alkilom.

Prikladnije je spoj formule I u skladu s prethodno navedenom definicijom, u kojoj R' predstavlja hidroksi ili NHSO,R'*
u kojem R predstavlja metil, etil, ciklopropil, ciklobutil, ciklopentil, ciklopropilmetil, cikloheksiletil, CCl;, CF;, fenil,
2-fluorofenil, ili 4-metilfenil.

Prikladnije je spoj formule I u skladu s prethodno navedenom definicijom, u kojoj R' predstavlja hidroksi ili NHSO,R'*
u kojem R'* predstavlja metil, ciklopropil, CF; ili fenil. Ponovno najprikladniji R'* predstavija ciklopropil.

Najprikladnije, R' predstavija hidroksi.
Najprikladnije, R*predstavija ciklopentil.
U prikladna ostvarenja prikazanog izuma pripadaju svi spojevi formule I, prikazani u Tabeli 1.

U skladu s alternativnim ostvarenjem, farmaceutski pripravak prikazanog izuma moze dodatno sadrzavati drugi anti-
HCV agens. Primjeri anti-HCV agensa obuhvacaju a- (alfa), B-(beta), y-(gamma) ili o-(omega) interferon, ribavirin i
amantadin.

U skladu s drugim ostvarenjem izuma, farmaceutski pripravak prikazanog izuma moze pored toga sadrzavati drugi
inhibitor HCV NS3 proteaze.

U skladu s drugim ostvarenjem izuma, farmaceutski pripravak prikazanog izuma moze dodatno sadrzavati inhibitor
HCV polimeraze.

U skladu s jo§ jednim ostvarenjem izuma, farmaceutski pripravak prikazanog izuma moze dodatno sadrzavati inhibitor
drugih vaznih mjesta zivotnog ciklusa HCV, uklju¢uju¢i, bez ograni¢enja, inhibitor helikaze, NS2/3 proteaze ili
unutarnjeg mjesta ulaska u ribosom (IRES).

Farmaccutski pripravak prikazanog izuma moZc sc primijeniti oralnim putem, parentcralno ili putem implantiranog
spremnika. Oralna primjena ili primjena injekcijama smatraju se prikladnima. Farmaceutski pripravak izuma moze
sadrzavati bilo koje uobiajene ne-toksi¢ne farmaceutski prihvatljive nosace, adjuvanse ili vehikle. U pojedinim
slu¢ajevima, pH formulacije se mozZe prilagoditi sa farmaceutski prihvatljivim kiselinama, bazama ili puferima kako bi
se poboljsala stabilnost formuliranog spoja ili oblik za primjenu. Naziv parenteralni kao $to se ovdje koristi, obuhvaca
supkutani, intrakutani, intravenski, intramuskularni, intra-artikularni, intrasinovijalni, itrasternalni, intratekalni 1
intralezionalni put primjene putem injekcija ili infuzijskih tehnika.

Farmaceutski pripravak moze biti u obliku sterilnog injekcijskog pripravka, na primjer, kao sterilna injekcijska vodena
ili uljna suspenzija. Suspenzija se moze formulirati tehnikama poznatim u struci primjenom prikladnih sredstava za
disperziju ili vlaZzenje (kao $to su, na primjer, Tween 80) i sredstava za suspendiranje.

Farmaceutski pripravak prikazanog izuma se moZe oralno primjenjivati u bilo kojem prihvatljivom obliku za oralnu
primjenu ukljucujuéi, bez ograniCenja, kapsule, tablete 1 vodene suspenzije i otopine. U slucaju tableta za oralnu
primjenu, nosaci koji se uobic¢ajeno koriste obuhvacaju laktozu 1 kukuruzni §krob. Sredstva za podmazivanje, kao §to je
magnezijev stearat, isto se tako mogu dodati. Za oralnu primjenu u obliku kapsule, korisni diluensi obuhvacaju laktozu i
isuseni kukuruzni Skrob. Kada se vodene suspenzije primjenjuju oralno, aktivni sastojak je kombiniran sa
emulzifikatorima i suspenziraju¢im sredstvima. Po Zelji, odredeni zasladivaci 1/ili sredstva za poboljSanje okusa i/ili
sredstva za bojenje se mogu dodati.
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Drugi prikladni vehikli ili nosaci u prethodno navedenim formulacijama i pripraveima, mogu se pronaéi u standardnim
farmaceutskim tekstovima, npr. u «Remingtonovim Farmaceutskim Znanostima», The Science and Practice of
Pharmacy, 19. izdanje, Mack Publishing Company, Easton, Penn., (1995).

Doze se kre¢u od priblizno 0.01 do otprilike 100 mg/kg tjelesne teZine na dan, prikladno od priblizno 0.1 do otprilike 50
mg/kg tjelesne tezine na dan spoja inhibitora proteaze kao §to je prethodno opisano u monoterapiji, za prevenciju i
lije¢enje HCV uzrokovane bolesti. Uobi¢ajeno, farmaceutski pripravak prikazanog izuma se primjenjuje 1 do 5 puta
dnevno, ili na drugi na¢in, kao kontinuirana infuzija. Navedeni nadin primjene se moze koristiti kao kroni¢na ili akutna
terapija- Koli¢ina aktivnog sastojka koji se moze kombinirati sa nosa¢ima kako bi se proizveo pojedinacni oblik doze,
ovisi 0 domacinu koji se lijeci i nad¢inu primjene. Tipi¢an pripravak sadrzi od priblizno 5% do otprilike 95% aktivnog
sastojka (w/w). Prikladno, navedeni pripravak sadrzi od priblizno 20% do otprilike 80% aktivnog sastojka.

Kao §to ¢e struénjak primijetiti, ponekad je potrebno primjeriti niZe ili vi§e doze od prethodno navedenih. Specifi¢ni
rezimi dozaZe i lijeCenja za pojedinog bolesnika, ovise o razli¢itim faktorima, ukljucujuci aktivnost specifinog spoja,
dob, tjelesnu tezinu, opce zdravstveno stanje, spol, prehranu, vrijeme primjene, brzinu izlucivanja, kombinaciju
lijekova, tezinu i tijek infekcije, izloZenosti bolesnika infekciji i samoj procjeni lijeénika. Opcenito, lijeCenje se
zapoc€inje niskim dozama koje su u osnovi nize od optimalne doze peptida. Potom se doza polagano povetava do
postizanja optimalnog ucinka pod traZzenim okolnostima. Opcenito, spoj se najprikladnije primjenjuje u koncentraciji
koja opcenito dovodi do uéinkovitih antivirusnih rezultata, bez Stetnog djelovanja ili pojave pogubnih nuspojava.

Kada pripravak izuma sadrzi kombinaciju spoja formulc I i jednog ili visc dodatnih tcrapijskih ili profilaktickih agensa,
spoj i dodatni agens moraju biti prisutni u dozi od priblizno 10% do 100%, prikladnije od priblizno 10% do 80% doze
koja se uobicajeno primjenjuje u monoterapiji.

Kada su navedeni spojevi ili njihove farmaceutski prihvatljive soli formulirani zajedno sa farmaceutski prihvatljivim
nosa¢em, dobiveni pripravak se moZe primjenjivati in vivo kod sisavaca, kao §to je ¢ovjek, kako bi se inhibirala HCV
NS3 proteaza ili kako bi se lijetila ili prevenirala infekcija HCV virusom. Navedeno se lijecenje isto tako moZe postici
uporabom spoja prikazanog izuma u kombinaciji sa agensima koji obuhvacaju, bez ograni¢enja: a-, -, 5-, o-, tau- ili y-
interferon, ribavirin, amantadin; druge inhbitore HCV NS3 proteaze; inhibitore HCV polimeraze; inhibitore drugih
vaznih dijelova HCV zivotnog ciklusa, koji obuhvacéaju, bez ograni¢enja, helikazu, NS2/3 proteazu, ili unutarnje mjesto
ulaska u ribosom (IRES); ili njihove kombinacije. Dodana se sredstva mogu kombinirati sa spojevima izuma kako bi se
stvorio pojedinacni oblik doze.

Na drugi na¢in, navedeni se dodatni agensi mogu primjenjivati zasebno kod sisavaca kao dio multiplog oblika doziranja.

Ako farmaceutski pripravak sadrzi samo spoj prikazanog izuma kao aktivni sastojak, navedeni postupak moze pored
toga obuhvacati korak primjene agensa kod sisavca kao $to je imunomodulator, antivirusno sredstvo, inhibitor HCV
NS3 proteaze, inhibitor HCV polimeraze ili inhibitor drugih vaznih dijelova zivotnog ciklusa HCV kao §to je inhibitor
helikaze, NS2/3 proteaze ili IRES. Navedeni dodatni agens se moZe primjeniti kod sisavca prije, istovremeno ili nakon
primjene spoja prikazanog izuma.

Prethodno prikazani spoj formule I se isto tako moze koristiti kao laboratorijski reagens. Spoj prikazanog izuma se isto
tako moze koristiti u lije¢enju ili prevenciji virusne kontaminacije materijala i tako smanjiti rizik virusne infekcije
laboratorijskog ili medicinskog osoblja ili bolesnika koji dolaze u kontakt sa navedenim materijalima (npr. krv, tkivo,
kirurski instrumenti i predmeti, laboratorijski instrumenti i predmeti, te aparati za sakupljanje krvi i materijali).

Prethodno prikazani spoj formule I se isto tako moze koristiti kao reagens u ispitivanjima. Spoj formule I se isto tako
moze koristiti kao pozitivna kontrola za procjenu surogatnih stani¢nih testova ili in vitro ili in vivo replikacijskih
testova.

Daljnji detalji izuma su prikazani u slijede¢im primjerima, a koji ne ograni¢avaju dodatne patentne zahtjeve.

Metodologija

Opcenito, spoj formule I i meduprodukti su pripravljeni poznatim postupcima primjenom poznatih uvjeta reakcije koji
su prikladni za reaktante. Nekoliko je navedenih postupaka prikazano u WO 00/09543 i WO 00/09558.

Slijedec¢a shema prikazuje prikladan postupak primjene poznatih metoda za pripravljanje klju¢nog meduprodukta
formule 6a iz aciklickih meduprodukata:
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Shema I:

5  Koraci A, C, D: Ukratko, P1, P2 i P3 skupine se mogu povezati dobro poznatim tehnikama vezanja peptida koje su
prikazane u WO 00/09543 & WO 00/09558.

Korak B: Navedeni korak obuhvaéa inverziju konfiguracije 4-hidroksi supstituenta. Postoji nekoliko na¢ina na koji se
inverzija moze ostvariti kao $to je poznato osobi iz struke. Jedan primjer prikladnog postupka je dobro poznata

10 Mitsunobu reakcija (Mitsunobu Synthesis 1981, sije¢anj, 1-28; Rano i sur. Tet.Lett. 1994, 36, 3779-3792; Krchnak i sur.
Tet.Lett. 1995, 36, 6193-6196).

Korak E: Formulacija makrocikla se moZe izvesti putem olefinske metateze primjenom Ru-baziranog katalizatora kao
§to je opisano u Miller, S.J.; Blackwell, H.E.; Grubbs, R.H. J.Am.Chem.Soc. 1996, 118, 9606-9614 (a); Kingsbury, J.S.;
15 Harritv, J.P.A.; Bonitatebus, P.J.; Hoveyda, A.-H. JJAm.Chem.Soc. 1999, 121, 791-799 (b) i Huang, J.; Stevens, E.D.;
Nolan, S.P.; Petersen, J.L.; JJAm.Chem.Soc. 1999, 121, 2674-2678 (¢) ili kao $to je opisano u WO 00/59929. Isto tako
¢e biti o¢igledno da se mogu koristiti u navedenoj reakeiji 1 katalizatori koji sadrze druge prelazne metale kao §to je Mb.
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Grubbs kataligator Hureyda katalizator Molanoy katsllzator
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Slijedi konverzija kljuénog meduprodukta formule 6a u spojeve formule I prikazanog izuma, a detaljno je prikazana u
navedenim primjerima.

Spojevi formule I u kojima R predstavlja NHSO2R' u skladu s prethodno navedenom definicijom, pripravljeni su
vezanjem odgovarajuée kiseline formule I (npr. R' predstavlja hidroksi) sa odgovaraju¢im sulfonamidom formule R*
SO,NH, u prisustvu sredstva za vezanje pod standardnim uvjetima. Premda se moze koristi nekoliko uobicajenih
sredstava za vezanje, TETU 1 HATU se smatraju prakti¢nima. Sulfonamidi su dostupni na trzi$tu ili se mogu pripraviti
poznatim postupcima.

PRIMJERI

Prikazani izum je dalje detaljno ilustriran slijede¢im neograni¢avajué¢im primjerima. Drugi specifi¢ni na¢ini sinteze ili
razgradnje se mogu pronacéi u WO 00/09543; WO 00/09558 & WO 00/59929.

Temperature su prikazane u stupnjevima Celzijusa. Postoci otopine su izrazeni odnosom mase naspram volumena, a
omjeri otopine su izrazeni odnosom volumena naspram volumena, ako drugacije nije izri¢ito navedeno. Spektri
nuklearne magnetske rezonance (NMR) su zabiljeZzeni na Bruker 400 MHz spektrometru; kemijski pomaci (3) su
izrazeni u dijelovima na milijun, a odnose se na unutarnji deuterirani solvent ako drugacije nije izri¢ito navedno. NMR
spektri zavr$nih spojeva (inhibitori) su zabiljeZeni u DMSO-d. Fle$ kromatografija na stupcu je izveden na silikagelu
(SiC>2) prema tehnici Stillove fle§ kromatografije (W.C.Still i sur., J.Org.Chem., 1978, 43, 2923).

Skraéenice koristenc u primjerima obuhvacaju Boc: terc-butiloksikarbonil [Mc;COC(O)]; BSA: bovini scrumski
albumin; CHAPS: 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonio]-1-propansulfonat; CH,Cl,=DCM: metilenski klorid; DEAD:
dictilazodikarboksilat; DIAD: diizopropilazodikarboksilat; DIPEA: diizopropiletilamin; DMAP: dimetilaminopiridin;
DMF: W,W-dimetilformamid; DMSO: dimetilsulfoksid; (S,S)-Et-DUPHOS Rh (COD)OTY: (+)-1,2-bis(28S,55)-2,5-
dietilfosfolano)benzen(ciktooktadien) rodinij (1) trifluorometansulfonat; EtOH: etanol; EtOAc: etilni acetat; ESMS:
elektrorasprsiva¢ spektrometrija mase; HATU: O-(7-azabenzotriazol-1-il)-L1,3,3-tetrametiluronijev heksafluorofosfat;
HPLC: tekuca kromatografija visokog u¢inka; MS: spektrometrija mase; MALDI-TOF: Matriksom Asistirana Ionizacija
Laserske Disorpcije-Vrijeme leta, FAB: Bombardiranje Brzim Atomima; Me: metil; MeOH: metanol; R.T.: sobna
temperatura (18° do 22°C); TBTU: 2-(1H-benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametiluronij tetrafluoroborat, TFA:
trifluorooctena kiselina; THF: tetrahidrofuran; TLC: tankoslojna kromatografija, Tris/HCI:
tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorid.

PRIMJER 1

Sinteza dipeptida-1c

HNL

. X "J\ OMe ,
_ on }”‘ . "*;r‘l\gf
: Py v

ia ib 1

Smjesa Boc-hidroksiprolina 1a (50.0g, 216 mmola), (1R,2S)-vinil-ACCA hidroklorida 1b (42.25g, 235 mmola), TBTU
(76.36g, 238 mmola) i DIPEA (113 mL, 649 mmola) u DMF (800 mL) mije$ana je na sobnoj temperaturi, pod
atmosferom duSika. Nakon 3.5 sati, solvent je uparen, a ostatak je ekstrahiran sa EtOAc i ispran klorovodi¢nom
kisclinom (10%), zasiccnom otopinom natrijcva bikarbonata 1 fizioloskom otopinom. Organska faza jc zatim isucna na
magnezijevom sulfatu, filtrirana i uparena do nastanka ulja. Isusivanjem ulja preko noéi (18h) pod visokim vakuumom
dobiven je dipeptid 1c¢ u obliku Zute pjene (72.0 g, 94%, ¢istoée >95% putem HPLC).
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PRIMJER 2

Sinteza dipeptida 2a

T 1 f&’“ R W‘f‘ ‘

Dipeptid 1c (72.0g, 203rranol), trifenilfosfin (63.94g, 243.8mmol, 1.2ekviv.) i 4-nitrobenzojeva kiselina (41.08g,
245.8mmol, 1.2ekviv.) je otopljeno u suhom THF (1.4L), a promijesana je otopina ohladena na (0°C pod atmosferom
dusika. Potom je dodavano u dijelovima DEAD (38.4mL, 244mmol, 1.2¢ekviv.) tijekom 45 minuta i reakcijska smjesa je
ostavljena da se ugrije do sobne temperature. Nakon 4 sata, solvent je uparen, a ostatak je podijeljen na Cetiri dijela.
Svaki dio je kromatografiran na finom silikagelu (10-40 um veli¢ine okna, promjer stupca 12 cm, duljina stupca 16 cm)
primjenom gradijenta 2:1 heksana/EtOAc do 1:1 heksan/EtOAc, do Cistog EtOAc. Ester 2a je dobiven u obliku amorfne
bijele krute tvari, nakon uparavanja solventa i isusivanja pod visokim vakuumom na temperaturi od 70°C tijekom 1 sata
(108.1 g, kvantitatvini donos).

ic

PRIMJER 3

Sinteza alkoholnog dipeptida 3a:

Nitrobenzoilni ester 2a (108.Ig, 203.1 mmol) je otopljen u THF (1.0L), a dobivena je otopina ohladena na 0°C. Otopina
litijeva hidroksid monohidrata (10.66g, 253.9mmol) u vodi (225mL) je potom brzo dodana i reakcijska smjesa je
mijeSana na 0°C tijekom 30 minuta, nakon Cega je preostala baza neutralizirana klorovodi¢nom kiselinom (IN, 50.8mL).
Dodatna koli¢ina kiseline je polagano dodavana sve do rasprsenja zute boje (7mL). Dobivena je smjesa zatim uparena, a
ostatak je ekstrahiran sa EtOAc (3 x 150 mL). Ekstrakt je ispran zasi¢enom otopinom natrijeva bikarbonata (150mL) 1
fizioloskom otopinom (150 mL). Organska faza je isusena na magnezijevom sulfatu-drvenom ugljenu, filtrirana kroz
dijatomejsku zemlju 1 uparena. Susenjem ostatka preko noéi pod visokim vakuumom dobiven je alkohol 3a u obliku
bezbojne pjene (70.1 g, 98%, Cistoce >99% putem HPLC).
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PRIMJER 4

Sinteza (2S)-N-Boc-amino-non-8-enonske kiseline (4

DO E}laxaﬁ? r r&‘,‘lQH 1IN} COOE

£100C7 “NMAC A HOOCT “NHAs
{4n} {4b)
(335 OUEHOS FODICT

o e SIS b e
P}#&fmﬁr& SO0 n‘ {an SO0

A8 e (30
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HUOH HO

f’ 'M‘inc

"fﬁj ag Ot
3

Korak A. Otopini na trzi$tu dostupnog dietil 2-acetamido-malonata 4a (100 g, 0.46mola) u dioksanu (500 mL) je
dodavana kap po kap vodene otopine natrijeva hidroksida (IM, 1 ekv., 360mL) tijekom 30 do 45 minuta. Dobivena
smjesa je mijeSana tijekom 16.5 sati, zatim je dioksan uparen in vacuo. Dobivena vodena otopina je ekstrahirana sa tri
porcije 300mL EtOAc i zakiseljena do pH 1 sa koncentriranom HCI. Otopina je ostavljena da kristalizira u ledeno-
vodenoj kupelji. Nakon pojave nekoliko kristala, smjesa je obradena ultrazvucno i dobiven je suviSak precipitata.
Filtracijom i isu§ivanjem pod vakuumom dobiven je spoj 4b, (62.52g, 72% donosa) u obliku bijele krute tvari.

Korak B. Magnetski promije$anoj emulziji na trzi§tu dostupnog 7-okten-1,2-diola 4¢ (25g, 0.173 mola) i H,O (100 mL),
u posudi okrugla dna od 1L, dodavana je vodena otopina natrijeva periodata (40.7 g, 0.190 mola, 1.1 ekviv., u 475 mL
H,0) tijekom 20 minuta (blago egzotermic¢no). Dobivena je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom dodatnih sat
vremena (zavrSetak reakcije je potvrden TLC). Smjesa je zatim dekantirana u posudi za razdvajanje, a vodeni sloj je
odvojen od organskog sloja. Vodena je otopina zasi¢ena sa Nad, dekantirana i jo§ jedanput odvojena od organske
frakcije. Dvije su organske frakcije kombinirane, isusene sa natrijevim sulfatom i filtrirane preko pamuénog ¢epa (u
Pasteurovoj pipeti) do nastanka spoja 4d (15.135 g, bezbojno ulje, 78% donos). Vodena je otopina ekstrahirana sa
CH,Cl,, isusena sa anhidroznim MgSO,, te koncentrirana pod vakuumom (bez zagrijavanja, tj. 6-neptanal b.p. 153°C)
do nastanka dodatne koli¢ine spoja 4d (1.957 g, bezbojno ulje, 10% donos). Ukupan donos iznosi 88%.

Korak C. Krutom etilnom 2-acetamidomalonatu 4b (7.57g, 40 mmol) je dodan 6-heptenal 4d (4.48g, 40 mino 1) u
otopini piridina (32 mL, 10 ekviv.) tijekom 1 minute. Dobivena je otopina ohladena u vodenoj kupelji na 10°C. Dodavan
je tijekom 4 minute octeni anhidrid (12 mL, 3.2 ekviv.). Dobivena narandasta otopina je mije$ana tijekom 3 sata na
sobnoj temperaturi i dodatna porcija etilnog 2-acetamidomalonata 4b (2.27 g) je dodana. Dobivena je smjesa mije$ana
na sobnoj temperaturi tijekom dodatnih 11 sati. Potom je dodan led (60 mL) i otopina je mije$ana tijekom 1.5 sata,
zatim je razrijedena sa 250 mL vode i ekstrahirana sa dva dijela dietilnog etera. Eterska otopina je isprana sa 1N HCI,
zasi¢enom NaHCOQOs, isuSena sa Na,SO,, koncentrirana i prociscena fle§ kromatografijom (EtOAc 40% / heksan) do
nastanka spoja 4¢ (4.8 g, 50% donos) u obliku svijetloZzutog ulja.

Korak D. Otopini Z-etil 2-acetamido-2,8-nonadienoata 4e (8.38 g, 35 mmol) u suhom etanohn (70 mL), iz koje je
uklonjen plin (argon u mjehuri¢éima tijekom 30 minuta), dodan je (S,S)-Et-DUPHOS Rh(COD)Otf (51 mg,
(supstrat/katalizator = 496). Smjesa je stavljena pod 30 psi vodika (nakon 4 vakuum-H, ciklusa) 1 mijeSana je na Parr
stroju za tresenje tijekom 2 sata. Dobivena je smjesa uparena do isusenja kako bi se dobio neprocisceni spoj 4f, koji je
koristen u slijede¢im koracima reakcije bez daljnjeg proci§¢avanja.

Korak E. Otopini neproc¢i§¢enog (S)-etil 2-acetamido-8-nonenoata 4f (7.3 g, 30.3 mmol) u THF (100 mL), dodani su
Boc,O (13.2 g, 2 ekviv.) i DMAP (740 mg, 0.2 ekviv.). Reakcijska smejsa je zagrijavana na refluksu tijekom 2.5 sata.
Nakon toga je ve¢ina THF solventa uparena, nepro€iS¢ena smjesa je razrijedena sa CH,Cl, i isprana sa 1N HCI kako bi
se uklonio DMAP. Organski je sloj nadalje ekstrahiran zasi¢enom vodenom otopinom NaHCQ;, isuSen anhidroznim
Na,SO;4 1 koncentriran pod vakuumom. Neproci$ceni je produkt zatim razrijeden sa THF (50 mL) i vodom (30 mL),
dodan je LiOH.H,0O (2.54 g, 2 ekviv.) i dobivena je smjesa mije$ana na sobnoj temperaturi tijekom 25 sati (zavrSetak
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hidrolize je potvrden TLC). Reakcijska je smjesa koncentrirana pod vakuumom kako bi se uklonila ve¢ina THF solventa
i razrijedena je sa CH,Cl,. Dobivena je otopina isprana sa 1 N HCI, isusena je anhidroznim Na,SO, 1 koncentrirana pod
vakuumom. Kako bi se uklonile manje necistoe 1 suviSak Boc,O, neproiséeni produkt je proci§éen fles
kromatografijom (uporabom gradijenta solventa od 100% heksana - 100% EtOAc kao cluensa). Dobiven je spoj iz
naslova, 4g, visoke Gistoée u obliku svijetlozutog ulja (5.82g, 71% donos). "H NMR (DMSO, 400 MHz): § 7.01 (d,J =8
Hz, 1H), 5.79 (tdd, Jt= 6.7 Hz, Jd = 17.0, 10.2 Hz, 1H), 5.00 (md, Jd = 17.0 Hz, 1H), 4.93 (md, Jd = 10.2 Hz, 1H), 3.83
(m, 1H), 2.00 (g, J = 6.9 Hz, 2H), 1.65 - 1.5 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.35 - 1.21 (m, 6H).

PRIMJER 5

Sinteza tripeptida 5b

3

oo

PO-P2-RY
Korak 1: Otopina vodikova klorida u dioksanu (4N) je dodana u Boe P2-P1 fragment 3a (5.32 g, 15.0 mmol)
rezultirajuéi bezbojnom otopinom. Nakon 1 sata mijeSanja na sobnoj temperaturi, solvent je uparen, a ostatak je stavljen
pod visoki vakuum tijekom 3 sata $to je dovelo do nastanka hidrokloridne soli spoja 5a u obliku amorfne krute tvari koja
je koristena kao takva.

: Q’j . *
i

Stap

Korak 2: DIPEA (2.6 mL, 15 mmol) je dodana smjesi prethodno pripravljenog P1-P2 hidroklorida (15 mmol) u suhom
DCM (100 mL) rezultiraju¢i homogenom otopinom. Zasebno jedodan TBTU (5.30 g, 16.5 mmol, 1.1 ekviv.)
promijesanoj otopini C9-veznog sredstva 4g (4.07 g, 15.0 mmol) u suhom DCM (130 mL) rezulitraju¢i djelomi¢nom
otopinom reagensa. DIPEA (2.6 mL, 15 mmol) je dodavana do nastanka u osnovi homogene otopine nakon 10 minuta.
U navedenu je otopinu dodana P1-P2 otopina i DIPEA do postizanja bazi¢nih vrijednosti reakcijske smjese (pH >.8 na
vlaznom litmus papiru). Nakon mijeSanja pod atmosferom dusika tijekom 5 sati, solvent je uparen, a ostatak je
ekstrahiran sa EtOAc (2 x 250 mL) i ispran razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom (0.05N, 400 mL), vodom (400 mL) i
zasi¢enom otopinom natrijeva bikarbonata (400 mL). Kombinirane organske faze su zatim isu§ene na magnezijevom
sulfatu, filtrirane 1 uparene cio nastanka zutog sirupa. Neproc¢is¢eni produkt je kromatografiran na silikagelu, uporabom
6:1 EtOAc/heksana do Cistog EtOAc kao eluensa, dajuci Zeljeni tripeptid, dien 5b, u obliku bijele pjene (5.88 g, 82%,
¢isto¢a >95% odredena pute HPLC).

PRIMJER 6

Sinteza makrociklickog meduprodukta 6b:

Otopina diena 5b (4.0 g, 7.88 mmol) u suhom DCM (800 mL) je deoksigenirana putem mjehuri¢a Ar tijekom 2 sata.
Potom je dodan Hoveyda katalizator (262 mg, 0.434 mmol, 5.5 mol%) u obliku krute tvari i reakcijska je smjesa
ostavljena u refluksu pod Ar balonom. Nakon 28 sati, crveno-narancasta otopina je uparena do nastanka amorfne krute
tvari, a zatim je procis¢ena fle§ kromatografijom na stupcu silikagela. Pocetni sustav solventa bio je 10% EtOAc u
CH,Cl,. Kada je katalizator jedanput eluiran sa stupca, solvent je promijenjen u ¢isti EtOAc. Eluiranje katalizatora sa
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stupca je bilo o¢igledno po njegovoj boji. Makrocikli¢ki produkt 6a je izoliran u obliku bezbojne pjene koja je ponovno
otopljena u CH,Cly/heksanu (-1:2). Uparavanjem solventa dobiven je bijeli prah (3.362 g, 89% donosa).

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 1.20-1.50 (m, 6H), 1.43 (s, 9H), 1.53 (dd, J=9.5 & 5.4, 1H), 1.61-1.70 (m, 1H), 1.76-
1.90 (m, 2H), 2.05-2.26 (m,4H), 2.45 (d,J= 14.3, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.71 (d,J=11.1, 1H), 3.90 (dd,J=11.1 & 4.3, 1H),
4.43-4.53 (m, 2H), 4.76 (d,J= 8.6, 1H), 4.86 (bd, J=9.8, 1H), 5.20-5.23 (m, 2H), 5.57 (dt,J= 7.0 & 9.8, 1H), 7.32 (bs,
1H).

PRIMJER 7

Pripravljanje Tiourea 7
Sinteza tioureje 7a:

e i ,‘
o ﬁg&m - D

‘8

Otopini terc-butil izotiocijanata (5.0 mL; 39.4 mmol) u DCM (200 mL) dodan je ciklopentilamin (4.67 mL; 47.3 mmol),
potom je dodana DIPEA i reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata. Smjesa je razrijedena sa
EtOAc, isprana sa 10% vodenom otopinom lirnunske kiseline (2x), zasi¢enom otopinom NaHCO; (2x), HO (2x) i
fiziolo§kom otopinom (1x). Organski je sloj isusen na anhidroznom MgSOy, filtriran i uparen do nastanka N-terc-butil-
N'-ciklopentil tioureje u obliku bijele krute tvari (3.70g; 47% donos). N-terc-butil-N'-ciklopentil tioureja (3.70 g) je
otopljena u koncentriranoj HCl (46 mL). TamnoZuta otopina je ostavljena pod blagim refluksom. Nakon 40 minuta
reakcijska smjesa je ostavljena da se ohladi na sobnu temperaturu, a zatim je ohladena u ledu i bazificirana do pH 9.5 sa
krutom i zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOs;. Produkt je ekstrahiran u EtOAc (3x), kombinirani EtOAc ekstrakti su
isprani sa H20 (2x) i fizioloskom otopinom (1x). Organski sloj jc isusen (MgSO,), filtriran 1 koncentriran do nastanka
bez krute tvari (2.46 g neproci$¢ena). Trituriranjem krutog materijala u heksanu/EtOAc 95/5, nakon filtracije, dobivena
je N-ciklopentiltioureja 7a u obliku bijele krute tvari (2.38; 90% donosa).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) : 8 7.58 (bs, 1H), 7.19 (bs, 1H), 6.76 (bs, 1H), 4.34 (bs, 1H), 1.92-1.79 (m, 2H), 1.66-
1.55 (m, 2H), 1.55-1.30 (m, 4H). MS; es+ 144.9 (M + H)", es: 142.8 (M-H)".

Pripravljanje tioureja 7b

Uporabom prethodno opisanog postupka i primjenom na trzistu dostupnog cikloheksilamina (umjesto ciklopentilamina)
dobivena je tioureja 7b

,C ) fmmg B[ = 1]

O
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PRIMJER 8

Sinteza Spoja 101:

&f 8g 101

Korak A. Otopini makrocikli¢kog meduprodukta 6a (13.05 g, 27.2 mmol, 1.0 ekviv.), Ph;P (14.28 g, 54.4 mmol, 2.0
ekviv.) i 2-karboksimetoksi-4-hidroksi-7-metoksikinolina (WO 00/09543; WO 00/09558 & WO 00/59929) (6.67 g, 28.6
mmol, 1.05 ekviv.) u THF (450 mL) na 0°C, dodavan je kap po kap DIAD (10.75 mL, 54.6 mmol, 2.0 ekviv.) tijckom
15 minuta. Ledena kupelj je zatim uklonjena i reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 3 sata.
Nakon potpune konverzije pofetnog materijala u produkte, solvent je uparen pod vakuumom, preostala smjesa je
razrijedena sa EtOAc, isprana zasi¢enom otopinom NaHCO; (2x) 1 fizioloskom otopinom (1x), organski sloj je isusen
na anhidroznom MgSO,, filtriran i uparen do isuSenja. Dobiven je €isti spoj 7a nakon fle§ kromatografije na stupcu;
stupac jc cluiran prvo sa hcksanom/EtOAc (50:50), potom CHCL/EtOAc (95:5) kako bi sc¢ uklonio Ph;PO i DIAD
nusprodukte, a eluiranje neéisto¢a je praceno TLC. Naposlijetku, oéekivani produkt 8a je eluiran na stupcu sa
CHCI/EtOAc (70:30). Obi¢no se kromatografija mora ponoviti 2-3 puta prije izolacije spoja 8a, visoke ¢istoce u obliku
bijele krute tvari ukupnog donosa 68% (12.8 g, 99.5% Cistoce putem HPLC).

Korak B. Otopini Boc-zasti¢enog meduprodukta 8a (1.567 g) u CH,Cl, (15 mL), dodano je 4N HCl u dioksanu (12
mL). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 1 sata. [U slucaju kada nastane gusti gel u sredini
reakcije, dodatnih 10 mL CH,Cl, se dodaje.] Nakon zavrSetka deprotekcije solventi su upareni do isuSenja kako bi se
dobio materijal poput 7ute krute tvari i paste. Smjesa je ponovno otopljena u priblizno 5% MeOH u CH,Cl, i ponovno
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uparena do isuSenja pod vakuumom kako bi se dobio spoj 8b u obliku Zzute krute tvari, koja je koristena u slijede¢em
koraku bez procis¢avanja.

Korak C. Otopini ciklopentanola (614 uL, 6.76 mmol) u THF (15 mL), dodana je kap po kap otopina fosgena u toluenu
(1.93M, 5.96 mL, 11.502 mmol) i smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata do nastanka ciklopentil
kloroformatnog reagensa (z). Nakon navedenog perioda, priblizno polovina solventa je uklonjena uparavanjem pod
vakuumom. Ostatak svijetloZute otopine je razrijeden dodatkom CH,Cl, (5 mL) i koncentriran do polovine njezinog
originalnog volumena, kako bi se osiguralo uklanjanje cijelog suviS$ka fosgena. Prethodno navedena otopina
ciklopentilnog kloroformatnog reagensa je dalje razrijedena sa THF (15 mL) i dodana amin-2HC] soli 8b. Smjesa je
ohladena na 0°C u ledenoj kupelji, pH je prilagoden na -8.5-9 dodatkom Et;N (dodan kap po kap) i reakcijska smjesa je
mijesana na 0°C tijekom 1 sata. Nakon navedenog perioda, smjesa je razrijedena sa EtOAc, isprana vodom (1x),
zasicenim NaHCO; (2x), HO (2x) i fizioloskom otopinom (1x). Organski sloj je isu$en na anhidroznom MgSOy,
filtriran i uparen pod vakuumom do nastanka Zuto-jantarne pjene. Dobiven je dimetilni ester 8¢ u obliku bijele pjene,
nakon proc¢i$¢avanja fles kromatografijom na stupcu (uporabom gradijenta solventa od 30% heksana do 20% heksana u
EtOAc kao eluensu) u donosu od 80% (1.27 g) 1 >93% ¢&istoce.

Korak D. Dimetilni ester 8c (1.17 g) je otopljen u smjesi THF/MeOH/H,0O (20 mL, 2:1:1 omjer) 1 dodana je vodena
otopina NaOH (1.8 mL, IN, 1 ekviv.). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 1 sata prije
uparavanja do isuSenja kako bi se dobila natrijeva sol 8d u obliku bijele krute tvari (-1.66 mnaol). Spoj 8d je koristen u
slijede¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg proc¢i$cavanja.

Korak E. Neprodis¢ena natrijeva sol 8d (1.66 mmol) je otopljena u THF (17 mL), dodan je Et;N i smjesa je ohladena na
0°C u ledenoj kupelji. Dodan je kap po kap izobutilkloroformat (322 ul, 2.5 mmol) i smjesa je mijesana na 0°C tijekom
75 minuta. Nakon toga je dodan diazometan (15 mL) i mijesanje je nastavljeno na 0°C tijekom 30 minuta, a zatim na
sobnoj temperaturi tijekom dodatnih sat vremena. Vecina solventa je uparena do isusenja pod vakuumom, ostatak
smjese je razrijeden sa EtOAc, ispran zasi¢cenom otopinom NaHCO; (2x), H,O (2x) 1 fiziolo§8kom otopinom (1x), isusen
na anhidroznom MgSO,, filtriran i uparen do isuSenja dajuci spoj 8¢ u obliku svijetlozute pjene (1.2 g, - 1.66 mmol). U
slijede¢em je koraku koristen diazoketonski meduprodukt 8e bez daljnjeg procis¢avanja.

Korak F. Otopina diazoketona 8e (1.2 g, 1.66 mol) je otopljena u THF (17 mL) i ohladena na 0°C u ledenoj kupelji.
Vodena otopina HBr (48%, 1.24 mL) je dodavana kap po kap i reakcijska smjesa je mijesana na 0°C tijekom 1 sata.
Smjesa je zatim razrijedena sa EtOAc, isprana zasicenom otopinom NaHCO; (2x), H,O (2x) i fizioloSkom otopinom
(1x). Organski sloj je isuSen na anhidroznom MgSO,, filtriran i uparen do isuenja dajuci a-bromoketonski meduprodukt
8f u obliku svijetlozute pjene (~1.657 mmol).

Korak G. Otopini bromoketona 8f (2.51 g, 3.27 mmol) u izopropanolu (105 mL), dodana je ciklopentiltioureja 7a (565
mg, 3.92 mmol) i reakcijska smjesa je stavljena u prethodno zagrijanu uljnu kupelj na 70°C, gdje je mijesana tijekom
1.5 h. Izopropanol je zatim uklonjen pod vakuumom, a produkt je otopljen u EtOAc. Otopina je isprana zasi¢enom
vodenom otopinom NaHCO;, vodom 1 fiziolo§kom otopinom, organski je sloj isuSen na anhidroznom MgSO,, filtriran i
uparen do nastanka neproci¥¢enog produkta 8g (1.35 g) u obliku svijetlozute krute tvari. Nepro€i§ceni produkt je
proc¢idéen fle§ kromatografijom na silikagelu (1:1 heksan/EtOAc) do nastanka 2.12 mg prljavo bijele krute tvari (80%
donos).

Korak H. Metilni ester 8g (1.82 g, 2.2 mmol) je otopljen u otopini THF/MeOH/H,O (38/20/18 mL) i saponificiran sa
LiOH.H,0 (935 mg, 22.3 mmol). Reakcija hidrolize je sprovedena tijekom 18 sati na sobnoj temperaturi. Nakon toga je
otopina uparena do isuSenja dajuéi prljavo bijelu pastu. Pasta je razrijedena sa EtOAc i fizioloSkom otopinom.
Vrijednost pH smjese je prilagodena na 6 dodatkom IN HCL Sloj EtOAc je odvojen, a vodeni sloj je ekstrahiran dva
puta sa EtOAc. Kombinirani EtOAc ekstrakti su isprani deioniziranom vodom (2X) i fiziolo§kom otopinom (IX),
isuseni (MgSQy,) i upareni do nastanka cikli¢kog tripeptidnog spoja 101 u obliku 7ute krute tvari (1.76 g; 99% donosa).

Pretvorba u Na sol

Spoj 8h (106 mg; 0.132 mmol) je otopljen u MeOH (20 mL) i dodano je 0.01N otopine NaOH (13.2 mL). Bistra zuta
otopina je razrijedena vodom, zamrznuta i liofilizirana do nastanka spoja 8h, Na soli Zuto-bijele amorfne krute tvari (106
mg; 97% donos).

M.S.(elektrorasprsivac): 799.3 (M-H)- 801.4 (M+H) HPLC reverzne faze homogenosti (0.06% TFA ; CH;CN : H,O):
99%. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) : § 8.02 (d, ]=9.2 Hz, 1H), 7.90 (d,J=6.4 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.44 (bs, 2H), 7.27
(d,J=1.9 Hz, 1H), 7.11 (d,J=7.0 Hz, 1H), 7,03 (d,J= 9.2 Hz, 1H), 5.48 (dd,J=18.4, 9.9 Hz, 1H), 5.43 (bs, 1H), 5.15 (dt,
J=17.8, 7.63 Hz, 1H), 4.70 (bs, 1H), 4.49-4.34 (m, 2H), 4.34-4.25 (m, 1H), 4.13-4.03 (m, 1H), 3.99-3.86 (m, 1H), 3.90
(s, 3H), 2.58-2.44 (m, 1H), 2.42-2.32 (m, 1H), 2.15-1.93 (m, 4H), 1.83-1.14 (m, 24H), 1.14-1.12 (m, 1H).
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PRIMJER 9

Primjenom istog postupka kao $to je opisano u Primjeru §, no u koraku G, primjenom N-cikloheksiltioureje 7b,
dobivena je natrijeva sol spoja 102.

Moy,
U3 ™)
sy & N .}
2
ey

Spoj 102

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) : 5 8.02 (d,J=9.2 Hz, 1H), 7.86 (bs, 1H), 7.78 (d,J=7.3 Hz, 1H), 7.43 (s, 2H), 7.27 (d,J=
2.2 Hz, 1H), 7.12 (d,J= 6.9 Hz, 1H), 7.03 (dd,J=9.2, 1.9 Hz, 1H), 5.57-5.40 (m, 1H), 5.40 (5, 1H), 5.26-5.17 (m, 1H),
4.70 (bs, 1H), 4.52-4.35 (m, 2H), 4.29-4.23 (m, 1H), 4.18-4.00 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.87-3.65 (m, 1H), 2.42-2.32 (m,
1H), 2.19-2.10 (tn, 1H), 2.07-1.96 (m, 3H), 1.82-0.95 (m, 28H). MS; es * 815.4 (M+H)", es™: 813.4 (M-H)"

PRIMJER 10

NS3-NS4A test proteaze
Enzimski test koriSten u procjeni prikazanog spoja, opisan je u WO 00/09543 1 WO 00/59929.

PRIMJER 11

Stani¢ni HCV RNA replikaci j ski test Stani¢na kultura:

Huh7 stanice koje stabilno zadrzravaju subgenomski HCV replikon su postavljene kao §to je prethodno opisano
(Lohman i sur., 1999. Science 285: 110-113) i oznacene kao S22.3 stani¢na linija (WO 02/052015). S22.3 stanice su
ostavljene u Dulbeccovom modificiranom Earle mediju (DMEM) oboga¢enom sa 10% FBS 1 | mg/mL neomicina
(Standardni medij). Tijekom ispitivanja, koriSten je DMEM medij obogacen sa 10% FBS, sadrzaja 0.5% DMSO, a bez
neomicina. 16 sati prije dodavanja spoja, S22.3 stanice su bile tripsinizirane i razrijedene do 50 000 stanica/ml
Standardnog medija. 200 pL (10 000 stanica) je distribuirano u svaku jazicu 96-jaziéne ploce. Plo¢a je zatim inkubirana
na 37°C sa 5% CO, do slijedeceg dana.

Reagensi 1 materijali:

Produkt Kompanija Katalog # SkladiStenje
DMEM Misent Inc. 10013CV 4°C

DMSO Sigma D-2650 R.T.
Dulbecco PBS Gibco-BRL 14190-136 R.T.
Fetalni bovini serum Bio-Whittaker 14-901F -20°C/4°C
Neomicin (G418) Gibco-BRL 10131-027 -20°C/4°C
Tripsin-EDTA Gibco-BRL 25300-054 -20°C/4°C
96- jazi¢ne ploce Costar 3997 R.T.

PVDF 0.22um Filterska jedinica Milipore SLGVO025LS R. T.
Polipropilen duboko-jaZi¢ne titarske plo¢e |Beckman 267007 R. T.

Pripravljanje ispitivanog spoja

10 pL ispitivanog spoja (u 100% DMSO) je dodano u 2 ml medija za ispitivanje do ukupnec DMSO koncentracije od
0.5% 1 otopina je izlozena djelovanju ultrazvuka tijekom 15 minuta, te filtrirana kroz 0.22 uM Millipore Filtersku
jedinicu. 900 ul je prebaceno u red A Polipropilenske duboko-jezi¢ne titarske plo¢e. Redovi B do H, sadrze 400 uL
alikvota medija za ispitivanje (sadrzaja 0.5% DMSO) i koriSteni su za pripravljanje serijskih razrjedenja (1/2)
prebacivanjem 400 pl iz reda u red (red H je bio bez spoja).

Aplikacija ispitivanog spoja u stanice

Medij stani¢ne kulture je aspiriran iz 96-jazi¢nih plo¢a koje sadrzi S22.3 stanice. 175 uL medija za ispitivanje
odgovarajuceg razrijedenja ispitivanog spoja je prebaceno iz svake jazice ploce koja sadr7i spoj u odgovarajuéu jazicu
ploce sa stani¢nom kulturom (red H je koriSten kao «kontrola bez inibicije»). Plo¢a stani¢ne kulture je inkubirana na
37°C sa 5% CO, tijekom 72 sata.
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Ekstrakcija ukupne stani¢ne RNA

Nakon inkubacijskog perioda od 72 sata, ukupna stani¢na RNA je ekstrahirana iz 522.3 stanica 96-jaZi¢ne ploce
uporabom Rneasy 96 kita (Qiagen®, Rneasy Priru¢nik. 1999.)- Ukratko, medij za ispitivanje je u potpunosti uklonjen iz
stanica i dodano je u svaku jaZicu 96-jaziéne ploGe stani¢ne kulture, 100 uL RLT pufera (Qiagen®) koji sadrzi 143 mM
B-merkaptoetanola. Mikroploc¢a je lagano tresena tijekom 20 sekundi. Potom je dodano 100 uL 70% etanola u svaku
mikrojaZi¢nu ploéu i pomijesano pipetiranjem. Lizat je uklonjen i nanesen u svaku jazicu Rneasy 96 (Qiagen®) ploce
koja je stavljena na vrh Qiagen”™ Kvadratnog jazi¢nog bloka. RNeasy 96 plo¢a je zatim zapetaéena vrpcom i Kvadratni
jaziéni blok sa Rneasy 96 plocom je stavljen u drza¢ i postavljen u rotorsko vedro 4K15C centrifuge. Uzorak je
centrifugiran na 6000 rpm (-5600 x g) tijekom 4 minute na sobnoj temperaturi. Vrpca je uklonjena sa ploc¢e i 0.8 ml
pufera RW1 (Qiagen® Rneasy 96 kit) je dodano u svaku jazicu RNeasy 96 plo¢e. RNeasy 96 ploca je zapedacena sa
novim komadom vrpce 1 centrifugirana na 6000 rpm tijekom 4 minute na sobnoj temperaturi. RNeasy 96 ploca je
stavljena na vrh drugog &istog Kvadratnog jaziénog bloka, traka je uklonjena i 0.8 ml pufera RPE (Qiagen®” RNeasy 96
kita} je dodano u svaku jazicu RNeasy 96 plofe. RNeasy 96 ploca je zapeCacena sa novim komadom vrpce i
centrifugirana na 6000 rpm tijekom 4 minute na sobnoj temperaturi. Vrpca je uklonjena i drugih 0.8 ml pufera RPE
(Quiagen® RNeasy 96 kita) je dodano u svaku jaZicu RNeasy 96 plote. RNeasy 96 ploda je zapetatena sa novim
komadom vrpce i centrifugirana na 6000 rpm tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Vrpca je uklonjena, RNeasy 96
ploca je stavljena na vrh stalka koji sadrzi 1.2-mL kolekciju mikrocjevéica. RNA je eluirana dodatkom 50 pL RNaza-
slobodne vode u svaku jaZicu, plo€a je zapeCacena sa novim komadom vrpce, inkubirana tijekom 1 minute na sobnoj
temperaturi.

Ploca je zatim centrifugirana na 6000 rpm tijekom 4 minute na sobnoj temperaturi. Korak eluiranja je ponovljen sa
drugim volumcnom od 50 ul RNaza-slobodnc vode. Mikrocjeveice sa ukupnom staniénom RNA su pohranjenc na -
70°C.

Kvantificiranje ukupne stanicne RNA )

RNA je kvantificirana na STORM® sistemu (Molecular Dynamics®) uporabom RiboGreen® RNA Kvantifikacijskog
kita (Molekulske probe®). Ukratko, RiboGreen reagens je razrijeden 200-puta u TE (I0raM Tris-HCI pH = 7.5, | mM
EDTA). Opcenito, 50 uL reagensa je razrijedeno u 10 mL TE. Standardna krivulja ribosomske RNA je razrijedena u TE
do 2 ug/mL i prethodno odredene koli¢ine (100, 50, 40, 20, 10, 5, 2 i 0 uL) otopine ribosomske RNA su potom
prebacene na novu 96-jazicnu plocu (COSTAR # 3997) i volumen je nadopunjen do 100 uL sa TE. Opéenito, stupac 1,
96-jazi¢ne ploce je koristen za odredivanje standardne krivulje, a druge su jazice koriStene za RNA uzorke koji se
kvantificiraju. 10 pL svakog RNA uzorka koji ¢e biti kvantificiran, prebaceno je u odgovarajucu jaZicu 96-jazi¢ne ploce
i dodano je 90 pL TE. U svaku jazicu 96-jazi¢ne ploce je dodan jedan volumen (100 pL) razrijedenog RiboGreen
reagensa i plo¢a je inkubirana tijekom 2 do 5 minuta na sobnoj temperaturi, zasticena od svijetla (10 uL RNA uzorak u
200 uL konaénog volumena rezultira 20 X razrjedenjem). Intenzitet fluorescencije svake jaZice je izmjeren na STORM®
sustavu (Molecular Dynamics®). Standardna krivulja je dobivena na temelju poznatih koli¢ina ribosomske RNA i
rezultirajucih intenziteta fluorescencije. Koncentracija RNA u eksperimentalnim uzorcima je odredena iz standardne
krivulje, te ispravljena do razrjedenja od 20X.

Reagensi i materijali:

Produkt Kompanija Katalog # Skladi§tenje
DEPC Sigma D5758 4°C

EDTA Sigma E5134 R.T.
Trizma-baza Sigma T8524 R.T.
Trizma-HCl Sigma T7149 R.T.

Trake kolekcijske cijevi Qiagen 19562 R. T.
RiboGreen RNA kvantifikacijski kit Molekulska proba R11490 -20°C/4°C
RNeasy 96 kit Qiagen 74183 R.T.
Kvadratni jazi¢ni blokovi Qiagen 19573 R.T.

Stvarno-vrijeme R.T.-PCR

Stvarno-vrijeme R.T.-PCR je izveden na ABI Prizma 7700 detekcijskom sustavu slijeda primjenom TagMan EZ R.T.-
PCR kita iz (Perkin-Elmer Applied Biosystems®). R.T.-PCR je optimaliziran za kvantificiranje 5'IRES HCV RNA
primjenom Tagman tehnologije (Roche Molecular Diagnostics Systems) sli¢no prethodno opisanoj tehnici (Martell i
sur., 1999. J.Clin.Microbiol. 37: 327-332). Sustav koristi 5'-3" nukleolitiCku aktivnost AmpliTag DNA polimeraze.
Ukratko, postupak koristi dvostruko oznafenu fluorogenu hibridizacijsku probu (PUTR Proba} koja specificno kali
uzorak izmedu PCR primera (primeri 8125 do 7028). 5' kraj probe sadrZi fluorescenti odagilja¢ (6-karboksifluorescein
[FAMY]), a 3' kraj sadrzi fluorescentni prigusiva¢ (6-karboksitetrametilrodamin [TAMRA]). FAM odasilja¢ emisijskog
spektra ugasen je prigusivacen intaktne hibridizacijske probe. Razgradnja nukleazom hibridizacijske probe otpusta
odasilja¢, dovodeci do porasta fluorescentne emisije. ABI Prism 7700 detektor slijeda mjeri porast fluorescentne emisije
kontinuirano tijekom PCR amplifikacije na taj nacin da je amplificirani produkt izravno proporcionalan sa signalom.
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Amplifikacijski zapis je analiziran rano u reakciji u to¢ki koja predstavlja logaritamsku fazu nakupljanja produkta.
Tocka koja predstavlja definirani detekcijski prag porasta fluorescentnog signala povezanog sa eksponencijalnim rastom
PCR produkta za slijed detektora je definirana kao prag ciklusa (Cr). Cr vrijednosti su obrnuto proporcionalne koli¢ini
unosa HCV RNA; na taj nacin da pod identi¢nim PCR uvjetima, §to je veca pocetna koncentracija HCV RNA, nizi je
Cr. Standardna krivulja je konstruirana automatski putem ABI Prism 7700 detekcijskog sustava izracunavanjem Cr
naspram svakog standardnog razrjedenja poznate HCV RNA koncentracije.

Referentni uzorci za standardnu krivulju su ukljuéeni na svakoj R.T.-PCR plo¢i. HCV replikon RNA je sintetiziran
(putem T7 transkripcije) in vitro, pro¢i§¢en i kvantificiran putem OD,g,. Uzimajuéi u obzir da 1 ug navedene RNA =
2.15 x 10" RNA kopija, razrijedenja su pripravljena kako bi se dobilo 10%, 107, 10°, 10°, 10*, 10* i 10” kopija genomske
RNA/5 pL. Ukupna stani¢na Huh-7 RNA je isto tako inkorporirana sa svakim razrijedenjam (50 ng / 5 pL). 5 pL svakog
referentnog standarda (HCV Replikon + Huh-7 RNA) je kombinirano sa 45 plL mjeSavine reagensa i koriSteno u
Realno-vremenskoj R.T.-PCR reakciji.

Realno-vremenska R.T.-PCR reakcija je pripremljena za eksperimentalne uzorke koji su procis¢eni na RNeasy 96-
jaziénim plo¢ama kombiniranjem 5 ul svakog ukupnog stani¢énog RNA uzorka sa 45 pl mjeSavine reagensa.

Reagensi 1 materijali:

Produkt KOMPANIJA Katalog# Skladistenje
TagMan EZ R.T.-PCR kit PE primjenjeni biosustavi [N808-0236 -20°C
MicroAmp Optical caps PE primjenjeni biosustavi [N801-0935 R.T.
MicroAmp Optical 96-jazi¢na reakci|PE primjenjeni biosustavi [N801-0560 R.T.
j ska plo¢a

Pripravljanje smjese reagensa
Komponenta Volumen po  jednom|Volumen po jednoj ploci (UL) (91|Konatna

uzorku (uL) uzorak + mrtvi volumen) koncentracija

Rna za- slobodna voda 16.5 1617
5X TagMan EZ pufer 10 980 X
Mn(OAc), (25 mM) 6 588 3mM
dATP (10 mM) 1.5 147 300 yM
dCTP (10 mM) 1.5 147 300 uM
dGTP (10 mM) 1.5 147 300 uM
dUTP (10 mM) 1.5 147 60 pM
Primer u smjeru (10 pM) 1 98 200 nM
Primjer obrnutog smjera (10|1 98 200 nM
pM)
PUTR proba (5 uM) 2 196 200nM
tTth  DNA polimeraza (2.5(2 196 0.1 U/pl
U/ul)
AmpEraza UNG (1U/uL) 0.5 49 0.01 U/pL
Ukupni volumen 45 4410

Slijed primer u smjeru (SEQ ID.1): 5' - ACG CAG AAA GCG TCT AGC GAT GGC GTT AGT -3
Slijed primera obrnutog smjera (SEQ ID. NO.2): 5'- TCC CGG GGC ACT CGC AAG CAC CCT ATC AGG - 3'
Biljeska: Navedeni primeri amplificiraju regiju 256-nt

prisutnu unutar 5' netranslatirane regije HCV.

PUTR slijed uzorka (SEQ ID NO.3): |: TGZ;I TCT GCG GAA
CCG GTG AGT AGA CC |- TAMBé]

Kontrola bez uzorka (NTC): Na svakoj su plo¢i 4 jazice koridtene kao «<NTC». Za svaku od navedenih kontrola, dodano
je ujazicu 5 pl vode umjesto RNA.

Uvjeti termalnog cikliziranja:
50°C 2 min
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60°C 30 min
95°C 5 min

95°C 15 sek za 2 ciklusa
60°C 1 min

90°C 15 sek za 40 ciklusa
60°C 1 min

Po zavr$etku R.T.-PCR reakcije analiza podataka zahtijeva postavljanje praga fluorescentnog signala za PCR plocu i
standardna krivulja je konstruirana biljezenjem Ct vrijednosti naspram broja RNA kopija koridtenog u svakoj referentnoj
reakciji. Dobivene Ct vrijednosti za ispitivane uzorke koriStene su u interpolaciji broja RNA kopija na temelju
standardne krivulje.

Naposljetku, broj kopija RNA je normaliziran (na temelju RiboGreen RNA kvantifikacije ukupne RNA ekstrahirane iz
jazica sa stani¢nom kulturom) i izrazen kao ekvivalenti genoma / pug ukupne RNA [ge/pg].

Broj kopija RNA [g.e./ug] iz svake jazice ploce sa stani¢énom kulturom je mjera koli¢ine replicirajuée HCV RNA u
prisustvu razli¢itih koncentracija inhibitora. Postotak (%) inhibicije je izracunat putem slijedece jednadZbe:
100-[(g.e./ug inh)/ (g. e. /ug ctl) x 100].

Nelinearna krivulja pode3ena iz Hillova modela, primjenjena je na podatke inhibicijske koncentracije, a 50% ucinkovite
koncentracijc (ECsp) jo izracunato primjcnom SAS softvera (Statistical Softwarc System; SAS institut, Inc. Cary, N.C.).

PRIMJER 12

Testovi specificnosti
Testovi specifitnosti, opisani u WO 00/09543, su koriSteni u procjeni selektivnosti navedenog spoja.

PRIMJER 13

Farmakokineti¢ka svojstva

Prikazani spojevi isto tako pokazuju dobra farmakokineti¢ka svojstva, kao §to su detektabilni nivoi u plazmi kod Stakora
1 sat i 2 sata nakon oralne doze od 5 mg/kg.

Toctnije, koriSten je test in vivo procjene oralne apsorpcije, kako bi se odredio nivo ispitivanih spojeva u plazmi, kod
$takora nakon oralne primjene:

Materijali i postupci:

1. Postupak koriSten kako bi se grupirali spojevi («kazetna selekcija»):

Selekcija spojeva koji ¢e se grupirati u «kazetu» se temelji na njihovoj strukturnoj sli¢nosti i fizikalnokemijskim
svojstvima. Uspostavljen je postupak ckstrakeije krute faze koji sc moze primijeniti na sve odabranc spojcve. Na osnovi
podetnog ispitivanja u kojem je svaki spoj unesen u plazmu $takora i proveden kroz HPLC ili HPLC/MS u koncentraciji
od 0.5 uM, vrijeme retencije, ionska masa i moguce razdvajanje izmedu spojeva putem HPLC i/ili HPLC/MS su
koristeni kao osnova za grupiranje 3 do 4 spoja u jednu «kazetu.

2. Oralni vehikl i pripravljanje spoja:

Svaka «kazeta» sadrzi 3 do 4 spoja u koncentraciji od 5 ili 4 mg/kg svakog spoja pojedina¢no. Kazete su pripravljene u
obliku oralne suspenzije u 0.5% vodenoj otopini metilceluloze i 0.3% polioksietilen (20) sorbiton monooleatu (Tween-
80). Volumen doziranja je iznosio 10 mg/kg putem oralne gavaze.

3. Doziranje i uzimanje uzoraka plazme:

Muzjaci Sprague Dawley $takora su izgladnjeli preko noéi u zasebnim kavezima, a imali su pristup 10% vodenoj otopini
dekstroze. Dva §takora su dozirana sa svakom «kazetom». Uzorci plazme (-1 ml) su sakupljeni 1 i 2 sata nakon
doziranja iz uzorka od dva $takora i grupirani su za ekstrakciju 1 analizu.

4. Ekstrakcija spoja i analiza:

1z svake kazete, uzorci plazme od 1 i 2 sata, ¢iste plazme, Ciste plazme sa dodatkom svih spojeva u koncentraciji od 0.5

UM svakog spoja posebno, ekstrahirani su postupkom ekstrakcije solidne faze. Uzorci su analizirani sa HPLC 1
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standarda.
TABELA 1
N H
\ Q;'N n"ge
Spoj # R' R’ MS(M-H)-
101 OH ciklopentil ciklopentil 799.3
102 OH cikloheksil ciklopentil 813.4
103 NH-SO,-ciklopropil |ciklopentil ciklopentil

Kada su spojevi izuma procijenjeni, prethodno navedenim enzimatskim i stani¢nim testovima, spojevi su se pokazali
visoko uc¢inkovitim. Toc¢nije, spojevi su imali ICsq ispod 0.01 pM u NS3-NS4A testu proteaze, a ECs ispod 0.01 pM u
stani¢nom testu HCV RNA replikacije.

Kada su spojevi procjenjeni u testovima specifi¢nosti, spojevi formule 1 su se pokazali selektivnima time §to ne
uzrokuju zna¢ajnu inhibiciju u testu ljudska leukocitne elastaze i testu Katepsina B.

Kada su spojevi izloZeni farmakokineti¢kom testu kod $takora, doza od 5 mg/kg u Methocel: Tween20® (0.5%:0.3%) je
dovela do neocekivano dobre koncentracije u plazmi. Spojevi 101 i 102 su pokazali povrsinu ispod krivulje (AUC) od
16, odnosno 18 pM-hr, u usporedbi sa njihovim najblizim analozima koji su imali AUC u rasponu od 0.8 do 4.5 uM-hr.
Navedeni neo¢ekivani i zna¢ajan porast razine spoja u plazmi $takora, ¢ini navedene spojeve osobito zanimljivima kao
moguce lijekove za peroralnu primjenu.
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PATENTNI ZAHTJEVI

1. Spoj, naznacen time, da se sastoji od skupine spojeva prikazanih formulom I:
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u kojoj:

R' predstavlja hidroksi ili NHSO,R' u kojem R' predstavi ja (C\)alkil, (Cs.;)cikloalkil ili {(Cy.¢)alkil-(Cs.7)
cikloalkil}, od kojih su svi po izboru supstituirani 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, O-(C;¢)alkilom, amido, amino
ili fenilom, ili R predstavlja Cg ili C) aril po izboru supstituiran 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, (C,¢)alkilom,
O-(Cyg)alkilom, amido, amino ili fenilom; R* predstavlja (Cs.)cikloalkil, a R predstavlja ciklopentil; ili njihove
farmaceutski prihvatljive soli.

Spoj u skladu sa zahtjevom 1, naznaden time, da R' predstavlja hidroksi ili NHSO,R'* u kojem R'* predstavlja
(Crg)alkil, (Csy)cikloalkil ili {(C,.)alkil-(C;_7)cikloalkil}, od kojih su svi po izboru supstituirani 1 do 3 puta sa halo,
nitro ili O-(C,¢)alkilom, ili fenilom koji je po izboru supstituiran 1 do 3 puta sa halo, nitro, (C; ¢)alkilom ili O-(C,)
alkilom.

Spoj u skladu sa zahtjevom 2, naznafen time, da R' predstavlja NHSO,R'* u kojem R'* predstavlja metil, etil,
ciklopropil, ciklobutil, ciklopentil, ciklopropilmetil, cikloheksiletil, CCl;, CF;, fenil, 2-fluorofenil ili 4-metilfenil.
Spoj u skladu sa zahtjevom 3, nazna&en time, da R'* predstavlja ciklopropil.

Spoj u skladu sa zahtjevom 1 ili 2, nazna&en time, da R' predstavlja hidroksi.

Spoj u skladu sa bilo kojim od zahtjeva 1 do 5, nazna&en time, da R predstavlja ciklopentil.

Spoj u skladu sa zahtjevom 1, naznacen time, da je prikazan slijedecom formulom 101:

{101},

Spoj u skladu sa zahtjevom 1, naznaden time, da je prikazan slijede¢om formulom 102:

(1023 .

Spoj u skladu sa zahtjevom 1, naznacen time, da je prikazan slijede¢om formulom 103:

23



10

15

20

25

30

35

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22,

23.

HR P20040689 A2

(1031 .

Farmaceutski pripravak, naznacen time, da sadrZi anti-hepatitis C virusno uc¢inkovitu koli¢inu spoja formule I u
skladu s bilo kojim od zahtjeva | do 9, ili njihovu farmaceutski prihvatljivu sol, u smjesi sa farmaceutski
prihvatljivim nosacem ili pomo¢nim sredstvom.

Farmaceutski pripravak u skladu sa zahtjevom 10, naznacen time, da pored toga sadrzi terapijski uéinkovitu
koli¢inu jednog ili vi$e drugih anti-HCV agensa.

Farmaceutski pripravak u skladu sa zahtjevom 11, naznacen time, da je drugo anti-HCV sredstvo odabrano
izmedu: a-interferona ili pegiliranog o-interferona.

Farmaceutski pripravak u skladu sa zahtjevom 11 ili 12, naznaden time, da drugo antivirusno sredstvo predstavlja
ribavirin.

Farmaceutski pripravak u skladu sa zahtjevom 11, 12 ili 13, naznaden time, da je drugo anti-HCV sredstvo
odabrano izmedu inhibitora: helikaze, NS2/3 proteaze 1 unutarnjeg mjesta ulaska na ribosomu (IRES).

Postupak lije¢enja ili prevencije hepatitis C virusne infekcije kod sisavaca, naznacen time, da obuhvaca primjenu
anti-hepatitis C virusno ucinkovite koli¢ine spoja formule I u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 9, ili njegove
farmaceutski u¢inkovite soli.

Postupak lijecenja ili prevencije hepatitis C virusne infekcije kod sisavaca, naznacen time, da obuhvaca primjenu
anti-hepatitis C virusno u¢inkovite koli¢ine pripravka u skladu s bilo kojim od zahtjeva 10 do 14.

Postupak lijecenja ili prevencije hepatitis C virusne infekcije kod sisavaca, naznaden time, da obuhvaca primjenu
anti-hepatitis C virusno ucéinkovite koli¢ine spoja formule 1 u skladu s bilo kojim od zahtjeva 1 do 9, ili njegove
terapijski uc¢inkovite soli u kombinaciji sa jednim ili vise drugih anti-HCV agensom.

Postupak u skladu sa zahtjevom 17, naznaten time, da je drugi anti-HCV agens odabran izmedu: a-interferona ili
pegiliranog a-interferona.

Postupak u skladu sa zahtjevom 17 ili 18, naznacen time, da drugi anti-HCV agens predstavlja ribavirin.

Postupak u skladu sa zahtjevom 17, 18 ili 19, naznafen time, da je drugi anti-HCV agens odabran izmedu
inhibitora: helikaze, NS2/3 proteaze i inhibitora unutarnjeg mjesta ulaska na ribosomu (IRES).

Primjena spoja formule I u skladu sa bilo kojim od zahtjeva 1 do 9, naznadenog time, da je za proizvodnju lijeka za
lijeCenje ili prevenciju hepatitis C virusne infekcije.

Farmaceutski pripravak u skladu sa zahtjevom 11, 12 ili 13, naznaden time, da drugi anti-HCV agens predstavlja
inhibitor HCV polimeraze.

Postupak u skladu sa zahtjevom 17, 18 ili 19, naznaden time, da drugi anti-HCV agens predstavlja inhibitor HCV
polimeraze.

SAZETAK

Spojevi formule I:
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u kojoj R' predstavlja hidroksi ili NHSO,R'* u kojem R'* predstavlja (C,.¢)alkil, (C;;)cikloalkil ili {(C,.¢)alkil-(C;.
pcikloalkil}, od kojih su svi po izboru supstituirani 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, O-(C4)alkilom, amido, amino ili
fenilom, ili R4 predstavlja Cg ili Cyy aril po izboru supstituiran 1 do 3 puta sa halo, cijano, nitro, (C_¢)alkilom, O-(C.)
alkilom, amido, amino ili fenilom; R predstavlja (Cs.¢)cikloalkil, a R’ predstavlja ciklopentil; ili njihove farmaceutski
prihvatljive soli, a koriste se kao inhibitori HCV NS3 proteaze.
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